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RESUMO

Substancias com propriedades antioxidantes sao largamente estudadas em razao
de seu potencial terapéutico no tratamento e/ou prevencdo de diversos tipos de
doencas, inclusive o cancer. Uma das substancias antioxidante muito estudada é a
curcumina. A atividade antioxidante de derivados hidrazino-tiaz6licos também vem
sendo estudada. Neste trabalho foi planejada a sintese de analogos da curcumina e
heterociclos hidrazino-tiazolicos com potenciais atividades antioxidante e citotoxica.
A sintese dos analogos da curcumina foi realizada por meio da reacdo de
condensacdo aldolica entre a ciclohexanona ou acetona e aldeidos alifaticos ou
aromaticos. Ja os derivados tiazolicos foram obtidos pela condensacdo entre
cetonas ou aldeidos e a tiossemicarbazida, seguida da reacéo da tiossemicarbazona
correspondente com 2-bromo-acetofenona. Os compostos foram avaliados por meio
dos ensaios in vitro de atividade antioxidante usando o método de captura do radical
DPPH, radical ABTS e do método de reducao do ferro FRAP e atividade citotéxica
contra diferentes linhagens de células tumorais humanas: HL60 (leucemia mieldide
aguda), HCT (carcinoma colorretal), JURKAT (leucemia linfoblastica aguda), MCF7 e
MDA (adenocarcinoma de mama), THP1 (leucemia monocitica). O teste também foi
feito utilizando células Vero, modelo que mimetiza as células normais. No ensaio
antioxidante (DPPH), os derivados tiazdlicos 5a, 5e e 5g apresentaram os melhores
resultados com Clsy de 97,1; 95,4 e 60,4 puM, respectivamente, com atividade
superior a da curcumina (Clsp = 167,8 uM). No ensaio de citotoxicidade, dois
analogos da curcumina se destacaram: 1f (HL60 Clso = 9,8 uM, JURKAT Clso = 6,4
UM, MDA Clsp = 26 M, THP1 Clsp = 7,3 uM e VERO Clsp > 100 uM) e 2b (HL60 Clsg
= 3,2 UM, HCT Clso = 2,7 uM, MCF7 Clsp = 6,4 uM, MDA Clso = 18,9, THP1 Clso =
11,7 uM e VERO Clsp = 49 uM). Além disso, o composto 1f apresentou baixa
citotoxicidade para células normais (células Vero), indicando boa seletividade.

Palavras-chave: atividade antioxidante, bis-(benzilideno)-ciclohexanona, heterociclos

hidrazino-tiazolicos, curcumina, atividade citotoxica.



ABSTRACT

Substances with antioxidant properties have been extensively studied because of
their therapeutic potential in the treatment and/or prevention of numerous types of
diseases, including cancer. Curcumin is one of the most studied antioxidant
compound. The antioxidant activity of hydrazino-thiazoles derivatives has also been
studied. In this work, the synthesis of curcumin analogues and hydrazino-thiazole
derivatives with potential antioxidant and cytotoxic activities was planned. The
synthesis of curcumin analogues was performed by aldol condensation reaction
between cyclohexanone or acetone and aliphatic or aromatic aldehydes. The thiazole
derivatives were obtained by condensation of aldehydes or ketones and
thiosemicarbazide, followed by reaction of corresponding thiosemicarbazone with 2-
bromoacetophenone. Compounds were assayed in vitro for antioxidant activity using
the DPPH radical capture method, ABTS radical and iron reduction method FRAP
and for cytotoxic activity against a panel of human tumor cell lines, including HL60
(acute myeloid leukemia), HCT (colorectal carcinoma), JURKAT (acute lymphoblastic
leukemia), MCF7 and MDA (breast) and THP1 (monocytic leukemia). The cytotoxicity
of the compounds using Vero cell line was also established as a model to evaluate
toxicity on normal cell lines. In antioxidant assay (DPPH), thiazole derivatives 5a, 5e
and 5g showed the best results with 1Cso of 97.1; 95.4 and 60.4 uM, respectively,
over the activity of curcumin (ICsp = 167.8 mM). In the cytotoxicity assay, two of
curcumin analogues displayed results more promising: 1f (HL60 ICso = 9.8 uM,
JURKAT ICs5p = 6.4 uM, MDA 1Csp = 26 uM, THP1 ICso = 7.3 uM and VERO ICsy >
100 uM) and 2b (HL60 ICsg = 3.2 uM, HCT ICs0 = 2.7 uM, MCF7 ICs0 = 6.4 M, MDA
ICs50 = 18.9, THP1 IC50 = 11.7 uM and VERO Clso = 49 uM). Besides, compound 1f
showed no cytotoxic effect on normal cells (Vero cells), indicating a good selectivity.

Keywords: antioxidant activity, bis-(benzylidene)-cyclohexanone, hydrazino-thiazoles

heterocycles, curcumin, cytotoxic activity.
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1 INTRODUCAO

Inimeras pesquisas séo realizadas para esclarecer o papel dos radicais livres
em processos fisiopatoldégicos como envelhecimento, aterosclerose, inflamacao
e cancer. A finalidade dos radicais livres no organismo € combater
microrganismos invasores, além de estarem envolvidos na produgcdo de
energia, fagocitose, sinalizagdo intercelular, sintese de substancias biologicas
importantes e regulacdo do crescimento celular. No entanto, os radicais livres
podem também provocar danos teciduais (BABIOR, 2000; BARREIROS et al.,
2006), estando envolvidos com dezenas de doengas (FERREIRA e
MATSUBARA, 1997).

Radicais livres sdo moléculas organicas e inorganicas ou atomos que contém
um ou mais elétrons desemparelhados e existem independentes (HALLIWELL,
1994). Tais caracteristicas fazem dos radicais livres moléculas altamente
instaveis, com meia-vida curta e extremamente reativas (POMPELLA, 1997).
Devido a sua alta reatividade podem reagir com biomoléculas (proteinas,
lipideos, carboidratos e ADN), inativando-as. Os radicais livres sdo gerados nas
proprias células, no citoplasma, nas mitocondrias ou na membrana
(ANDERSON, 1996; YU e ANDERSON, 1997). A formacdo de espécies
reativas de oxigénio (ERO) in vivo é devido a catalise enzimética associada a
transferéncia de elétrons no metabolismo celular ou exposicdo a fatores

exdgenos. Dentre as principais ERO podemos citar o radical hidroxila (OH), o

radical superoxido (O3), e o 6xido nitrico (NO).

Os radicais hidroxila sédo conhecidos por serem 0s mais reativos e deletérios de
todas as ERO, porém apresentam baixa capacidade de difusdo (ANDERSON,
1996). A alta reatividade dos radicais hidroxila estd relacionada ao fato de
possuirem uma meia-vida muito curta e dificilmente serem neutralizados pelas
defesas antioxidantes enddgenas, a menos que seja administrada uma alta
dose de um antioxidante. Esses radicais atacam as moléculas por abstracéo de
hidrogénio e podem ser gerados por meio da rea¢do do H,O, com metais de

transicdo (Figura 1) ou pela hemodlise da agua quando exposta a radiacao
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ionizante. Esses radicais sdo 0s mais agressivos no que se refere a iniciacao
de dano celular in vivo (ROLLET-LABELLE, 2008, SARMA e SHARMA, 1999).

Figura 1 — Exemplo de formag&o do radical hidroxila por meio da reagéo do H,O, com

metais de transicéo.
Fe* + HyO,——Fe’* + OH + OH

Ja o radical superédxido, além causar danos celulares, tem seus efeitos
ampliados, uma vez que ele pode produzir outros tipos de radicais livres e
agentes oxidantes. O superoxido é produzido in vivo, por exemplo, por meio de
reacdes enzimaticas catalisadas pela xantina oxidase (HSU, 2006). A xantina
oxidase € a enzima responsavel pela transformacéo da hipoxantina em xantina
e da xantina em acido uUrico. Como subprodutos dessa reacdo tém-se a
formacao de peroxido de hidrogénio e do radical superéxido (Figura 2). Devido
a essas conversdes cataliticas, a xantina oxidase é considerada como uma das
principais fontes geradoras de radicais livres no organismo (DEW, DAY e
MORGAN, 2005).

Figura 2 — Converséo, catalisada pela xantina oxidase, da hipoxantina a acido drico.

(6] (6]
O, H202 7} H202
xantina oxidase xantina oxidase,
HN N \_/ HN | N \_/ HN | NH
LA PPN PP PN
N N O N N (0] N N (6]
H o— H H o— H H

202 202 202 202

Hipoxantina Xantina Acido Urico

Assim como os radicais hidroxila e os radicais superéxidos, o radical éxido
nitrico também pode levar a lesbes celulares. Algumas implicacées podem
ocorrer como inflamacéo, cancer e outras condi¢des patologicas (MONCADA,
PALMER e HIGGS, 1991). O 6xido nitrico é considerado uma das moléculas
mais simples biossintetizadas e é considerado um radical livre por possuir oito

elétrons no atomo de oxigénio e sete elétrons no atomo de nitrogénio, restando
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entdo, um elétron desemparelhado (BECKMAN e KOPPENOL, 1996; MORRIS
e BILLIAR, 1994).

A sintese endogena do o6xido nitrico (Figura 3) passa pela reacao de oxidacao
de um dos nitrogénios guanidinicos da L-arginina. Na primeira etapa um desses
nitrogénios passa por uma hidroxilacédo resultando na formacao da N-hidroxi-L-
arginina. A reacdo € dependente de NADPH e oxigénio (O,) e especula-se que
€ nessa etapa que envolve a acdo da NO-sintase, uma hemeproteina do
citocromo P450, numa reacao tipica de N-hidroxilacdo catalisada por enzimas
desse complexo. Na segunda etapa, além da dependéncia do NADPH e do O,
a reacao utiliza a flavina adenina dinucleotideo, flavina mononucleotideo e a
tetraidrobiopterina como cofatores para formacdo da L-citrulina e do NO
(MARLETTA, 1993).

Figura 3 — Sintese end6gena do 6xido nitrico.

HN NH, HO—N NH, Os__NH,
Y Y
HN HN HN
NADPH NADPH + NO
02 Oz
O 0] 0]
HoN HoN HoN
OH
L-arginina N-hidroxi-L-arginina L-citrulina Oxido nitrico

Geralmente o organismo se defende quando ha formacdo, em quantidades
fisioloégicas, de radicais livres. Ele possui inUmeros mecanismos para se
defender do estresse oxidativo, com o desencadeamento de apoptose
(MCCONKEY, 1998), visto que as vias classicas de apoptose ocorrem por

acumulo moderado de espécies reativas de oxigénio.

A apoptose pode ser definida como sendo a morte celular programada, que
provoca a morte da célula para evitar alteracbes celulares que levam a
prejuizos ao organismo como, por exemplo, o desenvolvimento de um cancer
(ZHOU e ELLEDGE, 2000). A apoptose pode ser induzida por uma grande

guantidade de estimulos dos quais podemos citar o estresse oxidativo que
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pode ser gerado por fatores internos ou externos ao organismo (MATES e
SANCHEZ-JIMENEZ, 2000).

Nas células viaveis, comandos apoptéticos permanecem “inativos”. A proteina
inibidora de apoptose neuronal (NAIP) presente no sistema nervoso central é
responsavel por essa func¢do. Dessa forma, ndo havera morte celular enquanto
ndo houver estimulos de morte e ligacdo aos receptores de apoptose da célula
(RAFF et al., 1993; AMEISEN et al., 2002). Este € um processo que ocorre de
forma eficaz e é necessario para a manutencdo das populacdes celulares
(LEIST e JAATTELA, 2001).

A ocorréncia de um desequilibrio entre a geracdo de radicais livres e a
capacidade do organismo em neutraliza-los gera o estresse oxidativo e, para
compensar, ha um aumento das defesas enzimaticas antioxidantes. Todavia,
gquando o0 organismo n&do consegue controlar a grande producao de radicais
livres, podem ocorrer danos e até morte celular (ANDERSON, 1996). A
etiologia de varias doencas como as cardiopatias, aterosclerose, problemas
pulmonares, doencas neurodegenerativas e processos mutagénicos e
carcinogénicos podem estar relacionados aos danos induzidos por radicais
livres (AMES et al., 1993; POULSEN et al., 1998; WITZUM, 1994).

Um dos mecanismos de defesa contra as ERO é exercido por compostos
antioxidantes oriundos da dieta ou compostos sintéticos. Dessa forma pode-se
dizer que substancias antioxidantes sdo responsaveis pela inativacdo de
radicais livres de forma a minimizar ou evitar danos celulares (HALLIWELL et
al., 1995). Substancias com propriedades antioxidantes tém sido largamente
estudadas em razdo de sua agcdo quimioprotetora e seu potencial terapéutico
para tratamento e/ou prevencao de diversos tipos de doengas. Dentre as
substancias antioxidantes encontradas em alimentos pode-se citar as vitaminas
A, C e E, a clorofilina, os flavonoides, carotendides e a curcumina (STAVRIC,

1994), além de varias classes de origem sintética.
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1.1 Curcumina e seus analogos

A curcumina € um pigmento amarelo-alaranjado extraido da raiz do agafrao-da-
india (Curcuma longa) que tem sido utilizado ha séculos como especiaria na
culinaria asiatica. A curcumina apresenta uma variedade de atividades
bioldgicas incluindo atividade antitumoral, anti-inflamatéria, antimicrobiana,
neuroprotetora, antidiabética e antiangiogénica. Algumas dessas atividades
podem estar relacionadas as suas propriedades antioxidantes. A curcumina
sequestra os radicais livres e ERO agindo, assim, na protecdo das
biomoléculas (lipideos, proteina, DNA) contra o estresse oxidativo (ANAD et al.,
2008; WEBER et al., 2005a).

A curcumina se apresenta quimicamente como um composto bis-a,3-
insaturado e possui em sua estrutura duas hidroxilas fendlicas e dois grupos
metoxilas ligados aos anéis aromaticos (Figura 4). Além disso, exibe uma
cadeia heptadiena com dois grupos que podem atuar como aceptores de
Michael. Existe em solu¢cdo como uma mistura em equilibrio entre uma dienona
simétrica e um tautdmero ceto-endlico, estabilizado por ligacdo de hidrogénio
(ANAND et al., 2008; WEBER et al., 2005a).

Figura 4 - Curcumina e representacéo do equilibrio ceto-endlico estabilizado por

ligacdo de hidrogénio.

O O (O XaNNe)

H3CO N = OCH, HsCO A OCHjy
HO ‘ ‘ OH HO ‘ E OH

Inicialmente se pensava que a atividade antioxidante da curcumina e seus
analogos estaria condicionada apenas a presenca de grupos fendlicos.
Entretanto, h4 exemplos de analogos contendo um grupo fendlico que néo
apresentam atividade antioxidante. Compostos fendlicos como | e Il, por
exemplo (Figura 5), ndo apresentaram atividade significativa quando

comparados com o protétipo, a curcumina (WEBER et al., 2005).
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Figura 5 — Derivados fenélicos da curcumina com baixa atividade antioxidante.

Com o objetivo de encontrar o farmacoéforo da curcumina, novos analogos
foram avaliados quanto a atividade antioxidante. Derivados sem substituintes
no anel apresentaram atividade antioxidante consideravel quando comparados
com o protoétipo. Esses compostos, estruturas 1l e IV (Figura 6), apresentam
um grupo alquila ligado ao carbono metinico central. Ja os compostos V e VI,
apresentando um carbono central tetrassubstituido ndo apresentaram
atividade. Com base nesses resultados sugere-se que a presenca de um
hidrogénio no carbono central é essencial para a atividade antioxidante
(WEBER et al., 2005; LITWINIENKO e INGLOD, 2004).

Figura 6 — Analogos da curcumina mono e dialquilados no carbono central.

O OH O OH
X = XN =
O CH,CgHs O O CHs O
1] vV
O OH
N ¥z
O HyC CHs O
VI

De acordo com estudos realizados por Litwinienko e Inglod, a formacéo de

\Y

radicais livres a partir da curcumina pode ocorrer por dois mecanismos: a)
formacao de um radical fenoxila estavel via abstracéo do hidrogénio fendlico ou
b) ionizagdo inicial do préton acido do metileno central, seguido por
transferéncia de elétrons para a formagéo de um carbono radicalar que podera
isomerizar a radical fenoxila (Figura 7). Em comparacdo com os compostos Il
e IV monoalquilados € possivel a formacao do radical no carbono central, o que

nao seria possivel nos compostos dialquilados V e VI, ja que ndo apresentam
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um hidrogénio éacido nessa posicdo (LITWINIENKO e INGLOD, 2004).
Portanto, a presenca de tais grupos facilita a formacéo de radicais, protegendo
as biomoléculas susceptiveis e justificando, assim, ag¢do antioxidante da

curcumina e seus analogos.

Figura 7 — Mecanismo de agéo de neutralizagio de radicais da curcumina e analogos

nao fendlicos.
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™ ™ &) +
P, § H
H H H
HO HO
OCH; OCH;
Curcumina
(@] (@]
H
HO
OCH
Y 3 l
O O O O
™ N .
ot BRI ;
) H
oo O
OCH; H+ OCH;
(0] (0] O O O (0]
—_— —_—
R H R R

Composto [l ou IV

Com relacdo a atividade antitumoral apresentada pela curcumina, acredita-se
gue se deva a sua capacidade em induzir a apoptose por inibir a atividade de
fatores de transcricdo (FT). Esses FT estdo inativos e quando ativados s&o
deslocados em direcdo ao nucleo para se ligarem a genes especificos. Um
desses FT é o fator nuclear kappa B (NF-kB) que é expresso em todos o0s tipos
celulares e desempenha uma ampla variedade de papéis vitais na inflamacéo,
imunidade, proliferacao celular, migragao e apoptose (DAS e VINAYAK, 2012;
MONTERA, 2007; SEN, e BALTIMORE, 1986).
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NF-kB corresponde a um heterodimero formado por duas subunidades de
proteinas, uma de 50 kDa, a proteina p50 ou NF-kB1 e outra de 65 kDa, a
proteina p65 (ou RelA). Em organismos que nao possuem leucocitos, por
exemplo, insetos, os dimeros do NF-kB podem ocorrer em combinagdes
heterodiméricas (p50/p105, p100/p129) e nos mamiferos podem ocorrer
combina¢cdes homodiméricas (p50/p50). Posterior a identificacdo do NF-kpB, foi
isolada outra proteina de 60 a 70 kDa denominada 1kB, com atividade inibitoria,
cuja associacao € especifica a dimeros de NF-kB para a formagéao de trimeros
(p50/p60/1kB) impedindo a ligacdo do NF-kB com DNA quando este estd no
nucleo. Por ser um complexo de acrescido tamanho, a forma trimérica é retida
no citoplasma nédo sendo translocada para o nucleo (BAEUERLE e
BALTIMORE, 1988).

Devido ao seu variado estimulo de ativacdo e a quantidade de genes que o
regula, o fator de transcricdo NF-kB possui uma quantidade bem maior de
acOes que os demais fatores de transcricao até entdo elucidados (GLEZER et
al., 2000).

Para que o NF-kB seja ativado e atinja o nucleo é necessario a conversao da
forma trimérica na forma dimérica, que pode ser realizada por trés vias de
sinalizacdo, e isso s6 é possivel apods fosforilacdo de duas serinas da IkB,
serina 32 e serina 36. ApGs a fosforilagdo, a por¢éo inibitéria, kB, € entédo
degradada. Como mecanismo indireto de ativacdo, a por¢cdo NF-k também é
fosforilada. Dessa forma, o NF-kP esta ativado e pode ser translocado para o
interior do ndcleo e exercer sua acdo de regulador de transcricdo génica
(MERIKA et al., 1998)

Apesar do seu variado estimulo de ativacdo as vias de sinalizacdo do NF-kB
sdo apenas trés, a via classica ou candnica, a via alternativa ou ndo canbnica e

uma via atipica.

Na via classica ha a participagdo do complexo IKK. Do complexo IKK
participam subunidades cataliticas IKKa e IKKB e ainda uma subunidade KKy,

conhecida como NEMO. Essas subunidades se agrupam como homo ou
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heterodimero e séo responsaveis por fosforilar as IKBs (KARIN e BEN-
NERIAH, 2000). A IKKB realiza a fosforilagdo da IKBa (Figura 8) levando a sua
degradagdo por proteassoma e a liberacdo do heterodimero p50/RelA. E por
essa via que o NF-kB é ativado pela maioria de seus estimulos como TNF, IL-
1, e LPL de bactérias gram-negativas (BEG et al., 1995).

Figura 8 — Mecanismo de ativagio do NF-KB pela via classica (CECON, 2010).
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A via alternativa é induzida por linfotoxina B, levando a ativacado da IKKa pela
quinase (NIK), indutora de NF-kB. Essa inducdo levar4 a fosforilacdo da
subunidade p100 e processamento desta a p52. Nesta via o dimero que sera
descolado serd o RelB/p52. A ativacdo dessa via esti relacionada aos
processos de desenvolvimento, maturagdo e selecdo de linfécitos B e T e
participam da diferenciacédo de células dendriticas, apresentadoras de antigeno
(BURKLY et al., 2007).
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Em relacdo a terceira via, a via atipica, sua ativacdo se da pelo
reconhecimento de DNA danificado. Esses danos podem ser oriundos de
radiagdo ultravioleta, estimulos redox de radicais livres ou em situagdo de
hipéxia. Um mecanismo independente com complexo IKK é ativado levando a
fosforilacdo de IKB. Nessa via também havera desprendimento do complexo
IKK do NF-kB, porém sem haver degradacdo do complexo IKK por
proteassoma (TERGAONKAR, 2006).

A ativacdo e a translocacao nuclear de NF-kB pode resultar de uma série de
fatores externos ou internos, incluindo uma ampla gama de estimulos tais como
citocinas, fatores de crescimento, tirosina-quinases, toxinas bacterianas,
infeccédo viral, estresse oxidativo e alguns produtos quimicos farmacéuticos. A
ativacdo do NF-kB pelo estresse oxidativo é uma importante causa na
progressdo do céancer. O estresse oxidativo € um desequilibrio entre oxidantes
e antioxidantes, levando a modificagdo nas propriedades bioquimicas de
biomoléculas nas células, o que resulta na disfuncédo fisiolégica. Um dos
oxidantes geradores dessa disfuncédo é o H,O, que normalmente € convertido
em agua pelas enzimas, catalase e GPx (glutationa peroxidase). O que ocorre
€ gue no estresse oxidativo o sistema de defesa antioxidante esta esgotado e o
peréxido de hidrogénio que era para ser degradado continua provocando danos
oxidativos além de serem potentes ativadores do NF-kB (SUBUDHI e CHAINY,

2010).

Ha evidéncias de que uma das funcbes dos ERO € atuar como segundos
mensageiros envolvidos na ativacdo do NF-kB, em resposta a estimulos, tais
como citocinas e fatores de crescimento que, por sua vez, ativam genes nos

estagios iniciais da progresséao do ciclo celular (DAS e VINAYAK, 2012).

Estudos mostram que o NF-kB é um importante regulador da transcricao de
proteinas oncogénicas e que a adicdo de antioxidantes ou numa
superexpressdo de enzimas antioxidantes, pode levar a inativagdo do NF-kB e

até a prevencao do cancer.



