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RESUMO

InfecgBes fangicas enquadram um problema emergente na comunidade
sanitaria. Com base em dados de 2017, estima-se que mais de um bilhdo de pessoas
manifestam algum tipo de micose, sendo que 150 milhGes delas séo invasivas e
consideradas graves, levando a quase dois milhdes de o6bitos. Outro problema é a
resisténcia de algumas cepas aos farmacos disponiveis no mercado, o que leva a
urgéncia na descoberta de novos antifingicos como alternativas terapéuticas no
tratamento dessas infeccfes. Substancias contendo o esqueleto 2-tiazolilhidrazona
apresentam um destaque na literatura como uma promissora nova classe de
antifingicos, especialmente frente aos géneros Candida e Cryptococcus. Neste
trabalho, buscou-se planejar e obter derivados 2-tiazolilhidrazonas com potencial
atividade antifangica. Inicialmente, foram construidos modelos de classificacdo
baseados em algoritmos de aprendizado para a predicdo da atividade antifungica
frente as espécies Candida albicans e Cryptococcus neoformans, em que 0s seis
modelos de classificagdo mais robustos (trés para cada fungo), de acordo com as
métricas de validacao interna e externa, foram selecionados para um protocolo de
triagem virtual. Os modelos foram aplicados em duas quimiotecas virtuais com mais
de 175 mil moléculas ao todo, selecionando 486 moléculas com predi¢do positiva em
consenso pelos seis modelos. Algumas substancias desse conjunto com propriedades
fisico-quimicas (hidrossolubilidade e lipofilia) adequadas para administracdo oral
foram selecionadas como representantes para a selecdo dos analogos a serem
sintetizados. Foram calculadas propriedades eletrbnicas e moleculares de dois
derivados 2-tiazolilhidrazonas (63 e 72) que foram estudados quanto a sua
estabilidade em meio aquoso, bem como de outros cinco analogos (62, 78, 96, 121 e
123), buscando relacionar essas propriedades com o potencial de hidrélise do grupo
hidrazona. Foi visto que as cargas eletrostaticas e as energias dos orbitais de fronteira
corroboram os dados experimentais, podendo extrapolar os dados na predicdo da
hidrolise das demais substancias em meio aquoso. Quatro intermediarios
tiossemicarbazonas foram sintetizados (TS2-5) com rendimentos de 61 a 100% e,
apos uma reacao de condensagao com diferentes a-halocetonas, levaram a obtencao
de 18 derivados 2-tiazolilhidrazonas (TH2a-h, TH3a, TH4a-h e TH5a) com
rendimentos de 41 a 93%. Quatro derivados 2-tiazolilhidrazinas (TH6a-d) foram

sintetizados com rendimentos de 25 a 59%. As substancias sintetizadas foram



avaliadas in vitro frente a quatro espécies do género Candida (C. albicans, C. auris,
C. krusei e C. tropicalis) por meio do ensaio de microdiluicdo em caldo. Cinco 2-
tiazolilhidrazonas apresentaram valores de MIC menores que 10 pmol/L contra, pelo
menos, uma das espécies testadas (TH2h, TH3a, TH4e-f e TH5a). As quatro 2-
tiazolilhidrazinas apresentaram valores de MIC menores que 10 pmol/L para todas as

espécies.

Palavras-chave: antifungicos, tiazolilhidrazonas, aprendizado de maquina, Candida,

Cryptococcus.



ABSTRACT

Fungal infections are an emergent issue in the sanitary community. Estimates
from 2017 state that more than one billion people present a mycosis, whilst 150 million
cases of them are invasive infections and are considered serious comorbidities. These
infections result in two million deaths per year. Another concern relies on the multidrug
resistance presented by some fungal strains, leading to an urgency in the discovery of
novel antifungal classes as therapeutical alternatives for the treatment of these type of
infections. A promising chemical skeleton to develop new antifungals is the 2-
thiazolylhydrazone scaffold, which presents potent bioactivity, especially against
Candida and Cryptococcus species. In this work, we aimed to design and synthesize
2-thiazolylhydrazone derivatives as potential antifungal agents. Machine learning-
based classifications models were constructed and validated for the prediction of
antifungal activity of 2-thiazolylhydrazones. The species Candida albicans and
Cryptococcus neoformans were selected as representatives for each genus. The six
most robust models (three for each fungus), according to the statistical parameters,
were selected for a virtual screening protocol. They were applied to classify two virtual
chemical libraries with >175 thousand molecules. The six models, in a consensus,
selected 486 compounds as potential antifungal agents against both fungi. Another
filter based on lipophilicity and water solubility was applied to define the analogs to be
synthesized with probable good oral bioavailability. Electronic and molecular properties
were calculated for two 2-thiazolylhydrazones (63 and 72) previously studied regarding
their stabilities in aqueous medium, as well as for other five analogs (62, 78, 96, 121,
and 123), aiming to stablish a relationship between those properties with hydrolysis
potential of the hydrazone moiety. According to the results, the electrostatic charges
and the calculated energies for the frontier orbitals could be related to the experimental
results for X-Y, thus it has been able to extend this interpretation for the five analogs
to predict the possible hydrolysis. Four thiosemicarbazone intermediates (TS2-TS5)
were obtained with 61-100% vyield. They lead to the synthesis of 18 2-
thiazolylhydrazones (TH2a-h, TH3a, TH4a-h, and TH5a) after a condensation reaction
with a-haloketones, with 41-93% yield. Also, another four 2-thiazolylhydrazines (TH6a-
d) were obtained with 25-59% vyield. The biological activity of the synthesized
compounds was assessed in vitro using broth microdilution assay against four Candida

species (C. albicans, C. auris, C. krusei, and C. tropicalis). Five 2-thiazolylhydrazones



showed MIC values lower than 10 pmol/L against one of the species, at least (TH2h,
TH3a, TH4e-f, and TH5a). The four 2-thiazolylhydrazines showed MIC < 10 pumol/L.

Keywords: antifungals, thiazolylhydrazones, machine learning, Candida,

Cryptococcus.
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INTRODUCAO

Emergéncia das infec¢des fungicas

O reino Fungi apresenta uma diversidade muito grande de espécies, que
variam significativamente entre si em fisiologia e morfologia. Hawksworth e Licking
estimaram em 2017 a existéncia de 2,2 a 3,8 milhGes de espécies de fungos
espalhadas pelo planeta, mas apenas 120 mil delas foram identificadas até o
momento (HAWKSWORTH; LUCKING, 2017). Os fungos s&o seres eucariontes uni
ou multicelulares, que apresentam como caracteristica principal a
compartimentalizagdo do material genético em suas células dentro um nucleo
demarcado por uma membrana; diferindo dos procariontes, em que material genético
desses organismos esta presente no citosol (BALDAUF; PALMER, 1993; SIMPSON,;
ROGER, 2004; TIROSH et al., 2006). Outra caracteristica morfolégica marcante das
células fungicas é a presenca de uma parede celular rigida externa & membrana
celular composta por quitina e B-glicanos, além de mananos, glicoproteinas e enzimas
gue degradam substancias exdégenas para a nutricdo do organismo (HAY, 2006).

Alguns fungos fazem parte da microbiota humana em perfeita simbiose.
Outros sédo utilizados na alimentagdo e em Varios processos industriais e
biotecnolégicos importantes, como a producdo de alimentos e medicamentos.
Entretanto, cerca de 600 espécies sdo patogénicas para seres humanos, causando
enfermidades preocupantes (CACERES et al.,, 2020). Bongomin e colaboradores
estimaram em 2017 que quase um bilhdo de pessoas apresentam infec¢des fungicas
superficiais, especialmente na pele, unhas e couro cabeludo, além de
aproximadamente um milhdo de casos de queratite fungica. Ademais, os autores
destacam que fungos patogénicos levam a mais de 150 milhées de casos de infeccbes
sistémicas mais sérias, com mais de 1,6 milhdo de 6bitos associados (BONGOMIN et
al., 2017).

A maior parte dos casos globalmente é causada pelos fungos que se
enquadram no grupo denominado “big five”: os géneros Aspergillus, Candida,
Cryptococcus e Pneumocystis, e a ordem Mucorales, termo conferido por Caceres e
colaboradores (2020). Essas espécies acometem, em maior namero, individuos
imunocomprometidos, levando a muitos quadros de infec¢des invasivas agudas, com
taxas de mortalidade que variam entre 30 e 90% (CACERES et al., 2020; PFALLER
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et al., 2005; PFALLER; DIEKEMA, 2007). Outras espécies que causam infeccdes
comunitarias cronicas também ganham destaque, como Blastomyces spp. (Figura 1,
p. 28), Histoplasma spp., e Paracoccidiodes spp — em que as duas ultimas sao
hiperendémicas no Brasil e em outras regides da América Latina (ASHRAF et al.,
2020; BONGOMIN et al., 2017).

Figura 1 — Fotomicrografia ampliada (125 vezes) de células de pulm&o humano
infectadas por fungos do género Blastomyces, causadores da blastomicose.

Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (EUA) (Dominio publico).

Muitos sdo os fatores que influenciam no aumento do nimero de casos e
Obitos relacionados as infeccbes fangicas. Os principais fatores relacionados ao
crescimento na prevaléncia sdo o aumento de pacientes imunocomprometidos,
infeccdes hospitalares e condi¢cdes precarias dos estabelecimentos de saude, e os
patbgenos comunitarios e emergentes (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2020). Pessoas convivendo com o virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) (DENNING, 2016), receptores de transplantes de 6rgdo, sangue ou medula
(FUKUDA et al., 2003; KONTOYIANNIS et al., 2010; PAPPAS et al., 2010; SHOHAM,;
MARR, 2012), pacientes em tratamento quimioterapico para o cancer (BODEY et al.,
1992; CRAWFORD; DALE; LYMAN, 2004; LORTHOLARY et al., 2013) ou com
medicamentos imunossupressores (ALl et al., 2013), e pacientes hospitalizados
(VINCENT et al., 1998; PFALLER; DIEKEMA, 2007) se enquadram nos grupos de
individuos mais vulneraveis e acometidos pelas micoses invasivas.

Por exemplo, estima-se mais de 300 mil casos de aspergilose invasiva no

inicio da década de 2010, um tipo de infeccdo comum em individuos
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imunocomprometidos, com uma taxa de mortalidade de 30 a 80%. Desses, pelo
menos 45 mil derivam de pessoas infectadas com o HIV e/ou convivendo com a AIDS
(BADDLEY et al., 2010; XU et al., 2012). Outro ponto de preocupacgao tem sido as
infeccdes comunitarias, em que as dindmicas de numero e origem dos casos foram
alteradas nos ultimos anos, com pacientes diagnosticados em regifes ndo-endémicas
anteriormente. Alguns fatores podem explicar essas mudancas, como 0 aumento do
namero de pacientes imunossuprimidos, maior cobertura de testes e diagnosticos,

migracao e mudancas climaticas (ASHRAF et al., 2020).

Quimioterapia das infeccdes fungicas

A quimioterapia antifingica é bem menos diversa em numero de classes e
farmacos em comparacdo com outras quimioterapias antimicrobianas. As trés
principais classes atuais de antifungicos disponiveis no mercado sdo os azois,
equinocandinas, e polienos (GEDDES-MCALISTER; SHAPIRO, 2019).

Os polienos foram a primeira classe de antifingicos a ser disponibilizada no
mercado, atuando como fungicidas de amplo espectro. Sao lactonas macrociclicas de
origem natural, isoladas primeiramente de bactérias do género Streptomyces. S&o
biossintetizadas a partir de uma série de condensacdes de Claisen catalisadas por
policetideo sintases, com posteriores reacdes de metilacao, oxidacdo e glicosilacéo.
Os polienos anfotericina B (Figura 2, p. 30), natamicina e nistatina sdo os principais e
mais prescritos antifiungicos que compde essa classe (CAFFREY et al., 2001; KHAN;
RAWLINGS; CAFFREY, 2011). Seu mecanismo de acao envolve o estabelecimento
de interacdes intermoleculares com moléculas de ergosterol presentes ha membrana
celular dos fungos, deslocando-as da membrana. Isso causa uma desestabilizagédo da
estrutura, formando poros que provocam o deslocamento de eletrélitos e outros
componentes do citosol para fora da célula, levando a morte do micro-organismo
(iondforos). Além disso, esses farmacos também provocam um estresse oxidativo, ao
estimular a producéo de radicais livres nas células (ANDERSON et al., 2014; GRAY
et al., 2012; WALL; LOPEZ-RIBOT, 2020).

Os polienos possuem baixa biodisponibilidade quando administrados por via
oral, razdo pela qual, por exemplo, a anfotericina B € administrada apenas por via
intravenosa para tratamento de infeccdes sistémicas causadas por leveduras e fungos

filamentosos, utilizando formulagdes lipidicas ou nanoestruturadas para aumentar a
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concentracdo nos tecidos (ANDERSON et al., 2014). Os farmacos natamicina e
nistatina apresentam ainda menor biodisponibilidade por via oral e maior toxicidade
por via parenteral, sendo quase exclusivamente aplicadas topicamente no tratamento
de micoses superficiais e vulvovaginais (ZOTCHEV, 2003).

Figura 2 — Estrutura quimica da anfotericina B, o farmaco da classe dos polienos

mais utilizado no tratamento de infec¢des sistémicas.

Os azdis representam a classe mais ampla e mais utilizada dentre os
antifngicos, também com amplo espectro de atividade. S&o compostos sintéticos
contendo, ao menos, um anel heterociclico nitrogenado (por isso o prefixo azo), como

o fluconazol, que apresenta um anel triazélico (Figura 3, p. 30).

Figura 3 — Estrutura quimica do fluconazol, um dos antifangicos azolicos mais

utilizados na terapéutica de infecc¢des fungicas.

N:\ HO F
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Esses farmacos atuam como inibidores da sintese de ergosterol, inibindo a
enzima 14-a-esterol desmetilase (ERG11 ou CYP51, a depender do organismo). Essa
enzima do tipo citocromo P-450 catalisa uma reacédo de desmetilagdo, em que ha a
desalquilacédo da metila C-14a do lanosterol, precursor na biossintese de esteroides
em fungos. Com isso, ha um acumulo de metabdlitos altamente lipofilicos e toxicos no

citoplasma, além da desestabilizacdo da membrana, devido a menor concentracdo de
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ergosterol na célula (COWEN et al., 2015; SHEEHAN; HITCHCOCK; SIBLEY, 1999;
WHALEY et al.,, 2017). Os az0is apresentam carater fungicida frente a Aspergillus
spp., mas sao fungistéticos, independentemente da concentracdo, contra espécies
dos géneros Candida e  Cryptococcus (MANAVATHU; CUTRIGHT,;
CHANDRASEKAR, 1998; PIANALTO; ALSPAUGH, 2016).

As equinocandinas enquadram um grupo de lipopeptideos macrociclicos de
origem natural (assim como os polienos) e é a classe de antifingicos mais
recentemente descoberta. As estruturas quimicas desses farmacos apresentam um
macrociclo polipeptidico caracteristico (usualmente hexapeptideos) ligados a um
grupo acila de carater graxo. A caspofungina (Figura 4, p. 31), a micafungina e a
anidulafungina sdo os principais farmacos dessa classe. Sao produtos semissintéticos
derivados de pneumocandinas, obtidos por meio de processos de fermentacédo (EMRI
et al., 2013).

Figura 4 — Estrutura quimica da caspofungina, representante da classe das

equinocandinas.

Seu mecanismo de acdo envolve a inibicdo da (-(1,3)-D-glucano sintase,
enzima que participa da biossintese do oligossacarideo B-(1,3)-D-glucano, um
componente estrutural importante da parede celular fangica. Se sua biossintese for
comprometida, pode causar instabilidade na parede celular, levando a um
desequilibrio osmoético e, consequentemente, a morte da célula fungica (DENNING,
2002; JOHNSON; PERFECT, 2003).
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Seu efeito fenotipico pode variar entre géneros, em que as equinocandinas
apresentam carater fungicida contra Candida spp., mas fungistatico contra Aspergillus
spp. Devido as suas estruturas e propriedades fisico-quimicas, ndo sdo absorvidas
por via oral, sendo exclusivamente administradas por via parenteral, sendo mais
aplicadas na terapia de infec¢cfes invasivas (PAPPAS et al., 2016). Estudos também
relatam que as equinocandinas podem aumentar a resposta imune do hospedeiro a
possiveis epitopos antigenos formados por beta-glucanos, estimulando a
biossinalizag&o inflamatoria (WHEELER; FINK, 2006).

Fungos multirresistentes e a necessidade de se desenvolver novos farmacos

antifungicos

A emergéncia de fungos multirresistentes é uma questado de saude publica
recorrente. O agravamento dessa situacdo se da especialmente pelo aparecimento
de novas espécies, cepas com resisténcia intrinseca com maior prevaléncia, uso
indiscriminado e inadequado de farmacos antimicrobianos, limitacdo no nimero de
medicamentos disponiveis no mercado, dentre outros fatores que provocam a selecao
de cepas resistentes (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
2020). Um outro problema € a aplicacao indiscriminada e, as vezes, incorreta de
antifingicos na agricultura para o controle de pragas. Estima-se que o uso de
antifangicos azoélicos na agricultura nos Estados Unidos aumentou 434% de 2013 a
2016, o que pode provocar o crescimento de fungos patogénico resistente a esses
farmacos (TODA et al., 2021).

Nas ultimas décadas, viu-se um aumento nas taxas de mortalidade e de
morbidade causadas por fungos resistentes, principalmente em pacientes
imunocomprometidos comprometidos por infeccdes invasivas. Relatos de resisténcia
as trés principais classes de antifungicos sdo encontrados para a maior parte dos
géneros de fungos patogénicos, em que algumas cepas apresentam pouca
susceptibilidade a farmacos de todas as classes. Os mecanismos de resisténcia
costumam ser conservados mesmo entre diferentes géneros. Espécies como
Aspergillus fumigatus, possui resisténcia aos principais farmacos azélicos; Fusarium
Spp. possui resisténcia intrinseca as equinocandinas, com taxa de mortalidade entre
50 e 80% (VALLABHANENI et al., 2016). Estao descritos, na Tabela 1 (p. 33), alguns
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dos principais mecanismos de resisténcia encontrados para os polienos, azéis e

equinocandinas.

Tabela 1 — Exemplos de farmacos, mecanismos de acao e mecanismos de

resisténcia das trés principais classes de antifungicos (azois, equinocandinas e

polienos) disponiveis no mercado.

Mecanismo de

Mecanismos de

Espécies com

resisténcia intrinseca

Classe Exemplos . .
acao resisténcia ou em alta
frequéncia
L Aumento na
Inibic&do da o
o atividade de
biossintese de )
Fluconazol, o bombas de efluxo, Candida glabrata,
B ) ergosterol (inibicdo . _ )
Az0is itraconazol, ) mutacdes no gene Candida krusei,
) da enzima _ )
voriconazol ERG11, mutactes Candida albicans

Caspofungina,
Equinocandinas micaafungina,

anidulafungina

Anfotericina B,
Polienos nistatina,

natamicina

lanosterol 14a-

desmetilase)

Inibicdo da 1,3-6-
glucano sintase

Sequestro de
ergosterol presente
na membrana

celular

no promotor do
gene CYP51

Mutacgbes no gene
FKS

Diminuigc&o na
concentracdo de
ergosterol na
membrana,
mutacdes nos

genes ERG

Cryptococcus spp.,
Fusarium spp.

Candida auris,

Aspergillus terreus

Fonte: Adaptado de Berman et al. (2020).

A Food and Drug Administration (FDA), agéncia reguladora sanitaria dos EUA,

aprovou 34 medicamentos antifangicos entre janeiro de 1981 e setembro de 2019,

englobando farmoquimicos de origem natural e sintética, fitoterapicos e produtos

bioldgicos. Esse numero é consideravelmente menor em comparagcdo com outras

classes de antimicrobianos, visto que a agéncia aprovou 162 antibacterianos e 186

antivirais no mesmo periodo. Dos dez farmacos contra fungos aprovados nos ultimos

vinte anos, nove sdo da classe dos azois, o que destaca a pouca evolucdo na
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descoberta de novas classes quimicas e mecanismos de acdo para antifingicos
(NEWMAN; CRAGG, 2020). Essa diferenca €, em parte, reflexo do certo descaso da
comunidade de salde publica com o assunto. Boa parte das infec¢Bes fungicas
apresentam baixas taxas de mortalidade e baixa transmissibilidade em comparacao
com bactérias e virus, causando menos surtos e epidemias, o que leva a um baixo

investimento no desenvolvimento de novos antifungicos (DENNING, 2017).

O género Candida e a candidiase

A candidiase é uma doenca infecciosa causada por espécies do género
Candida, como, por exemplo, a espécie Candida albicans é a mais comumente
encontrada (Figura 5, p. 34). Esses fungos se apresentam na forma de leveduras e
podem ser encontrados na microbiota humana, principalmente na pele e em mucosas
(tratos gastrointestinal e geniturinario), ndo causando sintomas (NUCCI; ANAISSIE,
2001). Entretanto, quadros de infeccdo podem aparecer quando o fungo se prolifera
de forma descontrolada, principalmente por inoculacao via relagéo sexual, ou quando
ele se aloca em um tecido interno importante onde ndo € comum encontra-lo,

situagcdes comuns em casos de baixa imunidade (e.g., pacientes imunossuprimidos)
(LALLA et al., 2010).

Figura 5 — Fotomicrografia de esporos da espécie Candida albicans.
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Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (EUA) (Dominio publico).

A candidiase pode ocorrer em varias regides do corpo, em que 0s trés tipos

listados a seguir sdo os mais frequentes: (i) a candidiase orofaringea, ocorrendo na
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regido bucal, garganta e esdfago (quando se manifesta na boca e garganta, é
popularmente conhecida como “sapinho” no Brasil) (PANKHURST, 2012); (i) a
candidiase vaginal, que ocorre no trato vaginal (GONCALVES et al., 2016); e (iii)) a
candidiase invasiva, que ataca tecidos internos vitais (KULLBERG; ARENDRUP,
2015). A candidemia, infeccdo do tecido sanguineo por Candida spp., € o principal
tipo de candidiase invasiva, com uma taxa de mortalidade atribuida de 49% dentre
todas as infec¢des sanguineas (WISPLINGHOFF et al., 2014).

As candidiases se enquadram entre as infec¢des fungicas mais prevalentes
no mundo. O principal agente etioldgico do género é a espécie C. albicans, seguida
das espécies Candida glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis, e Candida
tropicalis (ndo descritas em ordem crescente de numero de casos). Estima-se a
incidéncia de dois milhdes de casos anuais de candidiase oral e 1,3 milh&do de casos
de candidiase esofagica. 70% das pessoas com vagina apresentam ou irdo
apresentar em vida ao menos um episédio de candidiase vulvovaginal, com mais de
130 milhdes de casos recorrentes. Cerca de 750 mil casos de candidiases invasivas
foram relatados em 2017, em que quase 160 mil eram de candidemia. No Brasil foram
diagnosticados 28.991 casos, numa prevaléncia de 14,9 casos a cada 100 mil
pessoas (BONGOMIN et al., 2017).

A espécie emergente Candida auris (Figura 6, p. 36) tem sido uma
preocupacao para a comunidade sanitaria, mesmo apresentando uma prevaléncia de
casos mais baixa que outros componentes do género. O isolamento de uma cepa do
fungo foi relatado pela primeira vez no Japao em 2009, sendo identificada de uma
amostra de otorreia coletada de uma paciente diagnosticada com otite fungica (por
isso 0 nome cientifico C. auris, pois auris € a palavra em latim para ouvido) (SATOH
et al.,, 2009), mas uma analise regressiva de amostras coletadas de Candida spp.
anteriores mostraram que a primeira cepa isolada de C. auris data de 1996, na Coreia
do Sul (CHOWDHARY; SHARMA; MEIS, 2017).

Segundo dados da CDC de 15 de fevereiro de 2021, no minimo 47 paises
registraram ao menos um caso positivo de infeccéo por C. auris até a data (CENTERS
FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2022). Este fungo acomete
frequentemente pacientes hospitalizados que receberam intervengdes cirdrgicas ou
receberam medicamentos com ag&o antimicrobiana ou imunossupressora, causando
infeccdes nosocomiais graves (SCHELENZ et al., 2016). E estimado que ao menos

um a cada trés pacientes com infec¢des invasivas causadas por C. auris falecem
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(CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2018). Seu tratamento é
dificultado devido ao protocolo necessario para diagnoéstico, sendo limitado por
necessitar de técnicas mais robustas, além de ser facilmente confundido com outras
espécies do género. Também, sua multirresisténcia a varios farmacos das principais
classes de antifungicos pode dificultar o tratamento (GEDDES-MCALISTER,;
SHAPIRO, 2019).

Figura 6 — Fotomicrografia de leveduras da espécie Candida auris (cepa
JCM15448T). As células vegetativas foram inoculadas em caldo de extrato de
levedura peptona-glicose por trés dias a 25 °C. A barra de escala em preto no canto

inferior direito da figura indica uma distancia de 10 ym.

Fonte: Satoh et al. (2009) (a editora John Wiley and Sons concedeu o direito de reproduc¢éo da

imagem para este trabalho académico).

Vérios séo os sintomas que podem se manifestar para a candidiase. Para os
casos do tipo orofaringeo, os principais sintomas sdo: manchas brancas na lingua e
regides internas da boca e faringe; vermelhiddo; perda de paladar; dor ao comer e
engolir; ressecamento nos labios e cantos da boca (LYNCH, 1994; PANKHURST,
2012). No caso da candidiase vulvovaginal, coceira na regido da virilha, dor ao urinar
ou durante o ato sexual e fluidos anormais sdo 0s sintomas mais comuns
(GONCALVES et al., 2016).

Para as infec¢des causadas por fungos dos géneros Candida mais leves e
moderadas, o tratamento mais comum € com o uso de azéis (clotrimazol, fluconazol,
miconazol), sendo administrados por via oral (no caso da candidiase vaginal, pode-se
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fazer a administracdo intravaginal). Em infeccdes mais graves de candidiases
invasivas, faz-se uso de farmacos da classe das equinocandinas (caspofungina,
micafungina, anidulafungina) (PAPPAS et al., 2010, 2016).

Alguns componentes do género Candida apresentam resisténcia significativa
aos azois e equinocandinas (BERMAN; KRYSAN, 2020). A taxa de resisténcia de C.
albicans ao fluconazol é estimada entre <1 e 5%, em que esse numero pode aumentar
para até 65% para outras espécies do género (ORGANIZACAO MUNDIAL DA
SAUDE, 2014). Por exemplo, a espécie C. glabrata apresenta certa resisténcia ao
fluconazol e, para esses casos, da-se preferéncia ao tratamento com equinocandinas
(TODA, 2019). A C. auris € ainda mais preocupante, em que 90% das cepas isoladas
nos EUA sé&o resistentes ao fluconazol, e mais de um terco a anfotericina B
(LOCKHART et al., 2017). Alguns trabalhos destacam que essa espécie pode adquirir
resisténcia ou tolerancia aos polienos e equinocandinas com muita facilidade
(KORDALEWSKA et al., 2018).

O género Cryptococcus e a criptococose

A criptococose € uma micose sistémica causada por fungos do género
Cryptococcus, também com morfologia leveduriforme. Estes fungos residem
principalmente no solo, em torno de arvores, podendo entrar em contato com matéria
organica mais facilmente para fins de nutricdo e, assim, manter sua reproducdo. Sao
encontrados também em excrementos de algumas aves, mais comumente de
pombos. Esse fato explica 0 nome popular de “doenca do pombo” para a criptococose
no Brasil (HARRIS; LOCKHART; CHILLER, 2012; LAZERA et al., 2000; REOLON;
PEREZ; MEZZARI, 2004). A inoculag&o ocorre ao inspirar as leveduras ou esporos
do ambiente, tendo os pulmbes como principal local de alojamento, e que depois
podem se espalhar para outros tecidos. A doenca ndo é contagiosa, ou seja, ndo ha
a transmisséao entre individuos (GOLDMAN et al., 2001).

A criptococose se manifesta, na maioria dos casos, no proprio tecido pulmonar
(criptococose respiratoria), mas manifestagbes clinicas cutdneas e oculares, por
exemplo, também sao relatadas (SPRINGER et al., 2014). Em casos mais graves, 0S
micro-organismos se espalham pelo corpo e podem até atravessar a barreira
hematoencefalica, levando a chamada meningite criptocécica, quadro mais grave da
doenca (CHEN et al., 2000; SABIITI; MAY, 2012).
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Os dois principais agentes etiolégicos do género sdo as espécies
Cryptococcus gattii e Cryptococcus neoformans (Figura 7, p. 38), a segunda
possuindo o maior destaque clinico. A espécie C. neoformans é de carater oportunista,
acometendo em maior parte pacientes com doencas imunodepressoras,
principalmente individuos infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) ou
gue convivem com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (BRATTON et
al., 2012; IDNURM et al., 2005). Estima-se, ao menos, 223 mil casos de criptococose
relacionadas a HIV/AIDS pelo mundo (BONGOMIN et al., 2017). A espécie C. gattii
tende a infectar individuos imunocompetentes, acometendo, em maior numero,
criancas e jovens (GEORGI et al., 2009; MACDOUGALL et al., 2011).

Figura 7 — Placa de petri contendo coldnias de Cryptococcus neoformans em meio
Ajello-Shields. A cultura formada é resultado de um indculo feito com excrementos

de pombos coletado em 1966. A placa foi incubada a 37 °C por tempo nao

informado.

Fonte: Centers for Disease Control and Prevention (EUA) (Dominio publico).

Disponivel em: < https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=21391>. Acesso em 04 ago. 2022.

Para as criptococoses pulmonares, os principais sintomas envolvem tosse,
falta de ar, dor no peito e febre. Em casos de infec¢bes invasivas, como a meningite
criptococacica, os sintomas mais comuns séo: dor de cabecga e na nuca, febre, ndusea
e vomitos, sensibilidade a luz, tonteira e confusdo mental (BRATTON et al., 2012;
CHANG et al., 2006; CLARK et al., 1990; SABIITI; MAY, 2012). Devido a resisténcia
intrinseca de Cryptococcus spp. as equinocandinas, as infeccbes mais leves séo

tratadas com os farmacos azolicos, especialmente o fluconazol. No caso de infec¢des
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invasivas mais graves, a associacao de anfotericina B e flucitosina € indicada como
tratamento inicial, com posterior prescricdo de fluconazol por um longo prazo
(PAPPAS et al., 2010, 2016). Entretanto, ha relatos clinicos de resisténcia de C. gattii
e C. neoformans aos antifungicos azdlicos, especialmente o fluconazol. As espécies
Cryptococcus albidus e Cryptococcus laurentii, patdogenos oportunistas que
correspondem a 80% das criptococoses nao causadas por C. neoformans e C. gattii,
séo relatadas como pouco susceptiveis a flucitosina e ao fluconazol, o que dificulta o
tratamento de criptococoses invasivas (GEDDES-MCALISTER; SHAPIRO, 2019).

Tiazdis como uma promissora classe de antifungicos

Os heterociclos tiazélicos possuem certa notoriedade na quimica medicinal.
Diversas atividades biolégicas foram descritas para compostos desse grupo, em que
listamos as atividades antidiabética (RESENDE et al., 2019), antioxidante
(MALTAROLLO et al., 2019), antiviral (FARGHALY et al., 2022; GUO et al., 2019;
SOKOLOVA et al., 2018), citotoxica (AYATI et al., 2019; BRAGA et al., 2016; DE
SANTANA et al., 2018) e neuroprotetora (CARRADORI et al., 2014; CHIMENTI et al.,
2008, 2010; TRIPATHI et al., 2018) como exemplos, além da atividade antifangica, é
claro. Alguns farmacos disponiveis no mercado possuem o0 grupo tiazol em suas
estruturas quimicas, incluindo antimicrobianos, como a abafungina e o ravuconazol
(Figura 8, p. 39).

Figura 8 — Estruturas quimicas da abafungina (a esquerda) e do ravuconazol (a

direita), exemplos de farmacos que apresentam um heterociclo tiazélico.
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O primeiro relato de sintese de um derivado tiazolico data de 1889, da

pesquisa desenvolvida por A. Hantzch. O autor obteve o 2,4-dimetiltiazol (1) a partir
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da reacdo de condensacéao entre a cloroacetona e a tioacetamida (Esquema 1, p. 40)
(HANTZSCH, 1889).

Esquema 1 — Procedimento utilizado por Hantzch em 1889 para obtencao do
produto 2,4-dimetiltiazol (1).
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Dentre os varios derivados ja obtidos contendo o heterociclo tiazdlico, as 2-
tiazolilhidrazonas apresentam um maior destaque quanto a atividade antifingica. Sua
estrutura geral corresponde a um anel tiazol conectado a um grupo hidrazona na

posicéo 2 (Figura 9, p. 40).

Figura 9 — Estrutura geral das 2-tiazolilhidrazonas.
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A obtencdo dessas substancias é relativamente pouco laboriosa. Quando em
duas etapas, a primeira envolve a obtencdo do intermediario tiossemicarbazona a
partir do tratamento de aldeidos ou cetonas com tiossemicarbazida sob refluxo e na
presenca de um catalisador acido. O catalisador &cido garante as condicfes
reacionais necessarias para a formacédo da ligacdo imina. Na segunda etapa, a
formacdo do anel heterociclico se da por meio de uma reacdo de condensacéo
equimolar entre o intermediario tiossemicarbazona e uma a-halocetona, também sob
aguecimento. Em ambas as reacdes, solventes proéticos, como os alcoois, sdo 0os mais
comuns de serem utilizados (Esquema 2, p. 41) (HUSSEIN; TURAN-ZITOUNI, 2018).
Aspectos sobre o mecanismo das reacdes para a obtencdo de derivados
tiazolilhidrazonas serdo mais detalhadamente discutidos no Capitulo 1 (p. 82) deste

trabalho.
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Esquema 2 — Procedimento geral para preparacao de 2-tiazolilhidrazonas, quando

em solventes praoticos.
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O trabalho de Anbazhagan e Sankaran (2013) ilustra bem essa estratégia de
sintese em duas etapas. Os autores obtiveram sete derivados tiazolilhidrazonas a
partir do (E)-2-metilcinamaldeido e 2-bromoacetofenonas p-substituidas (Esquema 3,
p. 41). A tiossemicarbazona 2 foi obtida reagindo o aldeido correspondente com a
tiossemicarbazida em metanol sob aquecimento, com algumas gotas de &cido
cloridrico concentrado como catalisador, obtendo o produto com 88% de rendimento.
Por fim, as sete tiazolilhidrazonas (3-9) foram sintetizadas em 2-propanol a 120 °C por
duas horas, com rendimentos de 68 a 82% (ANBAZHAGAN; SANKARAN, 2013).

Esquema 3 — Procedimento utilizado por Anbazhagan e Sankaran (2013) para
obtencao das 2-tiazolilhidrazonas 3-9 derivadas da tiossemicarbazona 2, sintetizada

a partir do (E)-2-metilcinamaldeido.
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Muitos séo os trabalhos que descrevem a atividade antifungica in vitro e in
vivo de derivados 2-tiazolilhidrazonas contra véarias cepas de referéncia e isolados
clinicos de Candida spp. e Cryptococcus spp. A seguir estdo listados alguns exemplos
que descrevem o planejamento, sintese e avaliacdo da atividade biologica desses
derivados, a fim de acompanhar a evolucéo das estratégias nos ultimos 20 anos.

Maccioni e colaboradores (2002) realizaram a sintese de seis derivados 4-
fenil-2-tiazolilhidrazonas (10-15) a partir de quatro cetonas ciclicas, e a atividade
antifingica foi avaliada por um método de macrodiluigdo em caldo para determinagéo
dos valores de concentracao inibitéria minima (MIC) e concentragéo fungicida minima
(MFC) frente a espécies de Candida spp. (Figura 10, p. 42). O derivado 10 foi 0 mais
potente contra as espécies C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis (MIC = 0,78 pg/mL
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para todos), enquanto 15 foi o mais potente para C. albicans (MIC = 0,39 pg/mL, mas
com baixa poténcia frente aos outros fungos), ambos com valores préximos aos
controles positivos miconazol (MIC = 0,09-12,5 pg/mL) e clotrimazol (MIC = 0,04-12,5
pug/mL). Todos apresentaram baixa atividade frente a C. glabrata (MIC > 25 pg/mL). O
produto 13 foi o menos ativo da série, com valores de MIC maiores que 100 pug/mL
para todos os fungos. Os derivados 10 e 14 mostraram atividades fungicidas mais
potentes que os farmacos de referéncia miconazol e clotrizomaol frente a C. albicans,
C. parapsilosis e C. tropicalis (MFC = 3,12 pg/mL para ambos contra as trés cepas).
Em uma analise geral dos valores de MIC e MFC, os fungos foram mais susceptiveis
as substancias contendo anéis de 5 ou 6 carbonos ligados ao grupo hidrazona
(MACCIONI et al., 2002).

Figura 10 — Estruturas quimicas das substancias 10-15 obtidas por Maccioni et al.
(2002) e suas faixas de valores de MIC e MFC frente a cepas de referéncia das
espécies C. albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis e C. tropicalis.