29

Estudos realizados por Das e colaboradores mostraram o papel
anticancerigeno da curcumina pela modulagédo da ativacdo de NF-kB por meio
da defesa antioxidante. Foi demonstrado que a producao intracelular de H,0,
em microambiente oxidativo promove a ativacdo do NF-kB. A curcumina é
capaz de inibir o estado oxidativo por perturbar o ciclo vicioso da producédo de
ERO, responséavel pelo elevado microambiente oxidativo para o crescimento do
tumor, ou seja, a remocédo de H,O, € considerada um passo eficaz na inibi¢cao

do aparecimento do tumor e pode evitar a metastase.

Conforme citado acima, a curcumina apresenta um grande potencial como
antioxidante e antitumoral, entretanto, suas aplicacbes ainda sdo bem
limitadas, uma vez que ela possui sensibilidade em meio alcalino, a tratamento
térmico, a ions metalicos e possui baixa solubilidade em agua. Além disso, a
curcumina apresenta propriedades farmacocinéticas inadequadas, como baixa
absorcdo por via oral e é rapidamente metabolizada e eliminada (LIN et al.,
2009; MISHRA, MOHAMMADA e MISHRA, 2008; PARAMERA, KONTELES e
KARATHANOS, 2011). Para contornar esses problemas, varios analogos da
curcumina estdo sendo sintetizados e avaliados e, alguns deles, serdo

descritos a seguir.

Apesar da importancia para a atividade antioxidante do grupo metileno acido
presente na estrutura da curcumina, esse grupo confere instabilidade em
valores de pH acima de 6,5. Para contornar esse problema, Sardjiman e
colaboradores sintetizaram uma série de analogos da curcumina (Figura 9),
resultando na obtencdo de compostos mais estaveis e mantendo as
propriedades antioxidantes (SARDJIMAN et al., 1997).
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Figura 9 — Série de analogos da curcumina mais estaveis sem a presenga do grupo

metileno.
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A remocao do carbono metilénico em IXa diminuiu sua poténcia quando
comparado com a curcumina. Os derivados VIIb e Vlllb apresentaram baixa
atividade quando comparados com os andlogos Vlla e Vllic. Com base em
estudos adicionais, observou-se uma reducdo da acidez da hidroxila fenélica
guando grupos volumosos, como 0 grupo t-butila, estdo proximos, alterando,
assim, parametros fisico-quimicos e dificultando a formacdo do radical nessa
posicdo por impedimento estérico. Portanto, grupos volumosos em R1 e R2
podem diminuir a poténcia dos compostos sintetizados. Dentre os analogos

testados, Vlic e Vllic apresentaram maior poténcia antioxidante.

Em 2012, Lam e colaboradores avaliaram a atividade antioxidante de analogos
da curcumina com base na sua capacidade em atuar como armadilha para
radical DPPH (2,2-difenil-1-picrisil-hidrazina) (DPPH radical scavenging) e inibir
a atividade de NO (LAM et al., 2012).

O método DPPH radical scavenging é muito utilizado para avaliagdo da

atividade antioxidante e baseia-se no principio de que o radical DPPH® capta
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um radical hidrogénio de uma molécula antioxidante (OLIVEIRA, VALENTIM e
GOULART, 2009), por exemplo, o BHT (butil hidroxitolueno), um antioxidante
sintético comumente utilizado nas formulagdes cosméticas (LANGE, HEBERLE
e MILAO, 2009) (Figura 10), para se tornar uma molécula mais estavel. O
DPPH reduzido apresenta uma coloracdo amarela, enquanto o radical DPPH*
apresenta coloracao violeta. Dessa forma, a medida da capacidade de reducao
do composto antioxidante poderd ser medida espectrometricamente por meio
da leitura da absorvancia. Quanto mais amarelo, maior a capacidade

antioxidante do composto.

Figura 10 — reag&o entre o antioxidante BHT e o radical DPPH'.
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Utilizando esse método, Lam e colaboradores avaliaram a atividade
antioxidante de uma série de 33 derivados de 2,6-bisbenzilidenos-

cicloalcanonas e pirazolina (Figura 11) (LAM et al., 2012).
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Figura 11 — Exemplos de alguns analogos da curcumina avaliados com antioxidantes e

inibidores da atividade de NO.
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Nesse estudo ficou demonstrado que compostos contendo hidroxilas fendlicas
vizinhas apresentaram melhor atividade frente a captura do radical DPPH. Os
compostos Xa, Xb e Xlc, por exemplo, apresentaram resultados comparaveis
ao do controle positivo, quercetina, (Clsop = 21,46 £ 0,85 pM) com valores de
Clso = 13,27 + 1,78, 14,81 + 2,09 e 20,71 = 1,11 pyM, respectivamente. Ja 0s
compostos que ndo possuem hidroxilas em posicGes adjacentes apresentaram
atividade bem inferior, com Clsg entre 50 a 75 pM. Ja no teste de inibicdo de
producdo de NO, os compostos Xla e Xlb suprimiram a producdo de 6xido
nitrico com valores de Clsy de 6,68 + 0,16 e 6,09 + 0,46 e UM, respectivamente,
se mostrando quase quatro vezes mais potente que a curcumina que
apresentou Clsp de 21,58 £ 2,06 uM. A maior rigidez da estrutura contendo o
anel cicloexanona, além de maior estabilidade pela auséncia do hidrogénio
metilénico acido, pode ter contribuido na modulacdo dos parametros fisico-
qguimicos, justificando, assim, a maior atividade de Xla e Xlb. Nesse estudo,
observou-se, também, que a atividade dos compostos estava relacionada ao
seu valor de coeficiente de particdao (P), representado na forma de logP.
Compostos apresentando valores de logP inferiores a 5, foram mais ativos com
relacdo a inibicdo de NO, o que pode estar relacionado, também, a melhores
caracteristicas fisico-quimicas. Por fim, os derivados de pirazolinicos foram

planejados na tentativa de mimetizar o grupo dicetdnico existente na
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curcumina, todavia todos os derivados foram menos ativos que as
bis(benzilideno)alcanonas correspondentes. Uma explicagdo para a menor
atividade dos derivados pirazolinicos seria pela violacdo de algumas das regras
de Lipinski incluindo logP e peso molecular. Os compostos Xlla e Xllb, por
exemplo, apresentaram valores elevados de LogP (maior que 5), e peso
molecular acima de 500 g/mol, superior aos valores preconizados por Lipinski
(LIPINSKI, 2001). Mesmo assim, intercambiar o grupo carbonila do anel
ciclohexano por um anel pirazolinico, € uma possibilidade interessante e que
merece novas investigacdes com uma nova série de compostos, pois, apesar
da baixa atividade dos derivados pirazolinicos, eles se destacaram por

apresentar baixa citotoxicidade.

Com relacdo a atividade citotoxica, varios analogos da curcumina ja foram
testados avaliando a inibicao do crescimento e apoptose de células tumorais de
préstata humana PC-3 (WEI, X et al., 2012) (Figura 12). Dentre os compostos
avaliados, os compostos Xlllb-XIlIf foram os mais potentes, sendo capazes de
inibir o crescimento das células PC-3 em 87%, 78%, 95%, 82% e 85%,
respectivamente, quando testados na concentragcdo de 5 pM, enquanto a

curcumina, na mesma concentracgao, inibiu apenas 66% do crescimento.

Figura 12 — Estruturas das substancias Xllla-XIIIf.
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Nesse caso, ao contrario do observado por Sardjiman e colaboradores (Figura
12) (SARDJIMAN et al. 1997), a presenca do grupo tert-butila foi importante
para a atividade citotoxica, sendo o anélogo Xllld um dos mais promissores
nesse estudo. Pode-se concluir, também, que, corroborando com os resultados
descritos por Lam e colaboradores (Figura 12) (LAM et al., 2012), o aumento
da atividade do composto Xllic, quando comparado a curcumina, pode estar
associado ao aumento da rigidez da molécula pela presenca do anel
ciclohexanona, conferindo maior estabilidade a molécula. Todos os analogos
testados, com excecao de Xllla, apresentaram atividade citotoxica mais potente
e efeitos mais pronunciados na via apoptotica de células PC-3, em comparagao

com a curcumina.

A avaliacdo da inducdo de apoptose de células PC-3 pela curcumina resultou
num pequeno aumento de células apoptéticas. JA o tratamento com o0s
compostos Xllla-Xllld estimulou a apoptose em células PC-3 de um modo
dependente da concentracdo. Os compostos Xlllb e Xllld demonstraram
melhores efeitos sobre a apoptose em comparagdo com 0s outros compostos.
O efeito desses dois compostos mais ativos sobre a ativacdo de caspase-3,
uma protease pro-apoptética, em comparacdo com a curcumina foi também
determinado. O tratamento de células PC-3 com a curcumina causou apenas
um pequeno aumento na atividade da caspase-3, enquanto que o tratamento
com Xlllb e Xllld causou um aumento de aproximadamente 8 vezes na
atividade de caspase-3 (WEI, X et al., 2012).

Associado a esses resultados, foi possivel, também, estabelecer uma
correlacédo entre ativagao do fator kaapa  com diminui¢cao da via apoptdtica e
aumento de crescimento celular. Quando as células PC-3 foram tratadas com a
curcumina e o analogo Xllla, observou-se apenas ligeira diminuicdo na
atividade do fator kaapa . Ao ser avaliado com os analogos XllIb-XIIIf
percebeu-se que houve uma maior diminuigcdo na atividade de transcricdo de
fator kaapa B, com consequente inibicado de crescimento celular e estimulagéo
da via apoptotica. Pode-se concluir, portanto, que substéncias antioxidantes
apresentam potencial uso terapéutico no tratamento de doencas associadas a

acdo do NF-«B, no sentido de inibir sua a¢éo. Entretanto, novos analogos sdo
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necessarios para um melhor estudo de relacdo estrutura e atividade (WEI, X et
al., 2012).

Bayomi e colaboradores descreveram um estudo explorando as atividades
antioxidante e antitumoral de derivados da curcumina (BAYOMI et al., 2013).
Vinte e quatro novos derivados foram preparados utilizando a curcumina como
prototipo. Os compostos foram testados contra células de carcinoma hepatico
(hepatite G2), células de fibroblasto de pulmdo humano (WI38), células
epiteliais de rim de macaco (VERO) e células de adenocarcinoma de mama
humano (células MCF-7). Para a avaliacdo da atividade antioxidante utilizou-se
a capacidade da substancia de capturar o radical (ABTS™), conforme
fundamento ilustrado na Figura 13. Nesse ensaio, a medida da capacidade
antioxidante de um composto € medida espectrometricamente, por meio da
leitura da absorvancia. Quanto menor a intensidade da cor, maior a capacidade

antioxidante do composto.

Figura 13 — Formac&o do radical ABST e sua redug&o por um agente antioxidante

(HUANG, e PRIOR, 2005).
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Dentre 0os compostos sintetizados os que apresentaram melhor resultado de
atividade citotéxica e melhor atividade quanto a capacidade de sequestrar o
radical ABTS foram os que possuiam metoxila vizinha a hidroxila na posicao 4
do anel aromatico (Figura 14). A porcentagem de células viaveis, apos
tratamento com XlIVa, XIVb e XIVc, na concentracdo de 20 puM, foi de 47%,
28%, 21% para células (hepatite G2), 78%, 58% 65% para células (W138),
55%, 32%, 19% para células MCF-7 e 82%, 69%, 12% para células (VERO),
respectivamente. Além dos compostos ndo terem sido ativos contra todas as

linhagens em estudo, o composto XIVc apresentou alta toxicidade para células
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VERO com viabilidade celular de apenas 12%. No teste de avaliacdo da
atividade antioxidante, o0s mesmos compostos XlVa-XIVc apresentam inibicéo
de mais de 50% do radical ABTS"™, isso mostra uma boa correlacdo entre acédo

antioxidante e atividade antitumoral.

Figura 14 — Compostos apresentando atividade citotéxica e antioxidante mais

promissora.
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Apesar desse e de outros estudos (ATMANI et al., 2011; VECHIA et al., 2009;
SILVA et al., 2006; CAI et al., 2004; CHUNG et al., 1998), a correlacéo entre as
atividades antioxidante e antitumoral € um assunto que merece ser abordado
com maior profundidade, pois, em alguns casos, 0s resultados sdo ainda
conflitantes (BOOT et al., 2012).
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1.2 Heterociclos Tiazolicos

Além da curcumina e seus derivados, outra classe de substéncias com
atividade antioxidante e antitumoral promissora e bastante explorada pela
industria farmacéutica sao os heterociclos (MINH-AN, et al., 2014; HASSAN
,2012; MOHANA e KUMAR, 2013; SHIH, SU e WU, 2007).

Desses, merecem destaques, 0s heterociclos tiazdlicos (Figura 15) por
representam uma classe importante de compostos heterociclicos que vém
sendo investigada por muito tempo em razdo de suas significativas

propriedades medicamentosas.

Figura 15 — Nucleo tiazolinico.

Derivados tiazélicos tém atraido a comunidade cientifica por estarem presentes
em uma variedade de produtos naturais e moléculas biologicamente ativas, tais
como abafungina, sulfatiazol, ritonavir, epotilonas, nitazoxanida e meloxicam
(KASHYAP et al.,, 2012; GULSORY e GUZELDEMIRCI, 2007) (Figura 16),
apresentando uma diversidade de atividades biolégicas como antibacterianos,
antifangicos, anti-HIV, anti-hipertensivo, anti-inflamatoério, anticancerigeno,
anticonvulsivante, antihelmintico, antidepressivo e atividade antituberculose
(BHUSARI et al., 2000; GONG et al, 2014; KASHYAP et al., 2012;
MARUSAWA et al., 1999; PAGET et al., 1969; SINGH et al., 2010;).
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Figura 16 — Exemplos de derivados tiazolicos biologicamente ativos.
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Dentre os heterociclos tiazélicos, merecem destaque os hidrazino-tiazéis
(Figura 17), derivados ciclicos de tiossemicarbazonas. A facilidade de sintese,
alto rendimento, baixo custo e variedade de acbes farmacoldgicas tais como
antimicrobiana, anti-inflamatéria, antiviral, antituberculose e citotoxica
(MAHLER et al., 2006; ABDEL-WAHAB, ABDEL-AZIZ e AHMED, 2009), tornam

essa classe bastante promissora na Quimica Medicinal.

Figura 17 — Estrutura geral dos hidrazino-tiazélicos.
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Shih e colaboradores estudaram a atividade antioxidante de hidrazino-tiazolicos
utilizando os métodos de DPPH e ABTS descritos anteriormente (Figuras 10 e
13) e concluiram que a presenca do grupo N-H na porcdo hidrazino €
importante para a atividade, em razao da possibilidade de formagédo de um

radical nessa posigao (Figura 18). Dessa forma, esses compostos podem atuar
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como agentes antioxidantes por reagir rapidamente com radicais livres,
neutralizando-os e evitando, assim, danos as biomoléculas (SHIH, SU e WU,
2007).

Figura 18 — Reacéo dos derivados tiazélicos com um radical.
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Estudos experimentais avaliaram a atividade antioxidante de alguns derivados
hidrazino-tiazolicos (Figura 19) e, com base nos resultados, foi possivel
identificar alguns compostos com atividade bastante promissora (SHIH, SU e
WU, 2007). Os compostos XVa-XVd, causaram diminuicdo instantanea da
absorvancia do DPPH, ou seja, apresentou boa atividade antioxidante e
semelhante a vitamina E (Clsp = 26,3 pM), o que sugere uma boa acéo
antioxidante dessa série de compostos. JA& 0s compostos XVe-XVh, com
substituinte éster no anel tiazélico, causaram reducgédo gradual do radical DPPH
indicando uma reatividade mais lenta quando comparados com a substancia de
referéncia. Essas observacfes sugerem que 0s compostos da série XVa-XVvd
se apresentam como bons sequestradores de radicais livres (MOHANA e
KUMAR, 2013; SHIH, SU e WU, 2007).
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Figura 19 — Derivados hidrazino-tiazélicos com atividade antioxidante avaliada.
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Estudos recentes mostraram que o0s heterociclos hidrazino-tiazélicos
apresentaram resultados promissores quando testados contra trés linhagens de
células tumorais MCF-7 (adenocarcinoma de mama humano), HT29
(carcinoma de colon) e A549 (adenocarcinoma de pulmao humano) (MINH AN,
et al., 2014). Nesse trabalho, a atividade antioxidante dos compostos também
foi avaliada utilizando o método do radical DPPH. Os resultados obtidos se
mostram animadores, com trés compostos apresentando Clsp contra uma das
células tumorais, na faixa de micromolar baixo (< 10 uM) e, no caso da
atividade antioxidante, seis compostos foram mais ativos quando comparados

ao controle positivo, o BHT (Clsp = 207 uM). Os resultados de atividade dos
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compostos mais ativos nesse estudo estdo ilustrados na Figura 20. Observa-

se uma boa correlagdo entre a atividade citotoxica e antioxidante.

Figura 20 - Derivados hidrazino-tiazdlicos apresentando atividade citotoxica e

antioxidante.
H s
N
Br \N' \</
N
N
//\R
N XVI
Et

Atividade citotoxica ’ ‘ Atividade antioxidante

a R = 4-CH; Clsy = 7,8 uM (Células HT29) BHT Clso =207 uM

bR =3-NO, Clg, = 9,7 uM (Células A549) a R =4-CH; Clgy = 86 pM
¢ R = 4-CN Clgo = 8,5 uM (Células A549) ¢ R = 4-CN Clgo = 158 uM
dR=HClsy =111 uM
e R = 4-OCF; Cls = 139 uM
f R = 4-Cl Clsy = 141 M
gR=4-BrClgy = 172 uM

Com base nos exemplos mostrados, € possivel concluir que os heterociclos
hidrazino-tiazdlicos apresentam grande potencial farmacoldgico e a sintese de

novos derivados se torna, portanto, de interesse.
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2 JUSTIFICATIVA

Atualmente a correlagdo entre agentes antioxidantes e radicais livres se tornou
relevante devido ao surgimento de varias doencas decorrentes de espécies
radicalares. Apesar dos radicais, em pequena quantidade, serem desejaveis
para um bom funcionamento do organismo, seu aumento pode levar a diversos
danos celulares como a aterosclerose, inflamacdes cronicas, Alzheimer e ainda
pode gerar lesées no DNA, RNA e proteinas causando citotoxicidade e tumores
(JIMENEZ et al, 2000).

Nesse sentido, a curcumina e seus analogos bis(benzilideno)alcanonas
representam uma classe bastante relevante que, apesar de largamente
estudada, merece investigacfes adicionais na busca por analogos mais
efetivos, apresentando melhores caracteristicas fisico-quimicas, baixa
toxicidade e conhecimentos adicionais sobre relacdo estrutura-atividade e/ou
mecanismo de acdo. A estrutura dos novos analogos (Figura 21) foi planejada
utilizando-se a ciclohexanona e diversos aldeidos via reacdo de condensacao

alddlica.

Figura 21 - Estrutura quimica dos analogos da curcumina planejados.
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A importancia do sistema aromético e a presenca do anel central ou uma
cadeia alifadtica pentadienila foi investigada. Assim, o anel aroméatico foi
substituido por uma cadeia alifatica ciclica (Figura 22) (etapa A) e o anel
central ciclohexanona foi substituido por uma cadeia aberta (etapa B).
Substituicdo por outros grupos, que ndo contenham um hidrogénio &cido, foi
planejada para confirmar a importancia do fenol (etapa C). Substituicdo do anel
aromatico por um sistema heterociclico também foi planejado (etapa D) para
avaliar a importancia desse grupo na molécula. Derivados monossubstituidos

foram sintetizados para fins de comparacéo (etapa E).

Figura 22 — Nova série de analogos da curcumina para estudos de REA

0
HO OH

Analolgo contento substituintes semelhantes
aos da curcumina

", N
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RWR R/ki’j/\R R= | _N
R &
R' = OCHj4 R= X

R’ = N(CHy), LN
R'=NO, Z
R'=H

Outra classe que merece destaque, nesse contexto, sdo 0s heterociclos
hidrazino-tiazélicos que se mostram bastantes promissores com base no pouco
que ja foi investigado. A grande possibilidade de variacdo dos substituintes
ligados a porcdo hidrazino-tiazolica torna possivel a obtencdo de uma
diversidade de novos analogos com consequente modulacdo de parametros
farmacodinamicos e farmacocinéticos, essenciais para um bom candidato a

farmaco. A estrutura dos derivados tiazolicos (Figura 23) foi planejada
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utilizando-se a tiossemicarbazida e uma variedade de cetonas e aldeidos e

alfa-bromoacetofenona.

Figura 23 — Estrutura quimica dos heterociclos hidrazino-tiazélicos planejados.

H S
N
N N

R1:
Rz
Z Z T =z NO2

Ry= Ry= LN R¢=
R2 =H R2 =H Rz =H
R, = Cl R, =Cl R, =ClI
R2 = OCH3 R2 = OCH3 R2 = OCH3

R %H Ry= /\)]\/

R2 =H R2 =H

Rz =Cl R2 =ClI

R, = OCH,4 Rz = OCH3

Os heterociclos hidrazino-tiazélicos foram planejados com o intuito de se
avaliar o efeito dos substituintes na atividade bioldgica. Planejou-se, entéo, a
obtencdo de derivados contendo substituintes alifaticos, aroméaticos, doadores
ou retiradores de elétrons. Andlogos nédo substituidos foram considerados para

fins de comparacédo (Figura 24).

Figura 24 — Exemplos de substituintes ligados ao anel hidrazino-tiazélico planejados

para estudos de REA.

P h
R = substituinte allfatlc& / R, = substituinte aromético

7 N\

R, = Cl , R, = OCH,
(fracamento doador de elétrons) (fortemente doador de elétrons)
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Associada as justificativas acima abordadas, outro quesito que merece ser
ressaltado € a praticidade e facilidade de sintese das bis(benzilideno)alcanonas
e dos hidrazino-tiazolicos. Em Quimica Medicinal essa vantagem &
extremamente importante, pois permite o desenvolvimento de novas moléculas

bioativas com baixo custo e possibilidade de producdo em larga escala.

Com base no exposto, objetivou-se, no presente trabalho, a sintese e a
avaliacao das atividades antioxidante e citotoxica de uma série de derivados da

curcumina e heterociclos tiazolicos.
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3 OBJETIVO GERAL

Sintetizar e avaliar as atividades antioxidante e citotéxica de anélogos da

curcumina e heterociclos hidrazino-tiazolicos.

3.1 Objetivos especificos

a - Sintetizar derivados da curcumina via reacéo de condensacao aldodlica;

b - Sintetizar heterociclos tiazélicos partindo-se de condensacao de carbonilas
de aldeidos e cetonas com tiossemicarbazidas e posterior ciclizagéo;

c - Sintetizar derivados da curcumina e heterociclos contendo diferentes

substituintes para estudos de relagcao estrutura-atividade;

d - Avaliar in vitro a atividade antioxidante das moléculas sintetizadas;

e - Avaliar a citotoxicidade das substancias sintetizadas frente a diferentes

linhagens de células tumorais humanas;

f - Avaliar a citotoxicidade das substancias contra células normais, utilizando

modelo de células Vero e calcular o indice de seletividade;
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4 PLANO DE SINTESE

A etapa-chave para obtencédo das bis alcanonas consiste em uma reacao de
condensacéao alddlica, utilizando-se ciclohexanona ou acetona e uma variedade
de aldeidos alifaticos e aromaticos (variacdo do grupo R — Esquema 1). A
obtencdo dos derivados mono ou dissubstituidos foi proposta variando-se a

propor¢éo do aldeido e da cetona presente no meio da reacéao.
Esquema 1- Rota de sintese proposta para a obtencdo dos analogos da curcumina.

O 1) (6] O
O O
a W X = Z "R
éoquAH_.R R ou R“ij”mué”

a = NaOH, EtOH ou HCI

OCHj N §
R: R: R: R\ R: |
OCHj OH Z =N
OH NO,
R: R: R: R: R: _
OCH; OCHs T

A obtencdo dos derivados hidrazino-tiazélicos foi proposta em duas etapas.
Inicialmente, cetonas e aldeidos alifaticos sdo submetidos a reacdo de
condensacao com a tiossemicarbazida para obtencéo das tiossemicarbazonas
correspondentes (Esquema 2).
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Esquema 2 — Rota de sintese proposta para a obtencéo das tiossemicarbazonas.
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as tiossemicarbazonas obtidas na etapa anterior, s&o

reacdo com alfa-bromo-acetofenona substituida ou néo

substituida para obteng&o dos heterociclos tiazdlicos (Esquema 3).
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Esquema 3— Rota de sintese proposta para a obtenc&o dos heterociclos hidrazino-

tiazolicos.
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5 MATERIAIS E METODOS

As temperaturas das faixas de fusdo das substancias sintetizadas foram
determinadas em aparelho Microquimica MQAPF 301 no Laboratorio de
Quimica Farmacéutica da Faculdade de Farmacia da UFMG e ndo foram

corrigidas.

Os espectros no infravermelho foram obtidos em espectrdbmetro com
transformada de Fourier Spectrum One Perkin Elmer, no Laboratorio de

Quimica Farmacéutica da Faculdade de Farmacia da UFMG.

Os espectros de RMN *H, RMN *3C e DEPT 135 foram realizados em aparelho
Bruker AVANCE DPX200, no Laboratorio de Ressonancia Magnética Nuclear
de Alta Resolucdo — LAREMAR, no Departamento de Quimica da UFMG. Para
0 processamento dos espectros foi utilizado o programa TOPSPIN 1.3 —
Bruker.

Para atribuicdo das bandas dos espectros no IV bem como dos sinais dos
espectros de RMN utilizou-se como base as referéncias Silverstein e
colaboradores e Pavia e colaboradores (PAVIA, LAMPMAN e KRIZ, 2001;
SILVERSTEIN, WEBSTER e KIEMLE, 2005).

Para andlise em cromatografia em camada delgada (CCD) utilizou-se silica gel
60 G Merck® em camadas de 0,25 mm de espessura sobre placas de vidro.
Para cromatografia em coluna de silica (CCS) utilizou-se silica gel 60 (0,063-
0,200 mm/70-230 mesh) Merck®.

Utilizou-se como reveladores vapores de iodo, solu¢do de ninhidrina 0,3% p/v
em alcool etilico, solugdo de 2,4-dinitrofenilidrazina 1% p/v em alcool metilico
contendo 3% de &cido sulfurico concentrado e solugdo de CAM contendo 5%
p/v de molibdato de aménio, 14% v/v de H,SO,4, 1% p/v de sulfato de cério em

solucéo aquosa.
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Os ensaios para avaliagdo da atividade citotoxica foram realizados em
colaboragdo com Professora Elaine Maria de Souza Fagundes do
Departamento de Fisiologia e Biofisica, Instituto de Ciéncias Biologicas da
UFMG.

Os ensaios de atividade antioxidante foram realizados em colaboracdo com a
Professora Renata Adriana Labanca do Departamento de Alimentos,

Faculdade de Farmacia da UFMG.

5.1 Sintese de 2,6-bis-(ciclohexilmetileno)-ciclohexanona (1a)

[ERN

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 69 mg (0,7 mmol) de
ciclohexanona, foram adicionados 314 mg (2,80 mmol) de ciclohexano-
carboxaldeido e 2 mL de etanol. Posteriormente, 15 gotas de solucdo de
hidroxido de sodio 0,2 mol/L foram adicionadas a mistura e o baldo foi mantido
sob agitacdo em temperatura ambiente. Apds 1 hora de reacdo, observou-se a
formacdo de uma fase imiscivel e a andlise por CCD (eluente: hexano/acetato
6:4, reveladores: 1) vapor de iodo, 2) solugcdo de 2,4-dinitrofenilhidrazina,
seguido de aguecimento) revelou a presenca de um produto e dos materiais de
partida. Adicionaram-se entdo 4 gotas de THF, para completa solubilizacdo do
reagente e, apos 40 minutos, observou-se o0 consumo completo da cetona e do
aldeido de partida. Adicionaram-se a mistura, gelo e agua gelada e transferiu-
se para o congelador por 4 horas. A mistura foi extraida com acetato de etila (3
x 30 mL). Reuniram-se as fases organicas e adicionou-se sulfato de sodio
anidro. Filtrou-se e ao solvente foi removido em evaporador rotatério, obtendo-
se 132 mg de uma mistura do produto e de um subproduto. O residuo obtido foi
entdo purificado por CCS (eluente: hexano 100% e hexano/acetato de etila
99:1). Foram obtidos 102 mg (51% de rendimento) do produto la na forma de

um soélido amarelo claro e ceroso.
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FM: CooH300
MM: 286,2297 g/mol
FF: 76,3-77,5 °C

IV, G/lcm™: 2920, 2843 (sp°C-H), 1674 (C=0),1622 (C=C), 1594, 1444 (C=C

arom.).

RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6), 5/ppm: 6,63 (2H, d, J51 = 10 Hz, 2 x H-5);
2,52-2,48 (4H, m, 2 x H-3); 2,25 (2H, m, 2 x H-1’); 1,72-1,63 (10H, m, 2 x H-4, 8
x H-2’); 1,25-1,21 (12H, 8 x H-3’, 4 x H-4’).

RMN de *3C (50 MHz, DMSO-d6), d/ppm: 190,45 (C=0); 145,46 (2 x C-5);
134,29 (2 x C-2); 37,35 (2 x C-1"); 31,96 (4 x C-2); 26,46 (2 x C-3), 26,08 (2 x
C-4’); 25,83 (4 x C-3'); 22,84 (C-4).

5.2 Metodologia geral para a sintese das bis-(arilmetilidenos)-
ciclohexanonas 1b, 1c, 1le e 1g (WEBER et al., 2005a).

Em um baldo de fundo redondo contendo 2 equivalentes do aldeido
correspondente, 1 equivalente de ciclohexanona e 1 mL, por equivalente da
ciclohexanona, de alcool etilico 95%, adicionou-se lentamente 1 mL, por
equivalente, de solucdo de hidroxido de sédio 0,2 mol/L (0,2 mmol). A mistura
reagente foi mantida sob agitagcdo magnética a temperatura ambiente até que o
consumo dos reagentes fosse observado por CCD. Ao final da reacédo a
elaboracao foi feita eliminando-se parte do solvente e o precipitado foi filtrado a

vacuo e lavado com agua gelada.
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5.2.1 Sintese de 2,6-bis-(benzilideno)-ciclohexanona (1b)

O
1, 24 A
AN 2z
3 4
4
ib

Foram obtidos 77 mg (77% de rendimento) de 1b, na forma de um sélido
amarelo, conforme metodologia descrita ha secdo 5.2, apdés 30 minutos de
reacdo. A reacao foi acompanhada por CCD utilizando hexano/acetato 6:4
como eluente e 1- vapor de iodo, 2 — 2,4 dinitrofenilhidrazina, seguido de
aguecimento, como reveladores.

FM: CyoH150

MM: 274,1358 g/mol

FF.: 112-113,3 °C; F.FLit.:113,2-114,4 (BRAGA, 2012)

IV, 0/cm™: 3056 (sp? C-H), 2932, 2862 (sp® C-H), 1665 (C=0), 1604 (C=C),

1574, 1488, 1443 (C=C arom.).

5.2.2 Sintese de 2,6-bis-(piridin-4-ilmetileno)-ciclohexanona (1c)

(@]

1 51,2'.
NS 2/|\3
N/ 3 /N

4

1c

Foram obtidos 130 mg (75% de rendimento) de 1c, na forma de um sdlido
amarelo, de acordo com metodologia geral descrita na secdo 5.2, apos 1 hora

de reacdo. A reacdo foi acompanhada por CCD utilizando acetato de
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etila/metanol 8:2 como eluente e 1) vapor de iodo; 2) 2,4 dinitrofenilhidrazina,

seguido de aquecimento, como reveladores.

FM:C1gH16N20

MM: 276,1263 g/mol

FF.: 144,9-145,2 °C; FF.: lit 142,3-144,5 (VATSADZE et al., 2006)

IV, G/cm™: 3052, 3020 (sp® C-H), 2941, 2890, 2837 (sp> C-H), 1666 (C=0),
1611 (C=C), 1590, 1576, 1542 (C=C arom.).

5.2.3 Sintese de 2,6-bis-(3,4-dimetoxibenzilideno)-ciclohexanona (1e)

Foram obtidos 69 mg (69% de rendimento) de 1le, na forma de um soélido
amarelo, seguindo a metodologia descrita na secdo 5.2, ap6s 3 horas de
reacdo. A reacao foi acompanhada por CCD utilizando diclorometano/metanol
99:1 como eluente 1 — vapor de iodo; 2 — 2,4-dinitrofenilhidrazina, seguido de

aguecimento, como reveladores.

FM: C24H260s5

MM: 394,1780 g/mol

FF: 141,8-143,1 °C; FF Lit.: 138-140 °C (DU et al., 2006)

IV, O/em™: 3074 (sp? C-H), 2989, 2931, 2837 (sp® C-H), 1651 (C=0), 1594,
1575 (C=C), 1510, 1448 (C=C arom.), 1245, 1136 (C-O).
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RMN de *H (200 MHz, MeOD), 5/ppm: 7,75 (2H, s, 2 x H-5); 7,12 (2H, dd, Js 5=
8 Hz; Jg:2= 2 Hz, 2 x H-6); 7,02 (2H, d, J2'¢= 2 Hz 2 X H-2’); 6,90 (2H, d, J5 ¢ =
8 Hz, 2 x H-5); 3,92 (3h, s, OCHj3); 3,91 (OCHs); 2,96-2,91 (4H, m, 4 x H-3);
1,89-178 (2H, m, H-4).

RMN de *C (50 MHz, MeOD), &/ppm: 189,93 (C=0); 149,76 (2 x C-3'); 148,83
(2 x C-4’); 136,70 (2 x C-5): 134,58 (4 x C-2); 129,10 (2 x C-1’); 123,91 (2 x C-
6), 114,01 (2 x C-2); 111,16 (2 x C-5'); 55,93 (4 x OCHs); 28,45 (2 x C-3);
23,03 (C-4).

5.2.4 Sintese de 2,6-bis-(quinolin-4-ilmetileno)-ciclohexanona (1q)

Seguindo a metodologia geral da secdo 5.2, foram obtidos 93 mg (93% de
rendimento) de 1g, na forma de um sdlido amarelo cristalino. Utilizou-se como
eluente para CCD acetato de etila/metanol 7:3 e como reveladores: 1 — vapor
de iodo; 2 — 2,4-dinitrofenilhidrazina, seguido de aquecimento.

FM: C26H20N20

MM.: 376,1576 g/mol

FF: 156,2-157,2 °C; FF Lit.:153,4-154,3 (BRAGA, 2012).

IV, O/cm™: 3056 (sp? C-H); 2957 (sp® C-H); 1672 (C=0); 1613 (C=C); 1580,
1562, 1504 (C=C arom.).
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5.3 Sintese de 2,6-bis-(4-metoxibenzilideno)-ciclohexanona (1d)

A um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 44 mg (0,45 mmol) de
ciclohexanona e 120 mg (0,88 mmol) de 4-metoxibenzaldeido, foram
adicionados 30 mg (0,089 mmol) de acido p-toluenosulfénico (TSA). A mistura
reagente foi mantida sob agitacdo a 80 °C. Apés 2 horas de reacdo observou-
se o0 completo consumo dos reagentes por CCD (eluente:
diclorometano/hexano 96:4; reveladores 1) vapor de iodo, 2) solucédo de 2,4-
dinitrofenilhidrazina, seguido de aquecimento). Adicionou-se agua destilada
(aproximadamente 10 mL) e manteve sob agitacdo por mais 10 minutos para a
solubilizacdo do catalisador TSA. O precipitado formado foi filtrado a vacuo
obtendo-se 152 mg de um produto preto e pastoso. O residuo foi, entdo, lavado
varias vezes com acetona obtendo-se ao final 138 mg (92% de rendimento) de

um sélido amarelo claro e cristalino, correspondente ao produto desejado (1d).
FM: C22H2203
MM: 334,1569 g/mol

FF: 158-159,4 °C; Lit.: 160-162 °C (JABERI-KARIMI e POOLADIAN, 2012);
160-162 °C (LI et al., 2003)

IV, 0/cm™: 2939, 2828 (sp® C-H), 1657 (C=0), 1592 (C=C), 1553, 1507, 1451
(C=C arom.), 1429, 1417 (dobramento de —CHj>-)

RMN de H (200 MHz, DMSO-d6), 8/ppm: 7,77 (2H, s, 2 x H-5); 7,45 (4H, d,
J2;3’: 10 Hz, 2 x H-2’); 6,94 (4H, d, J3’,2’: 10 Hz, 2 x H-3’); 3,84(6H, S, 2 X
OCHs); 2,92 (4H, t, J3.4= 6 Hz, 2 x H-3): 1,80 (2H, q, Jas = 6 Hz 2 x H-4).
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RMN de *3C (50 MHz, DMSO-d6), d/ppm: 190,20 (C=0); 160,00 (2 x C-4’);
136,59 (2 x C-5); 134,39 (2 x C-2); 132,35 (4 x C-2’); 128,79 (2 x C-1’), 113,99
(4 x C-3’); 55,65 (2 x OCHg); 28,62 (2 x C-3), 23,11 (C-4).

5.4 Sintese de 2,6-bis-(4-hidroxi-3-metoxibenzilideno)-ciclohexanona (1f)

Em um balédo de fundo redondo contendo 50 mg (0,53 mmol) de ciclohexanona
foram adicionados 161 mg (1,06 mmol) de 4-hidroxi-3-metoxibenzaldeido e 1,5
mL de etanol. O baldo foi mantido em banho de gelo e, em seguida, adicionou-
se, gota a gota, 0,06 mL de &cido cloridrico concentrado. A mistura reacional foi
mantida sob refluxo e apdés 2 horas verificou por CCD (eluente:
diclorometano/metanol 99,5:0,5% e reveladores: 1) vapor de iodo; 2) 2,4-
dinitrofenilhidrazina, seguido de aquecimento) a presenca do aldeido de
partida. Foram adicionadas mais 20 gotas de ciclohexanona. Ap6s 9 horas de
reacdo verificou-se o consumo completo do aldeido de partida. A mistura de
reacao foi resfriada a temperatura ambiente e, em seguida, foram adicionados
20 mL de 4gua destilada e extraiu-se com acetato de etila (3 x 50 mL). As fases
organicas foram reunidas. Adicionou-se sulfato de sédio anidro, filtrou-se e o
solvente foi removido em evaporador rotatério. O produto obtido foi
recristalizado em solucdo etandlica 70% resultando em 174,84 mg (93% de

rendimento) de 1f.

FM: C22H2205

MM: 366,1467 g/mol

FF: 175,5-176,3 °C; FF lit. 177-178 °C (WEBER, et al., 2005a); 179-181°C
(TANAKA, et al., 1987).
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IV, 0/cm™: 3358 (O-H), 3048 (sp® C-H), 2988, 2952, 2928, 2830 (sp° C-H),
1639 (C=0), 1575 (C=C), 1513, 1467, 1451 (C=C arom.), 1429, 1395
(dobramento de —CH»-), 1161, 1127 (C-0O).

RMN de *H (200 MHz, DMSO-d6), 8/ppm: 7,57 (2H, s, 2 x H-5); 7,09 (2H, s, 2 X
H-2); 7,02 (2H, d, Je5= 8 Hz, 2 x H-6’); 6,85 (2H, d, J5:s= 8 Hz, 2 x H-5’); 4,07
(2H, s, 2 x OH); 3,81 (6H, s, 2 x OCH3); 2,88 (4H, m, 2 x H-3); 1,71 (2H, m, H-4)

RMN de **C (50 MHz, DMSO-d6), &/ppm: 188 (C=0); 147,87 (2 x C-3’); 147,48
(2 x C-4’); 136,24 (2 x C-5); 133,53 (2 x C-1"); 127,01 (2 x C-2), 124,27 (2 x C-
2’); 115,60 (2 x 6°); 114,81 (2 x C-5’), 55,65 (2 x OCHs); 28,03 (2 x C-3), 22,65
(C-4).

5.5 Metodologia geral para a sintese das bis-(arilmetilidenos)-
ciclohexanonas 2a, 2b, e 2c (DU et al., 2006).

Em um baldo de fundo redondo contendo 2 equivalentes do aldeido
correspondente e 1 equivalente de acetona foi adicionado 1 mL, por
equivalente da ciclohexanona, de alcool etilico 95%. O baldo foi mantido em
banho de gelo e, em seguida, adicionou-se uma gota de &cido cloridrico
concentrado. A mistura reagente foi mantida sob agitacdo magnética a
temperatura de 40 °C até que o consumo dos reagentes fosse observado por
CCD. Ao final da reacao a elaboracgédo foi feita adicionando-se 20 mL de agua
destilada e realizando a extracdo com acetato de etila (3 x 30 mL). As fases
organicas foram reunidas, adicionou-se sulfato de sodio anidro, filtrou-se e o

solvente foi removido em evaporador rotatério.

5.5.1 Sintese de 1,5-bis(4-hidroxifenil)penta-1.4-dien-3-ona (2a)
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AplOs 2 horas de reacdo e seguindo a metodologia geral da secédo 5.5,
observou-se por CCD (eluente: diclorometano/metanol 98:2; reveladores: 1)
vapor de iodo, 2) solucéo de 2,4-dinitrofenilhidrazina, seguido de aguecimento),
a formacao de dois produtos e a presenca do aldeido de partida. Adicionaram-
se entdo mais 15 gotas de acetona. Apds 22 horas de reacdo, observou-se 0
consumo completo do aldeido. Foi obtido um residuo pastoso que foi purificado
por CCS (eluentes: diclorometano/metanol 99:1). Foram obtidos 65 mg (65%
de rendimento) de 2a, na forma de um solido roxo. O segundo produto ndo foi

caracterizado.

FM: C17H1403

MM: 266,0943 g/mol

FF: > 300 °C; FF Lit.: > 300 °C (DU et al., 2006)

IV, 0/cm™: 3158 (O-H), 1634 (C=0), 1593, 1578 (C=C), 1509, 1436 (C=C
arom.), 1168, 1119 (C-0O).

RMN de *H (200 MHz, MeOD), d/ppm: 7,57 (1H, d, J3,= 16 Hz, 2 x H-3); 7,43
(2H, d, J»3= 8 Hz, 2 x H-2'); 6,91 (2H, d, J,3 = 16 Hz, 2 x H-2); 6,71 (2H, d,
J32=8Hz, 2 xH-3); 4,8 (2H, s, 2 x OH, sobreposto ao sinal do solvente).

RMN de 3C (50 MHz, MeOD), 8/ppm: 191,84 (C=0); 161,66 (2 x C-4’); 145,30
(2 x C-3); 131,82 (4 x C-2'); 127,83 (2 x C-1’); 123,59 (2 x C-2), 117,06 (4 x C-

3).

5.5.2 Sintese de 1,5-bis-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-penta-1,4-dien-3-ona (2b)

e 4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-but-3-en-2-ona (2c)
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Seguindo a metodologia descrita na secédo 5.5, observou-se por CCD (eluente:
diclorometano contendo 0,5 % de metanol; reveladores: 1 - vapor de iodo, 2 -
solugcdo de 2,4-dinitrofenilhidrazina, seguido de aquecimento), a formagéo de
dois produtos e a presenca do aldeido de partida. Foram adicionadas, entao,
mais 10 gotas de acetona. Apos 30 horas, observou-se o consumo do aldeido.
Foram obtidos 282 mg de um residuo pastoso de cor preta, que foi,
posteriormente, purificado por CCS (eluente: diclorometano/metanol
99,7:0,3%). Foram obtidos 182 mg (60,7% de rendimento) de 2b e 68 mg
(22,7% de rendimento) do produto 2c.

FM: ClgH1305
MM: 326,1154 g/mol

FF: 85,5-86,6 °C; FF Lit.: 84-86 °C (WEBER, et al, 2005a); 82-83°C
(MASUDA, et al., 1993)

IV, O/cm™: 3391 (O-H), 2929 (sp® C-H), 1618 (C=0), 1582 (C=C), 1509, 1444,
1451 (C=C arom.), 1425 (dobramento de —CH>-), 1161, 1127 (C-0O).

RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6), &/ppm: 9,66 (2H, s, 2 x OH); 7,66 (2H, d,
Jao= 16 Hz, 2 x H-3); 7,86 (2H, d, Jo6= 2 Hz, H-2'): 7,21 (2H, dd, Jgo = 2
Hz;Jg5= 8 Hz, 2 X H-6); 7,15 (2H, d, Jo5= 16 Hz, 2 x H-2); 6,64 (2H, d, J5:6= 8
Hz, 2 x H-5'); 3,78 (6H, s, 2 x OCHs).

RMN de 3C (50 MHz, DMSO-d6), &8/ppm: 188,04 (C=0); 149,52 (2 x C-3');
147,97 (2 x C-4’); 142,78 (2 x C-3); 126,37 (2 x C-1'); 123,36 (2 x C-6'), 123,04
(2 x C-2); 115,69 (2 x C-5); 111,42 (2 x C-2'); 55,73 (2 x OCHy).
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FM: C11H1203

MM: 192,0786 g/mol

FF: 120-120,9 °C; FF Lit.: 119 °C (JIRASEK, et al., 2014); 123-125 °C (WANG
et al., 2011)

IV, 0/cm™: 3241 (O-H), 3002 (sp® C-H), 2949, 2849 (sp* C-H), 1674(C=0),1634,
1580 (C=C), 1516, 1465, 1461, (C=C arom.), 1122, 1024 (C-O).

RMN de *H (200 MHz, DMSO-d6), &/ppm: 7,45 (1H, d, Js3 = 16 Hz, H-4); 7,10
(1H, s, OH); 7,07 (1H, d, Js:¢ = 8 Hz, H-5'); 6,92 (1H, d, Jg:5 = 8 Hz, H-6'); 6,58
(1H, d, Js.4 = 16 Hz, H-3); 6,25 (1H, s, H-2');: 3,91 (3H, s, OCHs); 2,36 (3H, s, 3 X
H-1).

RMN de '3C (50 MHz, DMSO-d6), 8/ppm: 198,48 (C=0); 148,60 (C-3"); 147,20
(C-4'); 143,92 (C-4): 127,13 (C-1); 125,15 (C-3), 123,63 (C-6); 115,11 (C-5);

109,78 (C-2'); 56,16 (OCHs), 27,40 (C-1).