; MIC 0,78-25 ug/mL, MFC 3,12-(>100) pug/mL

; MIC 0,78-50 pg/mL, MFC 12,5-(>100) pug/mL

; MIC 3,12-(>100) pg/mL, MFC 6,25-(>100) ug/mL
, R=H; MIC >100 pg/mL, MFC >100 pg/mL

, R=2-Me; MIC 0,78-25 pg/mL, MFC 3,12-(>100) pg/mL
, R=4-Me; MIC 0,39-50 ug/mL, MFC 25-(>100) pg/mL
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Em continuacdo ao trabalho, Logu e colaboradores (2005) avaliaram a
atividade antifingica do tiazol 11 contra isolados clinicos de Candida sp., em que o
produto mostrou atividade comparavel ou mais potente que 0s controles positivos
anfotericina B e fluconazol. Além disso, a substancia 11 mostrou baixa citotoxicidade
frente a células Vero (células epiteliais de rins da espécie Cercopithecus aethiops, ou
macaco-verde africano) (ICso > 1000 mg/L) e inibiu consideravelmente o crescimento
de biofilmes de C. albicans em modelo in vitro, quando em associagdo com
anfotericina B (DE LOGU et al., 2005).

Chimenti et al. (2007) relataram a obtencdo e avaliagdo da atividade
antifangica de vinte 2-tiazolilhidrazonas contendo substituintes ciclicos alifaticos
(ciclopentila, cicloexila e cicloheptila) conectados ao grupo imina (16-35) (Figura 11,
p. 43). Os compostos foram avaliados contra 22 isolados clinicos das espécies C.
albicans, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. sake e C. tropicalis. Os tiazois 24

e 25 apresentaram uma atividade significante de amplo espectro, com 0s menores
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valores de valores de MIC, especialmente frente as cepas de C. albicans (MIC = 0,25-
2 ug/mL para 24, e 0,5-2 pg/mL para 25) e C. glabrata (MIC = 0,5-2 pg/mL para 24, e
0,25-2 pug/mL para 25), com valores comparaveis ou mais potentes que o controle
positivo clotrimazol. Os resultados mostraram menores valores de MIC para 0s
derivados contendo os grupos 2-metilcicloexila (24-28), 3-metilciclohexila (29-33) e 4-
metilcicloexila (34), exceto para a espécie C. glabrata, que foi mais susceptivel aos
compostos contendo o grupo ciclopentila (16-23, exceto 17) e 2-metilcicloexila (exceto
26 e 28). A variacao dos ligantes na posicéo para do grupo fenila n&o parece ser muito
influente na poténcia da atividade biologica, exceto os derivados contendo 0 grupo
bifenila (23 e 34), que apresentaram baixa poténcia para todas as cepas (MIC = 16-
128 pg/mL para ambos) em comparacdo com 0s outros tiazdis. Os compostos
apresentaram baixa citotoxicidade frente células EAhy (células soméaticas hibridas
endoteliais) com viabilidade celular de 73,0 a 94,7% (em concentracdes menores que
0,5 ug/mL) (CHIMENTI et al., 2007).

Figura 11 — Estruturas quimicas das substancias 16-35 obtidas por Chimenti et al.
(2007) e suas faixas de valores de MIC frente a isolados clinicos de pacientes
hematoldgicos, oncoldgicos e submetidos a algum tipo de cirurgia infectados com

espécies de Candida sp.
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16 R=4-Me; MIC 0,25-128 pg/mL 24 Ry = 2-Me, Ry= Me; MIC 0,25-64 pg/mL 35 R=H; MIC 0,25-64 pg/mL
17 R= 4-OMe; MIC 0,50-128 ug/mL 25 R4=2-Me, Ry= OMe; MIC 0,25-32 pg/mL
18 R= 3-NO,; MIC 0,50-(>128) pg/mL 26 R=2-Me, Ry= NO,; MIC 0,50-(>128) ug/mL
19 R=4-NO,; MIC 0,50-(>128) pg/mL 27 R4= 2-Me, Ry= Br; MIC 2-128 pg/mL
20 R=4-CN; MIC 0,50-128 ug/mL 28 R4=2-Me, Ry= Ph; MIC 16-128 ug/mL
21 R=4-Cl; MIC 0,25-128 pg/mL 29 R4= 3-Me, Ry= Me; MIC 0,50-(>128) ug/mL
22 R=4-Br; MIC 2-(>128) pug/mL 30 R4= 3-Me, R,= OMe; MIC 0,50-(>128) ug/mL
23 R= 4-Ph; MIC 16-(>128) pg/mL 31 R4= 3-Me, Ry,= CN; MIC 0,50-(>128) ug/mL

32 R4= 3-Me, R,= Cl; MIC 0,50-(>128) pug/mL
33 Ry= 3-Me, Ro= F; MIC 0,50-(>128) pg/mL
34 Ry= 4-Me, Ry= CI; MIC 0,50-64 pg/mL

taczkowski et al. (2016) relataram a sintese de doze derivados 2-(2-
(cicloexilmetileno)hidrazineil)tiazolicos, variando os grupos ligados no anel
heterociclico (36-47) (Figura 12, p. 44). Os compostos foram avaliados contra treze
espécies de Candida spp., sendo trés cepas ATCC e dez isolados clinicos. Os
derivados 37 (MIC = 0,24-7,81 pg/mL), 45 e 47 (MIC = 0,24-3,91 pmol/L) mostraram
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poténcia comparavel ou melhor que o farmaco de referéncia fluconazol (MIC = 0,12-
1000 pg/mL), especialmente frente aos isolados clinicos. Interessante notar que 0s
derivados mais ativos apresentaram grupos alifaticos ligados ao anel heterociclico (2-
etoxi-2-oxoetila para 45 e metila para 47). Entretanto, para os isolados de Candida
lambica e Candida pulcherrima, todos os doze compostos avaliados apresentaram
valores de MIC muito maiores (62,5 a >1000 pg/mL) que o fluconazol (7,81-15,62
pug/mL) (LACZKOWSKI et al., 2016).

Figura 12 — Estruturas quimicas das substancias 36-47 obtidas por Lgczkowski et al.
(2016) e suas faixas de valores de MIC e MFC frente a cepas ATCC e isolados
clinicos das espécies C. albicans, C. dubliniensis, C. famata, C. inconspicua, C.
krusei, C. lambica, C. lusitaniae, C. sake, C. parapsilosis e C. pulcherrima.

36 R=4-NO,; MIC >1000 pg/mL, MFC >1000 ug/mL
37 R= 4-F; MIC 0,24-(>1000) ug/mL, MFC 1,95-(>1000) ug/mL
s 38 R= 4-OMe; MIC 1,95-(>1000) pg/mL, MFC 62,5-(>1000) pg/mL
RN/ 39 R=4-CN; MIC 7,81-(>1000) pg/mL, MFC 250-(>1000) pg/mL
/)\ _N 40 R= 4-Br; MIC 7,81-(>1000) pg/mL, MFC 31,25-(>1000) pg/mL
41 R= 4-Cl; MIC 31,25-(>1000) ug/mL, MFC 125-(>1000) pg/mL
H 42 R=4-CF3; MIC >1000 pg/mL, MFC >1000 ug/mL

43 R= 4-Me; MIC 0,98-(>1000) ug/mL, MFC 3,91-(>1000) pg/mL
44 R= 2,4-di-F; MIC 0,98-500 pg/mL, MFC 3,91-(>1000) pg/mL

Ro
= 45 R,= CH,COOEt, R,= H; MIC 0,24-1000 pg/mL, MFC 0,98-(>1000) pg/mL
R, .« 46 R;= Me, Ry= COOEt; MIC >1000 pg/mL, MFC >1000 pg/mL
N ” N 47 Rq= Me, Ry= H: MIC 0,24-125 pg/mL, MFC 1,95-(>1000) pg/mL
H

Em um trabalho posterior, taczkowski e colaboradores (2018) obtiveram
outros dez derivados tiazoélicos a partir da dihidrotiofen-3(2H)-ona (48-57) (Figura 13,
p. 45). Os compostos foram avaliados contra cepas ATCC de C. albicans, C. krusei e
C. parapsilosis. O tiazol 50 foi o mais ativo da série (MIC = 0,48-0,98 pg/mL), com
poténcia préxima ao farmaco controle nistatina (MIC = 0,24-0,48 pug/mL). O composto
49 foi o unico com MIC similar ao da nistatina para a espécie C. krusei (0,24 pug/mL).
Os tiazois 48, 51 e 55 apresentaram poténcias moderadas (MIC = 0,48-15,62 pug/mL).
Os derivados 52-54 e 56 foram inativos contra as trés cepas (MIC = 250-1000 pg/mL).
Essas quatro substancias apresentam grupos fortemente retiradores de elétrons
ligados ao anel benzilico (trifluorometila, nitro, ciano e m,p-dicloro, respectivamente),
indicando que essas modificacbes promoveram uma contribuicdo negativa para a

atividade bioldgica. Em contrapartida, 49 e 50, os mais ativos, apresentam grupos



45

doadores de elétrons (metoxila e metila, respectivamente), indicando que essas
modificacdes contribuem positivamente para o potencial antifungico. A troca do anel
benzilico pelo grupo adamantila (57) ndo levou a um derivado mais ativo (MIC = 250-
1000 pg/mL) (LACZKOWSKI et al., 2018).

Figura 13 — Estruturas quimicas dos compostos 48-57 obtidos por t.gczkowski et al.
(2018) e suas faixas de valores de MIC e MFC frente a cepas ATCC das espécies C.
albicans, C. krusei e C. parapsilosis.

48 R=4-Cl; MIC 0,98-3,91 ug/mL, MFC 1,95-32,5 ug/mL

49 R=4-OMe; MIC 0,24-3,91 pg/mL, MFC 7,81-31,25 pg/mL
50 R= 4-Me; MIC 0,48-0,98 pg/mL, MFC 0,98-3,91 pg/mL
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R,\’ \ / /)\ N 51 R=4-Br; MIC 1,95-15,62 pug/mL, MFC 62,5-1000 pg/mL
i N N 52 R= 4-CF3; MIC >1000 pg/mL, MFC >1000 pg/mL
H 53 R=4-NO,; MIC 250-1000 pg/mL, MFC >1000 pg/mL
S 54 R=4-CN; MIC 250-1000 pg/mL, MFC >1000 pg/mL
55 R=4-F; MIC 0,48-3,91 pg/mL, MFC 3,91-15,62 ug/mL
56 R= 4-Cl; MIC 500-(>1000) pg/mL, MFC >1000 pg/mL

S
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Nosso grupo tem realizado um extensivo trabalho no desenvolvimento e
otimizacao de derivados 2-tiazolilhidrazonas na descoberta de potenciais antifangicos,
em que salientamos abaixo alguns exemplos. Sa et al. (2015) sintetizaram e avaliaram
a atividade anti-Cryptococcus de treze 2-tiazolilhidrazonas contendo grupos alifaticos
ou aromaticos conectados a porcdo hidrazona (58-70) (Figura 14, p. 46). Os
compostos foram avaliados contra C. gattii (ATCC 24065) e C. neoformans (ATCC
24067), sendo que os derivados contendo um ligante alifatico no grupo hidrazona (61-
64) foram os mais potentes contra ambos os fungos, com MIC < 4 pmol/L. Destacam-
se as substancias 61-63, que apresentaram poténcia préxima ou maior que o controle
positivo anfotericina B (MIC = 0,486 umol/L), com MIC na faixa do baixo micromolar
(MIC < 1 pymol/L). Esses quatro compostos também tiveram seus valores de MIC e
MFC determinados contra as mesmas cepas de outros 24 isolados clinicos (doze para
cada espécie), em que todos foram mais ativos e fungicidas que o controle positivo
fluconazol para todas as cepas avaliadas. Os derivados 58-60, obtidos a partir da
mesma tiossemicarbazona, tiveram atividade moderada (MIC = 7,8-15,6 pmol/L). Os
outros, contendo hidrazonas com substituintes aromaticos, foram inativos em todas

as concentracdes testadas (MIC > 250 umol/L). Os treze tiazois apresentaram baixa
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citotoxicidade frente a células Vero e macrofagos murinos (ICso > 100 pmol/L)
(PEREIRA DE SA et al., 2015).

Figura 14 — Estruturas quimicas das substancias 58-70 obtidas por Sa et al. (2015)
e suas faixas de valores de MIC frente a C. gattii e C. neoformans. Os compostos
também apresentaram baixa citotoxicidade frente a células Vero e macréfagos

murinos.
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58 R=H; MIC 15,6 pmol/L 61 MIC 1,9 pymol/L 62 MIC 0,45-0,9 pmol/L
59 R= CI; MIC 7,8 pmol/L
60 R= OMe; MIC 7,8 umol/L
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63 R=H; MIC 0,9 ymol/L 65 MIC >250 pmol/L 66 R;= OMe, R,= H; MIC >250 pmol/L
64 R= OMe; MIC 1,9-3,9 ymol/L 67 R;= OMe, Ry= 4-Me; MIC >250 umol/L

68 Rq= Cl, Ro= 3,4-di-Me; MIC 15,6 pmol/L
69 R;= H, Ry= 4-N(Me),; MIC >250 pmol/L
70 R4= OMe, Ry= 4-N(Me),; MIC >250 pmol/L

Lino et al. (2018), em continuagdo ao trabalho anterior, obtiveram 15
derivados tiazolicos (71-85) (Figura 15, p. 47) contendo hidrazonas alifaticas e
aromaticas, que tiveram suas atividades antifingicas avaliadas in vitro frente a sete
espécies de Candida, Cryptococcus e Paracoccidioides. Nenhum dos compostos foi
mais ativo contra a espécie Paracoccidioides brasiliensis do que os controles
positivos, sendo 72 o mais ativo contra essa espécie com valor de MIC = 62,5 pumol/L.
Os produtos 71-73 e 77-79 se mostraram potentes antifingicos de amplo espectro
contra Candida e Cryptococcus spp., com valores de MIC comparaveis ou menores
gue o do controle fluconazol (MIC = 1,6-104,4 umol/L), mas nao tdo potentes quanto
a anfotericina B (MIC = 0,06-1,2 umol/L) e o itraconazol (MIC = 0,04-0,18 pmol/L). O
composto 73 foi 0 mais ativo dentre todos (MIC = 0,45-3,9 umol/L) para essas cepas.
O tiazol 74 mostrou poténcia comparavel com o fluconazol contra C. gattii e C.
neoformans (MIC = 0,76-1,5 umol/L), enquanto 81-83 (MIC = 125 a >250 pumol/L) e 80
e 84-85 (MIC = 20,3 a >250 umol/L) foram moderadamente ativos ou inativos. Esses

resultados reiteram que as 2-tiazolilhidrazonas que apresentam hidrazonas alifaticas
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em suas estruturas tendem a apresentar atividades bioldgicas mais potentes,

especialmente as aciclicas (LINO et al., 2018).

Figura 15 — Estruturas quimicas das substancias 71-85 obtidos por Lino et al. (2018)
e suas faixas de valores de MIC contra varias espécies dos géneros Candida e
Cryptococcus, e a espécie Paracoccidioides brasiliensis.
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O tiazol 63 se mostrou promissor como substancia lider no desenvolvimento
de novos antifungicos. O tiazol foi capaz de reduzir a formacéo de biofilmes de C.
albicans (cepa SC5314) (73,8%), C. gattii (cepa L27/01) (44,2%) e C. neoformans
(cepa ATCC 24067) (30,8%), alem de também reduzir a capacidade de adeséo de
leveduras de C. albicans em células do epitélio bucal humano. A substancia promoveu
uma sobrevivéncia maior que 70% em larvas de Galleria mellonella infectadas com
Candida sp. (5 mg/kg). Em modelo murino (camundongos C57BL/6 machos), esta
mesma substancia reduziu o valor de unidades formadoras de coldnia e prolongou a
sobrevivéncia por mais de 37 dias de tratamento em animais infectados com

criptococose pulmonar sistémica por C. gattii, um periodo maior do que o controle
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positivo fluconazol (28 dias). Nao houve diferenca significativa entre as concentracoes
de 10 e 50 mg/kg/dia avaliadas (SA et al., 2018).

Em estudos posteriores realizados por Sa e colaboradores (2019), os tiazoéis
61, 62 e 64 também reduziram a formac&o de biofilmes de C. gattii e C. neoformans
em modelo in vitro (reducdo de 43-50% e 26-42%, respectivamente). As substancias
apresentaram um efeito positivo no aumento do processo de fagocitose por
macréfagos murinos em ensaio in vitro. Apenas o derivado 64, na concentracdo de 5
mg/kg, aumentou a sobrevivéncia de larvas de G. mellonella infectadas com C. gattii
e C. neoformans. Sua poténcia foi similar ao controle positivo fluconazol (10 mg/kg)
(SA et al., 2019). Por isso, em um trabalho posterior, o derivado 64 foi avaliado em
varios ensaios de atividade antifngica, com uma atividade in vitro mais promissora
(MIC = 0,5-2 pmol/L) do que o fluconazol (MIC = 1 a > 64 umol/L) frente a doze
isolados clinicos de C. albicans. Além disso, também apresentou um efeito positivo no
tratamento por via topica de candidiase oral em modelo murino (camundongos
C57BL/6 fémeas), sem diferenca significativa em comparagcdo com o farmaco de
referéncia nistatina (SA et al., 2021).

Tonholo e colaboradores (2020) conduziram um estudo toxicolégico com 0s
tiazbis 63 e 83 (Figura 16, p. 49), descrevendo sua citotoxicidade frente a cinco
linhagens de células: A549 (células epiteliais basais de carcinoma pulmonar humano),
H9C2 (mioblastos de coracdo de rato), HepG2 (células epiteliais de carcinoma
hepéatico humano), LLC-PKi (células epiteliais de rins de porco) e Neuro-2a
(neuroblastos de cérebro de camundongo). A atividade biol6gica de cada substancia
foi determinada a partir dos valores de concentracdo necessaria para inibir 50% do
crescimento celular (ICso), obtida por meio do ensaio colorimétrico de viabilidade
celular com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazénio (MTT). De acordo
com o trabalho, a substancia 63 apresentou baixa citotoxicidade em todas as
linhagens (ICso = 97,3 a >105 pmol/L), enquanto 83 foi pouco tdxico para quatro das
linhagens estudadas (ICso = 70,3 a >105 pmol/L), exceto frente as células LLC-PK1
(ICs0 <1 pmol/L) (TONHOLO et al., 2020).

Estudos de toxicidade aguda oral do tiazol 63 em modelo murino (Mus
musculus) também foram conduzidos e nenhum sinal de toxicidade ou morte foi visto
para 0s animais tratados na concentracdo de 300 mg/kg. Para os camundongos
tratados na dose de 2000 mg/kg, apenas duas mortes foram identificadas nos dois

primeiros dias de experimento (de um total de quatorze dias). Em adi¢cao, nao foram



49

vistos, para 0s animais sobreviventes, sinais de toxicidade nem alteracéo
microscopica consideravel nos estudos histopatologicos, realizados durante a

necropsia dos animais apos o fim do tratamento (TONHOLO et al., 2020).

Figura 16 — Estruturas quimicas dos derivados 63 e 83 estudados por Tonholo e
colaboradores (2020) em seu ensaio toxicologico e suas faixas de valores de ICso
frente as linhagens de células A549, HIC2, HepG2, LLC-PK1 e Neuro-2a.
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63 1C50 97,3-(>105) umol/L 83 IC50 (<1)-(>105) umol/L

Outros trabalhos envolvendo estudos de farmacocinética, pré-formulacao e
estudos de estabilidade foram destacados ao longo do presente trabalho, onde seriam
mais bem alocados para compor a discussdo de cada capitulo. Esses resultados
ressaltam o expressivo potencial das 2-tiazolilhidrazonas enquanto uma potencial
nova classe de antifangicos no tratamento de infec¢des provocadas por Candida e

Cryptococcus spp.
Planejamento de farmacos auxiliado por computador

O ciclo de descoberta e desenvolvimento de farmacos ainda é bem desafiador
e possui muitos “calcanhares de Aquiles” a serem solucionados. E um processo muito
custoso, demorado e com uma taxa baixissima de sucesso na obtencéo de potenciais
farmacos em estudos clinicos (BHAGAT; BUTLE, 2021; KANTARJIAN et al., 2018;
NOSENGO, 2016). Mullard (2016) reportou que o setor farmacéutico investiu quase
60 bilhdes de dolares americanos em 2015 na descoberta de candidatos a farmacos,
um aumento de quase 25% para o valor gasto em 2006, com um preco médio de 2 a
3 bilhdes de ddolares americanos por farmaco. Esses gastos levam a uma timida taxa
de sucesso de pouco menos de 10% para projetos que entram em estudos clinicos
de fase | até a aprovagdo pelas agéncias reguladoras, processo tal que dura, em
média, de 10 a 15 anos (DIMASI; GRABOWSKI; HANSEN, 2016; MULLARD, 2016;
SCANNELL et al., 2012).
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Com o intuito de acelerar e otimizar esse processo, a aplicacdo da
guimioinformatica no planejamento de substancias bioativas vem ganhando cada vez
mais destaque dentro da quimica medicinal. As diferentes técnicas computacionais
existentes sdo utilizadas na selecdo e otimizacdo de estruturas quimicas com
propriedades fisico-quimicas e biologicas potencialmente adequadas visando bons
desempenhos farmacodinamico e farmacocinético dos provaveis farmacos. Com isso,
tém-se um processo mais racional, sendo menos custoso e mais eficiente
(MACALINO et al., 2015). Diversos métodos e técnicas se encaixam dentro da
quimioinformatica e modelagem molecular e sdo aplicadas no planejamento de
substancias bioativas, como o acoplamento molecular (molecular docking),
construcdo de modelos de relagdo entre estrutura quimica e atividade biologica (SAR,
do inglés, structure-activity relationships), dinamica molecular, similaridade molecular,
entre outras (FERREIRA; ANDRICOPULO, 2018).

A escolha do método mais adequado depende das informacdes disponiveis a
respeito do modelo fisiopatologico de interesse e de substancias com atividade
biologica descritas na literatura. S&o duas as principais abordagens de planejamento
de farmacos auxiliado por computador (CADD, do inglés, computer-aided drug
design). Quando se conhece bem o alvo macromolecular de interesse, tendo em maos
dados consistentes quanto a sua estrutura tridimensional e de complexos ligante-
receptor cristalizados e elucidados, pode-se aplicar o desenvolvimento de farmacos
baseados na estrutura do alvo molecular (SBDD, do inglés, structure-based drug
design), explorando cavidades na estrutura do alvo que podem atuar como sitios de
ligacado e realizando a predicéo de interacdes com potenciais ligantes. Técnicas como
o acoplamento molecular e a dindmica molecular se enquadram nessa estratégia
(GURUNG et al., 2021; MACALINO et al., 2015; SHEN et al., 2020).

Uma outra abordagem no planejamento de farmacos € o desenvolvimento de
substéancias bioativas baseadas na estrutura do ligante (LBDD, do inglés, ligand-based
drug design). Aqui, o planejamento se baseia em propriedades estruturais, fisico-
quimicas e moleculares de compostos com atividade biolégica validada
experimentalmente, sem necessariamente terem um alvo molecular elucidado.
Estudos de QSAR e de similaridade quimica sdo exemplos de técnicas que se
enquadram como LBDD. Essa estratégia se mostra promissora quando uma
determinado grupo de substancias ndo possui um alvo molecular definido, mas que

possuem um potencial biolégico significativo, ou quando ha poucas informacdes
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estruturais a respeito da macromolécula correspondente a esse alvo (GURUNG et al.,
2021; MACALINO et al., 2015; SURABHI; SINGH, 2018; VERISSIMO et al., 2022).

Existem algumas propostas de mecanismo de acdo para 2-tiazolilhidrazonas
com potencial atividade antifangica. Entretanto, nenhum estudo foi muito conclusivo
em definir um alvo macromolecular para essas substancias. Por conseguinte, utilizar
técnicas baseadas no LBDD para o planejamento racional de novos derivados se
mostra a tatica de CADD mais propicia. Trabalhos anteriores do nosso grupo relatam
0 uso dessa estratégia na construcao e validacdo de modelos de relacdo estrutura-
atividade para a predicdo de possiveis compostos lideres na descoberta de
antimicrobianos, por exemplo (ASSE JUNIOR et al., 2019; KRONENBERGER et al.,
2017; VERISSIMO et al., 2019), reafirmando a aplicabilidade da LBDD.

Destacam-se dois exemplos de trabalhos que envolvem a construgao e
validacdo de modelos de QSAR na predicdo da atividade antifingica. Lino e
colaboradores (2018) aplicaram técnicas de 2D (HQSAR) e 3D-QSAR (CoMFA e
CoMSIA) e de similaridade quimica 3D com 22 derivados 2-tiazolilhidrazonas com
potencial atividade anti-C. neoformans. Os modelos de regressdo selecionados
mostraram boa robustez (g2 > 0,74 e r? > 0,94), em que os modelos de HQSAR tiveram
uma performance melhor que os modelos de 3D-QSAR. Um consenso na relacéo
estrutura-atividade dos modelos foi proposto, representado graficamente na Figura
17 (p. 52), com o tiazol 72 como exemplo. Os modelos verificaram a importancia
estrutural do ndcleo 2-tiazolilhidrazona enquanto esqueleto estrutural. Os nitrogénios
do heterociclo e da hidrazona podem realizar interacbes moleculares do tipo ligacao
de hidrogénio, ora como doadores (HBD) ou aceptores (HBA). Também, verifica-se
que a presenca de grupos aromaticos na porcdo hidrazona desfavorece a atividade
biolégica, sendo que grupos alifaticos contribuem mais positivamente, com um
impedimento estérico na posicado sin a cadeia do heterociclo. Por fim, contribuicées
de possiveis interagfes eletrostaticas sdo previstas para grupos polares no fim da
cadeia alifatica da porcéo hidrazona, indicando que a variacdo do tamanho da cadeia
pode influenciar na atividade biolégica de acordo com o provavel sitio de ligacado dos
derivados tiazélicos com seu alvo molecular (LINO et al., 2018).

Oliveira e colaboradores (2022) também construiram modelos de regresséo
de HQSAR, CoMFA e CoMSIA para a atividade anti-C. albicans, C. gatti e C.
neoformans com 52 derivados 2-tiazolilhidrazonas no conjunto de dados de entrada.

Os modelos de 3D-QSAR mostraram pouca confiabilidade, muito por causa dos
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valores altos de informacdes perdidas que os modelos apresentaram (> 40%). Os
autores, entdo, focaram em avaliar os modelos de HQSAR apenas, selecionando 0s
trés modelos mais robustos (g? > 0,65). Os dados de relagdo estrutura-atividade foram
consonantes com aqueles obtidos por Lino et al. (2018), reforcando, especialmente, a
importancia de uma cadeia alifatica na porcdo hidrazona. Outro ponto importante
desse trabalho foi a avaliagdo de outros esqueletos bioisostéricos ao tiazol, como
arilfurano, triazol, tetrazol e tiadiazolina. Nenhum dos derivados contendo esses
heterociclos foi mais ativo que aqueles contendo o esqueleto 2-tiazolilhidrazona,

indicando que ele é essencial para a atividade antifungica (OLIVEIRA et al., 2022).

Figura 17 — Consenso de propriedades fisico-quimicas e estruturas importantes
para a atividade antifingica prevista pelos modelos de QSAR e similaridade

molecular construidos por Lino et al. (2018).
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A inteligéncia artificial na descoberta de substancias bioativas

Dentre os métodos com maior tendéncia em aplicacbes no processo de
desenvolvimento de novas substancias bioativas, pode-se destacar os algoritmos de
inteligéncia artificial (Al, do inglés, artificial intelligence). A inteligéncia artificial é
definida como um conjunto de ferramentas e mecanismos computacionais que
buscam simular comportamentos humanos na execucdo de tarefas e solugdo de
problemas (CHAN et al., 2019). O primeiro relato do uso de inteligéncia artificial em
estudos de relacdo estrutura-atividade data da década de 1960 (HANSCH; FUJITA,
1964) e, desde entdo, suas técnicas e aplicacdes foram se aperfeicoando, com uso

nas mais diversas etapas do processo de desenvolvimento de novo de farmacos.
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Um dos ramos da Al que a engloba o aprendizado de maquina (ML, do inglés,
machine learning). ML € um termo que engloba algoritmos estatisticos que podem ser
treinados a partir de dados de entrada sem necessitar de instrugdes programadas ou
grande influéncia humana, melhorando sua performance quanto maior o0 numero de
dados e da qualidade deles. Esses algoritmos podem gerar modelos de classificacao,
regressao ou clusterizacdo na inferéncia de padrbes entre os dados de treinamento,
podendo ser empregados em tomadas de decisdo. Isso leva a uma série de
funcionalidades no processo farmacéutico, como: atividade bioldgica, identificacdo e
validacéo de alvos moleculares, predicdo de perfis farmacocinéticos e de toxicidade,
entre outros (CHAN et al., 2019; JIMENEZ-LUNA et al., 2021; SERAFIM et al., 2020;
VAMATHEVAN et al., 2019). No Capitulo 1 (p. 57) sdo discutidos alguns exemplos
de aplicac6es da ML no planejamento de farmacos, incluindo antifungicos.

Os algoritmos de ML podem ser divididos em dois grandes grupos: técnicas
supervisionadas e ndo supervisionadas. As técnicas supervisionadas de aprendizado
geram modelos baseados nos dados de entrada que o algoritmo utilizou para ser
treinado, a partir das relagdes feitas entre as entradas. Sao, entdo, empregados na
predicdo de classes para conjuntos de dados que o modelo ndo teve contato antes.
As técnicas de ML ndo supervisionadas séo aplicadas na analise exploratoria dos
dados, treinando modelos que buscam agrupar os dados do conjunto de entrada a
partir de padrdes ocultos ou informacdes intrinsecas, sem precisar do usuario definir
parametros especificos de como o agrupamento deve ser feito (VAMATHEVAN et al.,
2019). Modelos de arvores de decisao, florestas aleatorias e redes neurais artificiais
sa0 0s mais comuns entre aqueles gerados por técnicas de aprendizado de maquina.

Um outro agrupamento de algoritmos relacionado ao ML envolve as técnicas
de aprendizado profundo (DL, do inglés, deep learning). Esses algoritmos fazem uso
de redes neurais artificiais de multiplas camadas, que séo baseados no funcionamento
dos neurdnios, também para o reconhecimento de padrées nos dados de entrada
(CHEN et al., 2018; ELTON et al., 2019; JIMENEZ-LUNA; GRISONI; SCHNEIDER,
2020; SERAFIM et al., 2021). Um exemplo de destaque desse tipo de algoritmo no
CADD é o trabalho de Stokes e colaboradores (2020). Os autores aplicaram a técnica
de redes neurais convolucionais em dois protocolos. No primeiro deles, o0 modelo
construido foi aplicado em um repositorio de dados quimicos para o reposicionamento
de farmacos, em que eles selecionaram a halicina (Figura 18, p. 54), derivado tiazolico

gue foi testado em ensaios pré-clinicos para o tratamento de diabetes, que apresentou
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uma atividade antibacteriana de amplo espectro tanto em modelos in vitro quanto em
murinos contra cepas de referéncia e isolados clinicos, com destaque para as
espécies Clostridiodes difficile, Acinetobacter baumannii e Mycobacterium
tuberculosis (DE et al., 2009; STOKES et al., 2020).

Figura 18 — Estrutura quimica da halicina, uma substancia com amplo espectro de
atividade antibacteriana, identificada apds triagem utilizando um modelo de
aprendizado profundo construido por Stokes et al. (2020).
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Em sequéncia, no segundo protocolo, o modelo foi empregado em uma
triagem virtual com o banco de dados ZINC15, contendo mais de 107 milhdes de
moléculas depositadas. Dessas, vinte e trés foram selecionadas para ensaios in vitro,
em que oito inibiram o crescimento microbiano de cepas de referéncia de
Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Apbs a leitura dessa longa introducéo, vé-se, por fim, que a emergéncia das
infeccbes fungicas é mais preocupante do que nunca e a necessidade de se
desenvolver novas substancias biotivas enquanto compostos lideres na obtencao de
farmacos é, provavelmente, a melhor alternativa disponivel para buscar solucdes a
este problema. Com o grande potencial dos derivados 2-tiazolilhidrazonas como
candidatos a antifUngicos em maos, este trabalho busca alinhar a inteligéncia artificial
com o planejamento racional de farmacos, trazendo uma estratégia singular no
desenho e sintese de 2-tiazolilhidrazonas com atividade antifangica em potencial
contra espécies de Candida e Cryptococcus, além de modular suas propriedades
fisico-quimicas ja visando uma possivel administragcdo por via oral dessas

substancias.
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OBJETIVOS

Os objetivos desse trabalho compreenderam:

1-OBJETIVO GERAL

Planejar por métodos computacionais, sintetizar, e avaliar experimentalmente
o potencial de novos derivados 2-tiazolilhidrazonas como compostos lideres no
desenvolvimento de novos antifingicos contra espécies dos géneros Candida e

Cryptococcus.

2 — OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os obijetivos especificos desde trabalho séo:

(i) construir e validar modelos supervisionados de classificacdo da atividade
antifangica contra C. albicans e C. neoformans utilizando técnicas de aprendizado de
maguina baseados nas estruturas quimicas de substancias contendo os nucleos tiazol

e hidrazona;

(i) aplicar um protocolo de triagem virtual em quimiotecas virtuais in-house baseando-
se nos modelos construidos mais robustos do item (i) e nos valores preditos de
propriedades fisico-quimicas relacionadas a hidrossolubilidade e lipofilia, a fim de

selecionar 2-tiazolilhidrazonas com maior potencial biol6gico e caréater drug-like;

(iii) calcular, por meio de métodos quanticos, propriedades eletronicas e moleculares
de derivados 2-tiazolilhidrazonas bioativos para estabelecer uma relacao entre elas e
suas estabilidades frente a hidrélise do grupo hidrazona, em comparacdo com dados

experimentais;

(iv) sintetizar os derivados 2-tiazolilhidrazonas propostos na etapa (ii) e caracteriza-

los a partir de suas propriedades fisico-quimicas e dados espectroscopicos;
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(v) sintetizar e caracterizar os derivados 2-tiazolilhidrazinas como provaveis produtos
de degradacao de suas 2-tiazolilhidrazonas correspondentes e que foram estudadas

no item (iii), a fim de embasar os estudos de hidrélise discutidos no item anterior;

(vi) avaliar a atividade biologica in vitro dos compostos sintetizados contra fungos do

género Candida.
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CAPITULO 1: PLANEJAMENTO BASEADO EM APRENDIZADO DE MAQUINA,
SINTESE E ATIVIDADE BIOLOGICA DE 2-TIAZOLILHIDRAZONAS COMO
CANDIDATOS A FARMACOS ANTIFUNGICOS

1 — CONTEXTUALIZACAO

Como discutido na Introducédo Geral deste trabalho (p. 49), a aplicacéo de
modelos de QSAR no desenvolvimento de farmacos tem sido muito promissora na
correlacdo de estruturas quimicas com suas atividades bioldgicas. Assim, esses
modelos auxiliam na compreensdo de seu modo de acdo e quais sdo as
caracteristicas moleculares relacionadas e, com isso, serem aplicados em protocolos
na selegcdo de moléculas com potencial biologico (KRONENBERGER et al., 2017;
SERAFIM et al., 2021; SOUFAN et al., 2018; VERISSIMO et al., 2022).

Muitas sédo as técnicas de aprendizado de maquina (aplicadas em estudos
envolvendo o planejamento de substancias bioativas, produzindo modelos de
regressao, classificacdo e clusterizacdo para buscar padrdes implicitos em dados
quimicos para aplicacdes farmacéuticas, incluindo na busca de possiveis farmacos
antimicrobianos (DURRANT; AMARO, 2015; PATEL et al., 2020; SERAFIM et al.,
2020, 2021).

Esses algoritmos ndo sé sdo aplicados na predicdo da atividade biol6gica,
mas também de propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas (CHEN; BONDI,
MICHALSKI, 2021; GOLLER et al., 2020; MILJKOVIC et al., 2021), toxicidade (JAIN
et al., 2021; MINERALI et al., 2020), retrossintese de compostos com potencial
biologico (ISHIDA et al., 2022; THAKKAR et al., 2021; YU et al., 2022), formulacdes
(NARAYANAN et al., 2021), possiveis alvos moleculares (KAITOH; YAMANISHI,
2021; RODRIGUES; BERNARDES, 2020; SANCHEZ-CRUZ; MEDINA-FRANCO,
2021; SHEN et al., 2021), entre outros.

Por exemplo, Maltarollo (2019) aplicou uma série de algoritmos de ML na
construgcdo de modelos de classificagao de inibidores da enzima enoil-ACP redutase
(Fabl) de S. aureus, um alvo molecular promissor no desenvolvimento de novos
antibacterianos. O autor compilou 166 substancias com atividade avaliada contra a
enzima e aplicou em diversos algoritmos de ML, gerando 4.362 modelos. De acordo
com as métricas avaliadas, os modelos mais robustos foram gerados utilizando as

técnicas de arvores de decisao, floresta aleatéria e maquinas de vetores de suporte.
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A interpretacdo dos modelos também esta de acordo com estudos de acoplamento
molecular envolvendo a Fabl (MALTAROLLO, 2019).

No caso de compostos com potencial antifangico, Fernandes e colaboradores
(2021) construiram modelos de classificacdo baseados em florestas aleatorias para a
predicdo de 2-tiazolilhidrazonas com atividade contra C. neoformans. Os autores
trabalharam com um conjunto de dados de 28 derivados e obtiveram 25 modelos de
florestas aleatédrias, variando o nimero de arvores de decisdo e de modelos para cada
nivel. O modelo mais robusto apresentou valores de coeficiente de correlacdo de
Matthews (MCC) com boa capacidade preditiva, sendo 1,00 e 0,62 para as validacdes
interna e externa, respectivamente. A interpretacao fisico-quimica do modelo descrito
no trabalho de Fernandes et al. (2021) foi concordante com 0s modelos de regressao
obtidos por Lino et al. (2018) e Oliveira et al. (2022), que destacaram que a presenca
de hidrazonas alifaticas era positivamente importante para a atividade biolégica. Os
trés trabalhos constataram que as hidrazonas ligadas diretamente a grupos
aromaticos ndo estavam presentes em nenhuma das moléculas classificadas como
ativas (MIC < 10 umol/L). Por outro lado, grupos alifaticos ligados ao nitrogénio iminico
estavam presentes em 100% dos compostos ativos.(FERNANDES et al., 2021).