5.6 Sintese de 2-benzilideno-ciclohexanona (3a)

Em um baldo de fundo redondo contendo 106 mg (1,08 mmol) de
ciclohexanona foram adicionados 57 mg (0,54 mmol) de benzaldeido e
adicionou-se, lentamente, 0,5mL de solucdo de hidroxido de so6dio 1 mol/L. A
mistura reacional foi mantida sob agitacdo magnética e refluxo por 24 horas. A
evolucdo da reacéo foi monitorada por CCD (eluente: acetato de etila/hexano
9:1; reveladores: 1) -vapor de iodo, 2) - solugcdo de 2,4-dinitrofenilhidrazina,

seguido de aquecimento). Apés término da reacdo, adicionaram-se 20 mL de
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agua e extraiu-se o produto com diclorometano (3 x 20 mL). As fases organicas
foram reunidas, adicionou-se sulfato de sodio anidro, filtrou-se e o solvente foi
eliminado em evaporador rotatorio. Foram obtidos 92 mg (92% de rendimento)
de uma mistura de 3a mais impurezas que néao foi possivel a purificacdo. A
mistura foi obtida na forma de um 6leo amarelo.

FM: Ci13H140

MM: 186,1045 g/mol
F.F Lit.: 49,4-53,6 °C (FALCK et al, 2006); 36-39 °C (TAKEISHI et al., 2004)

IV, 0/cm™: 3053, 3023 (sp® C-H), 2936, 2863 (sp* C-H), 1678 (C=0),1590, 1572
(C=C), 1490, 1445, (C=C arom.).

5.7 Metodologia geral para a sintese das 2-(arilmetilideno)-
ciclohexanona 3b-3d (WEBER et al., 2005).

Em um baldo de fundo redondo contendo 2 equivalentes de ciclohexanona e 1
equivalente do aldeido correspondente, adicionou-se lentamente solugéo
aguosa de hidroxido de sodio 1 mol/L (1 equivalente). A mistura reacional foi
mantida sob agitacdo magnética a temperatura ambiente. A evolucdo da
reacdo foi monitorada por CCD até obsevar o consumo completo dos
reagentes. Apés término da reacédo, elaborou-se da seguinte maneira, exceto
quando especificado: adicionou-se a mistura reagente agua gelada e o

precipitado formado foi filtrado a vacuo e lavado com agua gelada.

5.7.1 Sintese de 2-(hidroxi-(piridin-4-il)-metil)-ciclohexanona (3b)
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Seguindo a metodologia geral descrita na sec¢do 5.7 e ap0s 2 horas de reacao
foram obtidos 132 mg (66% de rendimento) de um sdlido branco cristalino. A
evolucéo da reacao foi monitorada por CCD (eluente: acetato de etila/metanol
7:3; reveladores: 1) - vapor de iodo, 2) - solucdo de2,4-dinitrofenilhidrazina,

seguido de aquecimento).

FM: C12H15N02

MM: 205,1103 g/mol

FF: 165,8-166,7 °C; FF Lit.: 108-109 °C (WEBER et al, 2005a)

IV, G/cm™: 3098 (O-H), 2936, 2859 (sp*> C-H), 1703 (C=0), 1605 (C=N) 1445,
1413 (C=C arom.), 1121, 1063 (C-O).

RMN de *H (200 MHz, DMSO-d6), 5/ppm: 8,46 (2H, d, J3» = 6,0 Hz, 2 x H-3");
7,31 (2H, d, J2,3 = 6,0 Hz, 2 x H-2'); 5,38 (1H, d, Jon,7 = 4 Hz, OH); 5,13 (1H, t,
J7.0on = 4 Hz, H-7); 2,63-2,57 (1H, m, H-2); 2,30-2,26 (2H, m, H-6); 2,09-1,53
(6H, m, H-3, H-4, H5).

RMN de 3C (50 MHz, DMSO-d6), 8/ppm: 210,28 (C=0); 154,09 (C-1'); 149,45
(2 x C-3"),121,77 (2 x C-2'); 68,26 (C-7); 56,41 (C-2); 41,84 (C-6); 26,82 (C-5);

25,88 (C-4): 23,94 (C-3).

5.7.2 Sintese de 2-(hidroxil-(3-nitrofenil)-metil)-ciclohexanona (3c)

Seguindo a metodologia geral descrita na secao 5.7 e apos 1 hora de reacao,
foram obtidos 182 mg (91% de rendimento) de uma mistura de 3c mais
impurezas que nao foi possivel a purificagdo. A mistura se apresentou na forma

de um Oleo amarelo. A evolucdo da reacdo foi monitorada por CCD (eluente:
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hexano/acetato de etila 6:4; reveladores 1) - vapor de iodo, 2) solucéo de 2,4-

dinitrofenilhidrazina, seguido de aquecimento).

FF:Lit.: 69-71°C (WEBER et al, 2005a)

FM: C13H16NO4

MM: 250,1079 g/mol

IV, O/cm™: 3472 (OH), 3090 (sp® C-H), 2940, 2865 (sp® C-H); 1697 (C=0), 1524
e 1347 (NO; assim. e sim.), 1480, 1448 (C=C arom.).

5.7.3 Sintese de 2-(4-(dimetilamino)-benzilideno)-ciclohexanona (3d)

Seguindo a metodologia geral descrita na secéo 5.7, observou o final da reacéo
apos 19 horas por CCD (eluente: henaxo/acetato de etila 6:4; reveladores: 1 —
vapor de iodo, 2 - solucdo de 2,4-dinitrofenilhidrazina. A reacéo foi mantida sob
agitacao e refluxo. Apos resfriado, adicionou-se 20 mL e fez-se a extracdo com
acetato de etila (3 x 50 mL). As fases organicas foram reunidas, adicionou-se
sulfato de sodio seguido de filtracdo. O solvente foi eliminado e o sélido obtido
foi recristalizado em solucdo etanodlica 70%. Foram obtidos 192 mg (64% de

rendimento) de 3b, na forma de um sdélido alaranjado e cristalino.

FM: C15H19NO

MM: 229,1467 g/mol

FF.: 123,2-124,5 °C; FF lit.: 127,0-127,5° (DU et al, 2006)



65

IV, O/cm™: 2964, 2934, 2895, 2807 (sp® C-H); 1657 (C=0), 1608 (C=C), 1560,
1516, 1463 (C=C arom.).

RMN de *H (200 MHz, DMSO-d6), &/ppm: 7,74 (1H, s, H-7); 7,37 (2H, d, J» 3 =
10,0 Hz, 2 x H-2'); 6,67 (2H, d, J3 2= 10 Hz, 2 x H-3’); 2,98 (6H, s, 2 x CHj3);
2,84 (2H, m,2 x H-6); 2,64-2,48 (2H, m, 2 x H-3); 1,93-1,69(4H, m, 2 x H-4, 2 X
H-5).

RMN de *C (50 MHz, DMSO-d6), 8/ppm: 201,15 (C=0); 150,73 (C-4’); 137,26
(C-7) 132,74 (2 x C-2'); 131,94 (C-2); 123,80 (C-1°); 111,80 (2 x C-3’); 40,23 (2
X CHs); 40,10 (C-6); 29,23 (C-3), 24,04 (C-4), 23,36 (C-5).

5.8 Metodologia geral para a sintese das tiossemicarbazonas 4a-4d.

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 1 equivalente de
tiossemicarbazida e 1 equivalente do aldeido ou cetona correspondente,
adicionou-se, gota a gota, acido acético concentrado até pH na faixa de 4-4,5 e
5 mL por equivalente de alcool etilico. O baldo contendo a mistura reacional foi
mantido sob agitacdo magnética e refluxo. O final da reag&o foi monitorado por
CCD. Apo6s o término da reacdo a elaboracdo foi realizada da seguinte
maneira, exceto quando especificado: transferiu-se o baldo para um banho de
gelo e ap6s resfriado, adicionou-se 20 mL de &gua gelada. O precipitado
formado foi filtrado a vacuo e lavado com agua destilada.

5.8.1 Sintese de 2-benzilideno-(ciclohexilideno)hidrazino-carbotioamida

(42)
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ApoOs 2 horas de reacédo seguindo a metodologia geral descrita na secao 5.8 e
utilizando-se acetato de etila como eluente para a CCD e vapor de iodo como
revelador, obteve-se um precipitado amarelo. O residuo foi recristalizado em
etanol obtendo-se 260 mg (87% de rendimento) de 4a na forma de um sélido

cristalino de cor amarelo-palha.

FM: C14H17N38

MM: 259,1143 g/mol

FF: 157-158,8 °C. Lit.: 154-156° C. (KLOCHKOVA e ANIS’ KOV, 2009).

IV, 0/cm™: 3406 (NH e NH,), 3234 e 3145 (N-H e NH,), 3022 (sp® C-H); 2928,
2960(sp® C-H), 1593 (C=N), 1492, (C=C), 1446, 1419 (C=C arom.), 1074
(C=S).

RMN de *H (200 MHz, DMSO-d6), 8/ppm: 10,09 (1H, s, N-H); 8,21 (1H, s; NH>);
7,78 (1H, s, NHy); 7,36-7,21 (6H, m, 2 x H-2’, 2 x H-3’, H-4’, H-7); 2,64-2,50
(4H, m, 2 x H-3, 2 x H-6, sobreposto ao sinal do solvente); 1,62-1,59 (4H, m, 2
X H-4 e 2 x H-5).

RMN de *3C (50 MHz, DMSO-d6), d/ppm: 178,76 (C=S); 152,44 (C-1); 136,72
(C-1’); 136,31 (C-2); 129,72 (2 x C-3’); 128,19 (2 x C-2’); 127,75 (C-7); 127,15

(C-4); 28,49 (C-3), 27,12 (C-6); 23,52 (C-5); 22,42 (C-4).

5.8.2 Sintese de 2-(2-(hidroxi(piridin-4-i)metil)ciclohexilideno)hidrazino-

carbotioamida (4b)
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Seguindo a metodologia geral descrita na secéo 5.8, foram obtidos, ao final de
4 horas de reacdo,158 mg (79% de rendimento) de 4b na forma de um sélido
branco cristalino. A reag&o foi monitorada por CCD (eluente: acetato de etila e

revelador: vapor de iodo).
FM: C13H18N4,OS

MM: 278,1201 g/mol

FF: 187,2-188,1 °C

IV, /cm™: 3454 (O-H), 3331 e 3221 (N-H e NH,), 3038 (sp? C-H); 2948, 2932,
2863 (sp® C-H), 1606, 1583, 1497 (C=N), 146, 1452(C=C arom.), 1042 (C=S),
1005 (C-O).

RMN de *H (200 MHz, DMSO-d6), 8/ppm: 10,12 (1H, s, N-H); 8,45 (2H, d, J3»=
8,0 Hz, 2 x H-3’); 8,02 (1H, s, NH>); 7,34 (3H, d, J2:3= 8,0 Hz, 2 x H-2’, NH>);
5,37 (1H, d, Jon,7= 4 Hz, OH); 5,17 (1H, t, J7.0n=J72 =4 Hz, H-7); 2,78-2,69 (1H,
m, H-2); 2,14-2,09 (1H, m, H-3a); 1,64-1,37 (7H, m, H-3b, 2 x H-6, 2 x H-4, 2 X
H-5).

RMN de *3C (50 MHz, DMSO-d6), d/ppm: 178,57 (C=S); 156,79 (C-1); 154,12
(C-1°) 149,07 (2 x C-3’); 121,59 (2 x C-2’); 68,90 (C-7); 49,97 (C-2); 27,03 (C-6);
26,01 (C-3), 25,76 (C-5), 23,26 (C-4).
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5.8.3 Sintese de 2-(2-(hidroxi-(3-nitrofenil)-metil)-ciclohexilideno)-

hidrazino-carbotioamida (4c)

S
5 6
o
N NH,

Seguindo a metodologia geral descrita na secéo 5.8, foram obtidos, ao final de
3 horas de reacdo, 123 mg (61% de rendimento) de 4c na forma de um sélido
branco cristalino. A reacao foi monitorada por CCD (eluente: acetato de etila e
revelador: vapor de iodo). Apesar dos esforcos néo foi possivel purificar o
produto devido a sua alta instabilidade e por isso ndo foram incluidos dados de
RMN de *H e *°C.

FM: Cl4H13N403S
MM: 322,1100 g/mol
FF:171,5-174,9 °C

IV, 0/cm™: 3392 (O-H), 3238 e 3153 (N-H e NH,), 3026 (sp? C-H); 2985 (sp® C-
H), 1603 (C=N), 1521 e 1346 (NO,, assim. e sim.), 1471, 1434(C=C arom.).
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5.8.4 Sintese de 4-(4-hidroxi-3-metoxifenil)-but-3-en-2-ilideno)-hidrazino-

carbotioamida (4d)

s
A
=N NH,

Seguindo a metodologia geral descrita ha secéo 5.8, foram obtidos, ao final de
15 horas de reacdo e apoés purificacdo por CCS (eluente: hexano/acetato de
etila 1:1), 197 mg (98,5% de rendimento) de 4d na forma de um solido amarelo.
A reacao foi monitorada por CCD (eluente: acetato de etila e revelador: vapor
de iodo).

FM: C12H15N3028
MM: 265,0885 g/mol
FF: 165-166 °C. Lit.: 167 °C (BUU-HOI, XUONG, e TIEN, 1956)

IV, o/cm™: 3450 (O-H), 3336 e 3212 (N-H e NH,), 1601, 1498 (C=N), 1588
(C=C), 1517, 1430 (C=C arom.), 1033 (C-O).

RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6), &/ppm: 10,20 (1H, s, OH); 9,32 (1H, s, NH);
8,21 (1H, s, NHa); 7,75 (1H, s, NHo); 7,12-6,95 (3H, m, H-4, H-2’, H-3); 6,79-
6,68(2H, m, H-5', H-6"); 3,80 (3H, s, OCHs); 2,10 (3H, s, CHa).

RMN de C (50 MHz, DMSO-d6), 8/ppm: 178,51 (C=S): 149,50 (C-2); 147,91
(C-3'); 147,49 (C-4’); 134,22 (C-3); 127,92 (C-1'), 125,95 (C-6); 120,84 (C-4);
115,71 (C-5); 110,07 (C-2"), 55,61 (OCH3); 12,21 (C-1).
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5.9 Metodologia geral para a sintese das tiossemicarbazonas 4e-4f.

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 1 equivalente de
tiossemicarbazida e 1 equivalente do aldeido ou cetona correspondente,
adicionou-se, gota a gota, acido acético concentrado até pH na faixa de 4-4,5 e
5 mL por equivalente de alcool etilico. O baldo contendo a mistura reacional foi
mantido sob agitacdo magnética e refluxo. O final da reac¢éo foi monitorado por
CCD. Apo6s o término da reacdo a elaboracdo foi realizada da seguinte
maneira, exceto quando especificado: A mistura reacional foi resfriada a
temperatura ambiente. Parte do solvente foi eliminada em evaporador rotatorio
e entdo foram adicionados 20 mL de &gua. Posteriormente, procedeu-se a
extracdo com diclorometano (3 x 30 mL). Reuniram-se as fases organicas e
adicionou sulfato de sodio. Apoés filtracdo o solvente foi eliminado em

evaporador rotatério

5.9.1 Sintese de 2-(2,2-dimetilpropilideno)hidrazino-carbotioamida (4e)

S

Apods 1 hora e 30 minutos de reacao seguindo a metodologia descrita na secéo
5.9, foram obtidos 569 mg (94,8% de rendimento) de 4e, na forma de um sélido
branco ceroso. Utilizou-se como eluente para CCD hexano/acetato de etila 6:4
e revelador solucdo de CAM, seguido de aquecimento.

FM: CgH13N3S

MM: 159,0830 g/mol

FF:111,1-111,8 °C
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IV, 0/cm™: 3430 (N-H), 3213 e 3138 (NH,), 3017 (sp? C-H), 2961, 2867 (sp° C-
H), 1597, 1520 (C=N), 1451 (C=C arom.).

RMN de *H (200 MHz, DMSO-d6), 8/ppm: 11,00 (1H, s, H-3); 8,00 (1H, s, N-H);
7,32 (2H, s, NH»); 1,03 (9H, s, 9 x H-1).

RMN de **C (50 MHz, DMSO-d6), &/ppm: 177,75 (C=S); 154,19 (C-3); 34,36
(C-2); 27,24 (3 x C-1).

5.9.2 Sintese de 2-(hexan-3-ilideno)-hidrazino-carbotioamida (4f) e 2-

(bropan-2-ilideno)hidrazino-carbotioamida (4q)

1 _(S
2 HN
H=N  NH,
4

4f

Apébs 2 horas de reacdo seguindo a metodologia descrita na secéo 5.9 foram
obtidos 285 mg de uma mistura de sélido contendo dois produtos. O eluente
utilizado para a CCD foi hexano/acetato de etila 6:4 e revelador solucdo de
CAM seguido de aquecimento. Posteriormente o residuo foi purificado por CCS
(eluente: hexano/acetato de etila 8:2.Foram obtidos 180 mg (60% de
rendimento) de 4f, na forma de um soélido branco ceroso e 57 mg (19% de

rendimento) do produto 4g na forma de um sdlido cinza.
FM: C;H1sN3S

MM: 173,0987 g/mol

FF:59,5-60,8 °C

IV, G/cm™: 3407 (N-H), 3108 e 3144 (NH,), 2955, 2934, 2871 (sp® C-H), 1593,
1497, 1453 (C=N), 1077, 1041 (C=S).
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RMN de *H (200 MHz, DMSO-d6), &/ppm: 8,79 (1H, s, N-H); 7,29 (1H, s, NH>);
6,81 (1H, s, NHy); 2,32-2,15 (4H, m, H-2, H-4); 1,62-1,45 (2H, m, H-5); 1,12-
0,92 (6H, m, H-1, H-6).

RMN de *C (50 MHz, DMSO-d6), 8/ppm: 178,87 (C=S); 157,83 (C-3); 38,05 e
29,80 (C-4); 31,33 e 22,50 (C-2); 19,19 e 18,78 (C-5); 13,98 e 13,50 (C-1 ou C-
6), 10,20 e 9,67(C-6 ou C-1).

S

U HN—
>:N NH,
3

4q
FM: C4HgN3S

MM: 131,0517 g/mol
FF: 179,5-180,1 °C; FF Lit.: 180-181 °C (BUU-HOI, XUONG, e TIEN, 1956)

IV, 0/cm™: 3376 (N-H), 3226 e 3150 (NH,), 2924, 2853 (sp® C-H), 1593 (C=N),
1105, 1074 (C=S).

RMN de *H (200 MHz, DMSO-d6), d/ppm: 9,88 (1H, s, N-H); 7,97 (1H, s, NH>);
7,50 (1H, s, N-Hy); 1,90 (3H, s, H-3); 1,89 (3H, s, H-1).

RMN de 3C (50 MHz, DMSO-d6), &/ppm: 178,39 (C=S); 151,72 (C-2); 25,05(C-
3); 17,52 (C-1).

5.10 Metodologia geral para a sintese dos heterociclos tiazélicos 5a-5p

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL contendo 1 equivalente da
tiossemicarbazona correspondente e 1 equivalente de a-bromo-acetofenona
correspondente, foram adicionados 2 mL de isopropanol por equivalente de
reagente. A mistura reacional foi mantida sob refluxo e agitagdo magnética até

observar o completo consumo dos reagentes por CCD. Apds o término da
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reacdo, a mistura foi colocada em banho de gelo. O precipitado formado foi
filtrado a vacuo, lavado com agua destilada gelada e mantido em dessecador
por 24 horas.

5.10.1 Sintese de 2-(benzilideno-ciclohexilidene)-hidrazinil-4-(4-clorofenil)-

tiazol (5a)
S
5 6 HN_<\ | 2"
_/ N7 N\LR3
N
»
cl

Apés 2 horas de reacado seguindo a metodologia descrita na secao 5.10, foram
obtidos 144,7 mg (95,3 % de rendimento) de 5a, na forma de um sélido marrom
claro. Utilizou-se como eluente para CCD acetato de etila e como revelador

vapor de iodo.
FM: 393,1066
FF: 180,1-181,4°C

IV, O/cm™: 3028 (sp? C-H), 2938, 2865, (sp> C-H), 1614 (C=N), 1486, 1451,
1443, (C=C arom.), 782 (C-CI).

RMN de *H (200 MHz, DMSO-d6), 5/ppm: 7,85 (2H, d, Jo»3»= 8,0 Hz, 2 x H-2");
7,46 (2H, d,J3»2= 8,0 Hz, 2 x H-3"); 7,38-7,23 (6H, m, 2 x H-2’, 2 x H-3’, H4’ e
H-tiazol); 7,05 (1H, s, H-7); 6,70 (1H, s, NH); 2,65 (4H, m, 2 x H-3, 2 x H-6);
1,67-1,56 (4H, m, 2 x H-4 e 2 x H-5).

RMN de *C (50 MHz, DMSO-d6), 8/ppm: 170,34 (C=N tiazol); 152,64 (C=CH —
tiazol); 148,39 (C-1), 136,96 (C-2); 136,10 (C-1’); 133,27 (C-4”); 132,49 (C-1");
129,96 (C-7); 129,01 (2 x C-3"): 128,66 (2 x C-2” ou 2 x C-3"); 127,70 (2 x C-2”
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ou 2 x C-3"); 127,53 (2 x C-2'); 127,19 (C-4”); 105,29 (C=CH tiazol), 28,80 (C-
3), 27,84 (C-4); 23,96 (C-6); 22,77 (C-5).

5.10.2 Sintese de (2-(2-(4-feniltiazol-2-il)-hidrazona)-ciclohexil)-(piridin-4-
il)-metanol (5b)

Apés 2 horas de reacdo seguindo a metodologia descrita na se¢éo 5.10, foram
obtidos 95 mg (95% de rendimento) de 5b, na forma de um sélido amarelo-
palha. Utilizou-se como eluente para CCD acetato de etila e revelador vapor de

iodo.

FM: C21H22N4OS
MM: 378,1514 g/mol
FF: 195-195,8 °C

IV, O/cm™: 3345 (O-H), 3062 (sp? C-H), 2940, 2925, 2854 (sp® C-H), 1602,
1571 (C=N), 1475, 1443 (C=C arom.).

RMN de *H (200 MHz, DMSO-d6), 8/ppm: 10,83 (1H, s, N-H); 8,46(2H, d, J3- 2~
=8 Hz,H-3'); 7,82 (2H, d; J2»3 = 8 Hz, 2 x H-2"); 7,41-7,26 (5H, m, 2 x H-3”, 2 x
H-3', H-4”"); 7,17 (1H, s, H-tiazol); 5,28 (1H, sl, OH); 5,04 (1H, d, J;, = 6 Hz, H-
7); 2,66(1H, m, H-2):2,37-2,28 (1H, m, H-6a); 1,81-1,59 (7H, m, H-6b, 2 x H-3, 2
X H-5, 2 x H-4).
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RMN de *3C (50 MHz, DMSO-d6), 5/ppm: 170,14 (C=N tiazol); 154,63 (C-1);
153,48 (C=CHltiazol); 150,19 (C-1’); 148,98 (2 x C-3’); 134,91 (C-1"); 128,55 (2
x C-3”); 127,33 (C-4”); 12546 (2 x C-2”); 121,89 (2 x C-2’); 103,30
(C=CHtiazol); 70,27 (C-7), 50,16 (C-2), 27,27 (C-6); 26,74 (C-3); 25,91 (C-5);
22,78 (C-4).

5.10.3 Sintese de (2-(2-(4-(4-clorofenil)-tiazol-2-il)-hidrazona)-ciclohexil)-

(piridin-4-il)-metanol (5c)

Apods 2 horas de reacdo seguindo a metodologia descrita na secéo 5.10, foram
obtidos 132 mg (88% de rendimento) de 5¢c, na forma de um sélido marrom.

Utilizou-se como eluente para CCD acetato de etila e revelador vapor de iodo.
FM: C21H2:CIN,OS

MM: 412,1125 g/mol

FF: 215,3-215,8 °C

IV, O/cm™™: 3393 (O-H), 3102(sp? C-H), 2939, 2854 (sp® C-H), 1577, 1567
(C=N), 1473 (C=C arom.), 730 (C-CI)

RMN de *H (200 MHz, DMSO-d6), d/ppm: 8,44 (2H, m; 2 x H-3’); 7,77 (2H, d,
Jo»3» = 8 Hz, 2 x H-2"); 7,36-7,30 (4H, m, 2 x H-2’, 2 x H-3”); 7,04 (1H, s, H-
tiazol); 5,11 (1H, s, OH); 4,99 (1H, m, H-7); 2,69 (1H, m, H-2); 2,19-1,30 (8H, m,
2 X H-6, 2 x H-3, 2 x H-4, 2 x H-5).
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RMN de *3C (50 MHz, DMSO-d6), 5/ppm: 170,24 (C=N tiazol); 154,75 (C-1);
153,41 (C=CHtiazol); 148,98 (2 x C-3'); 133,75 (C-4"); 131,72 (2 x C-1");
128,56 (2 x C-3”); 127,13 (2 x C-2”); 121,85 (2 x C-2’); 104,14 (C=CH-tiazol);
70,26 (C-7), 50,14 (C-2), 27,27 (C-6); 26,74 (C-3); 25,91 (C-5); 22,78 (C-4).

5.10.4 Sintese de (2-(2-(4-(4-metoxifenil)-tiazol-2-il)-hidrazona)-ciclohexil)-
(piridin-4-il)-metanol (5d)

Apods 2 horas de reacdo seguindo a metodologia descrita na secéo 5.10, foram
obtidos 142 mg (94,7% de rendimento) de 5d, na forma de um sélido amarelo-
palha. Utilizou-se como eluente para CCD acetato de etila e revelador vapor de

iodo.

FM: C22H24N4028
MM: 408,1620 g/mol

FF:195,2-196,4 °C

IV, 0/cm™: 3498 (O-H), 3145 (N-H), 3030(sp® C-H), 2941, 2852, 2835 (sp® C-H),
1605, 1568 (C=N), 1488, 1457 1442 (C=C arom.).

RMN de *H (200 MHz, DMSO-d6), 8/ppm: 10,77(1H, s, N-H); 8,46 (2H, m; 2 x
H-3’); 7,73 (2H, d, J2»3> = 8 Hz, 2 x H-2"); 7,36 (2H, m, 2 x H-2’); 6,97 (2H, d,
J3»2» =8 Hz, 2 x H-3"); 6,91 (1H, s, H-tiazol); 5,28 (1H, s, OH); 5,04 (1H, m, H-
7); 3,78 (3H, s, OCHy); 2,57-2,33 (3H, m, 2 x H-6, H-2); 1,71-1,60 (6H, m, 2 x
H-3, 2 x H-4, 2 x H-5).
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RMN de *C (50 MHz, DMSO-d6), d/ppm: 169,99 (C=N tiazol); 158,62 (C-4");
154,44 (C-1); 153,69 (C=CH-tiazol); 148,79 (2 x C-3’); 127,75 (C-1’); 126,74 (2
x C-2'); 121,92 (2 x C-2”); 113,88 (2 x C-3”); 101,12 (C=CH-tiazol); 70,24 (C-7),
55,07 (OCHs), 50,11 (C-2); 27,25 (C-6); 26,67 (C-3); 25,87 (C-5); 22,75 (C-4).

5.10.5 Sintese de nitrofenil-(2-(2-(4-feniltiazol-2-il)-hidrazona)-ciclohexil)-

metanol (5e)
S
5 6 HN—<\ | o
4 Nf‘s N & 3"
"

Apés 2 horas de reacdo seguindo a metodologia descrita na secdo 5.10 e
purificacdo do sélido por CCS (diclorometano 100%), foram obtidos 4 mg (1,3%
de rendimento) de 5e, na forma de um sélido amarelo-palha. Utilizou-se como
eluente para CCD acetato de etila/hexano 1:1 e como revelador vapor de iodo.
Apesar dos esforcos ndo foi possivel a purificacgdo de uma quantidade
considerada do composto 5e e, por essa razdo, os dados dos espectros de *H

e 3C de RMN dessas substancias ndo foram incluidos na caracterizagao.
FM: C22H2oN403S

MM: 422,1413 g/mol

FF: 168,4-169 °C

IV, O/cm™: 3428 (O-H), 3050(sp? C-H), 2936, 2865 (sp® C-H), 1609 (C=N), 1526
e 1345 (NO; assim. e sim.), 1480, 1457, 1445 (C=C arom.).
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5.10.6 Sintese de 2-(2-(4-(4-clorofenil)-tiazol-2-il)-hidrazona)-ciclohexil)-(3-
nitrofenil)-metanol (5f)

Apoés 2 horas de reacdo seguindo a metodologia descrita na secdo 5.10 e
purificacdo do solido por CCS (diclorometano 100%), foram obtidos 28 mg (9%
de rendimento) de 5f (isdbmero E) e 3 mg (1% de rendimento) de 5f (isbmero Z)
na forma de um sdélido alaranjado. Utilizou-se como eluente para CCD acetato

de etila’/hexano 1:1 e como revelador vapor de iodo.
FM: szH21C|N4O3S

MM: 456,1023 g/mol
FF:182,1-182,9 °C

IV, G/cm™: 3376 (O-H), 3037(sp® C-H), 2936, 2857 (sp® C-H), 1619 (C=N), 1536
e 1348 (NO; assim. e sim.), 1479, 1445 (C=C arom.), 737 (C-ClI).

RMN de *H (200 MHz, DMSO-d6), &/ppm: 8,29 (1H, s; H-2'); 8,18 (1H, d, J45> =
8 Hz, H-4’); 7,88-7,84 (3H, m, 2 x H-2”, NH); 7,65-7,57 (2H, M, H-5’, H-6’); 7,44
(2H, d, Js.2= 8 Hz, H-3"); 7,29 (1H, s, H-tiazol); 5,21 (1H, d, J;,= 8 Hz, H-7);
2,61 (2H, m, OH, H-2); 1,73-1,16 (8H, m, H-3, H-4, H-5, H-6).

RMN de *C (50 MHz, DMSO0-d6), d/ppm: 169,62 (C=N tiazol); 156,77 (C-1);
149,36 (C=CHltiazol); 147,44 (2 x C-3’); 143,17 (C-1’); 132,80 (C-4"); 132,54
(C-17); 132,35 (C-5'); 128,39 (C-6'); 128,06 (2 x C-3”); 126,46 (2 x C-2”);
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121,88 (2 x C-2); 121,43 (2 x C-4’); 102,72 (C=CH tiazol); 74,16 (C-7), 50,03
(C-2), 30,05 (C-6); 26,76 (C-3); 24,73 (C-5); 23,74 (C-4).

5.10.7 Sintese de 2-(2-(4-(4-metoxifenil)-tiazol-2-il)-hidrazona)-ciclohexil)-

(3-nitrofenil)-metanol (5q)

Apés 2 horas de reacdo seguindo a metodologia descrita na secdo 5.10 e
purificacdo do solido por CCS (diclorometano 100%), foram obtidos 2,8 mg
(0,9% de rendimento) de 5qg, na forma de um sdlido amarelo-palha. Utilizou-se
como eluente para CCD acetato de etila/hexano 1:1 e como revelador vapor de
iodo. Apesar dos esfor¢cos ndo foi possivel a purificacdo de uma quantidade
considerada do composto 5g e, por essa razdo, os dados dos espectros de *H

e *C de RMN dessa substancia ndo foram incluidos na caracterizacao.
FM: Ca3H24N404S

MM: 452,1518 g/mol

FF:177,7-178,2 °C

IV, O/cm™: 3463 (O-H), 3052(sp® C-H), 2936 (sp® C-H), 1608 (C=N), 1537 e
1349 (NO, assim. e sim.), 1509, 1490, 1461 (C=C arom.), 1026 (C-O).
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5.10.8 Sintese de 2-metoxi-4-(-3-(2-(4-feniltiazol-2-il)-hidrazona)-but-1-en-1-
iN-fenol (5h)

Apods 30 minutos de reacdo seguindo a metodologia descrita na secédo 5.11,
foram obtidos 120 mg (76% de rendimento) de 5h como um sdlido alaranjado.
Utilizou-se como eluente para CCD hexano/ acetato de etila 8:2 e como
revelador vapor de iodo.

FM: CygH19N302S
MM: 365,1198 g/mol
FF: 155,5-156,5 °C

IV, Olcm™: 3485 (O-H), 3069(sp?> C-H), 2965 (sp® C-H), 1615 (C=N), 1574
(C=C), 1516, 1489, (C=C arom.), 1282, 1266 (C-O).

RMN de *H (200 MHz, DMSO-d6), &/ppm: 11,11 (1H, s, OH): 9,22 (1H, s, NH);
7,85 (2H, d, Jp»3= 8 Hz, 2 x H-2"); 7,43-7,12 (5H, , 2 x H-3”, H-4”, H-tiazol, H-
4); 7,01-6,76 (3H, m, H-2, H-5", H-6'); 3,83 (3H, s, OCHa); 2,15 (3H, s, 3 x H-1).

RMN de BC (50 MHz, DMSO-d6), &/ppm: 169,19 (C=N tiazol); 150,45 (C-2);
148,71 (C=CH tiazol); 147,88 (C-3"); 147,20 (C-4’); 134,81 (C-1"), 132,33 (C-3);
128,56 (2 x C-3”); 128,05 (C-1’); 127,44 (C-6’); 125,52 (2 x C-2” e C-4");
120,70 (C-4); 115,61 (C-5'); 110,01 (C-2'); 103,81 (C=CH tiazol), 55,63 (OCHs3);
12,26 (C-1).
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5.10.9 Sintese de 4-(-3-(2-(4-(4-clorofenil)-tiazol-2-il)-hidrazona)-but-1-en-1-
i-2-metoxifenol (5i)

Seguindo a metodologia geral descrita na secdo 5.10 e apés 1 hora de reacéao,
foram obtidos 266 mg (88% de rendimento) de 5i na forma de um solido
alaranjado. Utilizou-se como eluente para CCD acetato de etila/hexano 1:1 e
revelador vapor de iodo.

FM: C20H18C|N3028
MM: 399,0808 g/mol
FF: 166,2-166,8 °C

IV, G/lcm™: 3487 (O-H), 2964 (sp® C-H), 1616 (C=N), 1591 (C=C), 1513, 1489,
(C=C arom.), 1280, 1257 (C-O), 755 (C-Cl).

RMN de *H (200 MHz, DMSO-d6), 5/ppm: 11,12 (1H, s, OH); 9,21(1H, s, NH);
7,87(2H, d, J»»3»=8 Hz, 2 x H-2"); 7,45 (1H, d, J3»2»= 8 Hz, 2 x H-3”); 7,37 (1H,
d, J43 = 18 Hz, H-4); 7,17 (H-tiazol); 6,98 (1H, d, Js¢= 8 Hz, H-5°); 6,91 (1H, d,
Js4 = 18 Hz, H-3); 6,78-6,69 (2H, m, H-2' e H-6’); 3,83 (3H, s, OCHzs); 2,14 (3H,
S, 3x H-1).

RMN de BcC (50 MHz, DMSO0-d6), &/ppm: 169,70 (C=N tiazol); 149,66(C-2);
149,23 (C=CH tiazol); 148,26 (C-3’); 147,61 (C-4); 134,07 (C-3), 132,84 (C-4");
132,24 (C-17); 128,97 (2 x C-3”); 128,40 (C-1’); 127,61 (2 x C-2”); 126,00 (C-
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6); 121,11 (C-4); 115,99 (C-5); 110,42 (C-2’); 105,01 (C=CH tiazol), 50,02
(OCH3); 12,65 (C-1).

5.10.10 Sintese de 2-metoxi-4-(2-(4-(4-metoxifenil)-tiazol-2-il)-
hidrazona)-but-1-en-1-il)-fenol (5j)

Apods 40 minutos de reacdo seguindo a metodologia geral descrita na secéo
5.10, foram obtidos 165 mg (82% de rendimento) de 5j na forma de um sélido
alaranjado. A reacgéo foi monitorada por CCD (eluente: acetato de etila/hexano
6:4 e revelador vapor de iodo.

FM: C21H21N3035

MM: 395,1304 g/mol
FF: 188-189,6 °C

IV, O/cm™: 3202 (O-H), 3113 (sp® C-H), 2927, 2837 (sp® C-H), 1609 (C=N),
1510, 1457, (C=C arom.), 1256 (C-O).

RMN de *H (200 MHz, DMSO-d6), 5/ppm: 11,09 (1H, s, OH); 9,25 (1H, s, NH);
7,79 (2H, d, J23= 8 Hz, 2 x H-2'); 7,41-7,36 (2H, m, H tiazol, H-4); 7,18-6,97
(3H, m, H-5’, H-6’, H-3); 6,87-6,68 (3H, m, 2 x H-3”, H-2’); 3,83 (3H, s, OCHj3);
3,77 (3H, s, OCHj3); 2,14 (3H, s, 3 x H-1)

RMN de *C (50 MHz, DMSO-d6), d/ppm: 169,01 (C=N tiazol); 158,72 (C-4");
150,19 (C-2); 148,55 (C=CH tiazol); 147,85 (C-3’); 147,14 (C-4’), 132,19 (C-3);
128,03 (C-1’); 127,65 (C-17); 126,81 (2 x C-2”); 125,70 (C-6'); 120,63 (C-4);
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115,58 (C-5); 113,91 (2 x C-3”); 110,02 (C-2’); 101,63 (C=CH tiazol), 55,61
(OCHs); 55,07 (OCHs); 12,19 (C-1).

5.10.11 Sintese de 2-(2-(2,2-dimetilpropilideno)-hidrazinil)-4-feniltiazol
(5k)

Apéds 1 hora de reacdo seguindo a metodologia descrita na secdo 5.10, foram
obtidos 294 mg (90,1 % de rendimento) do produto 5k como um solido lilas,
utilizando-se hexano/acetato de etila 8:2 como eluente para CCD e revelador

vapor de iodo.
FM: Cl4H17N3S
MM: 259,1143 g/mol

FF: 101,2-102,1 °C
IV, O/em™: 3062 (sp® C-H), 2959, 2901, 2865 (sp® C-H), 1626, 1603
(dobramento de C-N), 1584, 1576 (C=N), 1483, 1443, (C=C arom.).

RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6), 8/ppm: 7,81-7,78 (3H, m, 2 x H-2, H-3);
7,42-7,30 (4H, m, 2 x H-3’, H-4’, N-H); 7,24 (1H, s, H-tiazol); 1,07 (9H, s, 9 x H-
1).

RMN de *3C (50 MHz, DMSO-d6), 5/ppm: 169,08 (C=N tiazol); 154,86 (C-3);
148,09 (C=CH tiazol); 133,46 (C-1’); 128,69 (2 x C-3’), 127, 95 (C-4’); 125,72 (2
x C-2’); 103,49 (C=CH tiazol); 34,59 (C-2); 27,26 (3 x C-1).
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5.10.12 Sintese de 4-(4-clorofenil)-2-(2-(2,2-dimetilpropilideno)-
hidrazinil)-tiazol (51)

Apéds 1 hora de reacdo seguindo a metodologia descrita na sec¢ao 5.10, foram
obtidos 322 mg (87,3% de rendimento) de 5l, na forma de um sélido bege-claro
utilizando-se hexano/acetato de etila 8:2 como eluente para CCD e revelador

vapor de iodo.

FM: C14H16CIN3S
MM: 293,0753 g/mol
FF: 148,5-149,6 °C

IV, O/cm™: 3162, 3116 (N-H), 3078 (sp? C-H), 2963, 2863 (sp® C-H), 1568
(C=N), 1479 (C=C arom.), 727 (C-Cl).

RMN de *H (200 MHz, DMSO-d6), d/ppm: 11,57 (1H, s, H-3); 7,82 (2H, d, J3 » =
8 Hz, 2 x H-3’); 7,42 (2H, d, J» 3 = 8 Hz, 2 x H-2'); 7,30 (1H, s, H-tiazol ou N-H);
7,24 (1H, s, N-H ou H-tiazol); 1,07 (9H, s, 9 x H-1).

RMN de C (50 MHz, DMSO-d6), &/ppm: 169,00 (C=N tiazol); 152,88 (C-3);
149,01 (C=CH tiazol); 133,61 (C-1’); 131,81 (C-4’); 128,54 (2 x C-3’), 127,16 (2
x C-2’); 103,78 (C=CH tiazol); 34,38 (C-2); 27,31 (3 x C-1).
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5.10.13 Sintese de 2-(2-(2,2-dimetilpropilideno)-hidrazinil)-4-(4-

metoxifenil)-tiazol (5m)

Apoés 1 hora de reacao seguindo a metodologia descrita na secéo 5.10, foram
obtidos 178 mg (94,2% de rendimento) do produto 5m, na forma de um sélido
amarelo-claro utilizando-se hexano/acetato de etila 8:2 como eluente para CCD
e revelador vapor de iodo.

FM: C15H19N3OS
MM: 289,1249 g/mol
FF: 104,5-105,8 °C

IV, G/cm™: 3061 (sp® C-H), 2960, 2836 (sp® C-H), 1624 (C=N), 1574, 1510,
1493, 1462 (C=C arom.), 1248 (C-O).

RMN de *H (200 MHz, DMSO-d6), 8/ppm: 7,72 (2H, d, J»3 = 8 Hz, 2 x H-2);
7,47 (1H, s, H-3): 7,09 (1H, s, H-tiazol); 6,97(2H, d, Jy.» = 8 Hz, 2 x H-3'); 3,77
(3H, s, OCHa); 1,07 (9H, s, 9 x H-1).

RMN de *C (50 MHz, DMSO-d6), 5/ppm: 169,06 (C=N tiazol); 159,26 (C-4);
155,87 (C-3); 146,73 (C=CH tiazol); 127,22 (2 x C-2’); 125,47 (C-1’); 114,10 (2
x C-3’), 101,59 (C=CH tiazol); 55,25 (OCHs); 34,67 (C-2); 27,19 (3 x C-1).
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5.10.14 Sintese de 2-(2-(hexan-3-ilideno)-hidrazinil)-4-feniltiazol (5n)

5n
Apéds 1 hora de reacdo seguindo a metodologia descrita na sec¢ao 5.10, foram

obtidos 282 mg (94% de rendimento) do produto 5n, na forma de um sélido
amarelo utilizando-se hexano/acetato de etila 8:2 como eluente para CCD e

revelador vapor de iodo.

FM: C15H1oN3S

MM: 273,1300 g/mol

FF: 105,1-106,5 °C

IV, 0/cm™: 2960, 2933, 2869 (sp> C-H), 1616 (C=N), 1493, 1450 (C=C arom.).
RMN de 'H (200 MHz, CDCls), d/ppm: 13,76 (1H, s, NH protonado); 12,50 (1H,
s, NH protonado); 7,72 (2H, m, H-2'); 7,47 (3H, m, H-3’ e H-4’); 6,73 (1H, s, H-
tiazol); 2,58-2,30 (4H, m, H-2, H-4); 1,77-1,58 (2H, m, H-5); 1,29-0,96 (6H, m,
H-1, H-6).

RMN de *3C (50 MHz, CDCls), 8/ppm: 170,14 (C=N tiazol); 162,33 (C-3); 145,03

(C=CH tiazol); 130,72 (C-1'); 129,21 (2 x C-3'); 125,83 (2 x C-2); 102,04 (C=CH
tiazol); 32,77 (C-4); 29,99 (C-2): 19,19 (C-5); 14,28 (C-1); 10,46 (C-6).



87

5.10.15 Sintese de 4-(4-clorofenil)-2-(2-(hexan-3-ilideno)-hidrazinil)-
tiazol (50)

Apéds 1 hora de reacdo seguindo a metodologia descrita na sec¢ao 5.10, foram
obtidos 100 mg (100% de rendimento) do produto 50, um soélido bege
utilizando-se hexano/acetato de etila 8:2 como eluente para CCD e revelador

vapor de iodo.

FM: C15H18CIN3S
MM: 307,0910 g/mol
FF: 148,2-149,1 °C

IV, o/cm™: 3156 (N-H), 3108 (sp® C-H), 2961, 2931, 2871 (sp® C-H), 1558
(C=N), 1477, 1457 (C=C arom.), 731 (C-ClI).

RMN de 'H (200 MHz, DMSO-d6), 5/ppm: 13,80 (1H, s, NH protonado); 12,36
(1H, s, NH protonado); 7,66 (2H, d, J» 3 = 8 Hz, H-2°); 7,43 (2H, d, J3 » = 8 Hz,
H-3’); 6,81 (1H, s, H-tiazol); 2,59-2,31 (4H, m, H-2, H-4); 1,73-1,56 (2H, m, H-
5); 1,29-1,05 (6H, m, H-1, H-6).

RMN de BC (50 MHz, DMSO-d6), &/ppm: 170,15 (C=N tiazol); 167,30 (C-3);
139,35 (C=CH tiazol); 136,54 (C-4’); 129,93 (2 x C-2’); 127,02 (2 x C-3’), 125,89
(C-17); 101,76 (C=CH tiazol); 38,09 e 30,08 (C-4); 33,62 e 25,03 (C-2); 19,54 e
19,36 (C-5); 14,27 e 13,79 (C-1); 10,34 (C-6).
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5.10.16 Sintese de 2-(2-(hexan-3-ilideno)-idrazinil)-4-(4-metoxifenil)-
tiazol (5p)

Apéds 1 hora de reacdo seguindo a metodologia descrita na sec¢ao 5.10, foram
obtidos 152 mg (97% de rendimento) do produto 5p, como um sélido bege
utilizando-se hexano/acetato de etila 8:2 como eluente para CCD e revelador

vapor de iodo.

FM: C16H21N3OS
MM: 303,1405 g/mol.
FF: 106,8-107,4 °C

IV, 0/cm™: 3504 (N-H), 2960, 2934 (sp® C-H), 1607, 1590 (C=N), 1508, 1455
(C=C arom.), 1256, 1188 (estiramento de C-O).

RMN de *H (200 MHz, CDCls), 8/ppm: 13,71 (1H, s, NH protonado); 12,44 (1H,
s, NH protonado); 7,65 (2H, d, J» 3 = 8 Hz, H-2); 6,98 (2H, d, J3 2 = 8 Hz, H-3’);
6,54 (1H, s, H-tiazol);3,84 (3H, s, OCHs); 2,56-2,30 (4H, m, H-2, H-4); 1,73-1,56
(2H, m, H-5); 1,29-1,13 (6H, m, H-1, H-6).