Outras consideracdes importantes propostas por Fernandes e colaboradores
foram que a massa molar e a fracdo de carbonos sp3 estavam muito correlacionadas
com a atividade bioldgica, ap6s uma analise exploratdria utilizando mapas de
Kohonen (SOM), um tipo de algoritmo n&o supervisionado baseado em redes neurais.
Com base nesta andlise, verificou-se que compostos com massa molecular menor
que 320 Da, numero de carbonos sp® maior ou igual a 4, € 0 menor numero possivel
de anéis aroméaticos tem maior potencial antifangico. A lipofilia das moléculas,
representada pelos valores de logaritmo do coeficiente de particdo em n-octanol/agua
(log P), mostrou ter pouca influéncia para a atividade (FERNANDES et al., 2021; LINO
et al., 2018; OLIVEIRA et al., 2022).

Apesar de o mecanismo de acgdo das 2-tiaozlilhidrazonas ainda néo ter sido
elucidado, alguns estudos discutem possiveis mecanismos que essas substancias
podem atuar: bioproducéo de ergosterol em modelo in vitro; inibicdo da queratinase
(enzima envolvida em fatores de viruléncia de alguns fungos) (OUF et al., 2018);
inibicdo da lanosterol 14a-desmetilase; e inibicdo da topoisomerase Il (FARGHALY et
al., 2017). Em adicéo, Carradori et al. (2014) realizaram uma triagem de mais de 70

derivados tiazélicos frente a enzima histona acetiltransferase. Esse é um alvo bastante
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estudado na descoberta de agentes antitumorais, mas que também possui grande
aplicacdo no desenvolvimento de agentes antifungicos (CARRADORI et al., 2014;
KUCHLER et al., 2016).

Com a falta de um consenso a respeito do alvo molecular que as 2-
tiazolilhidrazonas atuam, foi selecionada a estratégia de LBDD para o planejamento
de substancias bioativas frente a fungos patogénicos para este primeiro capitulo. Para
tanto, modelos de classificagdo por ML foram construidos e validados buscando
selecionar aqueles mais robustos para uma posterior triagem virtual de moléculas com
grande potencial. Por fim, andlogos a essas moléculas triadas foram sintetizados e
avaliados quanto a sua atividade bioldgica contra Candida sp., para, enfim, validar

experimentalmente os resultados tedricos obtidos pelos modelos de ML.

2 — RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 — Modelos preditivos de aprendizado de maquina

Ao todo, foram obtidos 1.410 modelos de aprendizado de maquina para cada
fungo, resultantes da combinacao dos dez conjuntos de fingerprints moleculares com
0s hiperparametros intrinsecos de cada técnica avaliados no rastreamento heuristico.
Foram treinados 110 modelos por DT, 250 por RF e MLP, 150 para kNN e kNNw, e
500 modelos por NB. As trés funcbes de kernel aplicadas nas maquinas de vetores
de suporte ndo geraram modelos, indicando que essas arquiteturas ndo sao
adequadas para o conjunto de dados deste trabalho.

Os modelos gerados por cada técnica foram ranqueados de acordo com 0s
valores de extMCC e cvMCC (nesta ordem), selecionado os que apresentaram 0s
maiores valores (um por algoritmo). O coeficiente de correlagdo de Matthews, utilizado
nessa selecdo, € uma métrica aplicada no aprendizado de maquina para avaliar a
qualidade de um modelo a partir dos dados da matriz de confusédo. Esse parametro
aparenta ser o mais vantajoso na comparacao de modelos binarios.

Segundo a discusséo apresentada por Chicco, Warrens e Jurman (2021), a
férmula leva em conta todos os parametros da matriz de confusdo (Equacéo 1, p.
105), e os modelos s6 apresentam valores altos de MCC caso a maior parte dos dados
positivos (1) e negativos (0) preditos estejam corretos, sendo entdo mais pertinente

gue outros parametros. O F1-Score, a média harmdnica baseada na taxa de acertos
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(TPR) e de previsdo dos verdadeiros positivos, ndo leva em conta o nimero de
verdadeiros negativos em seu calculo (Equacédo 2, p. 106). Portanto, a analise do
MCC permite avaliar se o modelo é robusto de uma forma mais ampla, sendo confiavel
mesmo para conjuntos de dados muito desproporcionais (CHICCO; JURMAN, 2020;
CHICCO; WARRENS; JURMAN, 2021; ZHU, 2020). Os outros parametros foram
também avaliados a fim de verificar a robustez e a capacidade preditiva dos modelos,
a fim de aplica-los na predicdo em consenso dos dois fungos na etapa de triagem

virtual.

2.1.1 — Modelos de classificacdo para Candida albicans

Inicialmente, de acordo com o critério acima, selecionou-se o modelo obtido
com as melhores métricas para cada técnica, indicando seus respectivos parametros

e conjunto de fingerprints utilizado no reconhecimento de padrbes (Tabela 2, p. 60).

Tabela 2 — Dados sobre os conjuntos de fingerprints moleculares, parametros, e
coeficientes de correlacdo de Matthews (MCC) das validac6es dos modelos de
classificacéo selecionados para C. albicans. Os trés modelos mais robustos estéo

destacados em negrito e em cinza.

Numero Técnica Conjunto de Hiperparametros cvMCC extMCC
fingerprints
1 DT Extended FP min_Nrec = 2 0,646 0,715
2 RF Fingerprinter max_trees = 30; n_models = 20.000 0,729 0,752
3 MLP PubChem n_layers =5; n_neurons = 80 0,615 0,769
4 kNN Fingerprinter k=7 0,663 0,752
5 KNNw Klekota k=11 0,609 0,769
6 NB Atom Pair prob =0,8 0,187 0,444
7 SVM-RBF ND ND ND ND
8 SVM-HT ND ND ND ND
9 SVM-Pol ND ND ND ND

ND: nao determinado.

Os modelos obtidos por DT (modelo 1), RF (modelo 2), MLP (modelo 3) e KNN
(modelos 4 e 5) apresentaram boas capacidades preditivas, em que os valores de
MCC foram maiores que 0,710 para a validacao externa, e maiores que 0,600 para a

validagéo interna. Isso indica que os modelos treinados foram consistentes em suas
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predicdes tanto para o conjunto treino quanto para o teste. Os modelos de perceptron
de multiplas camadas (n_layers =5 e n_neurons = 80) e numero de vizinhos préximos
“k” (com peso para a distancia) (k = 11) mostraram os maiores valores de MCC para
a validacdo externa (extMCC = 0,769), enquanto o modelo de floresta aleatéria
(max_trees = 30 e n_models = 20.000) foi 0 mais robusto para a validacdo interna
(cvMCC =0,729). Nota-se que a técnica de KNNw apresentou um modelo mais robusto
na validacéo externa que kNN (k = 7) (extMCC = 0,752), mas menos robusto para a
validacéo interna (cvMCC = 0,663 para kNN, e cvMCC = 0,609). O melhor modelo
selecionado para a técnica de naive Bayes (modelo 6) (prob = 0,8) néo foi tdo robusto
guanto os demais (cvMCC = 0,187, e extMCC = 0,444).

Os modelos 2, 3 e 5 foram selecionados para o protocolo de triagem virtual,
pois apresentaram as maiores capacidades preditivas. Apesar do modelo 4 ser bem
preditivo, deu-se preferéncia pelos modelos 3 e 5, por terem 0s maiores valores de
extMCC, logo possuem maior poder preditivo para conjuntos de dados externos; e
pelo modelo 2, para se ter uma variedade maior de arquiteturas no modelo consenso,
embora os dois modelos apresentem o mesmo valor de extMCC. A Tabela 3 (p. 61)
traz as matrizes de confusdo dos modelos 2, 3 e 5 para o conjunto teste. A matriz de
confusdo é uma métrica que compila os resultados das predicdes feitas pelo modelo
de classificacdo, em que seus dados sdo utilizados no calculo das meétricas

estatisticas de cada modelo preditivo.

Tabela 3 — Matriz de confusao da validacdo externa para os modelos 2, 3 e 5,
selecionados para o protocolo de triagem virtual de compostos potencialmente

bioativos contra C. albicans.

Ativos e inativos observados

n = 253 Modelo 2 (RF) Modelo 3 (MLP) Modelo 5 (kNNw)
Inativos Ativos Inativos Ativos Inativos Ativos
Inativos preditos 204 6 204 6 204 6
Ativos preditos 11 32 15 28 10 33

Do conjunto teste para C. albicans, 210 moléculas s&o inativas e 43 séo ativas.
Os trés modelos apresentaram a mesma taxa de erro na predicdo dos compostos

inativos (2,9%). Para os compostos ativos, os erros foram maiores (34,4% para o
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modelo 2, 53,6% para o modelo 3, e 30,3% para o modelo 5), indicando que os
modelos tendem a prever melhor os compostos inativos.

As outras métricas foram também avaliadas para constatar a qualidade dos
modelos para prosseguir com os protocolos de triagem virtual (Tabela 4, p. 62). Os
modelos mostraram excelentes acuracias (cvACC > 0,89, e extACC > 0,93) e
performances (cvAUC-ROC > 0,81, e extAUC-ROC > 0,85), indicando que quase
todas as entradas foram corretamente preditas quanto a sua classe, denotando boas
capacidades preditivas.

Os valores de F1-Score também indicaram uma boa qualidade dos modelos,
em que os valores foram maiores que 0,66 para a validacdo interna e 0,77 para a
validagcdo externa, em concordéncia com os valores de MCC. Por fim, os
classificadores possuem uma boa acuracia na predi¢cdo dos compostos ativos (cvTPR
> 0,59, e extTPR > 0,74). Interessante notar que o modelo 2 foi o0 Unico em que a taxa
de verdadeiros positivos da validacdo externa (0,744) foi menor que o da validacao
interna (0,777), o que impactou nos valores de AUC-ROC, que seguiram 0 mesmo
padrdo (cvAUC-ROC = 0,962, e extAUC-ROC = 0,946). Numa andlise conjunta das
métricas, o modelo 2 foi o que apresentou a melhor performance na predicdo dos
dados do conjunto treino, e o modelo 5 foi 0 mais satisfatério na predicdo externa

(desempatado do modelo 3 ao comparar os valores de extAUC-ROC).

Tabela 4 — Métricas calculadas para as validacdes interna e externa dos modelos 2,
3 e 5, selecionados para o protocolo de triagem virtual de compostos potencialmente

bioativos contra C. albicans.

Modelo Validacéo TPR MCC F1-Score ACC AUC-ROC
Interna 0,777 0,729 0,771 0,927 0,962
Modelo 2 (RF)
Externa 0,744 0,752 0,790 0,933 0,946
Interna 0,598 0,615 0,664 0,900 0,818
Modelo 3 (MLP)
Externa 0,767 0,769 0,805 0,937 0,857
Interna 0,611 0,609 0,663 0,894 0,930
Modelo 5 (KNNy)
Externa 0,767 0,769 0,805 0,937 0,954

2.1.2 — Modelos de classificacédo para Cryptococcus neoformans

Seguindo os mesmos critérios para C. albicans, selecionou-se o melhor

modelo para cada técnica aplicada para C. neoformans, compilando o conjunto de
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fingerprints e os hiperparametros computados (Tabela 5, p. 63). Os modelos 10-14
mostraram boas capacidades preditivas para o conjunto teste (extMCC > 0,65), mas
o modelo de arvores de decisdo (modelo 10) (min_Nrec = 40) foi pouco robusto na
validacdo interna (cvMCC = 0,239). Aqui, também, o modelo baseado em naive Bayes
(modelo 15) (prob = 0,1) foi menos preditivo na validagcdo externa (extMCC = 0,595),
e 0 segundo menos preditivo na validacao interna (cvMCC = 0,368). Curiosamente,
0s modelos mais robustos para C. neoformans foram obtidos pelos algoritmos de C.
albicans. Como os conjuntos de dados de entrada para os dois fungos continham
substancias contendo os grupos tiazol e hidrazona, faz sentido que os mesmos

algoritmos fossem os mais eficientes na classificacdo de ambos 0s conjuntos.

Tabela 5 — Dados sobre os conjuntos de fingerprints moleculares, parametros, e
coeficientes de correlacdo de Matthews (MCC) das validac6es dos modelos de
classificacdo selecionados para C. neoformans. Os trés modelos mais robustos

estdo destacados em negrito e em cinza.

Numero Técnica Conjunto de Hiperparametros cvMCC extMCC
fingerprints
10 DT Atom Pairs Count min_Nrec = 40 0,239 0,656
11 RF Fingerprinter max_levels = 10; n_models = 10000 0,596 0,702
12 MLP Fingerprinter n_layers =5; n_neurons = 40 0,524 0,743
13 kNN Fingerprinter k=1 0,530 0,712
14 KNNw Extended FP k=1 0,552 0,712
15 NB Extended FP prob = 0,1 0,368 0,595
16 SVM-RBF ND ND ND ND
17 SVM-HT ND ND ND ND
18 SVM-Pol ND ND ND ND

ND: ndao determinado.

O modelo de perceptron de multiplas camadas (modelo 12) (n_layers =5 e
n_neurons = 40) apresentou o maior valor de extMCC (0,743), e o modelo de florestas
aleatorias foi o mais robusto na validagéo interna (modelo 11) (max_levels = 10 e
n_models = 10000) (cvMCC = 0,596). Os modelos 11, 12 e 14 foram selecionados
para o protocolo de triagem virtual. Ainda que os dois modelos baseados em namero
de vizinhos “k” (k = 1) mostraram a mesma robustez na validagéo externa (extMCC =

0,712), o modelo 14 foi mais robusto na validac&o interna (cvMCC = 0,530 para kNN,
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e cvMCC = 0,552 para kNNw), dando preferéncia para um modelo mais consistente
nas duas predicdes para o protocolo de triagem virtual.

As matrizes de confusdo dos modelos 11, 12 e 14 estdo compiladas na Tabela
6 (p. 64). Do conjunto teste para C. neoformans, 41 moléculas sdo inativas e 20 sao
ativas. O modelo 11 apresentou taxa de erro de 10,8% para os compostos inativos,
enquanto os modelos 12 e 14 apresentaram a mesma taxa de erro para essa classe
(13,8%). Quanto aos compostos ativos, 0s erros foram um pouco maiores (25% para
0 modelo 11, 11,1% para o modelo 12, e 17,6% para o modelo 14), indicando que,
assim como para C. albicans, os modelos aqui também tendem a prever melhor os

compostos inativos.

Tabela 6 — Matriz de confusdo da validagéo externa para os modelos 11, 12 e 14,
selecionados para o protocolo de triagem virtual de compostos potencialmente

bioativos contra C. neoformans.

Ativos e inativos observados

n=61 Modelo 11 (RF) Modelo 12 (MLP) Modelo 14 (KNNy)
Inativos Ativos Inativos Ativos Inativos Ativos
Inativos preditos 37 4 36 5 36 5
Ativos preditos 4 16 2 18 3 17

Por fim, as métricas adicionais foram analisadas para avaliar as performances
dos modelos selecionados (Tabela 7, p. 65). Os modelos mostraram boas acuracias
(cvACC > 0,77, e extACC > 0,86) e performances (cvAUC-ROC > 0,77, e extAUC-
ROC > 0,85), mas os valores foram menores do que os calculados para C. albicans.
Os valores de F1-Score sugerem uma boa qualidade e acuracia dos modelos, visto
gue os valores obtidos foram até maiores que os valores de MCC tanto na validagéo
interna (cvF1-Score > 0,66) quanto na externa (extF1-Score > 0,80). Os trés modelos
mostraram maior acuracia na predi¢cdo dos compostos ativos (cvTPR > 0,62, e extTPR
> 0,80) do que os classificadores para C. albicans. Esses resultados indicam que os
modelos para C. neoformans sdo um pouco menos robustos em questdo de
performance do que os modelos para C. albicans, mas mais assertivos na predicao
de compostos positivos. O modelo 11 obteve a maior robustez na validacao interna.
O modelo 12 apresentou maior capacidade preditiva na validagao externa, de acordo

com os valores de extMCC, extF1-Score, extACC e extTPR (esse igual ao modelo
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14), mas o modelo 11 teve a melhor performance, de acordo com o valor de extAUC-
ROC. Os modelos se mostraram robustos em comparacao com trabalhos anteriores
envolvendo a constru¢cdo de modelos de aprendizado de maquina para predicao de
compostos bioativos.

Tabela 7 — Métricas calculadas para as validacdes interna e externa dos modelos
11, 12 e 14, selecionados para o protocolo de triagem virtual de compostos

potencialmente bioativos contra C. neoformans.

Modelo Validagéo TPR MCC F1-Score ACC AUC
Interna 0,627 0,596 0,715 0,816 0,856
Modelo 11 (RF)

Externa 0,800 0,702 0,800 0,869 0,917
Interna 0,633 0,524 0,667 0,776 0,794

Modelo 12 (MLP)
Externa 0,850 0,743 0,829 0,885 0,891
Interna 0,677 0,552 0,690 0,800 0,772

Modelo 14 (KNNy)
Externa 0,850 0,712 0,810 0,869 0,856

2.2 — Triagem virtual de 2-tiazolilhidrazonas

2.2.1 — Classificacdo das substancias presentes nas quimiotecas

Os trés modelos de classificacdo para C. albicans (modelos 2, 3 e 5) e C.
neoformans (modelos 11, 12 e 14) foram aplicados nas duas quimiotecas virtuais in-
house (175.797 substancias ao todo) para a selecao de derivados 2-tiazolilhidrazonas
bioativas. Os modelos foram novamente treinados de acordo com os hiperparametros
intrinsecos de cada um, e, entdo, os mais de 175 mil derivados foram classificados
com suas probabilidades respectivas. Ao todo, 2.572 moléculas tiveram predicédo
positiva para os trés modelos de C. albicans, e 28.027 tiveram consenso entre os trés
modelos de C. neoformans. Depois, foi feita a remocé&o de duplicatas em comparacao
com o conjunto de dados de entrada e entre si, em que restaram 1.968 moléculas. Por
fim, selecionou-se as moléculas com classificacdo positiva em consenso entre 0s seis
modelos e com probabilidade média maior que 90%, obtendo-se um conjunto final de

486 derivados de 2-tiazolilhidrazonas.



66

2.2.2 — Caracterizacdo quimioinformética

Algumas propriedades fisico-quimicas e moleculares de carater drug-like
foram calculadas a fim de selecionar, dentre as 486 moléculas triadas, aquelas com
menor carater lipofilico e, consequentemente, maior hidrossolubilidade. Para definir
as moléculas com os melhores perfis farmacocinéticos tedricos, calculou-se uma série
de propriedades fisico-quimicas e moleculares a fim de, baseando-se nessas
predi¢cdes, selecionar andlogos com maior hidrossolubilidade e menor lipofilia para
serem sintetizados, visando uma otimizacdo conjunta dos parametros
farmacodinamicos e farmacocinéticos das substancias.

Um estudo farmacocinético da 2-tiazolilhidrazona 63 realizado por Silva e
colaboradores (2020 e 2021) ilustra bem a importancia de selecionar substancias com
um perfil farmacocinético mais adequado. Os autores quantificaram a concentracao
da substancia em plasma de camundongo Swiss por meio de um método bioanalitico
validado por cromatografia a liquido de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de
massas sequencial (CLAE-EM/EM). A concentracdo plasmatica (Cmax) de 63 foi de
62,4 ng/mL para administracdo oral (dose de 50 mg/kg) e de 26,8 ng/mL para
administracdo por via intraperitoneal (dose de 10 mg/kg). Ambos apresentaram um
valor de tmax de 20 min, indicando rapida absorcdo. Entretanto, a biodisponibilidade
relativa de 63 pela via oral foi modesta, sendo de 38,6% em relacdo a via
intraperitoneal. Justifica-se esse valor principalmente devido a baixa solubilidade de
63 em agua. Para tanto, varios complexos de inclusdo utilizando diferentes
ciclodextrinas e 63 foram preparados a fim de verificar o impacto na solubilidade. O
complexo com a 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina foi o que apresentou melhores
resultados, com um aumento de 25,9% (18 vezes mais) na solubilidade em
comparacdo com a substancia livre. A maior afinidade da substancia pela 2-
hidroxipropil-B-ciclodextrina, com a formagéo favoravel do complexo de incluséo, foi
corroborada por estudos computacionais a partir de calculos semi-empiricos e de
acoplamento molecular. Entretanto, estudos de farmacocinética com o complexo néo
resultou em nenhuma vantagem em comparagdo com a administragdo da substancia
isoladamente, “voltando a estaca zero” (SILVA, 2019; SILVA et al., 2020, 2021).

Inicialmente, avaliou-se 0 Alog P e log S das 486 moléculas selecionadas pela
triagem virtual. Essas propriedades foram analisadas conjuntamente por terem sido

calculadas pelo mesmo servidor. Os compostos apresentaram valores de Alog P
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variando entre 3 e 9, enquanto os valores de log S estavam no intervalo entre —3,8 e
—7 mol/L. Na Figura 19 (p. 67), tem-se um grafico comparando os valores de Alog P
versus log S. Observa-se uma correlagcéo entre os dois parametros, indicando que
moléculas mais lipofilicas (maiores valores de Alog P) tendem a apresentar menor

solubilidade em agua (menores valores de log S), como esperado.

Figura 19 — (A) Gréfico de disperséo e (B) de linha correlacionando os valores de
Alog P e log S (em mol/L) para as 2-tiazolilhidrazonas selecionadas pelo protocolo

de triagem virtual.
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As propriedades fisico-quimicas e moleculares calculadas foram analisadas
para tracar o carater drug-like das moléculas selecionadas, comparando-se com as
regras de Lipinski (Ro5) e de Veber. Essas regras empiricas sdo interessantes na
previsao da biodisponibilidade oral das moléculas estudadas, comparando os valores
calculados com os intervalos permitidos para cada propriedade, segundo a descricédo
de cada regra. Para Ro5, verifica-se que 202 compostos (41,56%) se enquadraram
na faixa prevista para Xlog P, em que os valores variaram entre 1,99 e 11,61,
compreendendo moléculas pouco e muito lipofilicas, indo ao encontro com o0s
resultados obtidos para log S. Compararam-se esses dados com 0S Seus respectivos
valores de MW, onde se observa uma correlacéo entre as duas propriedades para a
maioria dos compostos, indicando que compostos com maior massa molecular
tendem a ser mais lipofilicos (Figura 20, p. 68). Um total de 481 moléculas (98,97%)
possuem MW menor que 500 Da. Os valores médios dessas propriedades para todo
o conjunto foram 5,92 para Xlog P, indicando uma presenca maior que moléculas mais

lipofilicas e acima do limite estabelecido pela Ro5, e 343,92 Da para MW. Todas as
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moléculas analisadas apresentaram menos que 10 HBA e 5 HBD, com médias de 3,54
e 1,05, respectivamente. Dentre as substancias analisadas, 88 (18,1%) nao tiveram
violagOes para as regras de Lipinski, 394 (81,1%) tiveram uma violacéo, e 4 (0,8%)
tiveram duas violagOes. Para as regras de Veber, vé-se que 300 substancias (61,72%)
apresentaram menos que ou igual a 10 ligacfes rotacionaveis, e todas as moléculas
se enquadraram dentro do limite estabelecido para a area topoldgica. As médias das
propriedades foram 9,69 e 66,65 A2, respectivamente. Ao fim, 299 moléculas (ou
61,52% do conjunto) foram preditas positivamente para os dois modelos.

Figura 20 — Graficos de disperséo correlacionando as propriedades fisico-quimicas
(A) Xlog P e MW, (B) HBD e HBA, e (C) nRotB e TPSA, calculadas para as 2-
tiazolilhidrazonas selecionadas pelo protocolo de triagem virtual.
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Por fim, segundo os critérios estabelecidos por Fernandes et al. (2021), 2-
tiazolilhidrazonas com MW < 320 Da e mais que 4 carbonos sp® tem maior potencial
de serem bioativos. 163 compostos (34,8%) possuem menos que 320 Da de massa
molecular, enquanto 392 (%) possuem 4 ou mais carbonos sp?® em sua estrutura.

Entretanto, como alguns dos derivados podem apresentar cadeias alifaticas longas
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ligadas ao grupo hidrazona, logo possuindo um carater lipofilico mais pronunciado,
filtrou-se também aqueles compostos que tinham mais que 4 e menos que 10
carbonos sp?, obtendo 350 entradas (74,8%). 109 moléculas (23,3%) cumpriram 0s
dois critérios.

2.2.3 — Proposicao de novos derivados 2-tiazolilhidrazonas

Tomando como base os critérios estabelecidos para a sele¢do no protocolo
de triagem virtual e nos perfis farmacocinéticos preditos para o conjunto de 486
moléculas, selecionamos algumas moléculas representativas visando a proposicao de
analogos a serem sintetizados, de acordo com a disponibilidade dos reagentes no
laboratério ou para aquisicéo.

A seguir encontram-se listadas algumas das moléculas contidas no conjunto
de substancias filtrado pela triagem virtual (Tabela 8, p. 70). Selecionou-se moléculas
contendo grupo ionizaveis (como &cido carboxilico) ou capazes de fazer interacdes
intermoleculares que interfiram positivamente na hidrossolubilidade (como grupo
alcool), e moléculas com baixos valores de log P. Das substancias selecionadas, vé-
se que todas apresentaram valores de log P menores que 5, em concordancia com a
Ro5.

Baseando-se nessas moléculas, foram propostas cinco séries de analogos,
de acordo com as tiossemicarbazonas correspondentes (Figura 21, p. 70). A primeira
série (TH1) foi proposta a partir das substancias 86-87, contendo um grupo alcino
ligado a hidrazona. Prop6s-se os analogos das séries TH4 e TH5, pela presenca do
grupo &cido carboxilico, indicando uma maior hidrossolubilidade, assim como o0s
derivados 88-92. Alguns analogos das séries TH3 e TH5 foram sintetizados e
avaliados quanto a sua atividade biolégica, e suas estruturas estdo demonstradas
posteriormente neste trabalho (OLIVEIRA, 2021). A série TH2, apesar de nao estar
presente no conjunto derivado da triagem virtual, foi sintetizada para validagcao
experimental das substancias enquanto predicdo negativa e pela disponibilidade dos

reagentes de partida no laboratério.
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Tabela 8 — Estruturas quimicas de algumas das substancias selecionadas pelos
modelos de classificacdo no protocolo de triagem virtual. Estédo listadas também as
probabilidades médias do consenso dos modelos e os seus valores de Alog P e log

S (em mol/L) respectivos.

Cadigo Estrutura quimica Probabilidade média (%) Alog P log S (mol/L)
/ S
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Figura 21 — Derivados 2-tiazolilhidrazonas propostos para sintese.
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2.3 — Obtencéao e caracterizacdo das tiossemicarbazonas

As tiossemicarbazonas séo obtidas a partir de uma reacédo de condensagao
entre a tiossemicarbazida com alguma cetona ou aldeido, conforme discutido na
secdo sobre a sintese de tiazéis na Introducdo Geral deste trabalho (p. 39). Como
destacado no Esquema 2 (p. 41), as metodologias geralmente utilizam um meio
prético com adicdo de um catalisador 4cido (HUSSEIN; TURAN-ZITOUNI, 2018). O
mecanismo de formacao da hidrazona (Esquema 4, p. 71) seria o inverso do proposto

para a hidrolise (Esquema 15, p. 140).

Esquema 4 — Mecanismo proposto para a formacao de uma tiossemicarbazona em

meio acido.
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Quando em meio acido, a reacgdo inicia com a protonag¢do do oxigénio do
grupo carbonila de um aldeido ou cetona (A), com posterior ataque nucleofilico a
carbonila protonada pelo nitrogénio da porcao hidrazina, originando o intermediario
tetraédrico heminal protonado (B). A adicdo do catalisador 4cido é essencial para essa
etapa ocorrer, visto que a protonacao da carbonila aumenta o carater eletrofilico do
carbono carbonilico. Com isso, o ataque nucleofilico € mais favoravel caso ocorresse
com o oxigénio desprotonado. Segundo a literatura, a faixa de valores de pH que
melhor favorece a reacdo é entre 4 e 5. Valores maiores que 5 ndo promovem a
protonacdo da carbonila, tal como valores menores que 4 tem uma maior
concentracéo do acido conjugado da tiossemicarbazida, o que impede sua acdo como
nucleodfilo. Na terceira etapa ocorre uma transferéncia de préton intramolecular, em
gue o oxigénio agora se encontra protonado (C). Na quarta etapa, a molécula de agua

€ eliminada e o nitrogénio estabelece uma ligagdo 1T com o carbono, formando um
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cation iminico (D). Uma dultima reacdo acido-base de Brgnsted-Lowry leva a
tiossemicarbazona, formando um ion hidrénio catalitico que pode promover a
protonacdo do oxigénio carbonilico novamente (OLIVEIRA, 2021; SAYER; JENCKS,
1969; SINGH et al., 2016).

2.3.1 — Tentativa de obtencéo da tiossemicarbazona TS1

Diferentemente das outras tiossemicarbazonas, em que 0S reagentes
estavam disponiveis comercialmente ou no laboratorio, a sintese de TS1 demandou
a execucao de duas etapas: (i) reacdo de oxidacdo do 3-butin-1-ol para obter o 3-
butin-1-al (93); e (ii) reacdo de condensacao do aldeido com a tiossemicarbazida para,
enfim, obter a tiossemicarbazona TS1. Duas metodologias foram aplicadas para a
obtencéo de 93. A primeira tentativa empregou o 6xido de manganés (IV) como agente
oxidante para a conversao do alcool no aldeido, de acordo com a metodologia descrita

por Gore e colaboradores (2013) (Esquema 5, p. 72).

Esgquema 5 — Reacao para a sintese do 3-butin-1-al (93), de acordo com a

metodologia proposta Gore et al. (2013).
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Nessa reacdo de oxidacdo branda, o alcool é oxidado e obtém-se um residuo
de 6xido de manganés (Il) (GORE et al., 2013). Essa metodologia foi aplicada em trés
experimentos, obtendo valores de rendimento de 6 (uma vez) e 7% (duas vezes). De
acordo com a analise qualitativa por CCD, utilizando como revelador a solugéo de 2,4-
DNFH, uma mancha foi vista para o ponto do meio reacional, indicando que houve
conversao parcial ou total do alcool em aldeido. Entretanto, ndo foi possivel recolher
uma quantidade consideravel do produto para caracteriza-lo. Acredita-se que o
aldeido 93 ficou retido na terra diatomécea durante a filtracdo, por isso teve-se uma
baixa recuperacéo do produto.

Na segunda tentativa, foi intentada a oxidag&o utilizado clorocromato de
piridina (PCC). O PCC é um complexo inorganico contendo Cr(VI), em que tal ion
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metalico € um agente oxidante muito bem estabelecido na literatura na oxidacdo de
alcoois primarios a aldeidos, segundo metodologia proposta por Niknam (2005). A
reacdo foi realizada utilizando-se alumina como suporte solido e mantendo-se o
contato dos reagentes por meio do processo de maceracdao em almofariz de
porcelana. O autor também destaca a quimiosseletividade do reagente, visto que o
PCC nao reage com liga¢cdes duplas ou triplas (NIKNAM, 2005).

Inicialmente, a metodologia descrita na Secdo 3.7.1 deste Capitulo 1 (p. 110)
foi testada com um reagente disponivel em maior quantidade antes de trabalhar com
o 3-butin-1-ol. No caso, o alcool 4-metoxibenzilico (94) foi escolhido. Fez-se entéo a
oxidacao de 138,16 mg de 94 (126,6 uL, 1 mmol, 1 eq.) em 4-metoxibenzaldeido (95),
utilizando 439,7 mg de PCC (2 mmol, 2 eq.) em 2,2 g de alumina e dez gotas de terc-
butanol. O aldeido 95 foi obtido como um 6leo escuro com 52% de rendimento (70,9
mg) (Esquema 6, p. 73). A reacédo foi acompanhada por analise qualitativa por CCD,
utilizando como revelador a solucao de 2,4-DNFH, em que uma mancha foi vista para
o ponto do meio reacional, indicando que houve conversao parcial ou total do &lcool
em aldeido.

Esguema 6 — Reacao para sintese do 4-metoxibenzaldeido (95), de acordo com a

metodologia proposta por Niknam (2005).
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A obtencéo do aldeido 95 foi, enfim, confirmada ap6s a caracterizacao do seu
espectro no infravermelho (IV) (Figura 22, p. 74). O espectro foi registrado no
espectrofotometro PerkinElmer Spectrum One acoplado ao modulo de refletancia total
atenuada (ATR) do Centro de Estudos e Desenvolvimento Analitico Farmacéutico
(CEDAFAR) (Departamento de Produtos Farmacéuticos, Faculdade de Farmacia,
UFMG). O espectro foi adquirido na faixa de 4000 a 400 cm™.

Ao analisar o espectro no IV de 95 vé-se que ndo ha a presenca da banda
caracteristica de estiramento simétrico da ligacdo O—-H na faixa de 3200-3000 cm,

indicando que, provavelmente, ndo houve recuperagdo do alcool em mistura com o
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aldeido. Além disso, observa-se uma banda em 1682 cm™ caracteristica de

estiramento simétrico de ligacdo C=0 de carbonila, denotando a formacéo do aldeido.

Figura 22 — Espectro na regido do infravermelho (ATR) do 4-metoxibenzaldeido

(95), produto de oxidacao do alcool 4-metoxibenzilico (94).
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Entretanto, ao reproduzir a reagdo para o 3-butin-1-ol, obteve-se um

rendimento de 1% na obtencdo de 93 (Esquema 7, p. 74).

Esgquema 7 — Reacdao para sintese do 3-butin-1-al (93), de acordo com a

metodologia proposta por Niknam (2005).
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Novamente, acredita-se que ou nao ocorreu a conversao total do reagente,
ou produto tenha ficado retido na terra diatomacea durante a filtragéo. Por fim, visando
obter o aldeido 93, é necessario adaptar a metodologia para encontrar um protocolo

de elaboracao mais eficiente na recuperacgéo desse produto.
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2.3.2 — Obtencéao das tiossemicarbazonas TS2-5

As tiossemicarbazonas TS2-3 e TS5 foram obtidas a partir do método aplicado
por Lino et al. (2018), utilizando etanol absoluto como solvente e acido acético como
catalisador, com rendimentos de 97 a 100%. O produto TS2 é derivado da
nabumetona, um pré-farmaco da classe dos anti-inflamatérios néo esteroidais. Seu
metabdlito ativo atua inibindo a enzima ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e é aplicado na
terapia de osteoartrite (artrose) e artrite reumatoide (HEDNER et al.,, 2004). A
obtencéo de TS2 foi previamente descrita por Taha et al. (2019), em que os autores
realizaram a sintese entre a tiossemicarbazida e a nabumetona, em uma mistura de
metanol e éter etilico como solvente do meio reacional, a temperatura ambiente por
72 horas. O produto foi obtido com 85% de rendimento, mas os dados de
caracterizacdo completos da substancia ndo foram descritos. Com o método de Lino
et al. (2018), TS2 foi obtida com rendimento de 99% (Esquema 8, p. 75).

Esquema 8 — Reacdo para sintese da tiossemicarbazona TS2.
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As tiossemicarbazonas TS3 e TS5 também foram relatadas previamente na
literatura, sendo sintetizadas por Sa et al. (2015) e Oliveira (2021), a partir do mesmo
método similar ao de Lino et al. (2018). Os produtos foram obtidos com rendimentos

de 93 e 96%, respectivamente (Esquema 9, p. 75).

Esquema 9 — Reacao para sintese das tiossemicarbazonas TS3 e TS5.
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A tiossemicarbazona TS4 foi obtida aplicando a metodologia proposta por
Timken e colaboradores (1985), em que o produto € obtido pela reacéo entre a cetona
e a tiossemicarbazona em meio aquoso acido. Como havia disponivel no laboratorio
apenas o piruvato de sédio, deu-se preferéncia por este método em agua, evitando
uma metodologia com algum solvente organico. Para aumentar a solubilidade da
tiossemicarbazida em agua, produziu-se o cloridrato correspondente. A metodologia
foi aplicada em duas tentativas. Primeiramente, a reacao foi realizada a temperatura
ambiente, com um rendimento de 49%, bem menor do que o obtido por Wiecek et al.
(2009), que foi de 85% para TS4. Com isso, uma segunda tentativa foi apontada,
mantendo as condi¢des reacionais, mas aquecendo o meio a 50 °C, como feito por
Affan et al. (2009). O rendimento da segunda reacao foi de 61% (Esquema 10, p. 76),
0 que nao representou uma diferenca consideravel, mas, como a massa obtida era
mais que a suficiente para a sintese dos derivados 2-tiazolilhidrazonas
correspondentes, seguiu-se mesmo assim sem testar uma nova metodologia ou
outras alteragfes nas condi¢des reacionais aplicadas (AFFAN et al., 2009; TIMKEN;
WILSON; HENDRICKSON, 1985; WIECEK et al., 2009).

Esqguema 10 — Reacao para a sintese da tiossemicarbazona TS4.
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A caracterizacao das tiossemicarbazonas se deu por meio de suas faixas ou
pontos de fusdo e dados espectroscopicos de RMN. Para TS2, foram analisados
ambos os espectros 1D e 2D para atribuir corretamente os sinais de 'H e 13C
correspondentes aos atomos da porgdo aromética. Observando-se os espectros de
RMN 1D das substancias (Apéndice A, p. 172), vé-se que had uma mistura de
diastereoisdbmeros apenas para TS3.