RMN de 3C (50 MHz, CDCl3), &/ppm: 170,04 (C=N tiazol); 165,19 (C-3); 161,00
(C-4’); 141,84 (C=CH tiazol); 127,26 (2 x C-2’); 121,28 (C-1); 114,92 (2 x C-3’),
99,28 (C=CH tiazol); 55,51 (OCHg); 38,07 e 30,00 (C-4); 33,28 e 24,64 (C-2);
19,39 (C-5); 14,25 e 13,75 (C-1); 10,38 e 10,13 (C-6).
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5.11 Ensaios Bioldgicos

5.11.1 Avaliacdo da atividade antioxidante

A atividade antioxidante das substancias sintetizadas foi avaliada in vitro pelos
meétodos de captura dos radicais ABTS, DPPH e método de reducao do ferro
(FRAP). Esses ensaios foram realizados no Departamento de Alimentos da
Faculdade de Farméacia da Universidade Federal (FAFAR) Minas Gerais pela

mestranda Marina Ferrara de Resende, conforme descrito a seguir.

511.1.1 Método de captura do radical DPPH«

Avaliou-se a capacidade das substancias sintetizadas de sequestrar o radical
2,2-difenil-1-picrilhidrazina (DPPH") utilizando o método descrito por Lue et al.
(2010) com modificacbes de Bhullar et al. (2013), em microescala e triplicata.
As solugbes de DPPH 0,2 mM e solugdo de trolox, curcumina e substancias
sintéticas 0,1 mM, foram preparadas em DMSO (dimetilsulféxido). Para a
reacao, 150 uL da solugdo de DPPH 0,2 mM e 150 uL das diferentes amostras
testes a 0,1 mM foram pipetados para uma microplaca de 96 pocos. Como
controle utilizou-se 300 yL de DMSO e outro controle contendo 150 uL de
solucédo de DPPH 0,2 mM e 150 uL de DMSO. A microplaca foi entdo agitada
levemente na vertical sobre a bancada e, apdés 30 minutos em temperatura
ambiente ao abrigo da luz, leu-se a absorvancia a 515 nm em
espectrofotdbmetro com leitor em microplacas automatico (Molecular Devices,
VersaMaxProgram, Sunnyvale, California, USA). Posteriormente, calculou-se a
Clso (concentracdo necessaria para inibicdo de 50% de radical DPPH) de todas
as substancias com porcentagem de atividade antioxidante igual ou superior a

da curcumina.

5.11.1.2 Método de captura do radical ABTS

Para a determinacdo da atividade antioxidante pelo método de captura do
radical ABTS, foi utilizado o método descrito por Re et al. (1999). O cation

estavel do radical ABTS foi formado pela reacéo de persulfato de potassio com
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ABTS, acido 2,2"azino-bis-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico, armazenado por
16 horas ao abrigo da luz. O radical formado foi entdo adicionado a substancia
em estudo e, posteriormente, teve-se a redugéo do radical ABTS™ a ABTS. Na
reacao, foram utilizados 20 yL de cada amostra testada em concentracao de
0,1 mM em DMSO. A mistura foi adicionada aos po¢os de uma microplaca de
96 pocos, acrescentando-se 180 uL do radical ABTS™ diluido. Agitou-se
levemente a microplaca na vertical sobre a bancada e ap6s cinco minutos em
temperatura ambiente no escuro, leu-se a absorbancia a 734 nm em
espectrofotdbmetro com leitor em microplacas automatico (Molecular Devices,
VersaMaxProgram, Sunnyvale, Califérnia, USA). A fracdo de radical eliminado
pelas substancias foi calculada e o resultado expresso em porcentagem de

atividade antioxidante.

5.11.1.3 Método de reducao do ferro (FRAP)

Para execucdo do ensaio foram utilizados 20 pL de cada substancia
(curcumina e substancias sintéticas) em concentracdo de 0,1 mM em DMSO e
adicionados aos pocos de uma microplaca de 96 pocos, acrescentando-se 180
ML do reagente de trabalho que foi pré-aquecido a 37°C e preparado na
proporcdo de 10:1:1 de tampado acetato 300 mM (pH 3,6), solucdo de
tripiridiltriazina (TPTZ) 10 mM em &acido cloridrico 40 mM e cloreto férrico 20
mM, respectivamente. Ap0Os agitacdo levemente na vertical sobre a bancada e
tempo de reacao de 30 minutos em temperatura ambiente ao abrigo da luz, leu-
se a absorvancia a 593 nm em espectrofotdometro com leitor em microplacas
automatico (Molecular Devices, VersaMaxProgram, Sunnyvale, California,
USA). A capacidade antioxidante das substancias foi calculada por meio da

curva padréo de trolox.

5.11.2 Avaliacao da atividade citotoxica

Os compostos sintetizados foram testados contra seis linhagens de células
tumorais: HL60 (leucemia mieléide aguda), HCT (carcinoma colorretal),
JURKAT (leucemia linfoblastica aguda), MCF7 e MDA (adenocarcinoma de

mama humano), THP1 (leucemia monocitica humana) e uma linhagem de
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célula normal, oriunda de rim de macaco-verde africano (células Vero). Como

controle positivo utilizou-se a curcumina e o etoposideo.

Esse experimento foi realizado em parceria com a Profa. Elaine Maria de
Souza-Fagundes do Departamento de Fisiologia e Bioquimica do Instituto de
Ciéncias Bioldgicas (ICB) — UFMG. De forma breve, as suspensdes celulares
foram utilizadas na concentracdo de 50.000 células por poco (placas de 96
pocos) e foram incubadas por no minimo 6h a 37°C para estabilizacdo. Apos
estabilizacado, todas as células foram incubadas com as substancias puras por
24 h em atmosfera de CO, e 100% de umidade. Os testes foram realizados em
triplicata utilizando-se como controle positivo o etoposideo. Foi realizado
também um controle do solvente (DMSO) na mesma concentracdo das
amostras testes. A proliferacdo e viabilidade celular foram avaliadas pelo
ensaio de MTT, que se baseia na reducdo metabdlica do brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenltetrazolium (MTT) (MONKS et al., 1991) e permitiu
avaliar tanto a proliferagédo quanto a viabilidade celular. Faltando 4 horas para o
final do periodo de incubacdo das culturas, foram adicionados a cada poco
(contendo 200 pL finais), 20 uL de uma solucdo de MTT (5 mg/mL) em meio
RPMI, preparada na hora do uso. Apés as 4 horas de incubacédo e formacao
dos cristais, o sobrenadante foi cuidadosamente retirado com pipeta multicanal
e a cada poco foram adicionados 200 pL de uma solugéo de HCI 0,04 mol/L em
isopropanol. Apds solubilizacdo dos cristais formados pela metabolizacdo do
MTT pelas células viaveis, as placas foram lidas em leitor de ELISA a um
comprimento de onda de 590 nm. Apenas as substancias que apresentarem
atividade significativa a 50 pM serdo posteriormente submetidas a
determinacdo do Clsg, empregando-se diluicdes decimais (100, 10, 1 e 0,1,
0,01, 0,001 pMm).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Sintese dos compostos via reacao de condensacao aldélica em meio

basico

6.1.1 Sintese das 2,6-bis-(metilideno)-ciclohexanona 1a, 1b, 1c, le e 19

Os compostos dissubstituidos foram sintetizados por meio da reacdo de
condensacdo aldolica entre o aldeido correspondente e a ciclohexanona
(Figura 25) utilizando solugédo de NaOH em etanol. Inicialmente, a reagao foi
testada utilizando uma solucdo de NaOH 2 mol/L. Nesse caso, observou-se 0
escurecimento da reacéo e o produto desejado néo foi isolado. Acredita-se que
tenha ocorrido a degradacéo do produto no meio reacional. Decidiu-se, entao,
utilizar uma solucdo de hidréxido de sédio menos concentrada. A técnica foi
modificada utilizando-se solucdo de hidréxido de sédio 0,2 mol/L, com adi¢cdo
lenta ao baldo reacional. Dessa forma, os produtos desejados foram obtidos

com sucesso e padronizou-se, assim, as condicdes de reacao.

Figura 25—-Esquema de sintese para obteng&o de 1a, 1b, 1c, 1le e 1g.

O

0]
1 + 2 RCHO NaOH RN Z R
EtOH, t.a., 1-3h
S < B l o2 OCH,3 N
la:R = 1b:R = 1c:R=_ N 1le:R= 19:R=l_ _
OCHjs N

O mecanismo da reacdo de condensacdo aldolica em meio basico ocorre

inicialmente com a abstracdo de um hidrogénio a a carbonila da cetona por um
ion hidroxido formando o ion enolato (Figura 26). O ataque nucleofilico a
carbonila do aldeido é promovido pelo equilibrio do ion enolato, nucleofilico,
com a cetona, 0 que resulta na formacdo de uma ligacdo carbono-carbono

(primeira etapa — reacdo alddlica — Figura 26). Por meio de mais uma reacao
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acido-base, a base capta um hidrogénio da hidroxila formando o ion enolato.
Esse enolato capta o hidrogénio alfa a carbonila, formando um &nion
estabilizado por ressonancia. Apesar da existéncia desse equilibrio, a
eliminacdo é desejavel, ja que havera a formacdo de um sistema conjugado,
estabilizando ainda mais o composto formado, resultando no produto de

condensacdao aldolica (etapa de desidratacéo - Figura 26).
Dependendo das condi¢cdes, tais como a propor¢cdo dos reagentes, O
mecanismo pode ser repetido, formando as 2,6-bis-(metilideno)-ciclohexanona

correspondentes (segunda condensacao alddlica - Figura 26).

Figura 26 — Mecanismo proposto para a reagéo de condensacéo aldélica em meio

basico (COSTA et al., 2003).

Reacéao alddlica:

Ho o +hHO
R + OH R R ~ "R
-H,0 -

Sequnda condensacgéo alddlica:

O (0]
Ha SR —=, R/\éﬁR
=

Os compostos la, 1b, 1c, le e 1g foram obtidos com rendimentos que

variaram entre 51-93%
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6.2 Sintese dos compostos via reacdo de condensacéo aldolica em meio

acido
6.2.1 Sintese de 2,6-bis-(4-metoxibenzilideno)-ciclohexanona 1d

o) CHO 0
.
1 + 2 . >
80°C H,CO OCH,
1d

OCHs

Inicialmente, a tentativa de obtencao de 1d foi realizada utilizando-se a técnica
de condensagcdo em meio béasico, conforme descrito anteriormente. Apds 24
horas de reacéo, observou-se por CCD que nao havia sido formado nenhum
produto. A reacado foi repetida substituindo-se a catalise basica por catalise
acida. Utilizou-se, entdo, o &cido p-toluenosulfénico (TSA) como catalisador,
em meio isento de solvente. Apds 2 horas de reacdo observou-se o consumo
completo dos reagentes e a formacdo de um sé produto. O sucesso da reagdo
pode estar relacionado a nao utilizacdo de solvente aquoso que, além de
facilitar a dissolucdo dos reagentes, facilita o progresso da reacéo, ja que a
agua é um subproduto da reacdo. O produto 1d foi obtido com 94,7% de

rendimento.

6.2.2 Sintese das 2,6-bis-(arilmetilideno)-cicloalcanonas 1f, 2a, 2b e da 4-

(4-hidroxi-3-metoxifenil)-but-3-en-2-ona 2c¢

O

2a, 2b
1f + 0

s OCH, S H,CO N
1fe2b:R= 2a:R = 2
OH OH HO

(o) O O
ou)k.FZRCHO __HO L r Z R ou R/W\R
EtOH, t.a., 9-30h
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Os compostos 1f, 2a, 2b e 2c, contendo uma hidroxila fenélica, também foram
sintetizados por meio de reacdo de condensacao aldélica com catélise acida,
mas, nesses casos, utilizou-se acido cloridrico concentrado como catalisador,
em etanol.

Os compostos 1f, 2a e 2b foram obtidos com rendimentos que variaram de
60,7-93 %. O subproduto 2c foi isolado, junto ao produto desejado 2b com 22,7

% de rendimento.

O mecanismo da reacdo de condensacdo alddlica em meio acido ocorre
inicialmente com abstracdo de um préton do acido pela carbonila da cetona.
Com a carbonila ativada, a agua abstrai um hidrogénio alfa da ciclohexanona
para a formacdo do enol correspondente. O passo seguinte é o ataque a
carbonila protonada do aldeido, promovido pelo equilibrio ceto-endlico da
ciclohexanona. A etapa posterior € formacdo do equilibrio ceto-endlico
novamente quando uma molécula de agua abstrai o segundo hidrogénio alfa da
ciclohexanona (etapa — reacdo alddlica — Figura 27). Finalmente, ocorre a
protonacdo de uma das hidroxilas com posterior desidratacao, que é favorecida
em razao da formacdo de um sistema conjugado (etapa de desidratacdo —
Figura 27).

Figura 27 - Mecanismo proposto para a reacdo de condensac&o aldélica em meio

acido (SOLOMONS e FRYHLE, 2006).

Reacéo alddlica:

/_\\ + .o PAd +/H /
He hQBH ‘OH :OH :OH 0 0~ H ..
o € ~ H'g\ ? m P
H R e Ho R
QJ:'éH
Etapa de desidratacéo:
:0: H
FQHz
Pz

O O
e
—

H,O~ HID

+O- H
! =
R

H -OH,
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Um mecanismo semelhante ocorre quando a ciclohexanona € substituida pela
acetona (sintese dos compostos 2a e 2b). O mecanismo de formacdo do
composto monoarilado 2c é o mesmo ilustrado na Figura 27, entretanto, nesse

caso, ndo ocorreu a segunda condensacao aldélica.

6.3 Caracterizagdo dos compostos la-1g e 2a-2c

Os compostos 1a, 1b, 1c, 1d, 1e, 1f, 1g, 2a, 2b e 2c foram caracterizados pela
determinacao do seu ponto de fusdo e andlises dos espectros no infravermelho
e de RMN de 'H e *°C.

Pode-se observar um padréo semelhante no espectro no infravermelho, no que
se refere as bandas caracteristicas de carbonila (C=0) e olefina (C=C) de

sistema carbonilico-a,B-insaturado, conforme ilustrado na Tabela 1.

Tabela 1 — Comparagéo entre as bandas de C=0 e C=C dos compostos la-1g e 2a-2c.

o/cm™
Substéancia

C=0 Cc=C
la 1674 1622
1b 1665 1604
1c 1666 1611
1d 1657 1592
le 1651 1594
1f 1639 1575
19 1672 1613
2a 1634 1585
2b 1618 1582

2c 1674 1634
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Observa-se que todas as carbonilas possuem numero de onda compativel com
uma carbonila de cetona a,8-insaturada (< 1700 cm™). J4 as bandas de C=C
aparecem em numero de onda menor do que o esperado para um alceno
(1670-1640 cm™). Isso se justifica pela intensificacdo do carater de ligacdo
simples pela conjugacdo com a carbonila. Quando se introduz uma ligacéo
C=C vizinha a um grupo C=0 ha deslocamento de elétrons 1T nas liga¢gdes C=0
e C=C no hibrido de ressonancia (Figura 28) diminuindo as constantes de
forca, resultando na diminuicdo da frequéncia tanto da carbonila quanto da

ligacdo dupla.

Figura 28 — Efeitos da conjugagio em ligag&o dupla vizinha a uma carbonila

0 o
\c:(g/ “\ — \6—0//0\
/PN /N

Geralmente a ligagdo C=C possui intensidade bastante fraca, bem mais fraca
do que a ligacdo C=0. Entretanto, nos espectros das substancias em questao
observa-se intensidades de absorcéo fortes tanto para a ligacdo C=0 quanto
para a ligacdo C=C. Isso porque, se a ligacao dupla estiver conjugada com um
grupo carbonila, a absor¢cdo C=C move-se para frequéncias mais baixas, que a
normal de um alceno e € também intensificada devido o dipolo elevado do
grupo carbonila (PAVIA et al., 2012).

No caso do composto monossubstituido 2c as bandas referentes a carbonila e
a ligacdo dupla aparecem em um numero de onda maior devido a menor
extensdo da conjugacgdo. Observa-se, também, que a conjugacdo adicional
com o anel aromatico exerce uma influéncia na posicédo dessas bandas, ja que
0 composto la, que possui um anel ciclohexano ao invés de um anel
aromatico, apresentou, no espectro no IV, bandas referentes as ligacdes C=0

e C=C em posic¢des similares as de 2c.
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Os compostos la-1g e 2a-2c foram caracterizados, também, pela analise de
seus espectros de RMN de 'H. Uma comparacédo entre os descolamentos
quimicos dos principais sinais observados nos espectros de RMN de *H desses
compostos estdo mostrados nas Tabelas 2, 3 e 4. Os compostos 1b, 1c e 1g

foram caracterizados de acordo com o trabalho de BRAGA, 2012.

Tabela 2 - Dados do espectro de RMN de *H da substancia 1a.

0]
1 5 2
X ENEN3
3 4
4
1a
Anel cetonico Hidrogénios do anel ciclohexila
Subst.
H-3 H-4 Olefina H-1' H-2' H-3' H-4'
2,52- 1,72- 1,72- 1,25- 1,25-
1a 2,48 1,63 6,63 2,25 1,63 1,21 1,21

Os hidrogénios do anel ciclohexanona H-3 e H-4 de la s&o observados da
forma de um multipleto em ¢ 2,52-2,48 ppm e 1,72-1,63 ppm, respectivamente.
O sinal da olefina se encontra na forma de um dupleto com constante de
acoplamento de 10 Hz, uma vez que o hidrogénio olefinico acopla com H-1’. Os
hidrogénios do anel ciclohexila s&o observados na forma de multipleto
conforme deslocamentos especificados na Tabela 2.
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Tabela 3 — Dados dos espectros de RMN de 'H das substancias 1b-1f e 2a-2c.

1:Ri=H  Ry=H
1d:Ri=H  Ry= OCHj
1e: R1= OCH3 R2= OCH3
1f: Ry= OCHs R,= OH

(6]

@ . 5 .2
NS /1|\3'R
N/ 3 _N

2 R

1c

1
2

2a: R4=

o 3
NP> 1 2 3 Ry
O ’ O
" 4‘
" Ry
H

R,= OH

2b: Ry= OCH; Ry= OH

(0]

4
H3COW1
3
HO™ 4 6 2c

5

. Hidrogénios
Anel cetdnico .
Subst. Olefina aromaticos H do substituinte
H-3 H-4 Orto Meta
1b 2,95 1,8 7,83 7,50-7,31 7,50-7,32 -
1c 2,88 1,85-1,76 7,62 7,26 8,62 -
1d 2,92 1,8 7,77 7,45 6,94 3,84 (OCHy)
3,92 (OCHs),
le 2,98-291 1,89-1,76 7,75 7,14-7,09 7,03-7,00 3,91 (OCHy)
4107 (Oﬂ)y
1f 2,88 1,71 7,57 7,09-7,03 7,85 3,81 (OCHs,)
2a - - 7,57-H-2, 6,91-H-3 7,43 6,71 4,8 (OH)
9,66 (OH),
2b - - 7,22-H-3, 7,15-H-2 7,86-7,21 6,64 3,78 (OCHy)
7110 (Oﬂ)y
2c - - 7,45-H-4, 6,58-H-3 6,92-6,25 7,07 3,91 (OCHs,)

No espectro de RMN de *H de 1e, 1f e 2b observam-se sinais correspondentes

aos hidrogénios aromaticos na forma de multipleto entre o 7,86-7,03. No

espectro do composto 2b, em o 7,21, observa-se a presenca de um dupleto

duplo indicando que o sinal referente & H-6’ que acopla em meta com H-2’ com

constante de acoplamento de 2 Hz e em orto com H-5 com constante de

acoplamento de 8 Hz. Foram observados dois dupletos com constantes de

acoplamento 16 Hz para os hidrogénios olefinicos H-4 com ¢ 7,45 ppm e H-3

com

0 6,58 ppm para o composto 2c.
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Com base no deslocamento quimico do sinal referente aos hidrogénios
olefinicos (6 7,0-7,7) pode-se concluir que foram obtidos isbmeros geomeétricos
com a configuracdo E, uma vez que o sinal dos hidrogénios nos isbmeros com
a configuracdo Z teria deslocamento quimico préximo a 6 6,8 (VATSADZE et
al., 2006).

Os sinais referentes aos hidrogénios do anel ciclohexanona dos compostos 1d,
le e 1f nem sempre se mostraram com boa resolucédo e o que se observa sao
dois multipletos na regido de & 2,98-2,88 e & 1,89-1-71, referente aos
hidrogénios H-3 e H-4, respectivamente.

Os dados de RMN de *H de 1g encontram-se resumidos na Tabela 4.

Tabela 4 — Dados do espectro de RMN de 'H da substancia 1g

Anel cetonico Hidrogénios do anel quinolinico

Subst. H-3 H-4 Olefina H-3' H-4' H-5' H-6' H-8' H-9'

8,17- 8,32- 7,99- 8,17- 8,32- 9,31- 7,99-
1g 2,74 1,68 8,08 8,23 7,89 8,08 8,23 9,29 7,89

Nas Tabelas 5, 6 e 7 estdo descritos os valores de deslocamento quimico dos
sinais de carbono das substancias la-1f, 1g e 2a-2c, respectivamente. As
atribuicbes dos sinais de carbono de todas as substancias foram auxiliadas

pela andlise dos respectivos espectros de DEPT 135.
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Tabela 5 — Dados do espectro de RMN de *°C das substancias 1a-1f

o) o) o)
2' 2 2'
3 3 4 N_ _— 3 N
4 R; 2 ° 5 R 4 7
1a 1b: Ry=H R,=H 1c
1d: Ry=H R,= OCHj
1e: R1= OCH3 R2= OCH3
1f: Ry= OCH3 R,= OH
Anel ceténico Carbonos aromaticos/Ciclohexila
Subst. Olefina
Cc:0 C=2 (C=3 C=4 1' 2' 3 4' 5' 6'
1a 190,5 134,3 26,46 22,84 1455 37,35 31,96 25,83 26,08 - -
1b 190,3 136,1 284 22,9 136,9 1359 128,3 130 128,5 - -
1c 189,3 139,3 28,3 225 134,4 143,2 124,1 150,1 - - -
1d 190,2 134,4 28,62 23,11 136,6 1288 132,4 114 - - -
le 189,9 134,6 28,45 23,03 136,7 129,1 114 149,8 148,8 111,2 123,9
1f 188 127 28,03 22,65 136,2 133,5 124,3 1479 147,5 114,8 115,6
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Tabela 6 — Dados do espectro de RMN de *C da substancia 1g

Substancia
1g

187,7 C=0 ?

139,7 C-2 o
(@]
()

28,0 C-3 &
3,

22,1 c-4 8

134,0 Olefina

150,4 c-1

127,0 Cc-2'

123,2 C-3' o
o

126,0 c-4' S
(o]

130,2 c-5' o
(=]

129,8 C-6' 3
=

143,1 c-7' 8
(7]

145,8 c-8'

122,1 Cc-9'
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Tabela 7 — Dados do espectro de RMN de *°C das substancias 2a e 2b

2a: R1= H R2= OH
2b: R1= OCH3 R2= OH

Olefina Carbonos aromaticos
Subst.