Nos espectros de RMN de 'H das quatro tiossemicarbazonas (Apéndice A,
p. 172), vé-se um simpleto integrado para trés hidrogénios com deslocamento quimico
entre 1,90 e 2,10 ppm, atribuido para os hidrogénios Me-1. Os sinais dos hidrogénios
aminicos também confirmam a formacé&o do produto. Para o hidrogénio aminico da

hidrazona (C=N-NH-) atribuiu-se os simpletos deslocados entre 9,90 e 10,70 ppm
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(1H). Mas, para os hidrogénios de amina primaria (—NHz), os sinais apareceram ou
como dois simpletos (um associado a cada hidrogénio), ou como um simpleto apenas,
e isso se deve a uma interagcao intramolecular na tiossemicarbazona.

Tendrio et al. (2005) discutiu que o nitrogénio nao-iminico do grupo
carbotioamida (NH2—(C=S)-NH-) apresenta um maior carater sp? do que o nitrogénio
da amina primaria da tiossemicarbazida, devido a ressonancia com a ligacdo C=S,
tornando a molécula mais planar. Também, devido a ligagdo iminica formada, a
substancia pode adotar uma conformacdo anti ou sin em relagdo ao grupo
carbotioamida e o nitrogénio iminico (Figura 23, p. 77). Na conformacdo anti é
possivel a formacdo de uma interacdo intramolecular do tipo ligacdo de hidrogénio
gue ocasiona na formagédo de um pseudociclo de cinco membros. Com isso, esse
hidrogénio aminico tem um ambiente quimico diferente e, portanto, os dois
hidrogénios (—NH2) se apresentam com diferentes deslocamentos quimicos
(TENORIO et al., 2005).

Figura 23 — Representagao das conformacgdes anti e sin das tiossemicarbazonas,

tomando como referéncia o nitrogénio iminico e o enxofre da ligacéo tiocarbonila.
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Na Tabela 9 (p. 78) tém-se representados os deslocamentos quimicos para
os hidrogénios H-1, (-NH-) e (-NH2). Vé-se que apenas o produto TS3 foi formado
como uma mistura dos dois diastereoisomero (Z e E), com trés sinais para 0sS
hidrogénios aminicos (um sinal para o isbmero Z e dois sinais para o isbmero E). Nos
espectros de RMN de 13C de TS2-5, vé-se dois sinais principais que confirmam a
formacéo da tiossemicarbazona. O carbono iminico C-2 de cada produto foi atribuido
aos sinais presentes na faixa entre 140 e 154 ppm (C), denotando a formacéo do
grupo hidrazona. Também, 0s sinais presentes nos espectros na regidao acima de 178
ppm (C) foram associados ao carbono tiocarbonilico (C=S). Na Tabela 10 (p. 78), tém-

se os deslocamentos quimicos desses dois atomos para as tiossemicarbazonas.
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Tabela 9 — Atribuicéo e deslocamentos quimicos de alguns sinais de RMN de 'H

(400 MHz, DMSO-ds) para as tiossemicarbazonas TS2-5.

Produto 64 H-1 (ppm) &4 —NH- (ppm) &1 —NH: (ppm)

TS2 1,94 (s; 3H) 9,96 (s; 1H) 7,48 (s; 1H) 8,04 (s; 1H)
(E)-TS3 1,90 (s; 3H) 9,91 (s; 1H) 7,50 (s; 1H) 7,50 (s; 1H)
(2)-TS3 1,96 (s; 3H) 10,81 (s; 1H) 7,53 (s; 1H)

TS4 2,06 (s; 3H) 10,67 (s; 1H) 8,61 (s; 1H) 8,69 (s; 1H)

TS5 1,93 (s; 3H) 10,71 (s; 1H) 7,37 (s; 1H) 8,14 (s; 1H)

Tabela 10 — Atribuicédo e deslocamentos quimicos de alguns sinais de RMN de 13C
(100 MHz, DMSO-ds) para as tiossemicarbazonas TS2-T5.

Produto oc C-2 (ppm) oc C=S (ppm)
TS2 153,6 (C) 178,6 (C)
(E)-TS3 152,9 (C)
178,5 (C)
(2)-TS3 153,9 (C)
TS4 138,7 (C) 179,9 (C)
TS5 152,5 (C) 178,8 (C)

Como TS2 foi previamente sintetizado por Taha, Raauf e Ali (2019), mas seus
dados de RMN de *H e *3C completos néo foram totalmente descritos. Portanto, aqui
traz-se a discussdo de sua caracterizacdo por RMN como exemplo para as
tiossemicarbazonas (TAHA; RAAUF; ALI, 2019). Os dados espectroscopicos de RMN
1D (*H, 3C e DEPT-135) e 2D (COSY, HSQC e HMBC) (Apéndice A.1, p. 172)
confirmaram a obtencao de um Unico isémero para TS2. Na expansao do espectro de
RMN de 'H na regido entre 1,50 e 4,00 ppm (Figura 24, p. 79), foram observados
quatro sinais referentes aos hidrogénios alifaticos de TS2. Primeiramente, dois
simpletos presentes em 1,94 ppm (3H) e 3,85 ppm (3H) foram atribuidos as metilas
Me-1 e Me-9’, respectivamente. Observam-se também outros dois sinais presentes
em 2,61 ppm (dd; J=9,1e 6,6 Hz; 2H) e 2,97 ppm (dd; J = 9,1 e 6,6 Hz; 2H), referentes
aos hidrogénios metilénicos nas posi¢des 3 e 4, respectivamente.

A analise conjunta dos espectros 1D e dos mapas de contornos 2D permitiram
a atribuicdo inequivoca dos sinais de hidrogénio-1 relativos aos hidrogénios do grupo
6-metoxinaftalen-2-ila, presentes na faixa entre 7,00 e 7,80 ppm (Figura 25, p. 79).
De inicio, um dupleto duplo em 7,12 ppm (J = 8,9 e 2,5 Hz; 1H) foi atribuido ao H-7’,

em que se observou uma correlacédo deste sinal com H-5' (*JuH) € H-8 (3JuH) no mapa
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de contornos 'H-'H-COSY (Figura 26, p. 80). Por conseguinte, o sinal em 7,26 (d; J
= 2,5 Hz; 1H) foi atribuido ao H-5’, de acordo com a correlagao anterior. Outro dupleto
duplo foi observado em 7,37 ppm (J = 8,4 e 1,7 Hz; 1H), sendo atribuido ao H-3'. Este
sinal apresentou correlagdo com os sinais relativos aos hidrogénios H-1" (*JuH) (OH =
7,64 ppm; d; J = 1,7 Hz; 1H) e H-4’ (61 = 7,73 ppm; d; J = 8,4 Hz; 2H) (3Jun). Este

altimo sinal também foi associado ao hidrogénio H-8'.

Figura 24 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) (61 1,50-
4,00 ppm) de TS2.
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Figura 25 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) (6n 7,00-
8,15 ppm) de TS2.
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Os sinais de hidrogénio-1 foram devidamente correlacionados aos sinais de
carbono-13 no mapa de contornos 'H-3C-HQSC (Apéndice A.1, p. 174): dois sinais
de carbonos metilicos em 16,7 e 55,1 ppm, referentes aos carbonos C-1 e C-9’,
respectivamente; dois sinais de carbonos metilénicos em 31,5 e 39,7 ppm, relativos
aos carbonos C-4 e C-3, nessa ordem; e, por fim, seis sinais entre 105 e 129 ppm,
referentes a carbonos metinicos correspondentes ao anel naftaleno. Analisando o
mapa de contornos 'H-3C-HMBC (Apéndice A.1, p. 174), algumas correlacées foram
importantes para a caracterizacdo de TS2. Para a porcado hidrazona, tém-se o
hidrogénio aminico (én = 10,09 ppm) correlacionando com o carbono C-2 (6c = 153,6
ppm) e C-1” (6n = 178,6 ppm). Os hidrogénios Me-1 (61 = 1,94 ppm), H-3 (6n = 2,61
ppm) e H-4 (&u = 2,97 ppm) também correlacionaram com o carbono iminico C-2. Vé-
se também uma correlagédo entre os hidrogénios Me-1 com o carbono C-3 (éc = 39,7
ppm). As correlacBes homo e heteronucleares atribuidas para TS2 estdo destacadas
na Figura 27 (p. 81), de acordo com os mapas de contornos 2D H-13C-HQSC e 'H-

13C-HMBC registrados para esta substancia.

Figura 26 — Secdo expandida do mapa de contornos *H-'H-COSY (400 MHz,
DMSO-ds) de TS2.
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Por fim, trés sinais registrados no espectro de RMN de 'H foram atribuidos
aos hidrogénios ligados a atomos de nitrogénio (Figura 25, p. 79). Um simpleto em
9,96 ppm (1H), atribuido ao hidrogénio do grupo hidrazona (N-H), além de outros dois
simpletos em 7,48 (1H) e 8,04 ppm (1H), atribuidos aos nitrogénios do grupo

carbotioamida.

Figura 27 — CorrelacGes observadas para os mapas de contornos *H-'H-COSY (=) e
!H-13C-HMBC (—) de TS2, destacando as correlacdes mais relevantes para a

caracterizacdo com base no espectro 2D heteronuclear.

S

1

No espectro de RMN de '3C (Figura 28, p. 81), a auséncia de um sinal na
faixa de 200 ppm, regido caracteristica de carbonilas de cetonas, indicou que o
produto ndo foi obtido em mistura com a nabumetona. Os sinais em 153,6 e 178,6
ppm foram atribuidos aos carbonos iminico (C-2) e tiocarbonilico (C-1"), confirmando
a formacéao da tiossemicarbazona.

Figura 28 — Espectro de RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds) de TS2.
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A caracterizacdo das demais tiossemicarbazonas (TS3-5) seguiu a mesma

estratégia de interpretacdo, mas néo foram registrados os espectros de RMN 2D para
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esses produtos, visto que os espectros 1D foram suficientes para confirmar as
estruturas. Os dados espectrais de 'H e 13C de TS2-5 e respectivas atribuigbes se
encontram descritos na Secdo 3.7 deste Capitulo 1 (p. 110). Os espectros de RMN
1D e 2D podem ser visualizados no Apéndice A (p. 172).

2.4 — Obtencéao e caracterizacao das 2-tiazolilhidrazonas

O método mais classico para formagédo de um heterociclo tiazélico € a partir
da condensacdo de Hantzsch entre uma a-halocetona — geralmente cloretos ou
brometos — e uma carbotioamida (HANTZSCH, 1889). No caso das 2-
tiazolilhidrazonas, a carbotioamida é conectada a um grupo hidrazona, dando uma
tiossemicarbazona (HUSSEIN; TURAN-ZITOUNI, 2018). O mecanismo proposto para

formacdao dos tiazéis é mostrado no Esquema 11 (p. 82).

Esquema 11 — Mecanismo proposto para a formacao de uma 2-tiazolilhidrazona.
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A primeira etapa do mecanismo envolve o ataque nucleofilico pelo atomo de
enxofre da tiossemicarbazona no carbono ligado ao halogénio, num mecanismo de
substituicdo nucleofilica, com formacéao de uma ligacéo imina pelo nitrogénio do grupo
tioamida (A). Em sequéncia, ocorre uma transferéncia de préton intramolecular para
0 oxigénio carbonilico (B), o que torna o carbono sp? mais eletrofilico e favorece um
segundo ataque nucleofilico pelo nitrogénio iminico, ocorrendo a ciclizacao
intramolecular e formacéo do intermediario C. Apés um segundo prototropismo, o
préprio solvente remove um préton do intermediario D, favorecendo a eliminacdo de

uma molécula de agua e a formacao do sistema aromatico. Como resultado tém-se o
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heterociclo tiazolico conectado ao grupo hidrazona (BREDENKAMP et al., 1992;
HANTZSCH; WEBER, 1887; QIAO; SO; GOODNOW, 2001).

Como a tiossemicarbazona é um nucledfilo ambidentado, vé-se uma

regiosseletividade do enxofre preferencialmente atacar o carbono halogenado e do

nitrogénio atacar o carbono carbonilico. A explicacdo deriva da teoria acido-base de

Pearson (ou teoria HSAB, do inglés, hard and soft acids and bases). Os carbonos

carbonilicos séo eletrofilos (acidos de Lewis) de carater duro, tendo preferéncia em

reagir com uma base dura com o nitrogénio da porgcédo carbotioamida, visto que a

diferenca de energia dos orbitais de fronteira (nn como HOMO e 1*c=0 como LUMO)

€ muito grande. Com isso, a reatividade da carbonila com o nitrogénio depende mais
de fatores eletrostaticos (PEARSON, 1963).

O contrério é visto para o enxofre e o carbono halogenado sp3. O enxofre é

um nucledfilo mais macio, por ser menos eletronegativo e ter um raio atbmico maior,

possui maior polarizabilidade. Com isso, tem preferéncia em reagir com o carbono

halogenado, que tem caracteristicas mais proximas. Isso leva a uma diferenca menor

entre os orbitais de fronteira (ns como HOMO e o*c-x como LUMO), logo, a reatividade
depende mais de fatores orbitalares (Figura 29, p. 83) (CLAYDEN; GREEVES;

WARREN, 2012; KLOPMAN, 1968; PEARSON, 1963).

Figura 29 — Interag6es orbitalares associadas a formacéo do heterociclo tiazolico.
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2.4.1 — Obtencao das 2-tiazolilhidrazonas contendo grupo aromatico

Oito 2-tiazolilhidrazonas (TH2a-h) derivadas da nabumetona foram obtidas a
partir do método proposto por Lino et al. (2018), com rendimentos de 41 a 83%. Os
produtos TH2a-g foram sintetizados a partir da reacdo de condensacédo entre a
tiossemicarbazona TS2 e diferentes bromoacetofenonas, em 2-propanol como
solvente do meio reacional e sob aguecimento. Diferentemente da metodologia para
a sintese das tiossemicarbazonas, esta reacdo nao demanda a adi¢cao de catalisador
acido. O substituinte ligado ao heterociclo tiazolico na posicéo 4 foi variado: 4-fenila
(2a), 4-metilfenila (2b), 4-cianofenila (2c), 4-metoxifenila (2d), 4-fluorofenila (2e), 4-
clorofenila (2f) e 4-bromofenila (2g). O produto TH2h foi sintetizado a partir de TS2 e
4-cloroacetoacetato de etila, em que este derivado tiazdlico possui o grupo alifatico 2-
etoxi-2-oxoetila conectado a posicdo 4 do anel tiazol (Esquema 12, p. 84). Essa
mudanca busca comparar as atividades biologicas desses compostos e entender se
a mudanca do substituinte ligado ao heterociclo tiazélico (sendo ele alifatico ou
aromatico) traz uma alteracéo significativa para a atividade biolégica.

Esquema 12 — Reacao para a sintese das 2-tiazolilhidrazonas TH2a-h.

X
RJ\/ i-PrOH, 80 °C

X =ClouBr 1

TH2a R= Ph (72%) TH2e R= 4-F-Ph (83%)
TH2b R= 4-Me-Ph (65%) TH2f R=4-CI-Ph (72%)
TH2c R=4-CN-Ph (81%) TH2g R= 4-Br-Ph (78%)
TH2d R= 4-OMe-Ph (64%) TH2h R= CH,COOEt (41%)

Os produtos foram caracterizados a partir de seus pontos ou faixas de fusao
assim como pelos seus espectros de RMN 1D e 2D. Os mapas de contornos *H-13C-
HSQC e 'H-13C-HMBC foram consultados a fim de atribuir inequivocadamente os
sinais dos atomos das porc¢des aromaticas. Ao analisar os espectros de RMN 1D, vé-
se que ha a manutencéo da orientacdo E no grupo hidrazona para todos os derivados.
Apesar da tiossemicarbazona TS2 utilizada para a obtencdo das tiazolilhidrazonas

TH2a-h apresentar isomeria E, ainda poderia ocorrer uma conversao de isbmeros
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durante a reac&o de formacéao dos tiazois (0 que néo foi visto nesse caso, em que 0s
sinais de RMN de 'H foram integrados para apenas um isémero, além dos sinais ndo
apareceram dobrados).

Ao analisar os espectros de RMN de 'H (Apéndice B.1 a Apéndice B.8, p.
177-194), as substancias apresentaram alguns sinais caracteristicos que confirmam
a sua sintese. Em todos os espectros viu-se um simpleto entre 10,50 e 10,80 ppm
(1H), correspondente ao hidrogénio do grupo hidrazona (-NH-N=C). Na regido entre
1,00 e 4,00 ppm, alguns sinais correspondentes ao grupo 6-metoxinaftalen-2-ila sao
relevantes para confirmar a conexao da hidrazona com o anel tiazélico. Dois simpletos
em 1,90-2,00 ppm (3H) e outro em 3,85 ppm (3H) foram atribuidos as metilas nas
posicoes 1 e 9, respectivamente. Dois multipletos em 2,60-2,65 (2H) e 2,95-3,00 ppm
(2H) foram atribuidos aos hidrogénios metilénicos H-3 e H-4, respectivamente.

Outro sinal de hidrogénio-1 importante para confirmar a formacdo do
heterociclo € o H-5”. Os produtos apresentaram um simpleto entre 6,50 e 7,60 ppm
(1H) para este nuclideo, em que TH2c apresentou o maior valor (7,55 ppm). Por
apresentar 0 grupo ciano em sua estrutura, que é fortemente elétron-retirador,
esperava-se um valor de én maior. TH2h apresentou o menor valor de deslocamento
quimico (6,54 ppm), visto que o grupo éster tem um efeito elétron-retirador por efeito
indutivo menos pronunciado que os demais substituintes. Abaixo na Tabela 11 (p. 85)
tém-se os deslocamentos quimicos dos hidrogénios H-5" e aminico para os produtos

derivados da nabumetona.

Tabela 11 — Atribuicdo e deslocamentos quimicos de alguns sinais de RMN de 'H
(600 MHz, DMSO-ds) para os derivados 2-tiazolilhidrazinas TH2a-h.

Produto 64 H-5” (ppm) &1 —NH- (ppm)

TH2a 7,23 (s; 1H) 10,70 (s; 1H)
TH2b 7,14 (s; 1H) 10,66 (s; 1H)
TH2c 7,55 (s; 1H) 10,81 (s; 1H)
TH2d

TH2e 7,22 (m; 3H) 10,71 (s; 1H)
TH2f 7,30 (s; 1H) 10,72 (s; 1H)
TH2g 7,31 (s; 1H) 10,72 (s; 1H)

TH2h 6,54 (s; 1H) 10,58 (s; 1H)
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Quanto aos espectros de RMN de 3C e DEPT-135 (Apéndice B.1 a
Apéndice B.8, p. 177-194), trés sinais caracteristicos do anel tiazolico confirmam a
formacao dos produtos. Dois sinais nas faixas de 170-171 ppm (C) e 144-151 ppm (C)
sao atribuidos aos carbonos C-2” e C-4”, sequencialmente. O sinal do carbono C-5"
variou bastante, a depender dos substituintes ligados ao anel, dentro do intervalo de
deslocamento quimico de 102 a 108 ppm (CH). Outro sinal entre 151 e 153 ppm (C)
foi atribuido ao carbono iminico C-2, indicando que n&o houve quebra do grupo
hidrazona. Esses sinais ndo foram vistos nos espectros do derivado TH2d, mas os
outros sinais indicam a formacao do derivado. Portanto, essas informacdes confirmam
a formacdo de todos os produtos. Na Tabela 12 (p. 86) sdo mostrados os
deslocamentos quimicos de RMN de carbono-13 para C-2, C-2”, C-4” e C-5" para os

derivados da nabumetona.

Tabela 12 — Atribuicdo e deslocamentos quimicos de alguns sinais de RMN de 3C
(150 MHz, DMSO-ds) para os derivados 2-tiazolilhidrazonas Th2a-h.

Produto Oc C-2 (ppm) Oc C-2” (ppm) Oc C-4” (ppm) Oc C-5” (ppm)
TH2a 151,6 (C) 170,1 (C) 150,3 (C) 103,4 (CH)
TH2b 151,4 (C) 170,0 (C) 150,5 (C) 102,5 (CH)
TH2c 152,1 (C) 170,4 (C) 148,8 (C) 107,4 (CH)
TH2d
TH2e 151,6 (C) 170,2 (C) 149,4 (C) 103,2 (CH)
TH2f 151,7 (C) 170,2 (C) 149,2 (C) 104,2 (CH)
TH2g 151,8 (C) 170,3 (C) 149,3 (C) 104,3 (CH)
TH2h 151,2 (C) 170,1 (C) 144,9 (C) 105,1 (CH)

Nos mapas de contornos *H-13C-HMBC de TH2a-h vé-se algumas correlagées
importantes para a caracterizacdo dos produtos, especialmente quando ao grupo
hidrazona e o anel tiazélico. Dentre os atomos do grupo hidrazona, tém-se o
hidrogénio aminico (-NH-) (én = 10,50-10,80 ppm) correlacionando com os carbonos
C-2 (6c =151-153 ppm) e C-2” (dn = 170-171 ppm). Os sinais dos hidrogénios H-1 (on
= 1,91-1,96 ppm), H-3 (61 = 2,60-2,65 ppm) e H-4 (6n = 2,60-2,65 ppm) também
correlacionaram com o sinal do carbono iminico C-2. Tém-se também a correlacao
entre os atomos das posicdes 3 e 4 entre si. Para os atomos do anel tiazolico, vé-se

que o hidrogénio H-5" correlacionou com os carbonos C-2” e C-4” (6c = 144-151 ppm).
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Na Figura 30 (p. 87) estdo destacadas essas correlacbes heteronucleares na

estrutura quimica geral dos derivados TH2a-h.

Figura 30 — CorrelacGes observadas (—) para o mapa de contornos *H-**C-HMBC
dos derivados 2-tiazolilhidrazonas TH2a-h, destacando as correlacées mais

relevantes para a caracterizacdo com base no espectro 2D heteronuclear.

Como exemplo da série, discutir-se-4 a caracterizacao por RMN da substéncia
TH2b, que possui um grupo 4-metilfenila em sua estrutura. No espectro de RMN de
'H de TH2b (Apéndice B.2, p. 180), trés simpletos em 1,96 (3H), 2,31 (3H) e 3,85

(3H) ppm, atribuidos as metilas Me-1, Me-5" e Me-9’, respectivamente. Dois dupletos
duplos em 2,64 (2H) e 2,98 ppm (2H) foram atribuidos aos hidrogénios metilénicos H-
3 e H-4, respectivamente, que acoplaram entre si com uma constante de acoplamento
(J) de 8,5 e 7,0 Hz. O desdobramento dos sinais nessa multiplicidade indica que os
hidrogénios sejam diasterotopicos entre si, 0 que justifica 0s sinais apresentarem mais
de uma constante de acoplamento. Na Figura 31 (p. 87) estdo destacados os sinais
de RMN de hidrogénio-1 relativos aos hidrogénios saturados de TH2b. Um simpleto

em 10,66 ppm (1H) foi associado ao hidrogénio iminico do grupo hidrazona.

Figura 31 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) (oH 1,80-
4,00 ppm) de TH2b.
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Ainda quanto ao espectro de RMN de 'H de TH2b, tém-se seis sinais na regido
caracteristica de hidrogénios aromaticos (7,00-8,00 ppm) (Figura 32, p. 88). Um
simpleto em 7,14 ppm (1H) foi associado ao hidrogénio H-5". Quatro sinais relativos
foram atribuidos ao grupo 6-metoxinaftalen-2-ila: dois dupletos duplos em 7,12 (J =
8,9e 2,6 Hz; 1H) e 7,40 ppm (J = 8,4 e 1,7 Hz; 1H) foram associados aos hidrogénios
H-7" e H-3’, respectivamente; e dois dupletos em 7,26 (J = 2,6 Hz; 1H) e 7,69 ppm (J
= 1,7 Hz; 1H), correspondentes a H-5’ e H-1’, respectivamente. Outro dupleto em 7,19
ppm (J = 7,9 Hz; 2H) foi atribuido ao hidrogénio H-3"” do grupo 4-metilfenila. Um altimo

sinal em 7,73 ppm (m; 4H) foi atribuido aos hidrogénios H-4’, H-8’ e H-2"".

Figura 32 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) (6H 7,10-
7,80 ppm) de TH2b.
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No espectro de RMN de 13C de TH2b (Figura 33, p. 89) foram vistos varios
sinais na regido entre 100 e 140 ppm, caracteristicos de carbonos aromaticos. Um

LR

sinal em 20,8 ppm (CHs) foi atribuido a metila C-5". Dois sinais de carbonos
hidrogenados em 125,4 (CH) e 129,1 (CH) foram associados aos carbonos C-2"" e C-
3", respectivamente. Dois sinais mais desblindados em 132,4 (C) e 170,0 (C) foram

associados aos carbonos C-2” e C-1"", nesta ordem.
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Figura 33 — Espectro de RMN de *3C (150 MHz, DMSO-ds) de TH2b.
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A caracterizacdo dos demais produtos da série (TH2a e TH2c-h) seguiu a
mesma estratégia de interpretacdo. Seus dados espectrais de RMN de 'H e 13C e
respectivas atribuicées se encontram descritos na Secao 3.8 deste Capitulo 1 (p.
116), assim como seus respectivos espectros de RMN 1D e 2D podem ser

visualizados no Apéndice B (p. 177).

2.4.2 — Obtencao das 2-tiazolilhidrazonas contendo grupo alcool ou &cido

carboxilico

Outras oito 2-tiazolilhidrazonas (TH4a-h), derivadas do acido piravico, foram
sintetizadas reagindo a tiossemicarbazona TS4 com oito a-halocetonas diferentes,
sendo elas sete bromoacetofenonas e o éster 4-cloroacetoacetato de etila, também
utilizando o método de Lino et al. (2018). Com isso, os produtos continham 0s mesmos
substituintes ligados ao heterociclo na posicéo 4 que a série TH2a-h: 4-fenila (2a), 4-
metilfenila (2b), 4-cianofenila (2c), 4-metoxifenila (2d), 4-fluorofenila (2e), 4-clorofenila
(2f), 4-bromofenila (2g) e 2-etoxi-2-oxoetila (2h). As substancias TH4a-h foram
obtidas com rendimentos de 54 a 93% (Esquema 13, p. 90)

Por fim, outras duas 2-tiazolilhidrazonas (TH3a e TH5a) foram sintetizadas a
partir das tiossemicarbazonas TS3 e TS5, respectivamente, em reacdo com a 2-
bromo-4’-metilacetofenona (LINO et al., 2018). TH3a foi obtida com rendimento de
80%, enquanto TH5a foi obtida com 67% (Esquema 14, p. 90). Oliveira (2021)
sintetizou analogos de TH3a e THb5a, que apresentaram uma poténcia de amplo
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espectro consideravel contra espécies dos géneros Candida e Cryptococcus.

Entretanto, o autor ndo obteve os tiazois contendo o grupo 4-metilfenila.

Esquema 13 — Reacao para a sintese das 2-tiazolilhidrazonas TH4a-h.
S o) TH4a R= Ph (54%)

)L N TH4b R= 4-Me-Ph (70%)
HoNT N7 OH
0 H

TH4c R= 4-CN-Ph (93%)

5
,_(/\ 3 o TH4d
- R— > R= 4-OMe-Ph (63%)
H
1

i-PrOH, 80 °C TH4f R= 4-CI-Ph (69%)
~ TH4g R= 4-Br-Ph (76%)
X =Clou Br TH4h R= CH,COOEt (55%)

Esses dez derivados foram sintetizados em reflexo da proposicao inicial de se
obter analogos mais polares e, potencialmente, mais hidrossollveis. Os derivados
TH4a-h foram baseados nas substancias selecionadas pelo protocolo de triagem
virtual e caracterizacdo quimioinformética (88-92), a partir dos resultados discutidos
na Secdo 2.2.3 deste Capitulo 1 (p. 69). Substancias contendo um grupo &cido
carboxilico geralmente sdo menos lipofilicas do que substancias contendo outros
grupos funcionais organicos, como alcoois e fenaois. Além disso, os acidos carboxilicos
sdo facilmente ionizados em meio aquoso, em que a formacdo de sais derivados
dessas substancias € viavel, podendo aumentar ainda mais a sua solubilidade. A vista
disso, hd uma implicacédo consideravel na estratégia terapéutica enquanto candidatos
a farmacos antifungicos, impactando no meio de administracdo, biodisponibilidade e

poténcia na farmacodinamica dos compostos.

Esquema 14 — Reacéo para a sintese das 2-tiazolilhidrazonas TH3a e TH5a.

S
R " " 5'
o HZNJLH/NYV 3 2 " / S
Br Jz N

' 5" 4N NN R
i-PrOH, 80 °C H 4

TH3a R= OH (80%)
TH5a R= COOH (67%)

As estruturas quimicas dos analogos de TH3a e THb5a sintetizados por
Oliveira (2021), tal como suas atividades biol6gicas expressas pelos valores de MIC,

sdo apresentadas na Sec¢ao 2.5 deste Capitulo 1 (p. 95). Portanto, pode-se comparar
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o efeito do substituinte metila na posicao para do anel benzénico para a atividade
biologica. Consequentemente, complementar-se-a os resultados de Oliveira (2021)
para compara-los com a série TH4a-h e entender se um grupo alcool ou acido
carboxilico é significativamente mais positivo para a atividade biolégica, bem como se
o tamanho da cadeia da subunidade hidrazona possui influéncia no potencial
antifangico (OLIVEIRA, 2021).

Os produtos foram caracterizados a partir de seus pontos ou faixas de fuséo
e pelos dados espectroscopicos de RMN 1D. Ao analisar os espectros, vé-se que
houve a formacao de mistura de isbmeros para os produtos TH4c, TH4g e TH4h.

Ao analisar os espectros de RMN de H (Apéndice C, p. 197), apenas o
produto TH4h apresentou um sinal relativo ao hidrogénio aminico do grupo hidrazona,
visto como um simpleto em 10,67 ppm (1H). Nenhum dos derivados apresentou um
sinal referente ao hidrogénio do grupo hidroxila. A formacdo dos produtos pode ser
confirmada observando os sinais relativos aos hidrogénios nas posi¢cdes 1 (porcao
hidrazona) e 5’ (anel tiazolico), comuns aos dez derivados. Um simpleto entre 1,90 e
2,10 ppm, integrado para trés hidrogénios, foi atribuido a metila Me-1. Para H-5’, os
sinais apareceram ora como um simpleto ora como um multipleto (em sobreposicéo
com outros hidrogénios), na faixa de deslocamento quimico entre 6,70 e 7,50 ppm.
Portanto, esses sinais confirmam tanto a formacdo do heterociclo bem como a
conexdo com os diferentes grupos hidrazona. Na Tabela 13 (p. 92) tém-se os
deslocamentos quimicos dos hidrogénios H-1 e H-5’ para os dez produtos. Vé-se que,
para os tiazéis da série TH4a-h, que possui um grupo —COOH diretamente ligado ao
carbono iminico 2, os deslocamentos quimicos das metilas 1 foram ligeiramente
maiores (Adu 0,10-0,15 ppm) que para TH3a e THb5a, devido ao efeito indutivo
retirador de elétrons que esse grupo causa sobre o ligante metila.

Quanto aos espectros de RMN de 'H e 13C e DEPT-135 (Apéndice C, p. 197),
0s sinais dos trés carbonos do anel tiazolico confirmam sua formacéo (quando
disponiveis no espectro). O carbono C-2’ apresentou sinais com deslocamento na
faixa entre 168-171 ppm (C), com valores menores para os derivados do acido pirtvico
(168,5-169,0 ppm) em comparacdo com TH5a (170,2 ppm). O carbono C-4’ foi
atribuido aos sinais com valores de deslocamento quimico entre 148 e 151 ppm (C).
Por fim, os sinais atribuidos ao carbono hidrogenado C-5’ se apresentaram em valores

de deslocamento quimico menores que os anteriores (102-110 ppm).
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Tabela 13 — Atribuicdo e deslocamentos quimicos de alguns sinais de RMN de 'H
(600 MHz, DMSO-ds) para os derivados 2-tiazolilhidrazinas TH3a,TH4a-h e TH5a.

Produto on H-1 (ppm) On H-5° (ppm) Produto On H-1 (ppm) On H-5° (ppm)
TH3a 1,96 (s; 3H) 7,21 (m; 1H) TH4e 2,09 (s; 3H) 7,39 (s; 1H)
TH4a 2,09 (s; 3H) 7,41 (m; 1H) TH4f 2,09 (s; 3H) 7,47 (m; 1H)
TH4b 2,10 (s; 3H) 7,33 (s; 1H) TH4g 2,09 (s; 3H) 7,49 e 7,51 (s; 1H)
TH4c 2,09 (s; 3H) 7,72 e 7,73 (s; 1H) TH4h 2,04 e 2,07 (s; 3H) 6,75 (s; 1H)
TH4d 2,09 (s; 3H) 7,23 (s; 1H) TH5a 1,94 (s; 3H) 7,16 (s; 1H)

Observa-se que o tipo de substituinte na posicdo 4 do anel afeta
consideravelmente no deslocamento quimico desse carbono, em que grupos
doadores de elétrons (metila e metoxila) levaram aos menores valores de oc (102-104
ppm), enquanto os grupos retiradores de elétrons (halogénios e nitrila) levamos a
sinais mais desblindados (105-110 ppm). O produto TH3a ndo apresentou nenhum
desses sinais no espectro, mas com o sinal do H-5" no espectro de RMN de 'H, tem-
se certeza da formacao do heterociclo.

Confirmada a formacgéo do tiazol, analisou-se também os sinais relativos a
por¢céo hidrazona. O carbono metilénico C-1 apresentou valores de deslocamento
quimico no intervalo entre 12 e 17 ppm (CHs), em que os produtos TH4a-h
apresentaram valores de 6c muito préximos (12,7-12,9 ppm) e menores que aqueles
para TH3a e TH5a (16,9 e 17,1 ppm, respectivamente). O sinal associado ao carbono
iminico C-2 foi visto apenas para os derivados do &cido pirtvico, com deslocamentos
quimicos entre 138 e 139 ppm (C). Ainda para os produtos TH4a-h, foram observados
nos espectros de RMN de *3C sinais com deslocamentos entre 165,6 e 165,8 ppm (C)
relativos aos carbonos carbonilicos C-3 do acido carboxilico. Para TH5a o sinal
relativo a este carbono (C-5) apresentou deslocamento quimico de 173,9 ppm (C). Na
Tabela 14 (p. 93) estdo apresentados os deslocamentos quimicos de RMN de
carbono-13 para C-1, C-2, C-2’, C-4’ e C-5' para produtos discutidos nesta secao.

Para exemplificar a estratégia de caracterizacdo das séries, serdo discutidos
os dados espectroscépicos para o produto TH4e. No espectro de RMN de *H (Figura
34, p. 94) observa-se dois simpletos em 2,09 (3H) e 7,39 ppm (1H) atribuidos aos
hidrogénios H-1 e H-5’, respectivamente. Um tripleto centrado em 7,24 ppm (J = 8,5

ppm; 2H) foi atribuido aos hidrogénios arométicos H-3"”. O desdobramento é relativo

ao acoplamento escalar desses atomos com os hidrogénios H-2"" (3Jun) e com flGor-
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19 conectado ao C-4" (3Jxr). Um Ultimo sinal em 7,90 ppm (dd; J = 8,5 e 5,4 ppm; 2H)

foi associado aos hidrogénios H-2’". O sinal apareceu como um dupleto duplo, em que
essa multiplicidade se deve aos acoplamentos com os hidrogénios H-3"” (3JuH) €

também com o flior-19 (*JxF).

Tabela 14 — Atribuicdo e deslocamentos quimicos de alguns sinais de RMN de 3C
(150 MHz, DMSO-ds) para os derivados 2-tiazolilhidrazonas TH3a, TH4a-h e TH5a.