C=0 C=2 C=3 1 2' 3' 4' 5' 6'

2a 191,84 123,59 145,3 127,83 131,82 117,06 161,66 - -
2b 188,04 123,04 142,78 126,37 111,42 149,52 147,97 115,69 123,36

6.4 Sintese dos compostos monoarilados

6.4.1 Sintese das 2-benzilideno-ciclohexanonas 3a e 3d

Diferentemente das 2,6-bis-(arilmetilideno)-cicloalcanonas, as substancias 3a e
3d foram sintetizadas utilizando um equivalente do benzaldeido e dois
equivalentes da ciclohexanona em meio isento de etanol ou qualquer outro
solvente organico (Figura 29). As reacBes foram realizadas com catalise

béasica, sob refluxo.

Figura 29 — Obtencéo de 3a e 3d.

o CHO CHO 0 0
+ 1 ou 1 Refluxo/ 24 h N
|
/N\

3a - 93% 3d - 64%

Uma comparagao entre as metodologias utilizadas para obtengdo das mono e

di- aril-alcanonas sao resumidas na Tabela 8.
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Tabela 8 — Principais diferencas na forma de obtencdo dos produtos de condensacéo

mono e dissubstituidos.

Composto sintetizado

CondicOes de sintese  Monossubstituido  Dissubstituido

Uso de solvente organico nao sim
Temperatura refluxo ambiente
Tempo de reagéo 24 horas 30 a 120 min.

A auséncia de solvente organico parece ser um ponto-chave para se obter os
produtos monoarilados, ja que toda vez que a reacao foi realizada em solvente
organico, obteve-se os produtos diarilados. Especula-se que, uma vez que
ocorra a primeira condensacdo alddlica, o produto seja insolivel no meio
aguoso e precipite, dificultando, assim, a ocorréncia de uma segunda reacao
de condensacao alddlica. A reacdo € conduzida sob refluxo para favorecer a
solubilidade dos reagentes no meio aquoso.

6.4.2 Sintese das 2-benzilideno-ciclohexanona 3b e 3c

Para a obtencéo dos produtos 3b e 3c, inicialmente tentou-se seguir a técnica
de obtencdo dos produtos 3a e 3d. Apés 2 horas de reacédo foi observado um
escurecimento da mistura reacional. O monitoramento por CCD revelou uma
possivel degradacdo dos reagentes com a presenca de varias manchas na
placa. Apds essas observacdes repetiu-se a reacdo em banho de gelo e, nesse
caso, o consumo total dos reagentes foi detectado por CCD apés 1 ou 2 duas
horas. O produto isolado foi analisado por espectroscopia no IV, que
demonstrou a presenca de uma banda intensa e larga por volta de 3400 cm™,
indicando a formacdo de um produto hidroxilado, compativel com a estrutura
representada na Figura 30. As condicbes brandas da reacao (baixa

temperatura) dificultaram a ocorréncia da etapa de desidratacéo.
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Figura 30 — Obteng&o de 3b e 3c.
O CHO CHO O OH (0] ?H
NO
A A 2
O- Qg Qo G-
NO, N 40-50°C 1-2h P
3b -66% 3c-91%

O produto isolado foi submetido a nova reacao de forma a favorecer a etapa de
desidratacdo, em condigcbes de catalise acida e basica e aumento de

temperatura (50 °C), porém o que se observou foi a degrada¢éo do produto.

Posteriormente, a reacdo foi repetida a temperatura de 40 °C na tentativa de
viabilizar a etapa de desidratacdo. Entretanto, nessas condi¢des, isolou-se

novamente o produto hidroxilado.

6.5 Caracterizacdo dos compostos 3a-3d

Uma comparagdo dos espectros no infravermelho dos produtos hidroxilados e
nao hidroxilados pode ser observada na Tabela 9.

Tabela 9 — Comparacéo dos dados de infravermelho dos produtos monoarilados

hidroxilados e nao hidroxilados.

o/lcm™
Substancia
C=0 c=C O-H
3a 1678 1590 -
3b 1703 - 3098
3c 1697 - 3472
3d 1657 1608 -

A frequéncia de absorcdo do grupo C=0 para os compostos 3b e 3c esta de
acordo com o esperando, que, segundo Pavia, se encontra por volta de 1715 a

1700 0/cm™ quando esse grupo ndo esta conjugado (PAVIA et al., 2012). Ja
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nos casos em que ha conjugacéo da carbonila com um grupo C=C, essa banda
aparece em valores mais baixos, 0 que pode ser visto nos compostos 3a e 3d.
No espectro no infravermelho de 3c também foram observadas bandas
caracteristicas do grupo nitro com deformacéo axial assimétrica em 1524 cm™

e simétrica em 1347 cm™.

Os dados mais caracteristicos observados no espectro de RMN de *H de 3b e
3d estdo mostrados na Tabela 10. Apesar das varias tentativas nao foi possivel
a purificacdo dos compostos 3a e 3c e, por essa razdo, os dados dos espectros

de 'H e ¥C de RMN dessas substancias ndo foram incluidos na Tabela.

Tabela 10 — Dados dos espectros de RMN de 'H das substancias 3b e 3d.

(@]
1 2'
6 6 2/ 1 3
5 5 3 ¢
4 3d T
Anel cetbnico
Subst. Olefina
H-3 H-4 H-5 H-6 H-7
3b 2,09-1,53 2,09-1,53 2,09-1,53 2,30-2,26 5,13 -
3d 2,64-2,48 1,93-1,69 1,93-1,69 2,84 - 7,74

Assim como nos espectros dos compostos dissubstituidos, os dos
monossubstituidos apresentaram os sinais dos hidrogénios metilénicos na faixa
de 6 2,84-1,69. O sinal referente ao hidrogénio da olefina foi observado na
mesma faixa do sinal correspondente no espectro dos compostos
dissubstituidos Tabela 3, indicando que também foram obtidos os isémeros E.
No caso do composto 3b, que ndo possui olefina, observa-se a presenca de
um sinal proximo a & 5,1, compativel com hidrogénio ligado a carbono
hidroxilado. Esse sinal aparece como um tripleto com constante de
acoplamento ~ 4 Hz, em raz&o do acoplamento entre H-7 e os hidrogénios H-2
e OH.
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Ainda para reforcar as evidéncias de que o composto 3b foi obtido na forma
hidroxilada, na Tabela 11 estdo descritas as principais diferencas observadas
nos espectro de RMN de **C dos compostos monossubstituido hidroxilado e

olefinico.

Tabela 11 — Dados comparativos do espectro de RMN de **C de 3b hidroxilado e 3d

nao hidroxilado.

(@]
1 2

6 2/ 1 3

5 3 L -

N
4 3d |
Ciclohexanona
Subst. Olefina
Cc=0 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7

3b 210,28 56,41 23,94 25,88 26,82 41,84 68,26 -
3d 201,15 131,94 29,23 24,04 23,36 40,1 - 137,26

Como pode ser observado na Tabela 11, o sinal do carbono carbonilico de 3b
encontra-se em ~ & 210, quase 10 unidades acima do valor do sinal do
carbono carbonilico do compostos a,B-insaturado 3d. Os valores estdo de
acordo com o esperado segundo Pavia e colaboradores: cetona a,B-insaturada
~ 6 210-190 e cetona ciclica ~ 6 220-200 (PAVIA et al., 2012).

6.6 Sintese das tiossemicarbazonas 4a, 4b, 4c, 4d, 4e 4f e 4g

As tiossemicarbazonas foram sintetizadas por meio de reacdo de condensacgéao
entre a tiossemicarbazida e aldeidos e cetonas, utilizando-se acido acético em
etanol 95% (Figura 31).
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Figura 31 — Equag&o geral para obtencg&o das tiossemicarbazonas.

H-N S
1 2
H NH2 \f
\'\% i HN.
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ou >
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1 cetonas Ac. Acético
H H
N N O.N
4a:R = 4R = P to R

4d:R = 4e:R=H 4g:R =
HO

PSS S SIS S

Nessa reacao, o acido acético é utilizado como catalisador para obtencao de
pH = 4,5 + 0,5. Esse valor de pH é fundamental para o bom andamento da
reacdo, uma vez que, em pH acima dessa faixa, ndo haveria a protonacao da
carbonila do aldeido ou cetona, 0 que é importante para acelerar a reacdo. Ja o
pH abaixo dessa faixa, poderia ocorrer a protonacdo do nitrogénio N-1 da
tiossemicarbazida, impedindo, assim, que atue como nucleofilico. O
mecanismo da reacdo para obtencdo das tiossemicarbazonas se inicia com a
protonacdo do composto carbonilico pelo catalisador, o ion hidrénio, seguido
de ataque nucleofilico a carbonila ativada pelo nitrogénio N-1 da
tiossemicarbazida. Em seguida tem-se entdo a formacédo da ligacdo entre o
nitrogénio e o carbono da carbonila (I) com a formac&do do intermediario
hidroxilado (I1), conforme mostrado no mecanismo representado na Figura 32.
Na etapa seguinte, ocorre a protonacdo da hidroxila, transformando-a em um
bom grupo abandonador, com consequente perda de uma molécula de agua e
formacdo da imina (lll), com regeneracdo do ion hidrénio catalitico
(SOLOMONS e FRYHLE, 2006).
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Figura 32 — Mecanismo proposto para a reagéo de formag&o da tiossemicarbazona

s
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I I
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H=1O (3 M0 Ry s N .
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R "R"(H) R'” "R"(H) R "R"(H)

As tiossemicarbazonas 4a, 4b, 4c, 4d, 4e, 4f e 4g foram obtidas com

rendimentos que variaram entre 19-98,5 %.

Um fato curioso foi observado apdés a etapa de purificagdo da
tiossemicarbazona 4f, quando foram isoladas, além de 4f, a tiossemicarbazona
4qg, derivada da acetona. Vale ressaltar que em momento algum foi usada
acetona como solvente na reacdo. A reacédo foi repetida e, novamente, foram
isoladas as duas tiossemicarbazonas, 4f e 4g, com 60 e 19 % de rendimento,
respectivamente. O que se pode presumir € que o reagente (henan-3-ona)

possui como contaminante, a acetona.

6.7 Caracterizacdo das tiossemicarbazonas 4a, 4b, 4c, 4d, 4e, 4f e 4¢g

S

TN

H,N R

H H
X i A O:N
4a:R= 4b:R=N_ 4c:R=
4d: R = 4e:R=H 4f:R = 4g:R =
HO

Iz




110

As tiossemicarbazonas 4a-4g foram caracterizadas pela determinacéo do seu
ponto de fusdo e anélises dos espectros no IV e de RMN de *H e *3C, exceto a
tiossemicarbazona 4c que néo foi possivel realizar sua purificacdo. No espectro
no infravermelho dos compostos 4a-4g sdo observadas bandas
correspondentes & deformacao axial de C=N na regi&o de 1593-1606 cm™. Nos
espectros no IV das tiossemicarbazonas 4a e 4d observa-se, ainda, banda
caracteristica de olefina (C=C) a,3-insaturada (Tabela 12). Para os compostos
4b e 4c se observa a presenca de uma banda em ~ 3400cm™, indicando a
presenca do grupo funcional hidroxila. Essas informacgdes sdo essenciais para
diferenciar os produtos 4a e 4d dos produtos 4b e 4c que ndo possuem a
conjugacgéao do grupo C=C com o grupo C=S. No espectro no IV do produto 4d
também se observa uma banda caracteristica de O-H, nesse caso, relacionada

a hidroxila fenélica. Esses dados estao resumidos na Tabela 12.

Tabela 12- Dados do espectro no infravermelho dos compostos 4a-4g.

o/lem™
Substancia

C=N Cc=C O-H
4a 1593 1492 -
4b 1606-1583 - 3454
4c 1603 - 3392
4d 1601-1498 1588 3450
4e 1597-1520 - -
4f 1593-1497 - -
49 1593 - -

De acordo com o descrito na literatura, as tiossemicarbazonas que néao
possuem substituintes no N-4, apresentam uma estrutura aproximadamente
planar e possuem preferencialmente o &tomo de enxofre na posicdo anti em
relacdo ao nitrogénio iminio. Varios fatores contribuem para esse arranjo
estrutural, porém o que talvez seja mais plausivel é a possibilidade da molécula

adotar uma conformagao que propicie a formacdo de uma ligagdo de
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hidrogénio entre o atomo de nitrogénio da ligacdo N=C e os hidrogénios do
grupo -NH,. Essa ligacéo de hidrogénio é favorecida em razdo da formacao de
um anel de cinco membros, conforme ilustrado na Figura 33 (TENORIO et al.,
2005).

Figura 33 — Conformacéo anti e sinperiplanar na tiossemicarbazona.

Na Tabela 13 estdo descritos os valores de deslocamento quimico dos sinais
referentes aos hidrogénios do grupo NH e -NH, da porcao tiossemicarbazida,
observados no espectro de RMN de *H das tiossemicarbazonas.

Tabela 13 — Diferenca de descolamento observada para os sinais dos hidrogénios da

porcéo tiossemicarbazona.

Substancia N-H -NH,
4a 10,29 8,21 7,78
4b 10,12 8,02 7,34
4d 9,32 8,21 7,75
4e 8,00 7,32
4f 8,79 7,29 6,81
49 9,88 7,97 75

As tiossemicarbazonas sintetizadas 4a, 4b e 4d-4g ndo possuem substituicao
no N-4 e isso as tornam com uma estrutura aproximadamente planar como
descrito por Tendrio (TENORIO et al., 2005). Dessa forma elas terdo uma
estrutura preferencialmente anti, com o atono de enxofre anti em relacdo ao
nitrogénio iminio possibilitando uma interacdo intramolecular por meio de uma

ligacéo de hidrogénio formando um ciclo de cinco membros conforme mostrado



112

na Figura 33. Todas as tiossemicarbazonas foram obtidas como um unico

isbmero, apenas a tiossemicarbazona 4f foi obtida como mistura E e Z.

O resumo dos dados do espectro de RMN de **C das tiossemicarbazonas 4a,

4b, 4d-49g esta representado na Tabela 14

Tabela 14 — Dados do espectro de RMN de "*C das tiossemicarbazonas 4a-4g.

S S S
HN—{ HN—
=" ="
\2 H
W q
4a 4b 4d
S
H HN—% H _/(S S
HN
=", S >:N' _<NH2
4e 4f 4g
4a 4b 4ad 4e Af 4qg
152,44 156,79 14950 154,19 157,83 151,72 C=N
136,31 49,97 134,22 - - - C-1
127,80 68,90 120,84 - - - C-2

178,76 178,57 178,51 177,75 178,87 178,39 C=S

Observa-se que os deslocamentos quimicos para o grupo C=S mantém-se,
aproximadamente, na mesma faixa, o 178,87-177,75. Os sinais observados
para a ligagdo C=N variaram entre o 157,83-149,50. Para o produto
hidroxilado, 4b o deslocamento quimico do carbono C-2, encontra-se proximo a
o 68,90, caracteristico de carbono hidroxilado. Ja para 4a e 4d os
deslocamentos dos carbonos C-1 e C2 encontram-se em o 136,31-127,80 e

134,22-120,84, respectivamente, caracteristicos de carbonos olefinicos.
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6.8 Sintese dos heterociclos tiazolicos 5a-5p

H _<S
N
R=N \N |
Ro
s VAN H T H
_N
R, = Cl (5a) Ry,=H (5b) Ro=H (5e)
R, = Cl (5¢) R, = Cl (5f)
R, = OCH3 (5d) R, =0OCH3 (59)
HO A
R1= :©/\/u\ R1= %H R1= /\)K/
H3CO
R,=H (5h) R,=H (5k) Ro=H (5n)
R, =Cl (5i) R, =Cl (51) R, =Cl (50)
R, =OCH3 (5j) R, =OCH3 (5m) R, =0OCH3 (5p)

Os heterociclos hidrazino-tiazolicos 5a-5p foram obtidos por meio da reacdo de
ciclizagdo entre as tiossemicarbazonas com a 2-bromo-acetofenona nao
substituida, substituida na posicédo 4 do anel aromatico por um atomo de cloro
ou por um grupo metoxila, utilizando isopropanol como solvente da reacédo. Os

heterociclos foram obtidos com rendimento que variaram de 9-95,3 %.

A finalidade de se introduzir um substituinte no anel aromatico € para
estabelecer uma relacéo estrutura atividade. A presenca de um grupo metoxila,
por exemplo, pode introduzir um ponto de interacdo adicional com o alvo
molecular, atuando como aceptor de ligacdo de hidrogénio e, aumentando
assim, o nimero e a forga de interacdo, além de poder modular a solubilidade.
A insercdo de um &tomo de cloro também pode ser importante para atividade,
principalmente no blogueio de possiveis reacbes metabodlicas no anel

aromatico e, dessa forma, pode constituir uma vantagem nos parametros
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farmacocinéticos, como aumentar a meia vida do composto prolongando o
tempo de agéo.

O mecanismo proposto para a reacao de formacdo dos heterociclos se inicia
com o ataque nucleofilico do atomo de enxofre, preferencialmente, ao carbono
eletrofilico, contendo um bom grupo abandonador (-Br), da 2-bromo-
acetofenona. A carbonila vizinha ao carbono recentemente atacado pelo
enxofre é ativada abstraindo um préton do meio reacional. Em seguida, o par
de elétrons do nitrogénio promove, via reacdo de ciclizagcdo intramolecular, um
ataque nucleofilico ao carbono da carbonila ativada, levando a formac&o de um
anel de cinco membros. Na etapa final ocorre uma reacao de desidratacao, que
é favorecida pela formacdo de um sistema aromatico, levando a obtencdo do
ndcleo tiazolico (Figura 34) (HATZSCH e WEBER, 1887).

Figura 34 — Mecanismo proposto para a reagéo de formag&o do heterociclo tiazélico.

N H
R1QN/ \ /
N
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6.9 Caracterizacdo dos heterociclos tiazoélicos 5a-5p

Os heterociclos hidrazino-tiazélicos obtidos foram caracterizados pela
determinacao do ponto de fusédo e analises dos espectros no infravermelho e
de RMN de 'H e *°C.

No espectro no infravermelho dos heterociclos, as bandas relevantes sao as
mesmas discutidas para as tiossemicarbazonas, principalmente as bandas de
C=N com frequéncias observadas entre 1620-1490 cm™. A confirmacéo das
estruturas se deu, principalmente pela anélise dos espectros de RMN de 'H e
13C. Uma representacdo dos sinais caracteristicos observados nos espectros
de RMN e que evidenciam a formacéo do anel tiazolico dos heterociclos 5a-5p

esta mostrada na Tabela 15.

Tabela 15 — Dados caracteristicos de RMN de 'H e **C, indicativos da formagéo dos

heterociclos 5a-5p.

H {S
N
R=N \N |
Rz
wnnne NV VYN H QDN H
s N
R, = Cl (5a) Ro,=H (5b) Ro,=H (5e)
R, = Cl (5¢) R, =Cl (5f)
R, =0OCH3 (5d) R, =0CH3 (59)
HO A
R= :©/\)‘\ R,= >‘)‘\H R,= /\)J\/
H3CO
Ro=H (5h) R,=H (5k) R,=H (5n)
R, =Cl (i) R, = Cl G))) R, =Cl (50)

R, = OCH3 (5)) R, = OCH3 (5m) R, =0CH3 (5p)
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SubsT. H-5 C-2 C-4 C-5 Subst. H-5 C-2 C-4 C-5

7,38-
5a 7,23 170,33 152,64 105,29 5i 7,17 169,70 149,23 105,01
7,41-
5b 7,17 170,14 153,48 103,30 5j 7,36 169,01 148,55 101,63
5¢c 7,04 179,24 153,41 104,14 5k 7,24 169,08 148,09 103,49
5d 6,91 169,99 153,69 101,12 5| 7,30 169,00 149,01 103,78
5e - - - - 5m 7,09 169,06 146,73 101,59
5f 7,05 169,62 102,72 103,67 5n 6,73 170,14 145,03 102,04
5¢g - - - - 50 6,81 170,15 139,35 101,76
7,50-
5h 7,12 169,19 148,71 103,81 5p 6,54 170,04 141,84 99,28

Os dados do espectro de RMN de **C dos heterociclos 5a-5d, 5f, 5h-5p,
mostram que ha um padrdo de deslocamento quimico dos carbonos tiazélicos
C-2, (0 170,33-169,00) e C-5 (0 99,28-105,29). O deslocamento quimico de C-
4 variou de o 139,35-153,69. Os deslocamentos mais fora do padrdo sé&o
atribuidos aos compostos 5n, 50 e 5p que pode ser influéncia do grupo
substituinte, uma cadeia alquila constituida apenas por carbonos metilicos e
metilénicos que exercem menor influéncia em desblindar o nlacleo de atomos

vizinhos.

No espectro de RMN de 'H de 5a, 5h e 5j, os sinais referentes ao hidrogénio
tiazolico estdo sobrepostos aos sinais dos hidrogénios aromaticos. O
deslocamento quimico referente ao carbono CH=C (C-5) do anel tiazélico (~
102) é compativel com a formagdo do regioisomero 2,4-dissubstituido,
indicando que houve um ataque nucleofilico do atomo de enxofre ao carbono
eletrofilico da 2-bromo-acetofenona. Os deslocamentos quimicos dos carbonos
do anel tiazolico 2,4-dissubstituido (regioisbmero a) e 2,5-dissubstituido
(regioisdbmero b) foram simulados utilizando o programa ChemBioDraw Ultra,

conforme mostrado na Figura 35. Com base nesses valores percebe-se que se
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o regioisbmero b tivesse sido formado, o sinal referente ao carbono CH=C (C-
4) seria mais desblindado por estar vizinho a um &tomo mais eletronegativo, o
nitrogénio. Essa regiosseletividade ja era esperada, visto que o atomo de
enxofre possui um carater mais nucleofilico quando comparado com o atomo

de nitrogénio.

Figura 35 — Valores de deslocamentos quimicos simulados para o carbono

hidrogenado do anel tiazolico, referente aos regioisdmeros a e b.

Tendério e colaboradores mostraram em seus estudos que as
tiossemicarbazonas podem ser obtidas como misturas de isGmeros
geométricos E e Z (Figura 36) no estado sélido. Quando em solu¢cdo ha uma
tendéncia de isomerizacdo da configuracdo Z para E, o que se justifica pela
maior estabilidade termodindmica do isémero E (TENORIO et al., 2005). Tal

fato foi observado para os heterociclos 5f, 5n, 50 e 5p.

Figura 36 — Isémeros E e Z do composto 5p.

Isbmero E Isbmero Z

No espectro de RMN de **C de 5n, 50 e 5p pode-se observar os sinais dos
carbonos encontram-se duplicados, sendo esse fendmeno mais pronunciado

nos compostos 50 e 5p. Pegando-se o espectro do composto 5p como
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exemplo (Figura 37), observa-se que o0s sinais referentes aos carbonos
metilicos C-1 e C-6, por estarem mais distantes da ligacdo dupla C=N, sofrem
menor influéncia de um isébmero para o outro, quase nem se desdobrando. O
préximo carbono com influéncia crescente do efeito da mistura de isbmeros é o
carbono metilénico C-5, que por estar mais proximo da ligacdo dupla em
relacdo a C-1 e C-6, apresenta um desdobramento mais significativo do sinal
de seu carbono. Ja os sinais referentes aos carbonos metilénicos C-4 e C-2
sdo 0s que apresentam um desdobramento mais pronunciado, nessa ordem,
chegando a apresentar uma diferenca de quase 10 ppm de variacdo no
deslocamento quimico de um isdmero para o outro isbmero. Vale lembrar que

0s isdbmeros geométricos desses compostos ndo foram separados.