Produto ¢ C-1 (ppm) oc C-2 (ppm) &c C-2’ (ppm) Oc C-4’ (ppm) &c C-5’ (ppm)

TH3a 16,9 (CH3)

TH4a 12,8 (CH3) 138,7 (C) 168,6 (C) - 105,6 (CH)
TH4b 12,8 (CH3) 138,5 (C) 168,5 (C) 150,6 (C) 104,6 (CH)
TH4c 12,9 (CHa) 138,7 (C) 170,0 (C) 148,9 (C) 109,4 (CH)
TH4d 12,8 (CHa) 138,5 (C) 168,5 (C) 150,4 (C) 103,4 (CH)
TH4e 12,8 (CHa) 138,8 (C) 168,7 (C) 149,6 (C) 105,4 (CH)
THaf 12,8 (CHa) 138,8 (C) 168,8 (C) 149,4 (C) 106,4 (CH)
TH4g 12,8 (CH3) 138,8 (C) 168,8 (C) 149,4 (C) 106,5 (CH)
TH4h 12,7 (CHs) 138,7 (C) 168,5 (C) - 107,6 (CH)
TH5a 17,1 (CHs) - 170,2 (C) 149,8 (C) 102,6 (CH)

Nos espectros de RMN de *3C de TH4e (Figura 35, p. 94) e de DEPT-135, ha
a presenca de varios sinais com deslocamentos quimicos acima de 100 ppm, regido
tipica de sinais de carbonos aromaticos, o que é um forte indicio da formacédo do
produto. O sinal em 12,8 ppm (CHs) foi atribuido ao carbono metilico C-1, e outro em
138,8 ppm (C) foi associado ao carbono iminico C-2, indicando a presenca da por¢cao
hidrazona. Os trés dupletos em 115,6 (J = 22 Hz; CH), 127,6 (J = 8 Hz; CH) e 161,7
(J = 224 Hz; C) foram atribuidos aos carbonos arométicos C-3”, C-2” e C-4”,
respectivamente. Os sinais se desdobraram essa forma devido ao acoplamento
heteronuclear entre os nuclideos de carbono-13 e flior-19. O carbono C-4”, por estar
diretamente conectado ao halogénio, apresenta maiores deslocamento quimico e
constante de acoplamento (*Jcr). O carbono C-2”, por estar mais distante, obviamente
apresenta o menor valor de constante de acoplamento (3Jcr). Esse acoplamento
heteronuclear também foi identificado para os produtos TH2e e TH6d, que também

possuem o grupo 4-fluorofenila.
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Figura 34 — Expanséo do espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) (6H 1,50-

8,00 ppm) de TH4e.
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Figura 35 — Espectro de RMN de 3C (150 MHz, DMSO-ds) de TH4e.
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Os sinais deslocados em 105,44 (CH), 149,6 (C) e 168,7 ppm (C),

anteriormente discutidos e apresentados na Tabela 14 (p. 93), foram atribuidos aos

carbonos C-5”, C-4” e C-2”, sequencialmente, do anel tiazdlico. Por fim, o carbono

carbonilico C-3 foi associado ao sinal em 165,7 ppm (C). A mesma estratégia de

interpretacdo dos dados espectroscopicos foi aplicada aos derivados TH3a, TH4a-d,
TH4f-h e TH5a. Os dados e atribuicdes dos sinais de RMN de 'H e 3C dos dez
derivados estdo descritos na Sec¢ao 3.9 deste Capitulo 1 (p. 124), e 0s seus espectros

se encontram no (Apéndice C, p. 197).
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2.5 — Atividade antifungica de 2-tiazolilhidrazonas contra Candida spp.

O potencial antifungico dos dezoito derivados 2-tiazolilhidrazonas (TH2a-h,
TH3a, TH4a-h e TH5a) foi estudado pelo ensaio in vitro de microdiluicdo em caldo (em
microplaca de 96 pocos). A atividade biolégica de cada composto foi determinada a
partir dos valores de concentracao inibitéria minima (MIC) frente a quatro espécies do
género Candida: C. albicans, C. auris, C. krusei e C. tropicalis. Para tanto, o método
de microdiluicdo em caldo foi o escolhido para determinar os valores de MIC.

O ensaio de microdiluicdo em caldo, segundo o protocolo padronizado pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), consiste em avaliar qual a menor
concentracdo do composto avaliado que leva a uma inibicdo total da proliferacao
microbiana, sendo esta concentracdo definida como concentracdo inibitéria minima
(MIC). O método utiliza a microplaca de 96 pocos, trabalhando com volumes na escala
de microlitros. Experimentalmente, € a concentracdo do composto no po¢o em que 0
caldo presente nele se encontra visualmente limpido, indicando um crescimento
reduzido ou inexistente de células fangicas. Os pocos contendo um caldo de
aparéncia turva ou com a presenca de colénias no fundo apresentam crescimento
fungico, portanto ndo ocorreu susceptibilidade dos fungos pelo composto avaliado
(CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE, 2015).

Trata-se de um ensaio eficiente, comum e com boa reprodutibilidade para a
triagem inicial de substancias com potencial clinico como antimicrobianas. Com isso,
pode-se selecionar compostos lideres para futuros ensaios em modelos in vivo e
determinar seus mecanismos de a¢do — no caso de fungos, se a acao é fungistatica
ou fungicida, além de elucidar seus provaveis alvos moleculares (BALOUIRI; SADIKI;
IBNSOUDA, 2016).

Os resultados do ensaio biologico para as 2-tiazolilhidrazonas estéao
expressos na Tabela 15 (p. 96). Foram considerados ativos 0os compostos que
apresentaram valores de MIC menores que 10 pmol/L, em consonancia com 0s
critérios aplicados no Capitulo 1 (p. 102) deste trabalho. S&o apresentados, ao longo
da discussao dos resultados, as estruturas quimicas e os intervalos de valores de MIC

dos produtos testados.
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Tabela 15 — Atividades antifungicas dos derivados 2-tiazolilhidrazonas (TH2a-h,
TH3a, TH4a-h e TH5a), além dos farmacos de referéncia Anfotericina B,
Caspofungina, Fluconazol e Itraconazol, representadas pelos seus respectivos
valores de concentracao inibitéria minima (MIC) expressos em umol/L frente a
diferentes espécies dos géneros Candida. Destacou-se em negrito os valores de

MIC menores que 10 pumol/L.

MIC em pumol/L
Composto
C. albicans C. auris C. krusei C. tropicalis
TH2a 622,6 622,6 622,6 622,6
TH2b 601,6 601,6 601,6 601,6
TH2c 586,1 586,1 586,1 586,1
TH2d 144.,8 144.,8 579,3 579,3
TH2e 595,9 595,9 595,9 595,9
TH2f 573,4 573,4 573,4 573,4
TH2g 130,1 130,1 520,4 520,4
TH2h 4,7 9,3 607,5 607,5
TH3a 7,1 7,1 14,2 14,2
TH4a 29,9 29,9 29,9 59,8
TH4b 14,2 14,2 28,4 113,5
TH4c 109,2 13,7 109,2 873,2
TH4d 26,8 13,4 53,6 53,6
TH4e 28,0 7,0 28,0 111,9
THAf 26,4 6,6 26,4 105,7
TH4g 23,0 23,0 23,0 91,9
TH4h 57,6 57,6 28,8 460,8
TH5a 6,4 3,2 6,4 51,5
Anfotericina B 2,2 4,3 4.3 0,5
Caspofungina ND 0,1 ND ND
Fluconazol 1,6 26,1 104.5 0.8
Itraconazol 0,7 0,4 2.8 0.2

ND: nao determinado.

Em uma andlise conjunta para todos os fungos, os tiazOis derivados da
nabumetona (TH2a-g) apresentaram as maiores faixas de valores de MIC dentre
todas as séries (Figura 36, p. 97). Os compostos TH2a-c e TH2e-f foram inativos
frente a todos os fungos, apresentando valores de MIC maiores que 500 pumol/L. O
produto TH2d apresentou poténcia moderada para todas as espécies, com valores de

MIC = 114,8 pmol/L contra C. albicans e C. auris. O derivado TH2h foi o mais ativo
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dessa série para as espécies C. albicans (MIC = 4,7 umol/L) e C. auris (MIC = 9,3
pmol/L). Os resultados mostram que apenas o derivado contendo um grupo nao
aromatico ligado ao carbono 4 do anel tiazélico apresentou uma maior poténcia
biolégica de amplo espectro, indicando uma influéncia positiva do grupo alifatico para
a atividade biologica, em comparacdo aos compostos derivados da nabumetona

contendo um grupo fenila p-substituido.

Figura 36 — Estruturas quimicas dos produtos TH2a-h e suas faixas de valores de
MIC frente as cepas de referéncia das espécies de Candida spp. testadas.

TH2a R= Ph; MIC 622,6 umol/L
TH2b R= 4-Me-Ph; MIC 601,6 umol/L

s O TH2c R= 4-CN-Ph; MIC 586,1 umol/L
R"(/\)\ OO TH2d R= 4-OMe-Ph; MIC 144,8-579,3 pmol/L
N/ N/N\ TH2e R=4-F-Ph; MIC 595,9 pmol/L
H TH2f R= 4-CI-Ph; MIC 573,4 pmol/L

TH2g R= 4-Br-Ph; MIC 130,1-520,4 pymol/L
TH2h R= CH,COOEt; MIC 4,7-607,5 umol/L

O tiazol TH3a apresentou uma alta poténcia frente a C. albicans e C. auris
(MIC = 7,1 umol/L), enquanto os valores de MIC para C. krusei e C. tropicalis foram
ligeiramente maiores (MIC = 14,2 umol/L). TH3a foi também o mais ativo, dentre todas
os derivados 2-tiazolilhidrazonas obtidos neste trabalho, frente a C. tropicalis. O
composto apresentou poténcia similar a outros tiazéis também derivados da 4-
hidroxibutan-2-ona contra os mesmos fungos. Oliveira (2021), em sua dissertacao de
mestrado, descreveu a obtencao de cinco analogos de TH3a, esses contendo 0s
seguintes substituintes ligados ao heterociclo tiazélico na posi¢cao 4: 4-cianofenila (96),
4-fluorofenila (97), 4-clorofenila (98), 4-bromofenila (99) e 2-etoxi-2-oxoetila (100).
Além dessas, temos também o derivado 62, sintetizado por Sa et al. (2015) (Figura
37, p. 97).

Figura 37 — Estruturas quimicas do produto TH3a e de seus analogos (62 e 96-100),
obtidos por Sa et al. (2015) e Oliveira (2021), e suas faixas de valores de MIC frente
as cepas de referéncia das espécies de Candida spp. testadas.

TH3a R=4-Me-Ph; MIC 7,1-14,2 ymol/L
62 R=4-OMe-Ph; MIC 0,45-0,9 pmol/L

R/(/\j\ 96  R=4-CN-Ph; MIC 0,42-13,62 pmol/L

N/ N/N\ OH 97 R= 4-F-Ph; MIC 0,21-6,98 umol/L

N YV 98  R= 4-CI-Ph; MIC 0,41-3,28 pmoliL
99 R= 4-Br-Ph; MIC 0,18-2,85 ymol/L

100 R= CH,COOE; MIC 1,77-57,57 umol/L
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O produto TH3a apresentou valores de MIC maiores que dos analogos 62 e
96-99 frente a todos os fungos, mas todos foram considerados ativos contra C.
albicans e C. auris. O derivado TH3a foi bem menos potente que os anélogos citados
contra C. krusei (o analogo 98 foi 0 mais ativo, com MIC = 0,41 umol/L) e C. tropicalis
(o andlogo ). O tiazol 100 foi bem menos potente que todos os outros analogos ao
TH3a, indicando que a presenca de dois grupos alifaticos em sua estrutura (um ligado
ao anel tiazélico em conjunto com uma hidrazona derivada da 4-hidroxibutan-2-ona)
favorece menos a atividade biolégica em comparagdo com os derivados benzénicos.
Esse resultado se mostrou contrario ao que foi visto para os derivados da
nabumetona, em que a presenca de um grupo alifatico ligado ao heterociclo favoreceu
mais a atividade antifingica (OLIVEIRA, 2021; PEREIRA DE SA et al., 2015).

Os derivados do &cido piravico (TH4a-h) apresentaram uma maior poténcia
do que os derivados da nabumetona (TH2a-h), em que a maioria dos valores de MIC
foram menores que 100 pmol/L frente &, pelo menos, uma espécie testada (Figura
38, p. 98).

Figura 38 — Estruturas quimicas dos produtos TH4a-h e suas faixas de valores de
MIC frente as cepas de referéncia das espécies de Candida spp. testadas.
TH4a R= Ph; MIC 29,9-59,8 pmol/L

TH4b R= 4-Me-Ph; MIC 14,2-113,5 pmol/L
TH4c R= 4-CN-Ph; MIC 13,7-873,2 pmol/L

S 0
R’@\ NW)J\ TH4d R= 4-OMe-Ph; MIC 13,4-53,6 umol/L
N” N OH TH4e R=4-F-Ph; MIC 7,0-111,9 pmol/L
H TH4f R= 4-CI-Ph; MIC 6,6-105,7 pmol/L
TH4g R= 4-Br-Ph; MIC 23,0-91,9 umol/L
TH4h R= CH,COOE; MIC 28,8-460,8 umol/L

Os tiazois TH4e-f mostraram atividade significativa contra C. auris, com
valores de MIC menores que 7 umol/L, sendo mais potentes que o farmaco fluconazol
(MIC = 26,1 pmol/L). Coincidentemente, esses dois derivados contém um grupo 4-
halofenila em sua estrutura. Isso indica que a presenca de halogénios ligados a um
anel benzénico em combinacdo com a hidrazona conectada ao grupo &cido
carboxilico levou a uma contribuicdo mais positiva para a atividade biolégica. Com
excecado do derivado TH4c, todos as substancias dessa série foram mais potentes
que o fluconazol contra C. krusei (MIC = 104,5 pmol/L), mas nenhum valor de MIC foi

menor que 10 umol/L.
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Oliveira (2021) obteve analogos (101-107) dessa série a partir do piruvato de
etila, um éster correspondente do acido piravico (Figura 39, p. 99). Ao comparar 0s
valores de MIC, nota-se que os produtos TH4a-h foram mais ativos que os analogos
101 e 103-105 esterificados frente aos mesmos fungos. Esses resultados destacam
que a mudanca do substituinte hidrofébico por um hidrofilico representou uma
aparente contribuicdo positiva para a atividade biolégica, mostrando que a estratégia
em selecionar substancias mais polares foi pertinente. Considerando os demais
derivados do piruvato de sodio, o produto 106 foi consideravelmente mais ativo contra
C. krusei (MIC = 5,30 pmol/L) que os analogos TH4a-h, bem como 107 contra C.
tropicalis (MIC = 10,59 pumol/L) (OLIVEIRA, 2021).

Figura 39 — Estruturas quimicas dos produtos 101-107 obtidos por Oliveira (2021) e
seus intervalos de valores de MIC frente as cepas de referéncia das espécies C.
albicans (ATCC 18804), C. auris (CBS 10913), C. krusei (ATCC 202298) e C.
tropicalis (ATCC 750).

101 R= Ph; MIC >432 pmol/L
102 R= 4-CN-Ph; MIC 12,41-49,69 pmol/L

/(/\S Q 103 R= 4-OMe-Ph; MIC >391,38 pmol/L
R N/)\ N 104 R= 4-F-Ph; MIC 25,41-406,71 umol/L
” o 105 R= 4-CI-Ph; MIC 193,02-386,04 pmol/L

106 R= 4-Br-Ph; MIC 5,30-42,42 pmol/L
107 R= CH,COOEt; MIC 6,51-52,18 pmol/L

Por fim, o tiazol TH5a, derivado do &cido levulinico, foi ativo contra C. albicans,
C. auris e C. krusei (MIC = 3,2-6,4 umol/L), apresentando uma poténcia maior que 0s
farmacos anfotericina B (contra C. auris) e fluconazol (contra C. auris e C. krusei). Os
resultados estdo de acordo com aqueles obtidos por Oliveira (2021). O autor sintetizou
e avaliou sete andlogos de TH5a, contendo os substituintes fenila (108), 4-cianofenia
(109), 4-metoxifenila (110), 4-fluorofenila (111), 4-clorofenila (112), 4-bromofenila
(113) e 2-etoxi-2-oxoetila (114) ligados ao heterociclo na posi¢éo 4 (Figura 40, p. 100).
Diferentemente do que foi visto para os tiazéis contendo grupo alcool, a presenca do
grupo alifatico ligado ao heterociclo (114) levou a uma contribuicdo muito positiva para
a atividade bioldgica, apesar dos compostos 112 e 113 terem apresentados valores
de MIC menores que 114 para alguns fungos, o derivado mostrou amplo espectro e
potente atividade para todos as cepas avaliadas (MIC =0,20-0,40 pmol/L) (OLIVEIRA,
2021).
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Figura 40 — Estruturas quimicas do produto TH5a e de seus analogos (108-114),
obtidos por Oliveira (2021), e seus intervalos de valores de MIC frente as cepas de
referéncia das espécies de Candida spp. testadas.

TH5a R= 4-Me-Ph; MIC 3,2-51,5 pymol/L

108 R=Ph; MIC 1,66-6,74 pmol/L
"[S (e} 109 R=4-CN-Ph; MIC 0,19-3,09 pmol/L
R

/)\ N 110 R=4-OMe-Ph; MIC 0,19-3,04 ymol/L
N N OH 111 R=4-F-Ph; MIC 0,20-3,16 pmol/L
H 112  R=4-Cl-Ph; MIC 0,19-3,00 umol/L

113 R=4-Br-Ph; MIC 0,16-1,30 pmol/L
114 R= CH,COOEt; MIC 0,20-0,40 pmol/L

Em uma andlise e discussdo geral dos resultados, vé-se que os fungos
avaliados foram consideravelmente mais susceptiveis aos tiazois contendo
hidrazonas alifaticas (TH3a, TH4a-h e TH5a) do que os derivados da nabumetona
(TH2a-h). Esses resultados corroboram as conclusées propostas por Lino et al.
(2018), Fernandes et al. (2022) e Oliveira et al. (2022) que, em seus estudos
computacionais de relacao estrutura-atividade, mostraram que a presenca de grupos
aromaticos ligados a hidrazona nédo contribui positivamente para a atividade biol6gica
de derivados tiazolicos, mas sim um grupo alifatico e pouco volumoso, devido a
restricbes estéricas nessa regido (FERNANDES et al., 2021; LINO et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2022). Apesar disso, o derivado TH2h apresentou poténcia similar
aos derivados das outras séries para C. albicans e C. auris, indicando que se ter dois
grupos aromaticos conectados ao esqueleto 2-tiazolilhidrazona (um ligado ao
heterociclo e outro a hidrazona) também néo favorece a atividade biol6gica, mas que,
possivelmente, um grupo aroméatico e outro alifatico contribui de forma positiva, ndo
importando a posicao.

O trabalho de Pricopie e colaboradores (2019) ilustra bem essa relacédo. Os
derivados 115-119 (Figura 41, p. 101) obtidos pelos autores apresentam duas
porcdes aromaticas ligadas ao esqueleto principal, sendo o grupo hidrazona derivado
de uma cetona obtida pela reacdo de O-alquilacdo entre o timol e a 2-
bromoacetofenona. Os compostos mostraram poténcia moderada a baixa frente a C.
albicans, C. parapsilosis e Candida zeylanoides. Para o derivado 119, que apresentou
0s menores valores de MIC da série (3,90-15,62 pg/mL), isso representa um intervalo
de 8,56 a 34,94 em pmol/L, sendo quase duas vezes menos ativo que o derivado
THZ2h, o mais ativo deste trabalho contra C. albicans (MIC = 4,7 umol/L) (PRICOPIE
et al., 2019).
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Figura 41 — Estruturas quimicas dos produtos 115-119, obtidos por Pricopie et al.
(2019), e seus intervalos de valores de MIC frente as cepas de referéncia das
espécies C. albicans (ATCC 10231), C. parapsilosis (ATCC 22019) e C. zeylanoides
(ATCC 201082).

S
4 Y 115 R4=H, Ry= H; MIC 7,81-62,50 pg/mL
Ry NT NN N0 116 R;= CN, Rp= H; MIC 62,50 pg/mL
H 117 R= NO,, Ry= H; MIC 62,50-125 pg/mL

R, 118 R;= OH, Ry,= CONHy; MIC 62,50-125 pg/mL
119 R;= Me, R,= H; MIC 3,90-15,62 pg/mL

Verifica-se também que, entre compostos da mesma série, a variacdo dos
substituintes no anel aromatico ndo pareceu ser muito significativa para a atividade
biolégica. Essa variacao foi muito mais expressiva ao comparar a mudanca do ligante
conectado ao grupo hidrazona, indicando que essa por¢cao da molécula tem uma
maior contribuicdo para modular a atividade biologica dos derivados, conforme
discutido anteriormente.

Um outro ponto importante a se ressaltar é que os tiazois com menor lipofilia
e maior solubilidade em &gua preditas apresentaram as atividades mais potentes
contra as espécies avaliadas, indicando que a estratégia aplicada na etapa de
planejamento deste trabalho foi eficiente para a atividade anti-Candida. Destacam-se
os derivados TH3a (contendo grupo éalcool), TH4e-f e TH5a (contendo grupo acido
carboxilico), que foram os mais potentes dentre todas as séries sintetizadas. Os
estudos de QSAR citados acima destacam a importancia positiva de ligantes alifaticos
contendo um grupo capaz de realizar interacdes eletrostaticas para a atividade
antifangica de 2-tiazolilhidrazonas. Os tiaz6is contendo um grupo acido carboxilico
sdo interessantes enquanto compostos lideres, visto que sao potencialmente mais
soluveis em agua, além de poderem formar sais, o que facilita a administracéo por via
oral ou endovenosa.

Por fim, a maioria dos derivados se mostrou potente contra o patégeno
emergente C. auris, com valores de MIC entre 3,2 e 9,3 umol/L para os compostos
considerados ativos, com valores menores que os farmacos antifungicos anfotericina
B e fluconazol. Isso indica que a combinacdo desses ligantes se mostrou
positivamente importante para a atividade biolégica contra essa espécie tao

preocupante para a comunidade cientifica e de saude publica.
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3 - MATERIAIS E METODOS

Os experimentos computacionais foram executados no Laboratério de
Modelagem Molecular (Departamento de Produtos Farmacéuticos, Faculdade de
Farmacia, UFMG), sob supervisdo do prof. Dr. Vinicius Goncalves Maltarollo. Os
experimentos de sintese e purificacdo foram executados no Laboratério de Quimica
Farmacéutica (Departamento de Produtos Farmacéuticos, Faculdade de Farmécia,
UFMG), sob supervisdo da profa. Dra. Renata Barbosa de Oliveira. Os experimentos
biolégicos foram executados no Laboratério de Taxonomia, Biodiversidade e
Biotecnologia de Fungos (Departamento de Microbiologia, Instituto de Ciéncias
Biologicas, UFMG), sob colaboragdo com a profa. Dra. Susana Johann e a aluna de
graduacdo em Farmacia, Sofia Nobre.

3.1 - Curadoria e preparo dos conjuntos de dados

Para construir os modelos de aprendizado de maquina, foram selecionados
compostos de artigos da literatura e estruturas quimicas indexadas do banco de dados
ChEMBL (verséo 27, de 20 de maio de 2020) (DAVIES et al., 2015; MENDEZ et al.,
2019) com atividade biolégica registrada contra as espécies C. albicans e C.
neoformans (conjunto total). As espécies foram selecionadas por apresentarem 0s
maiores numeros de casos de infeccéo de seus respectivos géneros. Foram definidos
0s critérios a seguir para filtrar as estruturas quimicas a serem incluidas no conjunto
total: (i) as atividades biolégicas dos compostos devem ter sido determinadas pelo
mesmo protocolo experimental (ensaio de microdiluicdo em caldo); (ii) as atividades
antifingicas deverdo ser expressas por meio de seus valores de concentracao
inibitéria minima em pg/mL ou pumol/L; (iii) os ensaios devem ter sido realizados
utilizando cepas de referéncia das espécies estudadas, desconsiderando isolados
clinicos; e (iv) os compostos devem apresentar os nucleos tiazol e/ou hidrazona em
suas estruturas. Do ChEMBL, 26.024 entradas para C. albicans (CHEMBL366) e
5.169 entradas para C. neoformans (CHEMBL365) foram encontradas. Além do mais,
foram selecionados onze artigos da literatura que descrevem a sintese e avaliacdo da
atividade antifungica de 2-tiazolilhidrazonas contra C. albicans e e C. neoformans
(ISHITA et al., 2018; KHALIL et al., 2015; tACZKOWSKI et al., 2016, 2018; LINO et
al., 2018; PATIL et al., 2015; PAWAR et al., 2016; PEREIRA DE SA et al., 2015;
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PRICOPIE et al.,, 2019; SINGH; BHAT; GAHTORI, 2012). Aplicando os critérios
descritos acima, dois conjuntos de dados finais contendo 1.262 moléculas (117 da
literatura e 1.145 do ChEMBL) e 305 moléculas (141 da literatura e 164 do ChEMBL)
foram compilados para C. albicans e C. neoformans, respectivamente.

As moléculas foram classificadas de forma binaria (O ou 1) de acordo com
seus valores de MIC. Aquelas com MIC > 10 umol/L foram consideradas inativas e
classificadas como dados negativos (0), enquanto as substancias com MIC < 10
pmol/L foram denominadas ativas e classificadas como dados positivos (1). As
estruturas quimicas tridimensionais das moléculas estudadas foram construidas no
programa Discovery Studio Visualizer (BIOVIA, 2020). Para fins de normalizacdo das
estruturas, definiu-se o isdbmero E como diastereoisdmero de referéncia, visto que ele
€ o isbmero preferencialmente formado para a maioria das 2-tiazolilhidrazonas.

Para todos os dois conjuntos de dados de entrada, uma analise
conformacional foi conduzida para obter a conformacdo mais estavel de cada
molécula, utilizando o pacote computacional OMEGA 2.5.1.4 (HAWKINS et al., 2010)
e o campo de forga Merck Molecular Force Field (MMFF94) (HALGREN, 1999).
Depois, 0s respectivos estados de ionizacdo de cada molécula foram corrigidos
tomando o valor de pH do meio fisiolégico (7,4) como referéncia. Para tanto, aplicou-
se o programa fixpka presente no pacote computacional QUACPAC 1.6.3.1 (OpenEye
Scientific Software, 2016). A etapa anterior de obtencédo da conformacao mais estavel
foi aplicada nas estruturas do arquivo de saida ap6s a correcdo dos estados de

ionizacao.

3.2 — Selecao dos conjuntos de treinamento e de teste

Para a constru¢cdo dos modelos de aprendizado de maquina, os compostos
foram separados em subconjuntos de treinamento (80%) e de teste (20%) para cada
conjunto total respectivo ao fungo. A separacdao foi feita por uma analise multivariada
utilizando a técnica de analise de agrupamentos hierarquicos (HCA, do acrénimo em
inglés para hierarchical cluster analysis), baseando em protocolos utilizados em
trabalhos anteriores do grupo (FERNANDES et al., 2021; MALTAROLLO, 2019;
VERISSIMO et al., 2019). Os dados de entrada foram agrupados de acordo com a
meédia da distancia euclidiana. Trés espacos quimicos foram definidos como critérios

para estabelecer os dois subconjuntos da forma mais representativa possivel do
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conjunto total: (i) propriedades fisico-quimicas de carater drug-like (massa molar,
logaritmo do coeficiente de particdo em n-octanol/agua, nimero de aceptores e
doadores de ligacdo de hidrogénio, numero de ligagbes rotacionaveis, fracdo de
carbonos sp3 e area superficial topoldgica polar); (ii) diversidade molecular baseada
no conjunto de fingerprints moleculares do pacote Molecular ACCess System
(MACCS) (DURANT et al., 2002); e (iii) dados de atividade biologica de acordo com
os valores de MIC. Cada espaco quimico gerou um dendrograma de HCA, que foram
utilizados como dados de entrada para gerar um dendrograma final que agrupasse
aleatoriamente as moléculas nos dois subconjuntos. As andlises por HCA e selecao
dos conjuntos foi realizada no pacote computacional KNIME 3.4.2 (BERTHOLD et al.,
2009).

3.3 — Construcéo e validacdo dos modelos de classificacdo por aprendizado de

maquina

Foram calculados e utilizados como dados de entrada de dez conjuntos de
fingerprints moleculares utilizando o programa PaDEL-descriptor (YAP, 2011): Atom
Pair 2D, Atom Pair 2D Count, Extended Fingerprinter, Fingerprinter, Klekota Roth,
Klekota Roth Count, MACCS, PubChem, Substructure, e Substructure Count. Os
conjuntos de treinamento foram aplicados na construgcéo e validacdo de modelos de
classificacdo utilizando as seguintes técnicas de aprendizado de maquina (MLT, do
inglés machine learning technique): arvore de decisdo (DT), floresta aleatéria (RF),
perceptron de multiplas camadas (MLP), niumero de vizinhos proximos “k” (KNN),
naive Bayes (NB), e maquinas de vetores de suporte (SVM). Fez-se entdo a
combinacdo dos conjuntos de fingerprints moleculares e as seis técnicas aplicadas,
variando os hiperparametros intrinsecos de cada técnica.

Os hiperparametros para cada MLT foram definidos e otimizados de acordo o
trabalho feito por Maltarollo (2019). As arvores de deciséo foram construidas variando
a profundidade maxima, que é o niumero minimo de registros feitos por cada no
(min_Nrec), de 2 a 100 (2, 4, 8, 10, 20, 30, 40, 50, 75 e 100). Para as florestas
aleatérias, variou-se o numero de arvores de decisdo em cada nivel (max_trees) de
10 a 50 (em intervalos de 10) em combinacdo com o numero de arvores de decisao
utilizadas para construir cada modelo de floresta aleatéria (n_models), variando de

10.000 a 50.000 (em intervalos de 10.000). Para o MLP, variou-se heuristicamente o
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numero de camadas (n_layers) de 1 a 5 (em intervalos de 1), e o nimero de neurénios
ocultos por camada (n_neurons) de 20 a 100 (em intervalos de 20) para 0s
perceptrons de multiplas camadas. Para o kNN, fez-se a variagdo do numero de
vizinhos (k) entre 1 e 27, aplicando apenas 0s numeros primos. Para o KNN com peso
para a distancia entre os vizinhos (kNNw) utilizou o mesmo conjunto de
hiperparametros. O hiperparametro de probabilidade (prob) para naive Bayes foi
variado de 0,1 a 5, em intervalos de 0,1. Por fim, as maquinas de vetores de suporte
aplicadas no treinamento dos modelos utilizaram trés funcdes de kernel possiveis:
gaussiano (RBF), hipertangente (HT) e polinomial (Pol). Para o kernel RBF, variou-se
o parametro sigma de 0,5 a 300; para HT variou-se os parametros kappa e delta de 1
a 50; e, ao fim, fez-se a variagao dos parametros power, bias e gammade 1 a 5. Para
todos os SVM, o parametro C, que diz o quao tolerante 0 modelo serd a possiveis
erros no treinamento, funcionando como uma penalizacéo para evitar sobreajustes. C
foi variado de 1 a 1.500 (MALTAROLLO, 2019).

Os modelos foram validados de acordo com quatro parametros estatisticos:
coeficiente de correlacdo de Matthews (MCC) (Equacdo 1, p. 105), F1-Score
(Equacéao 2, p. 106), area sob a curva (AUC) da curva caracteristica de operacédo do
receptor (ROC), e a taxa de verdadeiros positivos (TPR). Os parametros foram
avaliados por protocolos de validacao interna cruzada (cv, do inglés cross validation)
em quintuplicata (5-fold), que consistiu no algoritmo separar, arbitrariamente, cinco
grupos, que correspondem a 20% do conjunto de treinamento, para validagcao interna
do modelo como conjuntos de teste, realizando entdo a média aritmética dos valores
dos parametros obtidos nas cinco replicatas de validacao (ROY; KAR; DAS, 2015). As
métricas de validacao externa (ext, do inglés external validation) foram obtidas a partir
do conjunto de teste inicial.

Equacdo 1 — Férmula para calcular o coeficiente de correlagdo de Mathews (MCC),

em que: TP: verdadeiros positivos; FP: falsos positivos; TN: verdadeiros negativos;
FN: falsos negativos.

_ (TP xTN) - (FP x FN)

B J (TP +FP)(TP + FN)(TN + FP)(TN + FN)

MCC
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Equacéo 2 — Formula para calcular o parametro F1-Score, em que: TP: verdadeiros

positivos; FP: falsos positivos; FN: falsos negativos.

2TP
2TP-FP-FN

F1-Score =

3.4 — Construcéo de quimiotecas virtuais de 2-tiazolilhidrazonas

Duas quimiotecas virtuais in-house foram construidas a partir de analises de
quimica combinatoria e scaffold hopping. A primeira quimioteca foi construida a partir
da analise combinatéria de reagentes que podem formar tiossemicarbazonas e a-
halocetonas. Foram selecionados 802 reagentes que incluiam cetonas e aldeidos
alifaticos e 191 alfa-halocetonas, que foram combinados entre si para gerarem
143.352 moléculas unicas. Os reagentes foram selecionados a partir dos bancos de
dados de reagentes disponiveis nos sites da Sigma  Aldrich

(https://www.sigmaaldrich.com/chemistry/chemistry-services/selected-structure.html)

e Aldrich Market Select (https://www.aldrichmarketselect.com). Os critérios para

selecao dos reagentes foram: (i) os reagentes ndo poderiam ter mais que 350 g/mol e
estarem disponiveis para compra na Sigma Aldrich; (ii) selecionou-se 4&lcoois
primarios e secundarios que poderiam ser oxidados a aldeidos e cetonas que nao
tivessem haletos ou aminas em suas estruturas, evitando possiveis reacdes
indesejadas; (iii) selecionou-se aldeidos e cetonas alifaticas que n&o tivessem
hidrazinas, aminas priméarias ou secundarias, ou epoxidos em suas estruturas,
evitando possiveis reacfes indesejadas na formacdo da tiossemicarbazona; (iv)
selecionou-se brometos de alquila que tivessem apenas um grupo aldeido ou cetona
que formasse um grupo alfa-halocarbonila, e que nao tivessem haletos de acila,
ésteres, amidas, tio ésteres, outros grupos haletos de alquila, aminas primarias e
secundérias alifaticas, evitando reacdes indesejadas, e também com apenas um
centro quiral e trés anéis no maximo. A analise combinatdria foi realizada utilizando o
programa DataWarrior (Idorsia Pharmaceuticals Ltda.), em colaboracdo com o prof.
Dr. Saulo Fehelberg Pinto Braga (Escola de Farmacia, Universidade Federal de Ouro
Preto). A segunda quimioteca foi construida aplicando a técnica de scaffold hopping
baseando-se em bioisdsteros. Seis 2-tiazolilhidrazonas sintetizadas por Sa et al.
(2015) (62 e 63), Lino et al. (2018) (73 e 75) e Oliveira et al. (2022) (120 e 121) foram
selecionadas como representantes na proposi¢ao de analogos (Figura 42, p. 107). As


https://www.sigmaaldrich.com/chemistry/chemistry-services/selected-structure.html
https://www.aldrichmarketselect.com/
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substancias foram submetidas ao software VBrood (OpenEye Scientific Software,
2022) e ao sevidor web Xundrug que propdem os bioisésteros a partir de métodos de
similaridade quimica. Ao final, 29.912 substancias foram propostas pela plataforma
VBrood e 12.000 pela plataforma Xundrug. Apds a remocédo de duplicatas, 30.635
moléculas foram obtidas. A analise por bioisosterismo foi realizada em colaboracéo
com o farmacéutico icaro Ferrari Protti (Faculdade de Farmacia, Universidade Federal
de Minas Gerais). Ao fim, somando as duas quimiotecas, tém-se 175.797 derivados
de 2-tiazolilhidrazonas.

Figura 42 — Estruturas quimicas das substancias 62-63, obtidas por Sa et al. (2015),
73 e 75, obtidas por Lino et al. (2018), e 120-121, obtidas por Oliveira et al. (2022),
aplicadas na construgéo da quimioteca virtual de 2-tiazolilhidrazonas por meio da

técnica de scaffold hopping.
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3.5 - Triagem virtual

Os seis modelos com as melhores métricas de validacao interna e externa
(trés para C. albicans e trés para C. neoformans) foram selecionados para a aplicacéo
em um protocolo de triagem virtual (VS) com as duas quimiotecas construidas
contendo moléculas com o nucleo 2-tiazolilhidrazona. Os modelos foram novamente
treinados e validados aplicando os hiperparametros e conjuntos de fingerprints
moleculares listados na Tabela 2 (p. 60) para C. albicans e na Tabela 5 (p. 63) para
C. neoformans. Cada modelo classificou e gerou um valor de probabilidade para a
predicdo para todas as substancias. Calculou-se, para cada substancia, a média
aritmética das probabilidades das predi¢cdes. O treinamento e validacdo dos modelos
e aplicacao do protocolo de triagem virtual foram realizados no pacote computacional
KNIME 3.4.2 (BERTHOLD et al., 2009).

As 2-tiazolilhidrazonas com predicdo positiva em consenso em todos o0s

modelos foram selecionadas para uma segunda triagem de acordo com 0S seus
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carateres drug-like, disponibilidade de reagentes no laboratério, possibilidade de
compra dos reagentes e proposi¢cado de analogos estruturais, a fim de selecionar os
derivados a serem sintetizados para posterior validacédo experimental. A predicdo dos
perfis farmacocinéticos das substancias foi determinada a partir da comparacéo de
propriedades fisico-quimicas e moleculares calculadas com duas regras empiricas: as
regras de Lipinski (Ro5) e as regras de Veber. Utilizando o servidor web ALOGPS 2.1,
calculou-se duas propriedades fisico-quimicas: o logaritmo do coeficiente de particao
em n-octanol/agua (Alog P) e o logaritmo do coeficiente de solubilidade em agua (log
S), em mol/L, a partir de métodos baseados em indices atbmicos eletrotopolégicos (E-
state) aplicados em redes neurais para a predicdo das propriedades (TETKO et al.,
2001; TETKO; TANCHUK, 2002; TETKO; TANCHUK; VILLA, 2001). Outras seis
propriedades foram calculadas utilizando o pacote computacional PaDEL-descriptor
(YAP, 2011): massa molecular (MW), em Da; logaritmo do coeficiente de particdo em
n-octanol/agua (Xlog P) (WANG; FU; LAI, 1997; WANG; GAO; LAI, 2000); numero de
aceptores (HBA) e doadores (HBD) de ligacdo de hidrogénio; &rea superficial
topologica polar (TPSA), em A2 e o nimero de ligacbes rotacionaveis (NRotB). As
propriedades calculadas foram, entdo, comparadas com os intervalos de valores
permitidos pelas regras de Lipinski (Xlog P <5, MW < 500 Da, HBA < 10, HBD < 5),
com a tolerancia de uma violac&do (LIPINSKI et al., 2001); e de Veber (TPSA < 140 A?
nRotB < 10), sem violagdes permitidas (VEBER et al., 2002).

3.6 — Métodos gerais para a sintese de derivados 2-tiazolilhidrazonas

3.6.1 — Métodos cromatogréaficos

Neste trabalho, para acompanhar o prosseguimento das reacdes, foi utilizada
a técnica de cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando placas
cromatograficas manualmente empacotadas com silica gel. Para preparacdo das
placas, foram utilizados 8 g de silica gel G contendo sulfato de calcio (13% m/m)
prépria para CCD para cada 19 mL de agua destilada. A suspensdo homogeneizada
foi espalhada em suporte de vidro, formando um filme de 0,50 mm de espessura. Para
secagem, as placas foram ativadas em estufa a 100 °C por ao menos 30 minutos.
Como critério para avaliar a formacgéo de produto, verificou-se, apos a revelacédo das

placas, a existéncia de uma mancha com fator de retencéo diferente do padrdo do
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material de partida ou igual ao padréo do produto (se disponivel), eluidos com solvente
ou mistura de solventes adequados, indicados em cada metodologia.

Para revelacdo das placas, utilizou-se majoritariamente vapor de iodo ou
solugcdo metandlica acida de 2,4-dinitrofenilhidrazina (2,4-DNFH) (1% m/v) e &cido
sulfarico (3% v/v), sem posterior aquecimento em estufa. A solucdo é preparada
solubilizando 100 mg de 2,4-DNFH em 100 mL de MeOH, e adicionando, pouco a
pouco, 1 mL de &cido cloridrico P.A. (37% m/m) e 5 mL de &cido sulftrico P.A. (98%
m/m), sob agitacdo magnética. A solucédo alcodlica acida de 2,4-DNFH é um revelador
especifico para verificar a presenca de aldeidos e cetonas em uma amostra.

Outro revelador de CCD utilizado foi a solucdo aquosa de molibdato de
amoénio (5% m/v), acido sulfdrico (14% v/v) e sulfato de cério (IV) (1% m/v) (CAM),
com posterior aquecimento. A solucdo reveladora € preparada, inicialmente,
solubilizando 25 g de molibdato de am6énio em 450 mL de agua destilada. A esta
mistura, sob banho de gelo e agitacdo magnética, adicionaram-se 5 g de sulfato de
cério (IV), formando uma suspenséo turva contendo um precipitado amarelo brilhante.
Ao fim, adicionaram-se 50 mL de acido sulftrico P.A. (98% m/m) bem lentamente

durante 90 minutos, ainda sob agitacdo magnética.

3.6.2 — Métodos de caracterizacao

Os pontos ou faixas de fusdo ndo corrigidos em graus Celsius foram
determinados em aparelho Microquimica MQAPF-301 do Laboratério de Quimica
Farmacéutica (Departamento de Produtos Farmacéuticos, Faculdade de Farmécia,
UFMG). Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de hidrogénio-1 e
carbono-13 foram obtidos a temperatura de 278,15 K (25 °C) utilizando os
espectrometros Bruker Avance-lll 400 NanoBay (400 MHz) e Avance NEO Ascend
(600 MHz) do Laboratério de Ressonancia Magnética de Alta Resolu¢do (LAREMAR)
(Departamento de Quimica, Instituto de Ciéncias Exatas, UFMG). Os deslocamentos
quimicos (6) foram registrados em ppm e as constantes de acoplamento escalar (J)
foram calculadas em Hz. Tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como padrdo de
referéncia interna e, na auséncia do sinal de TMS, utilizou-se o sinal residual do

solvente como referéncia
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3.7 — Preparacao das tiossemicarbazonas

3.7.1 — Tentativa de sintese da 2-(but-3-in-1-ilideno)hidrazino-1-carbotioamida
(TS1)

A obtencdo da tiossemicarbazona TS1 seria feita em duas etapas.
Inicialmente, era necessario a obtencdo do aldeido 3-butin-1-al (93) por meio da
oxidacdo do 3-butin-1-ol, reagindo entdo o produto carbonilico com a
tiossemicarbazida, obtendo TS1.

Tentativa 1: Em um baldo de fundo redondo de 50 mL, adicionou-se uma suspensao
de 2 g (0,013 mol) de sulfato de manganés (llI) (MnSOa4) em 30 mL de agua destilada.
Em seguida, 2 g (0,013 mol) de permanganato de potassio (KMnOs) foram
adicionados ao baldo. A mistura foi mantida sob aquecimento a 60 °C e agitacéo
magnética por duas horas, em que se verificou a formac¢do de um solido preto, que
seria 0 6xido de manganés (IV) (MnO2), agente oxidante dessa sintese. O sélido foi
filtrado a vacuo em funil de Blchner e lavado com agua destilada até remover o
excesso de KMnOa (o filtrado deve ficar incolor). O sélido foi secado em estufa a 90
°C por 24 horas, sendo depois triturado em almofariz de porcelana utilizando um pistilo
e, entdo, armazenado em dessecador. Para a sintese do aldeido, 7 mL de
tetraidrofurano foram transferidos para um baldo de fundo redondo de 50 mL. Em
seguida, 100 mg (111,2 pL, 1,427 mmol, 1 eq.) de 3-butin-1-ol e 744,4 mg (8,562
mmol, 6 eq.) de 6xido de manganés (IV) também foram adicionados ao baldo. A
mistura reacional foi mantida sob aquecimento a 60 °C, sob agitacdo magnética, e
acompanhada por CCD (hex:AcOEt 2:8 como eluente; vapor de iodo, CAM e 2,4-
DNFH como reveladores). Nao foi observada uma mancha correspondente ao alcool
de partida, entdo manteve-se a reagao por quatro horas. Fez-se uma filtracédo a vacuo
em funil de Buchner e lavou-se com tetraidrofurano, mas uma parte do residuo de
manganés passou para o filtrado. Portanto, fez-se uma nova filtragéo do filtrado em

uma coluna de vidro para cromatografia com cerca de 5 g de terra diatoméacea (Celite
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545) para retencéo do residuo de manganés, eluindo com diclorometano e acetato de
etila. O segundo filtrado foi recolhido em um béquer e o conteudo foi transferido para
um baldo de fundo redondo de 50 mL. O solvente foi retirado em evaporador rotatério,
obtendo um o6leo denso esverdeado. A andlise por CCD do residuo obtido apoés
revelacdo com solucéo de 2,4-DNFH, confirmou a presenca de aldeido. Essa reacao
foi realizada trés vezes, obtendo-se rendimentos de 6 (6,1 mg) e 7% de rendimento
(6,5 mg) (duas vezes). Para nenhuma das reac¢des a quantidade obtida foi suficiente

para caracterizagao.

Tentativa 2: Adicionou-se em um almofariz de porcelana 431,1 mg (4 mmol, 2 eq.) de
clorocromato de piridina (PCC) e 2,2 g de 6xido de aluminio (proporcdo de uma parte
de PCC para cinco partes de Al203). A mistura solida foi homogeneizada com o auxilio
de um pistilo. Ap6s homogeneizac¢éo, 140,2 mg (154,3 pyL, 2 mmol, 1 eq.) de 3-butin-
1-ol foram adicionados ao almofariz e a mistura sélida foi homogeneizada por
maceragao ininterruptamente por dez minutos, gotejando a cada minuto cinco gotas
de terc-butanol (totalizando 50 gotas). Ao fim da reacdo, 20 mL de éter etilico foram
transferidos para o almofariz e a suspensao foi filtrada em coluna de vidro para
cromatografia contendo 5 g de terra diatomacea (Celite 545), para retencdo da
alumina e PCC e lavou-se com mais 20 mL de éter etilico. O filtrado foi recolhido em
um béquer e o contetdo foi transferido para um baldo de fundo redondo de 50 mL. O
solvente foi reduzido em evaporador rotatério, obtendo um 6leo denso esverdeado (2
mg) com 1% de rendimento. A anélise por CCD do residuo obtido apds revelacdo com
solucéo de 2,4-DNFH, confirmou a presenca de aldeido. A quantidade obtida nédo foi

suficiente para caracterizagéo.

3.7.2 — Sintese da (E)-2-(4-(6-metoxinaftalen-2-il)butan-2-ilideno)hidrazino-1-
carbotioamida (TS2)
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Em um bal&do de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 501,5 mg (2,197
mmol, 1 eq.) de 4-(6-metoxinaftalen-2-il)butan-2-ona (nabumetona) e 200,2 mg (2,197
mmol, 1 eq.) de tiossemicarbazida em 10 mL de etanol. Em seguida, foram
adicionadas cinco gotas de acido acético glacial, a fim de manter o valor de pH do
meio reacional entre 4 e 5. O baldo foi conectado a um condensador de bolas e a
reacdo foi mantida sob agitacdo magnética e aquecimento a 80 °C. O
desenvolvimento da reacéo foi acompanhado por CCD (AcOEt 100% e cinco gotas de
AcOH como eluente; vapor de iodo como revelador). Ap6s quatro horas, verificou-se
o consumo total do material de partida. Finalizada a reacéo, o solvente foi removido
em evaporador rotatorio e 7 mL de éter etilico foram adicionados ao baldo, agitando a
mistura. O baldo com a suspensao foi estocado na geladeira a -20 °C por uma hora
até que o precipitado decantasse totalmente no fundo do baldo. O sobrenadante foi
recolhido em um frasco de penicilina, e o precipitado em outro. Ao fim da elaboracao
obteve-se um sélido branco (653,0 mg), com 99% de rendimento. O produto foi

posteriormente caracterizado por sua faixa de fuséo e espectros de RMN.

Aspecto fisico: sdlido branco opaco.
Formula molecular: C16H19N30S.

Massa molar: 301,41 g/mol.

Faixa de fus&o: 186-187 °C (196-197 °C por (TAHA; RAAUF; ALI, 2019)).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 9,96 (s; 1H; C=N-NH-); 8,04 (s; 1H; —
NH2); 7,74 (m; 2H; H-4’ e H-8’); 7,64 (s; 1H; H-1’); 7,37 (dd; J3.# = 8,4 € J3,1°= 1,7 Hz,
1H; H-3’); 7,26 (d; J5,7 = 2,5 Hz; 1H; H-5’); 7,12 (dd; J78°=8,9 e J75 = 2,5 Hz; 1H; H-
7’); 3,85 (s; 3H; Me-9); 2,97 (dd; Ja3=9,1 e 6,6 Hz; 2H; H-4); 2,61 (dd; J34=9,1e 6,6
Hz; 2H; H-3); 1,94 (s; 3H; Me-1).

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 178,6 (C-1”, C=S); 156,8 (C-6’, —-C—
OCHpg); 153,6 (C-2, C=N); 136,6 (C-2’, C); 132,7 (C-4a’, C); 128,8 (C-8’, CH); 128,6
(C-8a', C); 127,7 (C-3’, CH); 126,6 (C-4’, CH); 126,0 (C-1’, CH); 118,5 (C-7’, CH), 105,8
(C-5’, CH); 55,1 (C-9’, O-CHs3); 39,7 (C-3, CH); 31,5 (C-4, CH2); 16,7 (C-1, CH3).
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3.7.3 — Sintese do (E/Z)-2-(4-hidroxibutan-2-ilideno)hidrazino-1-carbotioamida
(TS3)

S

3
JL N OH
HN N \T{Y

1

A preparacdo do produto seguiu o procedimento descrito na Secédo 3.7.2
deste Capitulo 1 (p. 111) para a tiossemicarbazona TS2, em que se reagiu 700,0 mg
(7,940 mmol, 1 eq.) de 4-hidroxibutan-2-ona e 723,7 mg (7,940 mmol, 1 eq.) de
tiossemicarbazida. Ao fim da elaboracdo obteve-se um sdlido amarelado (1,247 g),

com 97% de rendimento, como uma mistura de diastereoisbmeros.

Aspecto fisico: solido amarelado opaco.
Formula molecular: CsH11N3OS.

Massa molar: 161,23 g/mol.

Faixa de fusdo: 95,6-99 °C (142-145 °C por PRESCOTT, 1967).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), & (ppm): (isdmero E) 9,91 (s; 1H; C=N-NH-); 8,03
(s; 1H; =NH2); 7,50 (s; 1H; —NH2); 4,54 (t; Jon,s = 5,0 Hz; 1H; —OH); 3,62 (q|; Ja,300H =
6,0 Hz; 2H; H-4); 2,36 (t; J34 = 6,5 Hz, 2H, H-3); 1,90 (s; 3H; Me-1). (isbmero Z) 10,09
(s; 1H; =N-NH-); 7,53 (s; 0,5H; —NH2); 5,18 (t; Jon,4 = 4,8 Hz; 1H; —OH); 3,35 (s; 2H,;
H-4); 2,47 (t; J3.4 = 5,8 Hz, 2H, H-3); 1,96 (s; 3H; Me-1).

RMN de 3C (100 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): (isébmero E) 178,5 (C-1’, C=S); 152,9 (C-
2, C=N); 58,1 (C-4, CH>); 41,6 (C-3, CH); 16,7 (C-1, CHas). (isbmero Z) 178,5 (C-1’,
C=S); 153,9 (C-2, C=N); 57,9 (C-4, CHy2); 34,3 (C-3, CHy); 23,5 (C-1, CHg).

3.7.4 — Sintese do acido (E)-2-(2-carbamotioilhidrazineilideno)propanoico (TS4)

S o)
JL N
HoN" 4N \T)zszH
H
1
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Preparo do cloridrato de tiossemicarbazida: Em um baldo de fundo redondo de
250 mL foram adicionados 4 g (0,044 mol) de tiossemicarbazida e 80 mL de etanol
absoluto, mantendo a suspensédo sob agitacdo magnética. Em seguida, adicionou-se,
gota a gota, 4 mL de &cido cloridrico P.A. (37% m/m) e a suspensao foi mantida sob
agitacao por 24 horas. O precipitado foi recolhido por filtracdo simples e lavado com
etanol absoluto, obtendo 4,063 g de cloridrato de tiossemicarbazida, como um solido
branco cristalino. O composto foi caracterizado por sua faixa de fusdo (171-172 °C;
190-191 °C por SUGII, 1959).

Tentativa 1: Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 580,3 mg
(4,548 mmol, 1 eq.) de cloridrato de tiossemicarbazida, previamente sintetizado,
solubilizados em 3 mL de &gua destilada, mantendo-se a solucdo sob agitacdo
magneética a temperatura ambiente. Em seguida, 500,5 mg (4,548 mmol, 1 eq.) de
piruvato de soédio solubilizados em 5 mL de agua destilada foram adicionados,
lentamente, ao baldo. O desenvolvimento da reacgdo foi acompanhado por CCD
(Hex:AcOEt 2:8 e trés gotas de AcOH como eluente; vapor de iodo e solucao de 2,4-
DNFH como reveladores). A reacéo foi mantida sob agitacdo magnética a temperatura
ambiente. Ap6s quatro horas, verificou-se o consumo total do material de partida e

formacéo de um precipitado no meio reacional.

Tentativa 2: Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 1,806 g
(14,157 mmol, 1 eq.) de cloridrato de tiossemicarbazida, previamente sintetizado,
solubilizados em 7 mL de agua destilada, mantendo a solu¢céo sob agitacdo magnética
e aquecimento a 50 °C. Em seguida, 1,558 g de piruvato de sédio (14,157 mmol, 1
eq.) solubilizados em 8 mL de &gua destilada foram adicionados, lentamente, ao
baldo. O desenvolvimento da reacao foi acompanhado por CCD (Hex:AcOEt 2:8 e trés
gotas de AcOH como eluente; vapor de iodo e solugdo de 2,4-DNFH como
reveladores). A reacao foi mantida sob agitacdo magnética e aquecimento. Apos trés
horas, verificou-se o consumo total do material de partida e formacdo de um

precipitado no meio reacional.

Elaboracédo: Em ambas as tentativas, o precipitado foi recolhido por filtragdo a vacuo
e lavado com agua destilada gelada, sendo posteriormente mantido em dessecador

para secagem. Por ultimo, os solidos obtidos nas duas reac¢fes foram transferidos
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para um baldo de fundo redondo de 50 mL e lavados com éter etilico (7 para o solido
da Tentativa 1 e 10 mL para o sdélido da Tentativa 2), agitando a mistura. Os baldes
com as misturas foram estocados na geladeira a -20 °C por uma hora até que 0s
sobrenadantes foram recolhidos. Apés elaboracdo obteve-se um soélido bege com
49% de rendimento (398,4 mg) na primeira tentativa, e 61% de rendimento (1,532 g)
na segunda tentativa. Os produtos obtidos foram posteriormente caracterizados por

suas faixas de fuséo e espectros de RMN.

Aspecto fisico: solido bege opaco.
Formula molecular: C4H1sN30:2S.

Massa molar: 178,22 g/mol.

Faixa de fuséo: 190 °C (188-190 °C por WIECEK et al., 2009).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 12,09 (s; 1H; -COOH); 10,68 (s; 1H; C=N-
NH-); 8,69 (1H; —NH2); 8,61 (1H; —NH2); 2,07 (s; 3H, —CH3).

RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 180,3 (C-1’, C=S); 165,3 (C-3, —-COOH);
139,1 (C-2, C=N); 12,2 (C-1, CHs3).

3.7.5 - Sintese do &cido (E)-4-(2-carbamotioilhidrazineilideno)pentanoico (TS5)

S o)
3
JU N
H2N1'”\2 45OH

1

A preparacdo do produto seguiu o procedimento descrito na Se¢do 3.7.2
deste Capitulo 1 (p. 111) para a tiossemicarbazona TS2, em que reagiu-se 700,0 mg
(6,028 mmol, 1 eq.) de acido 2-oxopentanoico (acido levulinico) e 549,4 mg (6,028
mmol, 1 eq.) de tiossemicarbazida. Ao fim da elaboracdo obteve-se um sélido branco

(1,174 g), com rendimento quantitativo.

Aspecto fisico: soélido branco opaco.
Formula molecular: CeéH11N3O:2S.

Massa molar: 189,23 g/mol.
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Faixa de fuséo: 177,3-177,5 °C (182,5-183,4 °C por OLIVEIRA, 2021).

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 12,13 (s; 1H, —COOH); 10,09 (s; 1H; C=N-
NH-); 8,14 (s; 1H; —NH2); 7,37 (s; 1H; —NH2); 2,49 (m; 4H; H-3 e H-4); 1,93 (s; 3H; H-
1).

RMN de 13C (100 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 178,8 (C-1’, C=S); 174,6 (C-5; —-COOH);
33,3 (C-3; CHz); 30,1 (C-4, CH2); 17,1 (C-1; CHsa).

3.8 — Preparacao das 2-tiazolilhidrazonas contendo grupo aromatico

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 1 equivalente
molar da tiossemicarbazona correspondente e 1 equivalente molar de a-halocetona
em 5 mL de 2-propanol (isopropanol). O baldo foi conectado a um condensador de
bolas e a reacéo foi mantida sob agitacdo e aquecimento a 80 °C. Apds duas horas,
verificou-se o consumo total do material de partida. Finalizada a reagéo, o solvente foi
removido em evaporador rotatério e cerca de 20 g de gelo picado e 10 mL de solugéo
aguosa de bicarbonato de sédio 10% m/v foram adicionados ao baldo. Quando o gelo
derreteu totalmente, a mistura foi transferida para um funil de separacédo de 125 mL e
extraida com acetato de etila (3 porcdes de 20 mL). As fases organicas foram reunidas
em erlenmeyer de 125 mL e secou-se com sulfato de sédio anidro. O conteudo foi
transferido para um balédo de fundo redondo de 50 mL (em duas partes de 30 mL) e 0
solvente foi removido em evaporador rotatério. Finalizada a reagcédo, o solvente foi
removido em evaporador rotatério e 7 mL de éter etilico foram adicionados ao baléo,
agitando a mistura. O baldo com a suspensao foi estocado na geladeira a -20 °C por
uma hora até que o precipitado decantasse totalmente no fundo do baldo. O
sobrenadante foi recolhido em um frasco de penicilina, e o precipitado em outro.
Andlise por CCD comparando o sélido precipitado e o sobrenadante foi realizada para
verificar a pureza do produto (Hex:AcOEt 1:9 e trés gotas de AcOH como eluente;
vapor de iodo e solucdo de CAM como reveladores). Por fim, os produtos obtidos

foram posteriormente caracterizados por suas faixas de fuséo e espectros de RMN.
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3.8.1 — Sintese do (E)-2-(2-(4-(6-metoxinaftalen-2-il)butan-2-ilideno)hidrazinil)-4-
feniltiazol (TH2a)

A preparacao do produto seguiu o procedimento geral descrito na Secéo 3.8
deste Capitulo 1 (p. 116), em que reagiu-se 50,0 mg (0,166 mmol) de (E)-2-(4-(6-
metoxinaftalen-2-il)butan-2-ilideno)hidrazino-1-carbotioamida (TS2) e 33,1 mg (0,166
mmol) de 2-bromoacetofenona. Ao fim da elaboracéo obteve-se um sélido réseo (48,3

mg), com 72% de rendimento.

Aspecto fisico: solido réseo cristalino.
Formula molecular: C24H23N30S.
Massa molar: 401,52 g/mol.

Faixa de fuséo: 190,5-191,5 °C.

RMN de 1H (600 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 10,70 (s; 1H; C=N-NH-); 7,85 (m; 2H; H-
2""); 7,74 (m; 1H; H-4" e H-8); 7,69 (s; 1H; H-1"); 7,40 (m; 3H; H-3', H-3""); 7,29 (m;
1H; H-4); 7,26 (d; Js,7 = 2,7 Hz; 1H; H-5’); 7,23 (s; 1H; H-5"); 7,12 (dd; J7¢ = 8,9 Hz
e J7s = 2,6 Hz; 1H; H-7’); 3,85 (s; 3H; Me-9’); 2,98 (t; J43 = 7,8 Hz; 2H; H-4); 2,64 (t;
J3,4=7,8 Hz; 2H; H-3); 1,97 (s; 3H; Me-1).

RMN de 3C (150 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 170,1 (C-2”, -N=C-S-); 156,8 (C-6’, C-
OCHg); 151,6 (C-2, —C=N); 150,3 (C-4”, -N-C=CH-); 136,5 (C-2’, C); 135,0 (C-1"",
C); 132,8 (C-4a’, C); 128,8 (C-8, CH); 128,6 (C-3"”, CH); 128,6 (C-8a’, C); 127,8 (C-
3’, CH); 127,4 (C-4"", C); 126,6 (C-4’, CH); 126,1 (C-1’, CH); 125,5 (C-2", CH); 118,5
(C-7’, CH), 105,8 (C-5’, CH); 103,4 (C-5”, —-C=CH-S-); 55,1 (C-9’, O-CH3); 39,6 (C-3,
CHy); 31,7 (C-4, CH2); 16,8 (C-1, CH3).
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3.8.2 - Sintese do (E)-4-(4-metilfenil)-2-(2-(4-(6-metoxinaftalen-2-il)butan-2-
ilideno)hidrazinil)tiazol (TH2b)

A preparacéo do produto seguiu o procedimento geral descrito na Sec¢éo 3.8
deste Capitulo 1 (p. 116), em que reagiu-se 50,0 mg (0,166 mmol) de (E)-2-(4-(6-
metoxinaftalen-2-il)butan-2-ilideno)hidrazino-1-carbotioamida (TS2) e 35,4 mg (0,166
mmol) de 2-bromo-4’-metilacetofenona. Ao fim da elaboracdo obteve-se um sélido
alaranjado (45,0 mg), com 65% de rendimento.

Aspecto fisico: solido alaranjado cristalino.
Formula molecular: C2sH2sN3OS.
Massa molar: 415,55 g/mol.

Faixa de fuséo: 204,5-206,5 °C.

RMN de H (600 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 10,66 (s; 1H; =N-NH-); 7,73 (m; 4H; H-4,
H-8', H-2” e H-6"); 7,69 (d; J1,3 = 1,8 Hz; 1H; H-1"); 7,40 (dd; J34# = 8,4 Hz e J3,1r =
1,8 Hz; 1H; H-3’); 7,26 (d; J5,7 = 2,6 Hz; 1H; H-5); 7,19 (d; J = 7,9 Hz; 2H; H-3"" e H-
5); 7,14 (s; 1H; H-5”); 7,12 (dd; J78 = 8,9 Hz e J75 = 2,6 Hz; 1H; H-7’); 3,85 (s; 3H;
Me-9’); 2,98 (dd; Ja3 = 8,5 e 7,0 Hz; 2H; H-4); 2,64 (dd; J34 = 8,5 e 7,0 Hz; 2H; H-3);
2,31 (s; 3H; Me-5""); 1,96 (s; 3H; Me-1).

RMN de 3C (150 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 170,0 (C-2”, -N=C-S-); 156,8 (C-6’, C-
OCHs3); 151,4 (C-2, —-C=N); 150,5 (C-4”, -N-C=CH-); 136,5 (C-2’, C); 132,8 (C-4a’,
C); 129,1 (C-3”, CH); 128,8 (C-8', CH); 128,6 (C-8a’, C); 127,8 (C-3’, CH); 126,6 (C-
4’, CH); 126,1 (C-1’, CH); 125,4 (C-2"”, CH); 118,5 (C-7’, CH), 105,8 (C-5, CH); 102,5
(C-5”, CH); 55,1 (C-9’, —O-CH3s); 39,6 (C-3, CH2); 31,7 (C-4, CH2); 20,8 (C-5"", CH3);
16,8 (C-1, CHs).
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3.8.3 — Sintese do (E)-4-(4-cianofenil)-2-(2-(4-(6-metoxinaftalen-2-il)butan-2-
ilideno)hidrazinil)tiazol (TH2c)

A preparacéo do produto seguiu o procedimento geral descrito na Sec¢éo 3.8
deste Capitulo 1 (p. 116), em que reagiu-se 50,0 mg (0,166 mmol) de (E)-2-(4-(6-
metoxinaftalen-2-il)butan-2-ilideno)hidrazino-1-carbotioamida (TS2) e 37,2 mg (0,166
mmol) de 2-bromo-4’-cianoacetofenona. Ao fim da elaboracdo obteve-se um sélido
branco (57,5 mg), com 81% de rendimento.

Aspecto fisico: sdlido branco opaco.
Formula molecular: C2sH22N4OS.
Massa molar: 426,53 g/mol.

Faixa de fuséo: 197-197,5 °C.

RMN de *H (600 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 10,81 (s; 1H; =N-NH-); 8,02 (d; J2~ 3" =
8,1 Hz; 2H; H-2""); 7,84 (d; J3»2» = 8,1 Hz; 2H; H-3""); 7,73 (m; 2H; H-4’ e H-8’); 7,68
(s; 1H; H-1"); 7,55 (s; 1H; H-57); 7,40 (d; J3« = 8,3; 1H; H-3’); 7,26 (d; Js,7 = 2,5 Hz;
1H; H-5°); 7,12 (dd; J7,¢ = 8,9 Hz e J7 5 = 2,5 Hz; 1H; H-7’); 3,85 (s; 3H; Me-9’); 2,98
(t; Ja3 = 7,8 Hz; 2H; H-4); 2,64 (t; J3.4 = 7,8 Hz; 2H; H-3); 1,97 (s; 3H; Me-1).

RMN de 3C (150 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 170,4 (C-2”, -N=C-S-); 156,8 (C-6’, C-
OCHs3); 152,1 (C-2, —C=N); 148,8 (C-4”, -N-C=CH-); 139,1 (C-1"", C); 136,5 (C-2’,
C); 132,7 (C-4a’, C); 132,7 (C-3"”, CH); 128,8 (C-8’, CH); 128,6 (C-8a’, C); 127,8 (C-
3’, CH); 126,6 (C-4’, CH); 126,1 (C-1’, CH); 126,1 (C-2"’, CH); 119,0 (C-5", —C=N);
118,5 (C-7’, CH), 109,4 (C-4”, C); 107,4 (C-5", CH); 105,8 (C-5’, CH); 55,1 (C-9’, -O—
CHs); 39,5 (C-3, CH2); 31,7 (C-4, CH2); 16,9 (C-1, CHs3).
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3.8.4 — Sintese do (E)-4-(4-metoxifenil)-2-(2-(4-(6-metoxinaftalen-2-il)butan-2-
ilideno)hidrazinil)tiazol (TH2d)

A preparacéo do produto seguiu o procedimento geral descrito na Sec¢éo 3.8
deste Capitulo 1 (p. 116), em que reagiu-se 50,0 mg (0,166 mmol) de (E)-2-(4-(6-
metoxinaftalen-2-il)butan-2-ilideno)hidrazino-1-carbotioamida (TS2) e 38 mg (0,166
mmol) de 2-bromo-4’-metoxiacetofenona. Ao fim da elaboracdo obteve-se um sélido
amarelo (45,5 mg), com 64% de rendimento.

Aspecto fisico: soélido amarelo opaco.
Formula molecular: C2sH2sN3O2S.
Massa molar: 431,55 g/mol.

Faixa de fus&o: 146-148 °C.

RMN de 'H (600 MHz, DMSO-de), 6 (ppm): 8,11 (m; 2H; H-2""); 3,85 (s; 6H; Me-9 e
Me-5""); 2,98 (m; 2H; H-4); 2,64 (m; 2H; H-3); 1,96 (s; 3H; Me-1).

RMN de 3C (150 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 156,8 (C-6’, C-OCHs); 136,5 (C-2’, C);
132,7 (C-4a’, C); 132,1 (C-2"”, CH); 128,8 (C-8, CH); 128,6 (C-8a’, C); 127,8 (C-3’,
CH); 126,6 (C-4’, CH); 126,1 (C-1’, CH); 118,5 (C-7°, CH), 105,8 (C-5’, CH); 55,1 (C-
9’, —O-CHz); 39,6 (C-3, CH2); 31,6 (C-4, CH2); 16,8 (C-1, CHsa).

3.8.5 — Sintese do (E)-4-(4-fluorofenil)-2-(2-(4-(6-metoxinaftalen-2-il)butan-2-
ilideno)hidrazinil)tiazol (TH2e)
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A preparacao do produto seguiu o procedimento geral descrito na Secéo 3.8
deste Capitulo 1 (p. 116), em que reagiu-se 50,0 mg (0,166 mmol) de (E)-2-(4-(6-
metoxinaftalen-2-il)butan-2-ilideno)hidrazino-1-carbotioamida (TS2) e 36,0 mg (0,166
mmol) de 2-bromo-4’-fluoroacetofenona. Ao fim da elaboragédo obteve-se um soélido

réseo (57,5 mg), com 83% de rendimento.

Aspecto fisico: sélido réseo cristalino.
Formula molecular: C24H22FN3OS.

Massa molar: 419,51 g/mol.

Faixa de fus&o: 189,5-190 °C.

RMN de H (600 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 10,71 (s; 1H; C=N-NH-); 7,88 (m; 2H; H-
2);, 7,74 (s; 1H; H-4); 7,73 (s; 1H; H-8'); 7,69 (s; 1H; H-1"); 7,40 (dd; J3+ = 8,3 Hz e
J3,1=1,8Hz; 1H; H-3); 7,26 (d; J = 2,5 Hz; 1H; H-5’); 7,22 (m; 3H; H-5" e H-3""); 7,12
(dd; 3 =8,9 e 2,5 Hz; 1H; H-7’); 3,85 (s; 3H; Me-9’); 2,98 (t; J = 7,8 Hz; 2H; H-4); 2,64
(t; J =7,8 Hz; 2H; H-3); 1,97 (s; 3H; Me-1).

RMN de 3C (151 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 170,2 (C-2”, -N=C-S-); 161,5 (d; Ja"F =
244 Hz; C-4, C); 156,8 (C-6’, C-OCHgs); 151,6 (C-2, —C=N); 149,4 (C-4”, -N-C=CH-
); 136,5 (C-2’, C); 132,7 (C-4a’, C); 131,6 (C-1"", C); 128,8 (C-8, CH); 128,6 (C-8a’,
C); 127,8 (C-3’, CH); 127,4 (d; J2»F = 8 Hz; C-2"”, CH); 126,6 (C-4’, CH); 126,1 (C-1’,
CH); 118,4 (C-7’, CH), 115,4 (d; J4»F = 22 Hz; C-3"”, CH); 105,8 (C-5’, CH); 103,2 (C-
5”, -C=CH-S-); 55,1 (C-9’, O-CH3); 39,6 (C-3, CH2); 31,7 (C-4, CH2); 16,8 (C-1, CH3).

3.8.6 — Sintese do (E)-4-(4-clorofenil)-2-(2-(4-(6-metoxinaftalen-2-il)butan-2-
ilideno)hidrazinil)tiazol (TH2f)

A preparacédo do produto seguiu o procedimento geral descrito na Secéo 3.8
deste Capitulo 1 (p. 116), em que reagiu-se 50,0 mg (0,166 mmol) de (E)-2-(4-(6-
metoxinaftalen-2-il)butan-2-ilideno)hidrazino-1-carbotioamida (TS2) e 38,8 mg (0,166
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mmol) de 2-bromo-4’-cloroacetofenona. Ao fim da elaboracédo obteve-se um solido

bege (52,1 mg), com 72% de rendimento.

Aspecto fisico: solido bege opaco.
Formula molecular: C24H22CIN3OS.

Massa molar: 435,97 g/mol.

Faixa de fus&o: 213,2-213,8 °C.

RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 10,72 (s; 1H; C=N-NH-); 7,86 (d; J2 3" =
8,6 Hz; 2H; H-2"); 7,73 (m; 2H; H-4’ e H-8’); 7,69 (s; 1H; H-1"); 7,44 (d; J3~2» = 8,6 Hz;
2H; H-2""); 7,40 (dd; J34# = 8,3 Hz e J3,v = 1,8 Hz; 1H; H-3’); 7,30 (s; 1H; H-57); 7,26
(d; Js,7» = 2,5 Hz; 1H; H-5°); 7,12 (dd; J = 8,9 e 2,5 Hz; 1H; H-7’); 3,85 (s; 3H; Me-9’);
2,98 (dd; Ja3 = 8,7 e 6,8 Hz; 2H; H-4); 2,64 (dd; J3.4 = 8,7 e 6,8 Hz; 2H; H-3); 1,96 (s;
3H; Me-1).

RMN de 3C (150 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 170,2 (C-2”, -N=C-S-); 156,8 (C-6’, C-
OCHs3); 151,7 (C-2, —C=N); 149,2 (C-4”, -N-C=CH-); 136,5 (C-2’, C); 133,8 (C-4"",
C); 132,7 (C-4a’, C); 131,7 (C-1"", C); 128,8 (C-8', CH); 128,6 (C-8a’, C); 127,8 (C-3’,
CH); 127,2 (C-2"”, CH); 126,6 (C-4’, CH); 126,1 (C-1’, CH); 118,5 (C-7’, CH), 128,6 (C-
3", CH); 105,8 (C-5’, CH); 104,2 (C-5", —-C=CH-S-); 55,1 (C-9’, O-CH3); 39,5 (C-3,
CHy); 31,7 (C-4, CH2); 16,8 (C-1, CH3).

3.8.7 — Sintese do (E)-4-(4-bromofenil)-2-(2-(4-(6-metoxinaftalen-2-il)butan-2-
ilideno)hidrazinil)tiazol (TH2g)

A preparacdo do produto seguiu o procedimento geral descrito Secédo 3.8
deste Capitulo 1 (p. 116), em que reagiu-se 50,0 mg (0,166 mmol) de (E)-2-(4-(6-
metoxinaftalen-2-il)butan-2-ilideno)hidrazino-1-carbotioamida (TS2) e 46,1 mg (0,166
mmol) de 2,4’-dibromoacetofenona. Ao fim da elaboragéo obteve-se um soélido branco
(62,5 mg), com 78% de rendimento.
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Aspecto fisico: solido branco opaco.
Formula molecular: C24H22BrNsOS.

Massa molar: 480,42 g/mol.

Faixa de fuséo: 217-218 °C.

RMN de H (600 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 10,72 (s; 1H; C=N-NH-); 7,79 (d; J2» 3" =
7,0 Hz; 2H; H-2""); 7,73 (m; 2H; H-4’ e H-8’); 7,69 (s; 1H; H-1°); 7,58 (d; J3»2» = 7,0 Hz;
2H; H-2""); 7,40 (m; 1H; H-3’); 7,31 (s; 1H; H-5"); 7,26 (s; 1H; H-5'); 7,12(m; J =89 e
2,5 Hz; 1H; H-7’); 3,85 (s; 3H; Me-9’); 2,98 (m; 2H; H-4); 2,64 (m; 2H; H-3); 1,96 (s;
3H; Me-1).

RMN de 3C (150 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 170,3 (C-2”, -N=C-S-); 156,8 (C-6’, C-
OCHs3); 151,8 (C-2, —C=N); 149,3 (C-4”, -N-C=CH-); 136,5 (C-2’, C); 134,2 (C-1"",
C); 132,8 (C-4a’, C); 131,5 (C-3"”, CH); 128,8 (C-8’, CH); 128,6 (C-8a’, C); 127,8 (C-
3’, CH); 127,5 (C-2"”, CH); 126,6 (C-4’, CH); 126,1 (C-1’, CH); 120,2 (C-4"", C); 118,5
(C-7’, CH), 105,8 (C-5’, CH); 104,3 (C-5”, -C=CH-S-); 55,1 (C-9’, O-CH3); 39,5 (C-3,
CHy); 31,7 (C-4, CH2); 16,8 (C-1, CH3).

3.8.8 - Sintese do (E)-2-(2-(2-(4-(6-metoxinaftalen-2-il)butan-2-
ilideno)hidrazinil)tiazol-4-il)etanoato de etila (TH2h)

A preparacao do produto seguiu o procedimento geral descrito na Secéo 3.8
deste Capitulo 1 (p. 116), em que reagiu-se 50,0 mg (0,166 mmol) de (E)-2-(4-(6-
metoxinaftalen-2-il)butan-2-ilideno)hidrazino-1-carbotioamida (TS2) e 27,3 mg (24 L,
0,166 mmol) de 4-cloroacetoacetato de etila. Ao fim da elaboragédo obteve-se um

solido amarelado (28,2 mg), com 41% de rendimento.

Aspecto fisico: so6lido amarelado opaco.
Formula molecular: C22H2sN303S.
Massa molar: 411,52 g/mol.
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Faixa de fus&o: 102-103 °C.

RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 10,58 (s; 1H; C=N-NH-); 7,73 (m; 2H; H-
4’ e H-8); 7,68 (s; 1H; H-1’); 7,38 (dd; J3.4# = 8,4 Hz e J3 .+ = 1,8 Hz; 1H; H-3’); 7,26 (d;
Js7=2,5Hz; 1H; H-5'); 7,12 (dd; J7.8 = 8,9 Hz e J7 5 = 2,5 Hz; 1H; H-7’); 6,54 (s; 1H;
H-5"); 4,07 (q; J3».4» = 7,1 Hz; 2H; H-3""); 3,85 (s; 3H; Me-9’); 3,54 (s; 2H; H-1""); 2,95
(t; Ja3 = 7,8 Hz; 2H; H-4); 2,61 (t; J3.4 = 7,8 Hz; 2H; H-3); 1,91 (s; 3H; Me-1); 1,18 (t;
Ja» 37 = 7,1 Hz; 3H; Me-4"").

RMN de 3C (150 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 170,1 (C-2”, -N=C-S-); 169,9 (C-2”, —
COOEt); 156,8 (C-6’, C-OCHs3s); 151,2 (C-2, C=N); 144,9 (C-4”, -N-C=CH-); 136,5 (C-
2’,C); 132,7 (C-4a’, C); 128,8 (C-8’, CH); 128,6 (C-8a’, C); 127,8 (C-3’, CH); 126,6 (C-
4’, CH); 126,1 (C-1’, CH); 118,4 (C-7’, CH), 105,8 (C-5, CH); 105,1 (C-5”, -C=CH-S-
); 60,2 (C-3"”, CH2); 55,1 (C-9’, —O-CHps); 39,5 (C-3, CHz); 37,1 (C-1"", CHz); 31,7 (C-
4, CHz); 16,7 (C-1, CHs); 14,1 (C-4"", CHs).

3.9 - Preparagdo das 2-tiazolilhidrazonas contendo grupo alcool ou acido

carboxilico

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 1 equivalente da
tiossemicarbazona e 1 equivalente de a-halocetona em 5 mL de 2-propanol
(isopropanol). O baldo foi conectado a um condensador de bolas e a reagao foi
mantida sob agitacdo e aquecimento a 80 °C. Apo6s duas horas, verificou-se o
consumo total do material de partida. Finalizada a reacéo, o solvente foi removido em
evaporador rotatério e adicionou-se cerca de 20 g de gelo picado. Apenas para o
composto TH3a foram adicionados também 10 mL de solu¢do aquosa de bicarbonato
de so6dio 10% m/v ao baldo, visto que os outros derivados contendo grupo &cido
carboxilico poderiam ser deionizados e solubilizarem em agua. Quando o gelo
derreteu totalmente, o solido foi filtrado a vacuo em funil de Blchner e lavado com
agua destilada gelada. O sdlido recolhido foi transferido para um baldo de fundo
redondo e 5 mL de éter etilico foram adicionados ao baldo, agitando a mistura. O baldo
com a suspensado foi estocado na geladeira a -20 °C por uma hora até que o
precipitado decantasse totalmente no fundo do baldo. O sobrenadante foi recolhido
em um frasco de penicilina, e o precipitado em outro. Uma analise por CCD
comparando o precipitado e o sobrenadante foi realizada para verificar a pureza do

produto (Hex:AcOEt 1:9 e trés gotas de AcOH como eluente; iodo e solugdo de CAM
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como reveladores). Por fim, os produtos obtidos foram posteriormente caracterizados

por suas faixas de fusédo e espectros de RMN.

3.9.1 - Sintese do (E)-3-(2-(4-metilfenil)tiazol-2-il)hidrazineilideno)butan-1-ol
(TH3a)

A preparacéo do produto seguiu o procedimento geral descrito na Sec¢éo 3.9
deste Capitulo 1 (p. 124), em que reagiu-se 50,0 mg (0,310 mmol) da (E/Z)-2-(4-
hidroxibutan-2-ilideno)hidrazino-1-carbotioamida (TS3) e 66,1 mg (0,310 mmol) de 2-
bromo-4’-metilacetofenona. Ao fim da elaboracdo obteve-se um sélido marrom (68,6

mg), com 80% de rendimento.

Aspecto fisico: solido marrom amorfo.
Formula molecular: C14H17N30OS.

Massa molar: 275,37 g/mol.

Faixa de fuséo: 177-178 °C.

RMN de *H (600 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 7,84 (m; 2H; H-2”); 7,21 (m; 3H; H-5" e H-
3”); 3,64 (m; 1H; H-4); 2,42 (t; J3.4 = 6,7 Hz; 1H, H-3); 2,32 (s; 3H; Me-5"); 1,96 (s; 3H;
Me-1).

RMN de 3C (150 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 129,3 (C-3”, CH); 125,7 (C-2”, CH); 102,8
(C-5', -C=CH-S-); 58,4 (C-4, CH>); 41,5 (C-3, CH); 20,8 (C-5", CH3); 16,9 (C-1, CH3).
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3.9.2 — Sintese do acido (E)-2-(2-(4-feniltiazol-2-il)hidrazineilideno)propanoico
(TH4a)

g 2 5'
W O
" : 2 2
4 4 N/ N P N%OH
H

1

A preparacao do produto seguiu o procedimento geral descrito na Secéo 3.9
deste Capitulo 1 (p. 124), em que reagiu-se 50,0 mg (0,281 mmol) do &acido (E)-2-(2-
carbamotioilhidrazineilideno)propanoico (TS4) e 55,8 mg (0,281 mmol) de 2-
bromoacetofenona. Ao fim da elaboracédo obteve-se um sélido bege (39,3 mg), com

54% de rendimento.

Aspecto fisico: sélido bege opaco.
Formula molecular: C12H11N302S.

Massa molar: 261,30 g/mol.

Faixa de fus&o: 197-198 °C

RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 7,86 (d; J2"3" = 7,6 Hz; 2H; H-2"); 7,41 (m;
3H; H-5, H-3”); 7,30 (t; J4» 213> = 7,5 Hz; 1H; H-4"); 2,09 (s; 3H; H-1).

RMN de 3C (150 MHz, DMSO-de), & (ppm): 168,6 (C-2’, -N=C-S-); 165,7 (C-3,
COOH); 138,7 (C-2, C=N); 134,5 (C-1”, C); 128,7 (C-3”, CH); 127,7 (C-4”, CH); 125,6
(C-2”, CH); 105,6 (C-5', -C=CH-S-); 12,8 (C-1, CH3).

3.9.3 - Sintese do acido (E)-2-(2-(4-(4-metilfenil)tiazol-2-
il)hidrazineilideno)propanoico (TH4b)

3r 2 S
" : 2 2
5" — 4 N/)\N’N\ 3 OH
H
1
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A preparacao do produto seguiu o procedimento geral descrito na Secéao 3.9
deste Capitulo 1 (p. 124), em que reagiu-se 50,0 mg (0,281 mmol) de acido (E)-2-(2-
carbamotioilhidrazineilideno)propanoico (TS4) e 59,8 mg (0,281 mmol) de 2-bromo-4’-
metilacetofenona. Ao fim da elaboragéo obteve-se um sélido amarelo claro (54,3 mg),

com 70% de rendimento.

Aspecto fisico: solido amarelo claro opaco.
Formula molecular: CizH13N302S.

Massa molar: 275,33 g/mol.

Faixa de fusdo: 196-196,5 °C

RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 7,76 (d; J2"3" = 7,9 Hz; 2H; H-2"); 7,33 (s;
1H; H-5'); 7,22 (d; J3"2» = 7,8 Hz; 2H; H-3"); 2,32 (s; 3H; Me-5"); 2,10 (s; 3H; Me-1).
RMN de 3C (150 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 168,5 (C-2', -N=C-S-); 165,7 (C-3,
COOH); 150,6 (C-4’, -N—-C=CH-); 138,5 (C-2, C=N); 137,0 (C-1”, C); 131,9 (C-4", C);
129,2 (C-3”, CH); 125,5 (C-2”, CH); 104,6 (C-5, -C=CH-S-); 20,8 (C-5”, CH3); 12,8
(C-1, CHg).

3.94 - Sintese do acido (E/Z2)-2-(2-(4-(4-cianofenil)tiazol-2-
il)hidrazineilideno)propanoico (TH4c)

A preparacédo do produto seguiu o procedimento geral descrito na Secéo 3.9
deste Capitulo 1 (p. 124), em que reagiu-se 50,0 mg (0,281 mmol) de acido (E)-2-(2-
carbamotioilhidrazineilideno)propanoico (TS4) e 63 mg (0,281 mmol) de 2-bromo-4’-
cianoacetofenona. Ao fim da elaboracdo obteve-se um solido amarelo (75 mg), com

93% de rendimento, como uma mistura de diastereoisbmeros.

Aspecto fisico: solido amarelo opaco.
Formula molecular: CizH10N4O2S.
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Massa molar: 286,31 g/mol.

Faixa de fus&o: 198,5-199 °C.

RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds), & (ppm): (isbmero E) 8,04 (d; J2"3" = 8,1 Hz; 2H;
H-2”); 7,86 (d; Js»2» = 8,1 Hz; 2H; H-3”); 7,72 (s; 1H; H-5’); 2,09 (s; 3H; Me-1).
(isbmero Z) 7,73 (s; 0,1H; H-5').

RMN de 3C (150 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): (isémero E) 167,0 (C-2’, -N=C-S-);
165,6 (C-3, COOH); 150,6 (C-4’, -N-C=CH-); 139,1 (C-1”, C); 138,7 (C-2, C=N);
132,8 (C-3”, CH); 126,2 (C-2”, CH); 119,0 (C-5", —C=N); 109,8 (C-4”, CH); 109,4 (C-
5, -C=CH-S-); 12,9 (C-1, CHs). (isdbmero Z) 132,7 (C-3”, CH); 126,3 (C-2”, CH);
109,1 (C-5, -C=CH-S-); 19,9 (C-1, CHs3).

3.9.5 - Sintese do acido (E)-2-(2-(4-(4-metoxifenil)tiazol-2-
iDhidrazineilideno)propanoico (TH4d)
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A preparacao do produto seguiu o procedimento geral descrito na Secéo 3.9
deste Capitulo 1 (p. 124), em que reagiu-se 50,0 mg (0,281 mmol) de acido (E)-2-(2-
carbamotioilhidrazineilideno)-propanoico (TS4) e 64,4 mg (0,281 mmol) de 2-bromo-
4’-metoxiacetofenona. Ao fim da elaboracéo obteve-se um sélido amarelo claro (51,8
mg), com 63% de rendimento.

Aspecto fisico: soélido amarelo claro opaco.
Formula molecular: C13H13N303S.

Massa molar: 291,33 g/mol.

Faixa de fusao: 190,5 °C.
RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 7,79 (d; J2"3" = 8,3 Hz; 2H; H-2"); 7,23 (s;
1H; H-5'); 6,97 (d; J3" 2" = 8,3 Hz; 2H; H-3"); 3,78 (s; 3H; Me-5"); 2,09 (s; 3H; Me-1).
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RMN de 13C (150 MHz, DMSO-des), & (ppm): 168,5 (C-2’, -N=C-S-); 165,7 (C-3,
COOH); 150,4 (C-4’, -N-C=CH-); 138,5 (C-2, C=N); 158,91 (C-4”, C); 127,4 (C-1",
C): 126,9 (C-2”, CH); 114,1 (C-3”, CH); 103,4 (C-5', -C=CH-S-); 55,1 (C-5", CHa):
12,8 (C-1, CHa).

3.9.6 - Sintese do acido (E)-2-(2-(4-(4-fluorofenil)tiazol-2-

i)hidrazineilideno)propanoico (TH4e)
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A preparacao do produto seguiu o procedimento geral descrito na Secédo 3.9
deste Capitulo 1 (p. 124), em que reagiu-se 50,0 mg (0,281 mmol) de acido (E)-2-(2-
carbamotioilhidrazineilideno)-propanoico (TS4) e 61 mg (0,281 mmol) de 2-bromo-4’-
fluoroacetofenona. Ao fim da elaboracdo obteve-se um sélido ocre (61,1 mg), com

78% de rendimento.

Aspecto fisico: solido ocre opaco.
Formula molecular: Ci2H10FN3OsS.

Massa molar: 279,29 g/mol.

Faixa de fus&o: 188,2 °C.

RMN de *H (600 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 7,90 (dd; J2"3" = 8,5 Hz e J2F = 5,4 Hz;
2H; H-27); 7,39 (s; 1H; H-5'); 7,24 (t; J3»2F = 8,5 Hz; 2H; H-3"); 2,09 (s; 3H; Me-1).
RMN de 13C (150 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 168,7 (C-2', -N=C-S-); 165,7 (C-3,
COOH); 161,7 (d; JaF = 244 Hz; C-4”, C); 149,6 (C-4’, \N—-C=CH-); 138,8 (C-2, C=N);
131,2 (C-1”, C); 127,6 (d; J2F = 8 Hz; C-2”, CH); 115,6 (d; Js"F = 22 Hz; C-3”, CH);
105,4 (C-5', -C=CH-S-); 12,8 (C-1, CH3).
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3.9.7 - Sintese do acido (E)-2-(2-(4-(4-clorofenil)tiazol-2-
ilhidrazineilideno)propanoico (TH4f)

3 20 °
N 2 2
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A preparacao do produto seguiu o procedimento geral descrito na Secéo 3.9
deste Capitulo 1 (p. 124), em que reagiu-se 50,0 mg (0,281 mmol) de acido (E)-2-(2-
carbamotioilhidrazineilideno)-propanoico (TS4) e 65,6 mg (0,281 mmol) de 2-bromo-
4’-cloroacetofenona. Ao fim da elaboracéo obteve-se um sélido marrom (57 mg), com
69% de rendimento.

Aspecto fisico: solido marrom opaco.
Formula molecular: Ci2H10CIN3O3S.
Massa molar: 295,74 g/mol.

Faixa de fuséo: 193,5-194 °C

RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds), o (ppm): 7,88 (m; 2H; H-2"); 7,47 (m; 3H; H-5’ e H-
3”); 2,09 (s; 3H; Me-1).

RMN de *3C (150 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 168,8 (C-2’, —-N=C-S-); 165,7 (C-3,
COOH); 149,4 (C-4’, -N-C=CH-); 138,8 (C-2, C=N); 133,4 (C-4”, C); 131,1 (C-1", C);
128,7 (C-3”7, CH); 127,3 (C-2”, CH); 106,4 (C-5’, -C=CH-S-); 12,8 (C-1, CHz3).

3.9.8 - Sintese do acido (E/Z2)-2-(2-(4-(4-bromofenil)tiazol-2-
iDhidrazineilideno)propanoico (TH4g)
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A preparacao do produto seguiu o procedimento geral descrito na Secéao 3.9
deste Capitulo 1 (p. 124), em que reagiu-se 50,0 mg (0,281 mmol) de acido (E)-2-(2-
carbamotioilhidrazineilideno)propanoico (TS4) e 78,1 mg (0,281 mmol) de 2,4’-
dibromoacetofenona. Ao fim da elaboragdo obteve-se um sélido marrom (73,1 mg),

com 76% de rendimento, como uma mistura de diasteroisomeros.

Aspecto fisico: solido marrom opaco.
Formula molecular: Ci2H10BrN3OsS.

Massa molar: 340,20 g/mol.

Faixa de fus&o: 194-195 °C.

RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): (isbmero E) 7,82 (d; J2"3" = 8,7 Hz; 2H;
H-2”); 7,60 (d; J3»2» = 8,7 Hz; 2H; H-3"); 7,49 (s; 1H; H-5); 2,09 (s; 3H; Me-1).
(isbmero Z) 7,82 (m; 0,1H; H-2"); 7,60 (m; 0,1H; H-3”); 7,49 (m; 0,1H; H-5).

RMN de 3C (150 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): (isbmero E) 168,8 (C-2’, -N=C-S-);
165,6 (C-3, COOH); 149,4 (C-4’, -N-C=CH-); 138,8 (C-2, C=N); 133,8 (C-1”, C);
131,6 (C-3”, CH); 127,6 (C-2”, CH); 120,7 (C-4”, C); 106,5 (C-5’, -C=CH-S-); 12,8
(C-1, CHg). (isébmero Z) 131,6 (C-3”, CH); 127,7 (C-2”, CH).

399 - Sintese do acido (E/Z2)-2-(2-(4-(2-etoxi-2-oxoetil)tiazol-2-
i)hidrazineilideno)propanoico (TH4h)

.
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A preparacao do produto seguiu o procedimento geral descrito na Secéo 3.9
deste Capitulo 1 (p. 124), em que reagiu-se 50,0 mg (0,281 mmol) de acido (E)-2-(2-
carbamotioilhidrazineilideno)propanoico (TS4) e 46,2 mg (40 uL, 0,281 mmol) de 4-
cloroacetoacetato de etila. Ao fim da elaboragdo obteve-se um solido amarelo (42,1

mg), com 55% de rendimento, como uma mistura de diastereoisomeros.

Aspecto fisico: sélido amarelo opaco.
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Formula molecular: Ci10H13N304S.

Massa molar: 271,29 g/mol.

Faixa de fus&o: 169-170 °C.

RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds), & (ppm): (isémero E) 10,67 (s; 1H; C=N-NH-); 6,75
(s; 1H, H-5); 4,07 (q; J34» = 7,1 Hz; 2H; H-3”); 3,61 (s; 2H; H-17); 2,04 (s; 3H; Me-1);
1,18 (t; J4»3» = 7,1 Hz; 3H; Me-4"). (isbmero Z) 2,07 (s; 1,3H; Me-1).

RMN de *3C (150 MHz, DMSO-ds), & (ppm): (isdmero E) 170,0 (C-2”, COOE); 168,5
(C-2’, -=N=C-S-); 165,7 (C-3, COOH); 138,7 (C-2, C=N); 107,6 (C-5, —-C=CH-S-);
60,4 (C-3”, CH2); 36,8 (C-1", CH2); 14,1 (C-4”, CHs); 12,7 (C-1, CHg). (isdmero 2)
164,9 (C-3, COOH); 19,8 (C-1, CHgs); 12,1 (C-4”, CHa).

3.9.10 - Sintese do acido (E)-4-(2-(4-(4-metilfenil)tiazol-2-

iDhidrazineilideno)pentanoico (TH5a)

A preparacao do produto seguiu o procedimento geral descrito na Secéo 3.9
deste Capitulo 1 (p. 124), em que reagiu-se 50,0 mg (0,264 mmol) do acido (E)-4-(2-
carbamotioilhidrazineilideno)pentanoico (TS5) e 56,3 mg (0,264 mmol) de 2-bromo-4'-
metilacetofenona. Ao fim da elaboracdo obteve-se um soélido bege (53,4 mg), com

67% de rendimento.

Aspecto fisico: solido bege amorfo.
Formula molecular: CisH17N3O:2S.

Massa molar: 303,38 g/mol.

Faixa de fusao: 165-166,5 °C.

RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 7,73 (d; J2»,3> = 7,8 Hz; 2H; H-2"); 7,20 (d;
Jav2r = 7,8 Hz; 2H; H-3"); 7,16 (s; 1H; H-5"); 2,50 (s; 4H; H-3 e H-4); 2,31 (s; 3H; Me-
5”); 1,94 (s; 3H; Me-1).
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RMN de 13C (150 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 173,9 (C-5, COOH); 170,2 (C-2’, -N=C~
S-); 149,8 (C-4’, -N-C=CH-); 136,7 (C-4”, C); 131,9 (C-1”, C); 129,2 (C-3”, CH);
125,5 (C-2”, CH); 102,6 (C-5', -C=CH-S-); 32,8 (C-3, CH2); 29,8 (C-4, CH»); 20,8 (C-
5", CHa); 17,1 (C-1, CHa).

3.10 — Micro-organismos e preparo dos inéculos

As quatro espécies do género Candida aplicadas no ensaio biologico foram:
Candida albicans (SC5314), Candida auris (COLO 01), Candida krusei (ATCC 20298)
e Candida tropicalis (ATCC 750). Os pré-indculos das leveduras foram preparados a
partir de coldnias jovens repicadas em agar Sabourad Dextrose (ASD). O crescimento
das células se deu por 24 a 48 horas a 37 °C, que entdo foram ressuspendidas em
tubos de ensaio contendo 5 mL de solucédo salina esterilizada (solu¢cdo aquosa de
NaCl 0,9% m/v). A ressuspensdo visou 0 ajuste da concentracdo fungica da
suspensdo entre 0,5 e 5 x 10° CFU/mL, determinada a partir dos valores de
transmitancia mensurados para cada solugédo em espectrofotdmetro UV/Vis a 530 nm.
Para tal ajuste, fez-se a leitura de 1 mL de solucdo salina em cubeta de quartzo,
considerada como solucdo branco, e considerou-se como 100% de transmitancia.
Depois, realizou-se a leitura e ajuste dos inéculos até o valor de transmitancia de 75
+ 2 %, que representa o valor de unidades formadoras de coldnia necessarias para o
ensaio. Ao fim, o pré-inéculo foi diluido duas vezes com meio RPMI-1640 (Meio do
Instituto Roswell Park Memorial), primeiro na propor¢ao 1:50, e depois na proporgcao
1:20, obtendo-se, entéo, o indculo final. As diluicdes foram feitas em tubos de plastico

do tipo falcon de 50 mL.

3.11 — Ensaio de microdiluicdo em caldo

O ensaio foi realizado em trés experimentos independentes em duplicata, com
1 mg de amostra para cada experimento. Cada composto foi solubilizado em 10 pL de
dimetilsulféxido (DMSO) e 1990 pL de meio RPMI-1640, obtendo a concentracao
inicial de 500 pg/mL. Entdo, 200 pL de cada amostra foram transferidos para uma
coluna de uma microplaca de 96 pocos e diluidos com meio RPMI-1640
sucessivamente, até o volume de 100 pL, de forma decrescente de concentracao para
os valores de 250, 125, 62,50, 31,25, 15,62, 7,81, 3,91, 1,95, 0,98, 0,49 € 0,24 pg/mL.
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Na sequéncia, foram acrescentados 100 pL da suspensao fungica em cada um dos
pocos. Um poco preenchido com 100 pL de meio RPMI-1640 e 100 pL de suspensao
fungica foi utilizado como controle negativo do teste, a fim de atestar a esterilidade do
meio. As placas foram encubadas em estufa a 37 °C e os resultados avaliados por
leitura visual apés 24 e 48 horas. A concentracao inibitéria minima foi determinada
como a menor concentracdo da substancia em que ndo houve crescimento fangico
apos andlise visual dos pocos (CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS
INSTITUTE, 2015).
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CAPITULO 2: ESTUDO TEORICO DO POTENCIAL DE HIDROLISE E
AVALIACAO DO POTENCIAL ANTIFUNFICO DOS PROVAVEIS PRODUTOS DE
DEGRADACAO DE 2-TIAZOLILHIDRAZONAS

1 — CONTEXTUALIZACAO

Estudos de estabilidade compreendem uma etapa crucial no processo de
desenvolvimento de novos farmacos. Resultados obtidos com esse tipo de
experimento podem indicar dados sobre formacédo de produtos de degradacéo e
impurezas, que podem ter impacto na formulacdo e forma de administracdo da
substéancia bioativa, na producao, no armazenamento e nos perfis farmacodinamico e
toxicologico da mesma, visto que alguns produtos de degradacdo podem produzir
efeitos adversos (ALCANTARA et al., 2013; KOMMANABOYINA; RHODES, 1999).

Conforme descrito por Sengupta, Chatterjee e Tekade (2018), as agéncias
reguladoras estabelecem protocolos de verificagdo das estabilidades fisica e quimica
de compostos bioativos em meios &cido, alcalino e oxidante, bem como em diferentes
niveis de umidade e exposicao a luz. Como discutido anteriormente e reiterado pelos
autores, realizar esses estudos nas primeiras etapas do desenvolvimento de novos
farmacos auxilia em ensaios posteriores de toxicidade, de pré-formulacdo e pré-
clinicos, visando estabelecer as formulacbes e vias de administracdo mais
adequadas, a fim de estabelecer a influéncia desses fatores na poténcia, dosagem e
estocagem desse potencial medicamento (CHAURASIA, 2016; SENGUPTA;
CHATTERJEE; TEKADE, 2018; SMRITY; SAIFUDDIN; SULTANA, 2016).

Assim, nosso grupo conduziu alguns trabalhos envolvendo estudos de
estabilidade com 2-tiazolilhidrazonas com o intuito de estudar essas substancias
visando obter candidatos a farmacos em potencial com boa poténcia biolégica, mas
também com perfis de estabilidade otimizados.

Silva (2019) estudou a estabilidade do tiazol 63 em meio aquoso, calculando
a taxa de degradacédo apoés 24, 48 e 72 horas. A autora caracterizou 0 composto por
meio de um método analitico cromatografico utilizando a técnica de cromatografia a
liquido de alta eficiéncia acoplada a detector de arranjo de diodos (CLAE-DAD). A
substéancia 63 foi totalmente degradado logo apos as primeiras horas de experimento
em meio basico (solu¢cdo aquosa de NaOH 1 mol/L), porém foi mais estavel em meio

acido (solugédo aquosa de HCI 1 mol/L) e em meio neutro, apresentando taxas de



136

degradacéo de 46,60% e 21,98%, respectivamente, apds 72 horas de experimento.
Mesmo em concentracdes menores (solucdes aquosas de NaOH 0,1 mol/L e de HCI
0,1 mol/L), 63 foi bem menos estavel, com taxas de degradacao de 80,57% e 20,83%,
respectivamente, apos 12 horas. Por outro lado, o composto foi estavel em meio
neutro, mantendo sua concentracéo acima de 98% no mesmo periodo (SILVA, 2019).
Posteriormente, Franco e colaboradores (2021) estudaram a estabilidade por
degradacéo forcada do derivado tiazolico 72, sintetizado por Lino et al. (2018). Os
autores também caracterizaram o derivado e os produtos de degradacgdo por meio de
um meétodo analitico por CLAE-DAD. A substancia 72 foi pouco estavel em meio
aguoso em todas as condi¢des, verificando que o produto de degradacdo majoritario
formado era a hidrazina correspondente 122, indicando que a degradacao de 72
ocorreu por hidrélise do grupo hidrazona (Figura 43, p. 136) (FRANCO et al., 2021).

Figura 43 — Estruturas quimicas da substancia 72 e de seu produto de degradacao

por hidrélise 122, obtido e caracterizado por Franco et al. (2021).
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O processo de hidrélise foi favorecido em todos os meios. Apds seis horas de
experimento, foi visto um consumo de 90% de 72 em meio &cido (solucdo aquosa de
HCI 0,1 mol/L), e mais de 50% em meio basico (solucdo aguosa de NaOH 0,01 mol/L).
A hidrélise em meio neutro foi consideravel (70% apds 24 horas), sugerindo a hipotese
de que o composto atuasse como um pro-farmaco e que 122 fosse o composto
bioativo. Para investigacdo dessa hipotese, a atividade biologica dos dois compostos
foi avaliada in vitro frente a cinco espécies de Candida spp. e duas de Cryptococcus
spp., em que 122 apresentou atividade mais potente que 72 contra cinco das sete
espécies citadas. A hidrazina 122 foi também mais ativa contra C. albicans, C.
neoformans e C. gattii que os farmacos de referéncia utilizados no experimento
(anfotericina B, fluconazol e itraconazol) (FRANCO et al., 2021).

Tendo em vista esses estudos acerca da estabilidade de 2-tiazolilhidrazonas,

duas perguntas foram levantadas: (i) Os derivados 2-tiazolilhidrazinas sao
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biologicamente mais potentes que seus precursores ou o caso da substancia 122 foi
apenas uma coincidéncia?; e se (i) for verdade, (ii) essas 2-tiazolilhidrazonas atuariam
como “pro-farmacos”™?

Para encontrar respostas para as perguntas anteriores, foi realizado neste
capitulo o célculo de propriedades eletronicas e moleculares dos dois compostos
avaliados experimentalmente (63 e 72), assim como de outros cinco derivados com
bom potencial biolégico e que serdo posteriormente estudados quanto a sua
estabilidade em meio aquoso (Figura 44, p. 137). Adicionalmente, quatro 2-
tiazolilhidrazinas como provaveis produtos de degradacédo desses cinco derivados
foram sintetizados e avaliados quanto a suas atividades antifungicas, visando atestar

se a hipotese das hidrazonas serem “pro-farmacos” é procedente.

Figura 44 — Estruturas quimicas das substancias 62-63, 72, 78, 96, 121 e 123
estudadas neste capitulo. Os derivados 63 e 72 tiveram suas estabilidades avaliadas

experimentalmente por Silva (2019) e Franco et al. (2021), respectivamente.
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2 — RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 — Propriedades eletronicas e moleculares de 2-tiazolilhidrazonas

Com o objetivo de estudar os fatores fisico-quimicos e moleculares envolvidos
na hidrolise de 2-tiazolilhidrazonas, seis propriedades foram calculadas por meio de
métodos de mecanica quantica (no caso, por meio da teoria do funcional de
densidade) para os trés principais a&tomos do grupo hidrazona dos sete tiazéis

representados na Figura 44 (p. 137): o atomo Ci representa o carbono iminico, o
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atomo N1 representa o nitrogénio iminico e, por fim, o &tomo N2 representa o nitrogénio
aminico (C1=Ni1—Nz2) (Figura 45, p. 138).

Figura 45 — Representacéo do grupo hidrazona com a identificagdo dos trés atomos

principais que o compdem (C1, N1 e N2).

As propriedades calculadas para as sete substancias foram: as cargas
atdmicas derivadas do potencial eletrostatico dos trés atomos do grupo hidrazona, em
unidades atomicas (u.a.); as energias dos orbitais de fronteira HOMO (orbital
molecular ocupado de mais alta energia) e LUMO (orbital molecular desocupado de
mais baixa energia), em elétron-volts (eV); e a diferenca de energia entre os orbitais

de fronteira (gap), também em eV (Tabela 16, p. 138).

Tabela 16 — Propriedades eletronicas e moleculares calculadas utilizando a teoria do
funcional de densidade para as 2-tiazolilhidrazonas 62-63, 72, 78, 96, 121 e 123.
Destacou-se em negrito e em cinza os dados das duas substancias 63 e 72,

previamente estudadas experimentalmente quanto a sua estabilidade.

Composto Ci(u.a) N1 (u.a.) N2 (u.a.) Erowmo (eV) ELumo (eV) gap (eV)
62 0,432 -0,409 -0,033 -5,33 -1,08 4,25
63 0,124 -0,328 -0,153 -5,52 -1,21 4,31
72 0,250 -0,340 -0,166 -5,27 -1,00 4,27
78 -0,102 -0,236 -0,192 -5,31 -1,08 4,23
96 0,651 -0,413 -0,217 -5,81 -1,91 3,90
121 0,159 -0,317 -0,063 -5,56 -1,22 4,34
123 0,127 -0,328 -0,193 -5,60 -1,29 4,31

Os valores calculados para as cargas eletrostaticas destacaram a distingéo
entre as moléculas, o que era esperado pois o potencial eletrostatico em cada atomo
depende dos atomos vizinhos e suas caracteristicas. Os compostos 62 e 96
apresentaram 0s maiores valores para a carga eletrostatica do atomo Ci1 (C1=Nz)
(0,432-0,651 u.a.). Isso pode ser explicado pela presenca do grupo hidroxila na cadeia
alifatica ligada a ligacao iminica, que provoca um efeito retirador de elétrons sobre Ci.
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Esse efeito € ainda mais pronunciado em 96, visto que o grupo nitrila, que € um grupo
retirador de elétrons por ressonancia, acaba diminuindo a densidade eletrénica sobre
este carbono, que fica ainda mais eletrofilico. Por outro lado, o &tomo C1 do tiazol 78
apresentou um valor negativo de carga eletrostatica (-0,102 u.a.). Isso pode ser
explicado pelo efeito hiperconjugativo entre os orbitais ligantes cC-H do grupo terc-
butila e o orbital antiligante m*c=n. Como o atomo de carbono apresenta maior
coeficiente orbitalar nesse orbital dentre os dois atomos, ele recebe a densidade
eletrdnica de forma mais pronunciada. Em comparagdo com outras moléculas, o
atomo N ira apresentar um valor de carga eletrostatica maior, justamente por conta
desse efeito.

As substancias ndo apresentaram diferencas significativas entre os valores
das energias dos orbitais de fronteira (Exomo = -5,81 a -5,27 eV, e ELumo =-1,91 a -
1,00 eV) e do gap (3,90 a 4,34 eV). Como esperado, 96 apresentou 0s menores
valores para os orbitais de fronteira, visto que a presenca de grupos elétron-
retiradores por ressonancia leva a energias mais baixas dos orbitais HOMO e LUMO.
121 e 123, que contém um grupo fluoro ligado ao anel benzénico também
apresentaram valores mais baixos, mas ndo tanto quanto 96. O contrario pode ser
observado para os derivados 72 e 78. Como eles possuem um grupo metoxila ligado
ao anel benzénico, o qual € um grupo ativador, os valores de seus orbitais de fronteira

sdo maiores.

2.2 — Relacao das propriedades calculadas com a hidrélise de hidrazonas em

meio aquoso

Como discutido por Yildiz (2016), o entendimento dos fatores que podem
afetar o mecanismo de hidrélise das hidrazonas é essencial para guiar no
planejamento e aplicacdo dessas substancias. Com isso, no caso das 2-
tiazolilhidrazonas, pode-se compreender e otimizar a labilidade da ligacédo iminica e
obter substancias mais estaveis.

O mecanismo de hidrélise de hidrazonas é um processo reversivel. Em meio
acido, o mecanismo inicia pela protonacdo do Ni (A). Em seguida, ha o ataque
nucleofilico de uma molécula de agua ao carbono iminico (C1), em que é formado,
entdo, o intermediario carbinolamina protonado (B), seguido por uma transferéncia de

préton intramolecular (prototropismo) entre o N1 e 0 ion ox6nio (ou mediado pelo
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solvente em uma etapa a mais) (C). Por fim, forma-se uma ligacdo C=0 e quebra da
ligacdo C—N, obtendo, enfim, a hidrazina e a carbonila correspondentes (Esquema
15, p. 140) (FRANCO et al., 2021; KALIA; RAINES, 2008).

Esquema 15 — Mecanismo proposto por Kalia e Raines (2008) e Franco et al. (2021)

para a hidrolise de hidrazonas em meio acido.
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Em meio basico, ocorre, na primeira etapa, um ataque nucleofilico de um ion
hidréxido ao carbono Ci1 concomitante com uma a captura de um proton da agua pelo
N1. E formado o intermediario carbinolamina. Por fim, a carbonila é formada ao mesmo
tempo em que ha a eliminacgédo da hidrazina, com captura de um proéton pelo nitrogénio
N1 intermediada pelo solvente (Esquema 16, p. 140) (FRANCO et al., 2021).

Esquema 16 — Mecanismo proposto por Franco et al. (2021) para a hidrélise de

hidrazonas em meio basico.
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Alguns trabalhos, tedricos e experimentais, avaliaram a estabilidade e o
potencial de hidrélise de hidrazonas em meio aquoso. Kalia et al. (2008) verificou a
estabilidade de hidrazonas e oximas, acompanhando os tempos de meia-vida das
reacdes por RMN de *H em pD (logaritmo decimal negativo da concentracdo do cation
deutério) 5-9. Os resultados confirmaram que as hidrazonas eram menos estaveis que
as oximas, e que a proposta de mecanismo de hidrélise em valores mais baixos de
pD indicava a protonacdo do N1, com posterior ataque nucleofilico de uma molécula
de 4gua ao Ci1 (KALIA; RAINES, 2008).

Yildiz (2016) realizou uma abordagem computacional acerca do mecanismo
de hidrélise de diferentes hidrazonas em meio acido utilizando a teoria do funcional

de densidade. O autor calculou as barreiras de energia para cada etapa do
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mecanismo. Seus resultados corroboraram com dados experimentais, indicando que
a taxa de hidrolise da hidrazona depende da facilidade de protonagéo de Nz, visto que
essa primeira etapa aumenta o carater eletrofilico de C1 para o ataque nucleofilico da
molécula de 4gua (YILDIZ, 2016).

O tiazol 72 apresentou um dos valores mais negativos de carga eletrostatica
para N1 (-0,340 u.a.) e um dos mais positivos para C1 (0,250 u.a.), corroborando com
0 mecanismo esperado, pois € necessaria uma densidade eletrénica mais abundante
sobre N1 para favorecer a captura do ion H*. Observando o mapa dos orbitais de
fronteira para 72 (Figura 46, p. 141), vé-se uma maior contribuicdo de N1 para o
HOMO, e de Ci para o LUMO. Os valores de Ernomo € ELumo do composto € o maior
de toda a série, o que também justifica sua baixa estabilidade em meio acido e maior
estabilidade nos meios basico e neutro. Como a densidade eletrénica de N1 € maior
no HOMO, é mais favoravel energeticamente a captura do préton pelo composto, por
ter maior carater de doador de elétrons (base de Lewis). Mas uma energia mais alta
do LUMO da uma maior diferenca de energia com o orbital ndo ligante do nucledfilo,

dando uma taxa de hidrélise menor que no meio acido.

Figura 46 — Projecdes dos orbitais HOMO (a esquerda) e LUMO (a direita) do
derivado 72.

Os mapas de densidades dos orbitais também reiteram os resultados, em que
a densidade eletrbnica positiva sobre os atomos da ligacdo iminica corrobora as
contribui¢cdes dos dois &tomos para o orbital correspondente (Figura 47, p. 142). Para
63, os orbitais HOMO e LUMO (Figura 48, p. 142) foram uns dos menos energéticos
de toda a série. O composto foi estavel nos meios acido e neutro, mas foi facilmente
degradado em meio basico. As energias dos orbitais, em comparacdo com 72, foram

menores. Como na hidrolise em meio basico a primeira etapa depende do ataque
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nucleofilico ao C1, um orbital LUMO com energia menor tera uma diferenca de energia
menor com o orbital ndo ligante do nucledfilo, o que reitera a baixa estabilidade do

composto em meio bésico (Figura 49, p. 143).

Figura 47 — Projecdes das densidades do HOMO (a esquerda) e LUMO (a direita)
do derivado 72. Regides coloridas em vermelho representam contribui¢cdes nulas,

em branco contribui¢des intermediérias, e coloridas em azul, contribui¢cdes positivas.

Fazendo uma extrapolacdo para os demais compostos, os derivados 62 e 78
teriam um perfil parecido com 72, de acordo com os valores de Exomo € ELumo.
Entretanto, 78 apresenta uma carga eletrostatica negativa sobre o C1, 0 que pode
significar uma maior repulséo eletrénica aos elétrons do nucledfilo, dificultando o

mecanismo de hidrélise em meio basico ou neutro.

Figura 48 — Projec6es dos orbitais HOMO (a esquerda) e LUMO (a direita) do
derivado 63.

Para 62, a hidrélise em meios acido e basico pode ser facilitada, visto que o
Ci1 apresentou um valor de carga eletrostatica bem positivo perante os demais, e N1

muito negativo. Os derivados 121 e 123 apresentaram valores de energia para 0s
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orbitais de fronteira e de cargas eletrostaticas préximos de 63, em que podemaos supor
gue eles apresentem um perfil experimental proximo.

O tiazol 96 apresentou os valores de ELumo e Enomo mais baixos de toda a
série, e os valores de cargas mais extremos também, indicando um alto caréater
eletrofilico para Ci. Segundo Yildiz (2016), a presenga de grupos retiradores de
elétrons proximos a N2 facilita a hidrolise em meio neutro, por aumentar o carater
eletrofilico do carbono iminio, facilitando o ataque nucleofilico a este atomo. Podemos,
entdo, propor que esse composto seja facilmente degradado nos meios basico e
neutro em relacdo as demais substancias estudadas (YILDIZ, 2016). Com esses
resultados e posterior validacdo experimental da estabilidade das substancias
estudadas neste capitulo, sera possivel estender essas propriedades como critério no
planejamento de derivados 2-tiazolilhidrazonas mais estaveis frente a hidrdlise.

Figura 49 — Projecdes das densidades eletrénicas dos orbitais HOMO (a esquerda)
e LUMO (a direita) do derivado 63. Regides coloridas em vermelho representam
contribui¢cdes nulas, em branco contribui¢cdes intermediarias, e coloridas em azul,

contribuicdes positivas.

2.3 — Obtencao e caracterizacao das 2-tiazolilhidrazinas

As quatro 2-tiazolilhidrazinas TH6a-b foram obtidas a partir da metodologia
adaptada de Carradori et al. (2014) e Franco et al. (2021) (Esquema 17, p. 144), por
meio do mesmo mecanismo de condensacao proposto para as 2-tiazolilhidrazonas.
Os derivados foram propostos a partir das substancias 62-63, 72, 78, 96, 121 e 123
estudadas neste capitulo, preparando os seus provaveis produtos de hidrélise. Assim,
€ possivel comparar a poténcia biolégica dos derivados em comparagdo com as
hidrazonas correspondentes e com 122 (CARRADORI et al., 2014; FRANCO et al.,
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2021). Sintetizou-se, entdo, os 2-hidrazino-4-aril-tiazois contendo os grupos fenila
(TH6a), 4-metilfenila (TH6b), 4-cianofenila (TH6c) e 4-fluorofenila (TH6d). Os
produtos foram obtidos com rendimentos de 25 a 59%. As 2-tiazolilhidrazonas foram
caracterizadas por meio de suas faixas de fusao e espectros de RMN 1D e, por nao

serem produtos inéditos, tiveram seus dados comparados com a literatura.

Esquema 17 — Reacéo para a sintese das 2-tiazolilhidrazinas TH6a-d.
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Ao analisar os espectros de RMN de 'H (Apéndice D, p. 207), as substancias
apresentaram simpletos entre 3,80 e 4,80 ppm (1H) correspondentes aos hidrogénios
de amina primaria do grupo hidrazina (-NH-NH2), bem como outro simpleto no
intervalo de 8,30 a 8,80 ppm (1H), referente ao hidrogénio de amina secundaria (—
NH-NH2) (TH6b n&o apresentou sinal nessa regido). Outro sinal caracteristico neste
espectro denota a formacdo do anel tiazélico, sendo este correspondente ao
hidrogénio H-5. Os produtos TH6a, TH6b e TH6c apresentaram simpletos integrados
para um hidrogénio entre 7,00 e 7,50 ppm, enquanto TH6d apresentou um multipleto
que ressonou em 7,31 ppm (3H) e que foi atribuido tanto ao H-5 quanto aos
hidrogénios aromaticos na posicdo 3. Na Tabela 17 (p. 145), tém-se o0s
deslocamentos quimicos desses sinais de hidrogénio-1 discutidos para as 2-
tiazolilhidrazinas.

Para os espectros de RMN de 3C e subespectros DEPT-135 (Apéndice D,
p. 207), vé-se apenas para TH6a e TH6c um sinal na faixa dos 175 ppm (C), referente
ao carbono 2. Para confirmar a formacédo do heterociclo em todos os produtos,
observam-se nos espectros um sinal de carbono metinico entre 101 e 116 ppm,
associado ao carbono C-5, e outro entre 148 e 152 ppm, correspondentes ao carbono
C-4. Para os derivados obtidos, ndo foi identificado um sinal na faixa de 200 ppm,
indicando que nao isolou nenhum resquicio das bromoacetofenonas em mistura com
os produtos. Na Tabela 18 (p. 145) sdo mostrados os deslocamentos quimicos para

C-2, C-4 e C-5 para as quatro hidrazinas.
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Tabela 17 — Atribuicdo e deslocamentos quimicos de alguns sinais de RMN de 'H
(600 MHz, DMSO-ds) para os derivados 2-tiazolilhidrazinas TH6a-d.

Produto &4 H-5 (ppm) On—NH2 (ppm)  8n —NH- (ppm)
TH6a 7,09 (s; 1H) 3,87 (s; 1H) 8,58 (s; 1H)
TH6b 7,14 (s; 1H) 4,25 (s; 1H)

TH6C 7,43 (s; 1H) 4,67 (s; 1H) 8,77 (s; 1H)
TH6d 7,31 (m; 3H) 4,64 (s; 1H) 8,34 (s; 1H)

Tabela 18 — Atribuicéo e deslocamentos quimicos de alguns sinais de RMN de 3C
(150 MHz, DMSO-ds) para os derivados 2-tiazolilhidrazinas TH6a-d.

Produto Oc C-2 (ppm) Oc C-4 (ppm) Oc C-5 (ppm)
TH6a 175,9 (C) 150,6 (C) 102,0 (CH)
TH6b - 151,1 (C) 102,4 (CH)
TH6C 175,8 (C) 148,7 (C) 106,0 (CH)
THed - 150,4 (C) 115,7 (CH)

Para ilustrar a caracterizacdo das 2-tiazolilhidrazinas, serdo discutidos os
dados espectroscopicos obtidos para o produto TH6c. No espectro de RMN de 'H
(Figura 50, p. 146), foi visto um simpleto em 4,67 ppm (1H) referente aos hidrogénios
da amina priméaria (-NH-NH2). Na faixa entre 7,00-8,00 ppm s&o vistos 0s sinais
associados aos hidrogénios aromaticos. Um sinal em 7,43 ppm (s; 1H) foi atribuido ao
H-5. Dois dupletos em 7,82 (J = 8,1 Hz; 2H) e 7,98 ppm (J = 8,1 Hz; 2H) foram
atribuidos aos hidrogénios benzilicos H-3’ e H-2’, respectivamente. Um ultimo simpleto
em 8,77 ppm (1H) foi atribuido ao hidrogénio de amina secundéria do grupo hidrazina
(~NH-NH2).

No espectro de RMN de 3C (Figura 51, p. 146) foram vistos sinais acima de
100 ppm, confirmando a formacao do produto. Trés sinais de carbonos hidrogenados
em 106,0 (CH), 126,0 (CH) e 132,5 (CH) foram associados aos carbonos H-5, H-2’ e
H-3’, respectivamente. Um sinal em 119,1 ppm (C) foi atribuido ao carbono do grupo
nitrila (C-5’). Outros trés sinais de carbono-13 mais desblindados em 139,2 (C), 148,7
(C) e 175,8 (C) sé&o correspondentes a C-1’, C-4 e C-2, respectivamente.

Foi aplicada a mesma estratégia de caracterizacao para as demais hidrazinas
(TH6a-b e TH6d). Os dados e atribuicdes dos sinais de RMN de 'H e *C dos dez
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derivados estdo descritos na Sec¢ao 3.3 deste Capitulo 2 (p. 150), e 0s seus espectros

se encontram no Apéndice D (p. 207).

Figura 50 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) de TH6C.
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Figura 51 — Espectro de RMN de 3C (150 MHz, DMSO-ds) de TH6c.
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2.4 — Atividade antifungica de 2-tiazolilhidrazinas contra Candida spp.

A sintese e avaliacdo da atividade antifungica dos derivados TH6a-d buscou
trazer respostas a hipotese das 2-tiazolilhidrazonas atuarem como possiveis pro-
farmacos, visto que esse questionamento apareceu quando o produto de degradacéo

122 foi mais ativo que sua respectiva hidrazona 72, conforme discutido neste Capitulo.
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Os resultados do ensaio biolégico para as 2-tiazolilhidrazinas estdo apresentados na
Tabela 19 (p. 147). Assim como o critério estabelecido na Secéo 2.5 do Capitulo 1
deste trabalho (p. 102), aqui também foram considerados ativos os compostos que
apresentaram valores de MIC menores que 10 pmol/L.

Tabela 19 — Atividades antifungicas dos derivados 2-tiazolilhidrazinas (TH6a-d),
além dos farmacos de referéncia Anfotericina B, Caspofungina, Fluconazol e
Itraconazol, representadas pelos seus respectivos valores de concentragdo inibitéria
minima (MIC) expressos em pmol/L frente a diferentes espécies dos géneros

Candida. Destacou-se em negrito os valores de MIC menores que 10 pumol/L.

MIC (umol/L)
Composto
C. albicans C. auris C. krusei C. tropicalis

TH6a 51 51 51 51
TH6b 9,5 9,5 9,5 9,5
TH6c 9,0 9,0 9,0 9,0
TH6d 9,6 9,6 9,6 9,6
Anfotericina B 2,2 4.3 4.3 0,5
Caspofungina N.D. 0,1 N.D. N.D.
Fluconazol 1,6 26,1 104.5 0.8
Itraconazol 0,7 0,4 2.8 0.2

ND: Nao determinado.

Os derivados 2-tiazolilhidrazinas (TH6a-d) demonstraram uma boa poténcia e
amplo espectro, apresentando valores de MIC menores que 10 umol/L frente a todas
as espécies testadas, sendo necessario testad-los em concentracdes menores para
definir a MIC definitiva. Em comparacdo com 122, derivado contendo o grupo 4-
metoxifenila obtido por Franco et al. (2021), as substancias deste trabalho foram
menos ativas contra C. albicans (MIC = 0,24 umol/L para 122), mas mais ativas contra
C. krusei (MIC = 250 umol/L para 122). O produto de degradacdo nao foi avaliado
contra C. auris (Figura 52, p. 148) (FRANCO et al., 2021).

Os valores de MIC das 2-tiazolilhidrazinas nédo foram significativamente
menores que aqueles apresentados pelas 2-tiazolilhidrazonas correspondentes mais
ativas deste trabalho. Inclusive, os derivados como TH3a e TH5a apresentaram
valores de MIC menores que as suas respectivas 2-tiazolilhidrazinas para algumas

espécies.
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Figura 52 — Estruturas quimicas dos produtos TH6a-d e de seu analogo 122, obtido
e caracterizado por Franco et al. (2021), e seus intervalos de valores de MIC frente
as cepas de referéncia das espécies de Candida spp. testadas.

TH6a R=H; MIC 5,1 umol/L

j S TH6b R= Me; MIC 9,5 pmol/L
R N/)\ _NH, TH6c R=CN; MIC 9,0 ymol/L
” TH6d R=F; MIC 9,6 umol/L

122 R= OMe; MIC 0,24-250 pmol/L

Esses resultados reiteram que as 2-tiazolilhidrazonas nao atuariam como pro-
farmacos per se, mas que os seus produtos de degradacéo sédo potencialmente ativos
contra os fungos de interesse. Pode-se apontar que, caso a degradacdo das
hidrazonas levem as hidrazinas como produtos majoritarios, ainda ha a possibilidade
da atuacao desses compostos no tratamento das infec¢des fangicas por meio de um
mecanismo de acdo distinto das 2-tiazolilhidrazonas. Seria necessario realizar
estudos para verificar a estabilidade das hidrazonas in vivo e estabelecer os perfis
farmacocinéticos das hidrazinas em comparacdo com as hidrazonas, buscando
verificar se as 2-tiazolilhidrazinas seriam potenciais agentes antifiungicos apds o
processo de hidrolise. Nosso grupo esta dando continuidade a estes resultados
avaliando a permeabilidade de derivados 2-tiazolilhidrazonas e 2-tiazolililhidrazinas
em modelo in vitro com células Caco-2 (células epiteliais de adenocarcinoma
humano).

Outra consideragdo que podemos tirar desses resultados € como a variacao
dos substituintes na posicéo para do anel benzénico parece néao ter grande influéncia
na atividade bioldgica, visto que as 2-tiazolilhidrazinas tiveram um mesmo perfil
biolégico para todas as espécies. Esse detalhe vai ao encontro dos estudos de QSAR
discutidos na secéo anterior. O anel benzénico conectado ao heterociclo apresenta
uma contribuigédo estrutural importante, e a presencga do grupo hidrazona e a variagao
do ligante pode modular mais consideravelmente, de forma positiva ou negativa, a
atividade antifungica dos tiazéis do que no grupo aromatico, visto que 0 grupo
hidrazona estabelece possiveis interacdes intermoleculares importantes com o alvo
molecular dessas substancias (FERNANDES et al., 2021; LINO et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2022).
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3 - MATERIAIS E METODOS

Os experimentos computacionais foram executados no Laboratério de
Modelagem Molecular, sob supervisédo do prof. Dr. Vinicius Gongalves Maltarollo. Os
experimentos de sintese e purificacdo foram executados no Laboratério de Quimica
Farmacéutica, sob supervisdo da profa. Dra. Renata Barbosa de Oliveira. Os
experimentos bioldgicos foram executados no Laboratério de Taxonomia,
Biodiversidade e Biotecnologia de Fungos, sob colaboragéo com a profa. Dra. Susana

Johann e a aluna de gradua¢do em Farmacia Sofia Nobre.

3.1 - Curadoria e preparo das estruturas quimicas

Sete derivados 2-tiazolilhidrazonas com atividade antifungica validada
experimentalmente contra Candida e Cryptococcus spp. foram selecionados para o
estudo tedrico a respeito de suas estabilidades frente a hidrolise do grupo hidrazona:
62-63 (PEREIRA DE SA et al., 2015), 72 e 78 (LINO et al., 2018), e 96, 121 e 123
(OLIVEIRA et al., 2022) (Figura 44, p. 137). As estruturas quimicas tridimensionais
dos compostos foram construidas no programa Discovery Studio Visualizer (BIOVIA,
2020). Para todas as moléculas o isébmero E foi definido como diasterecisébmero de
referéncia. Uma analise conformacional foi conduzida para obter a conformagéo mais
estavel de cada molécula, utilizando o pacote computacional OMEGA 2.5.1.4
(HAWKINS et al., 2010) e o campo de forca MMFF94 (HALGREN, 1999). Depois,
estados de ionizacdo foram corrigidos para o meio fisiolégico (pH = 7,4) aplicando o
programa fixpka presente no pacote computacional QUACPAC 1.6.3.1 (OpenEye
Scientific Software, 2016). A etapa anterior de correcdo da conformacao foi aplicada

nas estruturas do arquivo de saida apds a corre¢édo dos estados de ionizagao.

3.2 -0timizacao das estruturas quimicas e calculo das propriedades eletronicas

e moleculares

A otimizacdo das geometrias das estruturas quimicas selecionadas foi
realizada por meio de calculos quanticos aplicando o método DFT, com o funcional
B3LYP e conjunto de base 6-311+G** (DITCHFIELD; HEHRE; POPLE, 1971;
RASSOLOV et al.,, 2001; STEPHENS et al., 1994). Calculou-se também as
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frequéncias das estruturas no infravermelho como critério para garantir que as
estruturas otimizadas representavam o0s minimos locais ou globais de energia
potencial. A auséncia de frequéncias imaginarias (valores negativos) denotou que as
estruturas otimizadas eram adequadas. Por fim, ap0s o processo de otimizacdo, foram
calculadas diversas propriedades eletrénicas e moleculares (energias dos orbitais de
fronteira, dureza e maciez, eletronegatividade, cargas atdmicas derivadas do potencial
eletrostatico, entre outras) a fim de relaciond-las com o potencial de hidrolise dos
compostos em comparacdo com os dados experimentais de 63 e 72. Todos os
calculos descritos foram executados no programa Spartan 20 (versdo 1.1.4
Wavefunction Inc., 2022, licenca n°® 165980162423349708).

3.3 — Preparacao das 2-tiazolilhidrazinas

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL foram adicionados 1 equivalente
molar de tiossemicarbazida e 1 equivalente molar de a-halocetona em 5 mL de
metanol. O balédo foi conectado a um condensador de bolas e a reacéo foi mantida
sob agitacdo magnética e aquecimento a 60 °C. O desenvolvimento da reacao foi
acompanhado por CCD (Hex:AcOEt 3:7 como eluente; vapor de iodo como revelador).
Apds quarenta minutos, verificou-se o consumo total do material de partida. Finalizada
a reacao, o solvente foi removido em evaporador rotatério e cerca de 10 g de gelo
picado foram adicionados ao baldo, formando um precipitado. Esperou-se que o gelo
derretesse a temperatura ambiente e o solido foi filtrado a vacuo com funil de Biichner
e lavado com agua destilada gelada. Apds secagem, os produtos obtidos foram

posteriormente caracterizados por suas faixas de fuséo e espectros de RMN.

3.3.1 — Sintese do 2-hidrazineil-4-feniltiazol (TH6a)

3 2 5
1/ 82
4' 4 N/)\N/NHZ
H

A preparacédo do produto seguiu o procedimento geral descrito na Sec¢éo 3.3

deste Capitulo 2 (p. 150), em que se reagiu 50,0 mg (0,549 mmol) de
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tiossemicarbazida e 109,2 mg (0,549 mmol) de 2-bromoacetofenona. Ao fim da

elaboracao obteve-se um sélido bege (30,6 mg), com 29% de rendimento.

Aspecto fisico: sélido bege amorfo.
Formula molecular: CoHoN3S.

Massa molar: 191,25 g/mol.

Faixa de fus&o: 130,5-132,5 °C (129 °C por YEFIDOFF-FREEDMAN et al., 2014).
RMN de *H (600 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 8,58 (s; 1H; -NH-NH2); 7,79 (d; J23 = 7,7
Hz; 2H; H-2°); 7,35 (t; J3,2 = 7,5 Hz; 2H; H-3’); 7,24 (t; Ja 213 = 7,4 Hz; 1H; H-4’); 7,09
(s; 1H; H-5); 3,87 (s; 1H; —NH>2).

RMN de *3C (150 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 175,9 (C-2, -N=C-S-); 150,6 (C-4, —N—
C=CH-); 135,2 (C-1’, C); 128,4 (C-3' e C-5, CH); 127,1 (C-4’, CH); 125,4 (C-2' e C-6,
CH); 102,0 (C-5, -C=CH-S-).

3.3.2 — Sintese do 2-hidrazineil-4-(4-metilfenil)tiazol (TH6b)

3 2 5
4 e
5' 2 4 N/ N,NHZ
H

A preparacao do produto seguiu o procedimento geral descrito na Secéo 3.3
deste Capitulo 2 (p. 150), em que se reagiu 50,0 mg (0,549 mmol) de
tiossemicarbazida e 116,9 mg (0,549 mmol) de 2-bromo-4’-metilacetofenona. Ao fim

da elaboracao obteve-se um sélido vermelho (66,8 mg), com 59% de rendimento.

Aspecto fisico: solido vermelho amorfo.
Formula molecular: CioH11NsS.

Massa molar: 205,28 g/mol.

Faixa de fusdo: 120-122 °C (176-177 °C por MAHAJAN; SONDHI; RALHAN, 1977).
RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 7,72 (d; J2,3 = 8,1 Hz; 2H; H-2); 7,18 (d;
J32 =7,8 Hz; 2H; H-3°); 7,14 (s; 1H; H-5); 4,25 (s; 1H; —NH2); 2,30 (s; 3H; Me-5’).
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RMN de 13C (150 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 151,1 (C-4, -N—C=CH-); 136,7 (C-1’, C);
132,0 (C-4’, CH); 129,1 (C-3’, CH); 125,5 (C-2’, CH); 102,4 (C-5, -C=CH-S-); 20,8 (C-
5", CHa).

3.3.3 — Sintese do 2-hidrazineil-4-(4-cianofenil)tiazol (TH6cC)

A preparacao do produto seguiu o procedimento geral descrito na Secéo 3.3
deste Capitulo 2 (p. 150), em que se reagiu 50,0 mg (0,549 mmol) de
tiossemicarbazida e 122,9 mg (0,549 mmol) de 2-bromo-4’-cianoacetofenona. Ao fim

da elaboracéo obteve-se um sélido amarelo claro (50,3 mg), com 42% de rendimento.

Aspecto fisico: sélido amarelo claro amorfo.
Formula molecular: CioHsN4S.

Massa molar: 216,26 g/mol.

Faixa de fus&o: 148-150 °C.

RMN de *H (600 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 8,77 (s; 1H; -NH-NH2); 7,97 (d; J2.3 = 8,0
Hz; 2H; H-2); 7,82 (t; J32 = 8,1 Hz; 2H; H-3’); 7,43 (s; 1H; H-5); 4,67 (s; 1H; —NH>2).
RMN de 3C (150 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 175,8 (C-2, -N=C-S-); 148,7 (C-4, —-N—
C=CH-); 132,5 (C-3’, CH); 127,1 (C-4’, CH); 126,0 (C-2’, CH); 119,1 (C-5’, —C=N);
109,2 (C-1’, C); 106,0 (C-5, —C=CH-S-).

3.3.4 — Sintese do 2-hidrazineil-4-(4-fluorofeniltiazol (TH6d)

3 2 °
1 32
F— , N/)\N,NH2
H
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A preparacao do produto seguiu o procedimento geral descrito na Secéo 3.3
deste Capitulo 2 (p. 150), em que se reagiu 50,0 mg (0,549 mmol) de
tiossemicarbazida e 119,2 mg (0,549 mmol) de 2-bromo-4’-fluoroacetofenona. Ao fim
da elaboracao obteve-se um solido avermelhado (28,1 mg), com 25% de rendimento.

Aspecto fisico: solido avermelhado amorfo.
Formula molecular: CioHsN4S.
Massa molar: 209,24 g/mol.

Faixa de fus&o: 122-124 °C (108 °C por YEFIDOFF-FREEDMAN et al., 2014).

RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 8,34 (s; 1H; -NH-NH2); 7,94 (m; 2H; H-
2’); 7,31 (m; 3H; H-5 e H-3’); 4,64 (s; 1H; —NH2).

RMN de *3C (150 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 164,0 (C-4', C); 150,4 (C-4, -N-C=CH-);
129,6 (d; J2.Fr =9 Hz; C-2’, CH); 116,1 (d; J3,F = 22 Hz; C-3’, CH); 115,7 (C-5, -C=CH-
S-).

3.4 — Micro-organismos, preparo dos inéculos e ensaio de microdiluicdo em

caldo

Os experimentos de avaliagdo da atividade antifingica dos derivados 2-
tiazolilhidrazinas seguiram o mesmo protocolo experimental apresentado nas Sec¢des
3.10 (p. 133) e 3.11 (p. 133) do Capitulo 1 deste trabalho.
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CONCLUSAO

A aplicacéo dos algoritmos de aprendizado de maquina levou & construgdo de
2.820 modelos de classificacdo, em que foram selecionados seis com robustezes
significativas. As técnicas de floresta aleatéria, perceptron de multiplas camadas e
numero de vizinhos proximos “k” levaram aos modelos com maiores robustezes para
a predicdo de ambas as atividades anti-C. albicans e anti-C. neoformans, com valores
de coeficiente de correlacdo de Matthews maiores que 0,55 para a validacéo interna
e 0,70 para a validacao externa. Os seis modelos selecionados para o protocolo de
triagem virtual classificaram, em consenso, quase 500 2-tiazolilhidrazonas com
potencial atividade contra os dois fungos com mais que 90% de probabilidade de
assertividade. A caracterizacdo quimioinformatica mostrou que 109 dessas
substancias cumpriam os critérios estabelecidos por ambas as regras de Lipinski e
Veber. Dessas, alguns representantes foram escolhidos para selecionar os analogos
a serem sintetizados.

Quatro derivados tiossemicarbazonas (TS2-5) foram sintetizadas com bons
rendimentos (61-100%), levando a dezoito derivados 2-tiazolilhidrazonas (TH2a-h,
TH3a, TH4a-h e TH5a) com rendimentos razoaveis a bons (41-93%). Segundo nossa
pesquisa na literatura, todas essas substancias sao inéditas. A tiossemicarbazona
TS1 ndo pode ser obtida visto que a oxidacao do 3-butin-1-ol para 3-butin-1-al ndo foi
bem-sucedida. E necessario aplicar outras metodologias para a oxidagdo do alcool
em que seja possivel isola-lo na etapa de elaboracéo.

Quanto a avaliacao da atividade bioldgica, os derivados contendo hidrazonas
alifaticas e com ligantes mais polares (TH3a, TH4a-h e TH5a) foram mais ativos contra
as espécies do género Candida em comparacao com os derivados da nabumetona
(TH2a-h) e outros derivados mais apolares descritos na literatura. Isso indica que a
estratégia de selecionar os analogos menos lipofilicos realmente levou a substancias
mais ativas. Vale destacar que cinco substancias (TH2h, TH3a, TH4e-f e TH5a)
apresentaram valores de concentragdo inibitéria minima menores que 10 pmol/L
contra o patégeno emergente C. auris, indicando que o esqueleto 2-tiazolilhidrazona
€ promissor para o desenvolvimento de uma classe de antifingicos contra esse micro-
organismo tao preocupante.

As observacoes vistas no estudo tedrico a respeito do potencial de hidrolise

foram relacionaveis com os dados experimentais de estabilidade dos derivados 63 e
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72. Vé-se que as energias dos orbitais de fronteira sdo os principais parametros
atrelados ao mecanismo de hidrolise das substancias, podendo ser um critério a ser
avaliado em estudos posteriores e para o planejamento de derivados contendo o
grupo hidrazona mais estaveis em meio aquoso.

Os quatro derivados 2-tiazolilhidrazinas (TH6a-d) foram sintetizados com
baixos rendimentos (25-59%). As quatro 2-tiazolilhidrazinas apresentaram valores de
MIC menores que 10 umol/L, mas ndo foram significativamente mais potentes que 0s
anélogos hidrazonas mais ativos deste trabalho e outros relatados na literatura. Isso
refuta a hipotese de Franco et al. (2021) das hidrazonas atuarem como pro-farmacos,
indicando que as hidrazinas provavelmente atuam por outro mecanismo de acao.
Outra conclusdo destes resultados € de que a porcado hidrazona contribui mais
expressivamente para a atividade biologica das 2-tiazolilhidrazonas, visto que as
hidrazinas apresentaram pouca diferenca em seus valores de MIC.

Os resultados obtidos neste trabalho reforcam que as 2-tiazolilhidrazonas
possuem um potencial bioldégico expressivo como uma futura nova classe de
antifangicos. A aplicacdo da inteligéncia artificial se mostrou eficiente na predicdo da
atividade antifungica, podendo ser aplicados na otimizacdo desse esqueleto na
obtencéo de substancias ainda mais potentes. Outro ponto marcante é que a selecéo
de derivados contendo hidrazonas mais polares levou a substancias mais ativas que
aquelas contendo grupos mais apolares. Esse critério se mostrou importante para
selecionar futuras substancias com perfis farmacocinéticos mais adequados e, com
isso, ter uma maior gama de aplicacfes terapéuticas, caso venham a se tornar
farmacos em algum momento futuro.

Em continuagdo a esse trabalho, espera-se testar os derivados tiazolicos
contra as espécies C. gattii e C. neoformans, objetivando validar experimentalmente
as predicdes realizadas pelos modelos de classificacdo. Também, espera-se avaliar
a estabilidade em meio aquoso dos derivados estudados no Capitulo 2 (p. 135), a fim
de validar os resultados teoricos obtidos. Além disso, as substancias TH3a, TH4c,
TH4e-h, TH5a e TH6a-d seréo avaliadas em modelo in vivo de infecgcdo com Candida
spp. em larvas da espécie de besouro Tenebrio molitor, a fim de estudar o potencial
terapéutico desses produtos para selecionar 0s mais promissores a serem avaliados

em modelos de infeccdo com mamiferos.
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APENDICES

APENDICE A - Espectros das tiossemicarbazonas

Apéndice A.1 - Espectros de RMN de TS2

-de) de TS2.
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Figura A.1.1 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz,
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Figura A.1.3 — Espectro de RMN de 13C e DEPT-135 (100 MHz, DMSO-ds) de TS2.
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Figura A.1.4 — Mapa de contornos COSY (400 MHz, DMSO-ds) de TS2.
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Figura A.1.5 — Mapa de contornos HSQC (400 MHz, DMSO-ds) de TS2.
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Apéndice A.2 — Espectros de RMN de TS3

Figura A.2.1 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) de TS3.
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Apéndice A.3 - Espectros de RMN de TS4

Figura A.3.1 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) de TS4.
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Figura A.3.2 — Espectro de RMN de 13C e DEPT-135 (100 MHz, DMSO-de) de TS4.
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Apéndice A.4 — Espectros de RMN de TS5

Figura A.4.1 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) de TS5.
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Figura A.4.2 — Espectro de RMN de 13C e DEPT-135 (100 MHz, DMSO-ds) de TS5.
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APENDICE B - Espectros das 2-tiazolilhidrazonas contendo grupo aromatico
Apéndice B.1 - Espectros de RMN de TH2a

Figura B.1.1 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) de TH2a.
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Figura B.1.2 — Expansdes do espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) (dH

2,00-4,00 e 7,10-7,90) de TH2a.
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Figura B.1.3 — Espectro de RMN de 13C e DEPT-135 (150 MHz, DMSO-ds) de TH2a.
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Figura B.1.4 — Mapa de contornos HSQC (600 MHz, DMSO-ds) de TH2a.
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Apéndice B.2 — Espectros de RMN de TH2b

Figura B.2.1 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) de TH2b.
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Figura B.2.3 — Espectro de RMN de 3C e DEPT-135 (150 MHz, DMSO-ds) de TH2b.
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Figura B.2.5 — Mapa de contornos HMBC (600 MHz, DMSO-ds) de TH2b.
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Figura B.3.1 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) de TH2c.
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Figura B.3.2 — Expansdes do espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-de) (OH 1,80-

4,00 e 7,10-8,10) de TH2c.
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Figura B.3.4 — Mapa de contornos HSQC (600 MHz, DMSO-ds) de TH2c.
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Figura B.3.5 — Mapa de contornos HMBC (600 MHz, DMSO-ds) de TH2c.
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Apéndice B.4 — Espectros de RMN de TH2d

Figura B.4.1 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) de TH2d.
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Figura B.4.3 — Espectro de RMN de 3C e DEPT-135 (150 MHz, DMSO-ds) de TH2d.
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Apéndice B.5 — Espectros de RMN de TH2e

Figura B.5.1 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) de TH2e.
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Figura B.5.3 — Espectro de RMN de 13C e DEPT-135 (150 MHz, DMSO-ds) de TH2e.
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Figura B.5.5 — Mapa de contornos HMBC (600 MHz, DMSO-ds) de TH2e.
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Figura B.6.1 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) de TH2f.
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Figura B.6.2 — Expansdes do espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-de) (OH 1,90-

4,00 e 7,10-7,90) de TH2f.
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Figura B.6.4 — Mapa de contornos HSQC (600 MHz, DMSO-ds) de TH2f.
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Figura B.6.5 — Mapa de contornos HMBC (600 MHz, DMSO-ds) de TH2f.

I

H-1', C-4 H-3', C-4

H-8' C-5'  H-3"/H-5", C-5"

H-3, C-1
10

H-3, C-4

H-4, C-3 H-1,C4 |

29

o ‘!
H-5', C-7"
H-v C8a Y H-4,Cc-3 H-4 C4
H-4", C-z%':?" »oaa H-4, C-2' H-3, C-2'
R ¥ H-5', C-4'
NH, G2 H-2" C-47 H-5", C-4" Hea, C-2
H-8,c» ZH5,C6  H9 C6 .
N 4 \H»3 c-2
NH, C-2"  H-5",C-2" ’
T T T T T T T T T T T T
11 10 9 8 7 6 4 3 2 1

2 (ppm)
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Figura B.7.1 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) de TH2g.
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Figura B.7.2 — Expansdes do espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-de) (OH 1,60-
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Figura B.8.2 — Expansdes do espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-de) (OH 1,20-

4,10 e 6,40-8,00) de TH2h.
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Figura B.8.4 — Mapa de contornos HSQC (600 MHz, DMSO-ds) de TH2h.
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Figura B.8.5 — Mapa de contornos HMBC (600 MHz, DMSO-ds) de TH2h.
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Apéndice C.1 — Espectros de RMN de TH3a

Figura C.1.1 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) de TH3a.
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Figura C.1.2 — Espectro de RMN de 3C e DEPT-135 (150 MHz, DMSO-ds) de TH3a.
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Figura C.2.1 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) de TH4a.
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Figura C.2.2 — Espectro de RMN de 13C e DEPT-135 (150 MHz, DMSO-ds) de TH4a.
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Figura C.3.1 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) de TH4b.
NO O AN N O
NN OANAN ™m -
NN NNKN N N
SN I
2 5
1 / S O
— 2'
‘ 5'— 4 NJ\N/N\WZ)?!\OH
\‘ | H
.

] |

2.010.86 2.07 3.233.00
810 ' ;.5 ' ;.O ' 6.5 ' é.O ' SY.S ' ;.0 ' ‘{.5 ' ‘{.0 ' 315 ' 3Y.0 £.5 ' 2.0 ' 1Y.5
f1 (ppm)

200

l2.5x10"

L2.0x10

F1.5x10"

L 1.0x10"

| 5.0x10'°

0.0

Figura C.3.2 — Espectro de RMN de 3C e DEPT-135 (150 MHz, DMSO-ds) de TH4b.
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Figura C.4.1 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) de TH4c.
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Figura C.4.2 — Espectro de RMN de 13C e DEPT-135 (150 MHz, DMSO-ds) de TH4c.
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Figura C.5.1 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) de TH4d.
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Figura C.5.2 — Espectro de RMN de 3C e DEPT-135 (150 MHz, DMSO-ds) de TH4d.
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Figura C.6.1 — Espectro de RMN de 1H (600 MHz, DMSO-d6) de TH4e.
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Figura C.6.2 — Espectro de RMN de 3C e DEPT-135 (150 MHz, DMSO-ds) de TH4e.
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Figura C.7.1 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) de THA4f.
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Figura C.7.2 — Espectro de RMN de 13C e DEPT-135 (150 MHz, DMSO-de) de TH4f.
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Figura C.8.1 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) de TH4g
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Figura C.8.2 — Espectro de RMN de 3C e DEPT-135 (150 MHz, DMSO-ds) de TH4g
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Figura C.9.1 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) de TH4h.
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Figura C.9.2 — Espectro de RMN de 3C e DEPT-135 (150 MHz, DMSO-ds
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Figura C.10.1 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) de TH5a.
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Figura C.10.2 — Espectro de RMN de *3C e DEPT-135 (150 MHz, DMSO-ds) de TH5a.
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Apéndice D.1 — Espectros de RMN de TH6a

Figura D.1.1 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) de TH6a.
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Figura D.1.2 — Espectro de RMN de 3C e DEPT-135 (150 MHz, DMSO-ds) de TH6a.
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Figura D.2.1 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) de TH6b.
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Figura D.2.2 — Espectro de RMN de 3C e DEPT-135 (150 MHz, DMSO-ds) de TH6b.
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1 — Espectro de RMN de *H (600 MHz, DMSO-ds) de TH6cC.
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Figura D.3.2 — Espectro de RMN de 13C e DEPT-135 (150 MHz, DMSO-ds) de TH6c.
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Figura D.4.1 — Espectro de RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) de TH6d.
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Figura D.4.2 — Espectro de RMN de *C e DEPT-135 (150 MHz, DMSO-ds) de

TH6d.
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