Figura 37 — Espectro de RMN de **C de 5p, mostrando o desdobramento dos sinais de

carbono dos isbmeros E e Z dos heterociclos tiazélicos.

——170.04
——165.19
——161.00
—141.84
—127.26
—121.28
—114.92

——99.28
——55.51
——38.07
——33.28
——30.00

No espectro de RMN de **C de 5f, esses desdobramentos dos sinais n&o foram
tdo pronunciados. A confirmacgéo da presenca dos isébmeros E e Z sé pdde ser
realizada quando houve separacao dos isbmeros por cromatografia em coluna
de silica. Observando-se os espectros dos isémeros, apds separacao (Figuras
38 e 39), percebe-se que ja havia iniciado a conversdo de um isbmero em
outro, de forma que ja se observa sinal duplicado, em destaque, referente ao
hidrogénio H-7. Houve uma pequena diferenca de deslocamento do sinal de H-

7,0 5,23 para o isbmero E e 0 5,19 no isdmero Z (Figuras 38 e 39).
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Figura 38 — Espectro de RMN de 'H de 5f com destaque para o deslocamento quimico

do sinal de H-7 nos isbmeros E e Z, majoritariamente o isbmero E.
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Figura 39 — Espectro de RMN de 'H de 5f com destaque para o deslocamento quimico

do sinal de H-7 nos isdmeros E e Z, majoritariamente o isémero Z.
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A diferenca de deslocamento do sinal de H-7 pode estar associada a
possibilidade de uma ligacdo de hidrogénio intramolecular entre o par de
elétrons do nitrogénio da imina com o hidrogénio da hidroxila de C-7, com a
formacdo de um anel de seis membros (Figura 40). Essa interacdo sO é
possivel na conformacdo do isbmero E. Na conformacdo Z, essa interagdo

resultaria na formagéo de um anel de sete membros, pouco favorecida.

Figura 40— Proposta de representacio esquematica da ligag&o de hidrogénio

intramolecular do isbmero E de 5f.

Isbmero E Isbmero Z

Assim, o sinal mais desblindado em ¢ 5,23 foi atribuido ao isémero E, ja que o
par de elétrons do nitrogénio da imina esta sendo utilizado para fazer a ligacéo
com o hidrogénio da hidroxila, deixando o nitrogénio parcialmente positivo, o
que torna o ndcleo dos atomos vizinhos menos blindado devido o efeito
retirador de elétrons. Os demais isdbmeros ndo foram separados em virtude da
baixa estabilidade dos produtos que sofriam degradacédo na coluna quando se

tentava realizar a separacao.

6.10 Ensaios Biologicos

6.10.1 Ensaios antioxidante in vitro

O potencial antioxidante de analogos da curcumina e derivados hidrazino-

tiazolicos foram testados na concentracdo de 100 uM utilizando-se trés testes



121

in vitro: DPPH, ABTS e FRAP. Os testes de DPPH e ABTS se baseiam no
consumo dos radicais DPPH e ABTS por meio de uma substancia antioxidante.
Ja o teste do FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) se baseia na
capacidade de substancias antioxidantes, em meio &cido, reduzirem o
complexo férrico tripiridiltriazina [Fe(Ill)-(TPTZ),]** a complexo ferroso [Fe(ll)-
(TPTZ),]*.

Os resultados dos ensaios estdo resumidos na Tabela 16 para 0s ensaios
DPPH, ABTS e FRAP. Para efeito de comparacdo a curcumina foi utilizada
como controle positivo. Os dados sao expressos na forma de porcentagem de
captura dos radicais DPPH e ABTS e porcentagem da capacidade de reducéo
do ferro no método FRAP. No caso do ensaio FRAP, a porcentagem de
reducdo do ferro foi calculada em relacdo ao padrédo utilizado, o Trolox (6-
hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-2-acido carboxilico), um analogo da a-tocoferol
(vitamina E) soluvel em agua. Substancias com atividade superior ao Trolox

apresentaram valores de porcentagem superiores a 100%.
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Tabela 16 — Resultados obtidos nos ensaios bioldgicos in vitro nos testes de

antioxidantes para os diferentes métodos testados.

Substancia % inibicao % inibicdo % Reducao do Ferro
(radical DPPH) (radical ABTS) FRAP
Curcumina 40,1 30,2 102,6
1d 0,1 0,0 9,2
le 0,0 0,0 5,2
1f 38,7 24,2 97,8
2a 0,2 294 18,5
2b 411 17,1 91,3
2c 27,3 13,0 130.,6
4d 22,6 11,8 1523
4e 25,8 12,6 13,4
4f 10,1 27,0 150,1
5a 67.8 9,8 53,8
5b 20,8 9,5 68,0
5¢c 39,3 91 58,6
5e 614 26,0 64,8
5f 38,9 18,3 64,1
59 748 13,0 65,2
5k 37,2 32,6 82,4
51 16,1 22,7 28,9
5m 57,3 18,7 63,0
5n 38,3 10,7 62,1
50 53,9 10,6 75,7

5p 61,6 11,4 68,7
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Com base nos resultados mostrados na Tabela 16 pode-se observar que sete
substancias sintetizadas apresentaram atividade antioxidante igual ou superior
a curcumina no ensaio de DPPH (valores sublinhados na Tabela 16). Entre os
derivados da curcumina que mais se destacaram estdo os compostos 1f e 2b
apresentando atividade de 38,7 e 41,1 %, respectivamente, de inibicdo do
radical DPPH. Isso pode ser inferido porque nas estruturas desses compostos
permanece 0 anel aromatico 3-metoxi-4-hidroxi-dissubstituido, o mesmo
padrdo observado para a curcumina, confirmando que esses substituintes sao
importantes para a atividade antioxidante. Com base nesses resultados
observa-se que o0s compostos hidrazino-tiazolicos apresentaram atividade
superior aos analogos da curcumina, sendo os compostos 5a, 5e, 5g, 5m, 50 e
5p os mais ativos, com destaque para o composto 5g, que apresentou 74,7 %

de inibicdo do radical DPPH contra 40,1 % da curcumina.

0 S
H HN—<
OO0 ="
N
HO 2a OH 5K
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Ja no ensaio do radical ABTS, apenas o analogo da curcumina 2a apresentou
atividade similar (29,4 %) ao da curcumina (30,2 %), entretanto n&o apresentou
atividade no ensaio de DPPH. Mais uma vez vale ressaltar que os melhores
resultados foram atribuidos aos derivados tiazélicos, sendo que o composto 5k
apresentou 32,8 % de atividade antioxidante, além de apresentar atividade

(37,2 %) proxima a da curcumina (40,1 %) no ensaio DPPH.

S S
wl  (md
o =N NH, N~ NH,
H3;CO N _
HO 2c HCO 4d 4f
HO

No terceiro ensaio, método da reducao do ferro, FRAP, os melhores resultados
foram atribuidos, inesperadamente, a duas tiossemicarbazonas, o composto 4d
e 4f, com atividade superior & da curcumina com inibicdo de 152,3 % e 150 %,

respectivamente.

Para os compostos que apresentaram resultados similares ou superiores a
curcumina, a Clsg foi determinada no ensaio de captura do radical DPPH. Os

resultados sdo mostrados na Tabela 17.

Tabela 17 — Quantidade necesséria de substancia para inibir 50% da concentragéo

inicial de radicais de DPPH.

Substancia Clsg uM

Curcumina 167,8
1f 1944
2b 166,9
5a 97,1
5c 118,8
5e 95,4
5f 139,2
59 60,4
5k 209,1
5m 162,1
5n 126,0
50 110,6

5p 126,6
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Os valores de Clsg indicam a concentracao da substancia capaz de reduzir pela
metade a concentracdo de radicais de DPPH existentes no inicio da reacao.
Pela andlise dos dados da Tabela 17 conclui-se que todos os compostos,
exceto 1f e 5k apresentaram atividade antioxidante superior a curcumina. Os
compostos 5a, 5e e 5g apresentaram os melhores resultados com Clsg de 97,1;
95,4 e 60,4 uM, respectivamente. Vale destacar a atividade apresentada pelo
composto 5g, que foi 0 que melhor apresentou atividade antioxidante no ensaio
DPPH, ja que em uma menor concentracao foi capaz de reduzir em 50% a

concentracdo do radical DPPH.

Dentre as substancias testadas, nenhuma se destacou por apresentar atividade
antioxidante nos trés ensaios. O que se observa, pela analise dos dados da
Tabela 16 é que o composto 5k mostrou atividade antioxidante similar ao da
curcumina no ensaio de DPPH, resultado significativo no ensaio FRAP e
resultado superior ao da curcumina no ensaio ABTS.

6.10.2 Avaliacao da atividade citotdxica in vitro

Os compostos sintetizados foram testados contra seis linhagens de células
tumorais: HL60 (leucemia miel6ide aguda), HCT (carcinoma colorretal),
JURKAT (leucemia linfoblastica aguda), MCF7 e MDA (adenocarcinoma de
mama humano), THP1 (leucemia monocitica humana). Inicialmente os testes
foram submetidos a triagem em uma concentracdo de 50 uM e as Clso foram
determinadas para as substancias que foram capazes de inibir mais que 50%
do crescimento das células. O teste também foi feito utilizando células Vero
(oriundas de rim de macaco-verde africano) modelo que mimetiza as células
normais. Para fins de comparacdo, a curcumina foi utilizada como controle

positivo.

Os resultados da determinagao da Clsp dos compostos contra as linhagens de
células tumorais e células Vero estdo mostrados na Tabela 18. As substancias

que apresentaram Clso > 100 uM foram consideradas inativas.



Tabela 18 — Resultados do ensaio de citotoxicidade in vitro das substancias

sintetizadas, da curcumina e o controle positivo, etoposideo (Clso uM)
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Substancia HL60 HCT JURKAT MCF7 MDA THP1 VERO

Etoposideo 8,3 - 3,8 >100 - - >100

Curcumina 11,6 34,5 23,7 97,7 55,5 24,9 81,1
la 30,7 87,0 50,5 29,6 15,4 - >100
1d - 93,0 - >100 91,0 - 94,0
le - 94 - >100 >100 - 97
1f 9,8 - 6,4 - 26,0 7,3 >100
2a - 41,0 - 57,0 54,0 - 55,0
2b 3,2 2,7 - 6,4 18,9 11,7 49,0
2c - 94,0 - 86,0 95,0 - >100
3b 98,0 >100 >100 - - - >100
3d - 92,0 - 94,0 95,0 - 98,0
4a 30,4 >100 40,4 >100 >100 >100 >100
4b - >100 - 90,0 96,0 - 96,0
4c - 94,0 - >100 94,0 - 95,0
5a 18,3 58,8 - 97,4 32,0 - -
5c >100 >100 - >100 69,9 - >100
5e >100 - - >100 - - >100
5f >100 - - >100 - - >100
59 >100 - - >100 - - >100
50 85,0 >100 - >100 >100 - >100

Com base nos resultados apresentados na Tabela 18 pode-se observar que

varias substancias apresentaram atividade superior a da curcumina em todas

as linhagens testadas e apresentaram resultados similares ao etoposideo. O

composto la, por exemplo, apresentou atividade superior a curcumina contra
duas linhagens tumorais, MCF7 e MDA com Clsg de 29,6 e 154 uM,

respectivamente. 1ISso mostra que a substituicdo da porcao 3-metoxi-4-hidroxi-

benzilideno por um anel metil-ciclohexila diminuiu o espectro de atividade,

porém tornou-o mais seletivo e mais ativo para as linhagens MCF7 e MDA

além de apresentar menor citotoxicidade contra células VERO (Clsg >100).
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Outra observacao importante é que a presenca da hidroxila fendlica parece de
fato ser essencial para a atividade das bis(benzilideno)alcanonas, conforme ja
demonstrado por Anad e colaboradores (ANAD et al., 2008). A substituicdo da
hidroxila por um grupo metoxila levou a uma queda na atividade da molécula

conforme pode ser visto pelos resultados de 1e.
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H H H3CO OCH
PO ACAS N
HO OH H3CO OCHj

Curcumina 1e

Ja a substituicdo da cadeia heptadiena, com dois hidrogénios metilénicos
acidos da curcumina por um anel central ciclohexano ou por uma cadeia aberta
penta-1,4-dien-3-ona, levou a um aumento significativo da atividade das
moléculas em todas as linhagens de células tumorais testadas, além de
apresentar atividade similar ao etoposideo contra a linhagem HL60 para o
composto 1f. Ja o composto 2b apresentou atividade quase trés vezes maior
que o etoposideo para a linhagem HL60 e 10 vezes mais ativo contra a
linhagem MCF7. Esse fato pode ser explicado primeiramente por ter
aumentado a rigidez das moléculas (1f e 2b) além de aumentar a estabilidade
com a remocdo do carbono metilénico central que confere instabilidade a
curcumina em pH acima de 6,5, conforme ja descrito também por Sardjiman
(SARDJIMAN et al.,, 1997). A substituicho do anel ciclohexano central,
composto 1f, pela cadeia aberta penta-1,4-dien-3-ona do composto 2b
aumentou a atividade da molécula, contudo esse aumento de atividade veio

também com o aumento da citotoxicidade do composto contra células normais.
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Curcumina

HL60 = 11,6 uM
MDA = 55,5 uM
THP1 = 24,9 uM
VERO = 81,1 uM

H,CO
HO

HL60 = 9,8 uM HL60 = 3,2 uM

MDA = 25,9 uM MDA = 18,9 uM

THP1=7,3 uM THP1=11,6 uM

VERO >100 puM VERO =49 uM

Os derivados monossubstituidos, 3b e 3d ndo apresentaram atividade
antitumoral. Isso mostra a importancia do sistema dissubstituido nos
compostos anélogos da curcumina. Foram testados também trés compostos
contento o grupo tiossemicarbazona. Da mesma forma que 0s compostos
monossubstituidos, as tiossemicarbazonas, compostos 4b e 4c, néo
apresentaram atividade citotoxica. Ja a tiossemicarbazona 4a apresentou
atividade moderada contra as linhagens HL60 e JURKAT com valores de Clsg

de 30,4 e 40,4 pM, respectivamente.

Quanto aos heterociclos hidrazino-tiazélicos, ndo houve uma molécula que se
destacasse, apenas o composto 5a apresentou atividade contra as linhagens
HL60, HCT e MDA com valores de Clsg de 18,3; 58,5 e 32,0 uM,

respectivamente.

Uma correlagédo entre a atividade antioxidante e a atividade antitumoral n&o
pdde ser estabelecida com os resultados encontrados nesse trabalho, exceto
para os analogos mais proximos a curcumina, 1f e 2b. Nesse caso, houve uma
boa correlagdo entre a atividade citotoxica e a atividade antioxidante pelo
método DPPH. Nos demais resultados, uma mesma substancia que
apresentou atividade antioxidante, ndo foi ativa contra linhagens de células

tumorais, e vice-versa. Entretanto, tanto as substancias ativas no ensaio de
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citotoxicidade quanto as substancias ativas nos ensaios de atividade
antioxidante, podem ser utilizadas como protétipos no planejamento de novos

analogos promissores para o tratamento dessas patologias.
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7 CONCLUSAO

Os compostos analogos da curcumina di 1la-1g, 2a-2b e monossubstituidos 2c,
3b e 3d, as tiossemicarbazonas 4a-4g e os heterociclos hidrazino-tiazélicos 5a-
5p foram sintetizados com bons rendimentos, exceto para 5e e 5g que
sofreram degradacé&o na coluna durante a etapa de purificacdo. Os compostos
foram sintetizados utilizando-se materiais de partida de facil acesso. Foram

sintetizadas 37 moléculas sendo que dessas, 20 sdo inéditas.

Os compostos sintetizados foram submetidos a ensaios in vitro para avaliacdo
das atividades antioxidante e citotoxica. No ensaio de atividade antioxidante, os
derivados hidrazino-tiazdlicos 5a, 5e e 5g foram os que apresentaram atividade
mais promissora no ensaio com o radical DPPH, com valores de Clso de 97,1;
95,4 e 60,4 UM, respectivamente, sendo mais ativos que a curcumina. Esses
resultados se mostraram bastante relevantes por ser uma atividade

relativamente nova para essa classe de substancias.

No ensaio de avaliacdo da atividade citotoxica utilizando seis linhagens de
células tumorais e uma de células normais, duas substancias, analogas a
curcumina, se destacaram, 1f e 2b com atividade superior a curcumina contra
todas as linhagens de células tumorais e resultados superiores ao etoposideo
para as linhagens HL60 e MCF7 para o composto 2b. E no caso de 1f, baixa

citotoxicidade para células normais.

A substancia 1a, contendo anéis ciclohexila no lugar dos anéis aromaticos dos
demais analogos da curcumina, apresentou um resultado interessante contra
as células de cancer de mama, MCF-7 e MDA, sendo mais de trés vezes mais
ativa que a curcumina. Esses resultados indicam uma seletividade potencial
para o tratamento desse tipo de tumor, que é um dos mais prevalentes entre as

mulheres.

A substituicBo da cadeia heptadiena da curcumina por um anel ciclohexano

central ou por uma cadeia central pentadiena, aumenta significativamente a
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atividade dos derivados da curcumina, porém a intercambialidade pela cadeia

pentadiena aumenta significativamente a citotoxicidade da molécula.

Os resultados obtidos nesse trabalho se mostraram promissores, abrindo
novas perspectivas para sintese de outros analogos com possibilidade de

otimizag&o da atividade bioldgica.
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Figura A.3 — Espectro de RMN de *°C e experimento DEPT 135 de 1a (50 MHz, CDCl5)
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Figura A.5 — Espectro de RMN de 'H de 1e (200 MHz, CDCls)
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Figura A.7 - Espectro no infravermelho de 1d
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Figura A.9 — Espectro de RMN de *°C e experimento DEPT 135 de 1d (50 MHz, CDCl3)
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Figura A.11 — Espectro de RMN de 'H de 1f (200 MHz, DMSO-Dy)
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Figura A.13 - Espectro no infravermelho de 2a
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Figura A.17 — Espectro de RMN de 'H de 2b (200 MHz, DMSO-Dg)
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Figura A.19 - Espectro no infravermelho de 2c
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Figura A.21 — Espectro de RMN de **C e experimento DEPT 135 de 2¢ (50 MHz, DMSO-

Ds)
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Figura A.22 - Espectro no infravermelho de 3a
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Figura A.23 - Espectro no infravermelho de 3b
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Figura A.25 — Espectro de RMN de **C e experimento DEPT 135 de 3b (50 MHz, DMSO-
De)
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Figura A.27 - Espectro no infravermelho de 3d
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Figura A.28 — Espectro de RMN de 'H de 3d (200 MHz, CDCl3)
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Figura A.29 — Espectro de RMN de **C e experimento DEPT 135 de 3d (50 MHz, CDCl5)

0 ™ oYY 9 Q

— ~ a~O © @ ™o ™ < ©
= [=] ~NANS oM — N~ NO®Mm
=} n mommn — [=X=} o< oM
N - o - - < < N NN

%T

210

93,6 _
92 |

90 |
88 |
86 |
84 |
82 |
80 |
78 |
76 |
74 ]
72 |
70 |
68 |
66 |
64 |
62 |

60 |

57,1

| | | | | | | | | | |
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Figura A.30 - Espectro no infravermelho de 4a
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Figura A.31 — Espectro de RMN de 'H de 4a (200 MHz, DMSO-D)
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Figura A.32 — Espectro de RMN de **C e experimento DEPT 135 de 4a (50 MHz, DMSO-
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Figura A.33 - Espectro no infravermelho de 4b
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Figura A.34 — Espectro de RMN de 'H de 4b (200 MHz, DMSO-Dg)
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Figura A.35 — Espectro de RMN de **C e experimento DEPT 135 de 4b (50 MHz, DMSO-

Ds)
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Figura A.36 - Espectro no infravermelho de 4c
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Figura A.37 - Espectro no infravermelho de 4d
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Figura A.38 — Espectro de RMN de 'H de 4d (200 MHz, DMSO-Dg)
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Figura A.39 — Espectro de RMN de **C e experimento DEPT 135 de 4d (50 MHz, DMSO-

De)

~ odo N NS o~
0 nos N a0 @ N~ 9 o d
o [ ¥ NW S B O © N
~ A M NN A A 0 o
- o C e e B | - Te) -

NH, I

S

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Figura A.40 - Espectro no infravermelho de 4e

75
1393
y 716
1451
%T
70 ‘
S 1092
65 | H HN
_N/ |
1357 |
1 3 NH; 1597 828
60 |
55 |
50 |
1520
48'0 T T T T T T T T T T T 1
4000,0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650,0

cm-1



Figura A.41 — Espectro de RMN de 'H de 4e (200 MHz, DMSO-D)
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Figura A.43 - Espectro no infravermelho de 4f
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Figura A.44 — Espectro de RMN de 'H de 4f (200 MHz, CDCl5)
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Figura A.47 — Espectro de RMN de 'H de 4g (200 MHz, DMSO-Dg)
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Figura A.48 — Espectro de RMN de "*C e experimento DEPT 135 de 4g (50 MHz, DMSO-
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Figura A.49 - Espectro no infravermelho de 5a
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Figura A.50 — Espectro de RMN de 'H de 5a (200 MHz, DMSO-D)
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Figura A.51 — Espectro de RMN de **C e experimento DEPT 135 de 5a (50 MHz, DMSO-
De)
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Figura A.53 — Espectro de RMN de 'H de 5b (200 MHz, DMSO-Dg)
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Figura A.54 — Espectro de RMN de *°C e experimento DEPT 135 de 5b (50 MHz, DMSO-
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Figura A.55 - Espectro no infravermelho de 5¢
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Figura A.56 — Espectro de RMN de "H de 5c (200 MHz, DMSO-Dg)
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Figura A.57 — Espectro de RMN de *°C e experimento DEPT 135 de 5c (50 MHz, DMSO-D)
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Figura A.59 — Espectro de RMN de 'H de 5d (200 MHz, DMSO-Dg)
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Figura A.60 — Espectro de RMN de **C e experimento DEPT 135 de 5d (50 MHz, DMSO-
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Figura A.61 - Espectro no infravermelho de 5e
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Figura A.63 — Espectro de RMN de 'H de 5f (200 MHz, DMSO-Dy)
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Figura A.67 — Espectro de RMN de 'H de 5h (200 MHz, DMSO-Dg)
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Figura A.69 - Espectro no infravermelho de 5i
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Figura A.70 — Espectro de RMN de 'H de 5i (200 MHz, DMSO-Dy)
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Figura A.71 — Espectro de RMN de *°C e experimento DEPT 135 de 5i (50 MHz, DMSO-
De)
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Figura A.75 - Espectro no infravermelho de 5k
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Figura A.77 — Espectro de RMN de **C e experimento DEPT 135 de 5k (50 MHz, DMSO-

Ds)
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Figura A.79 — Espectro de RMN de 'H de 5| (200 MHz, DMSO-Dy)
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Figura A.80 — Espectro de RMN de **C e experimento DEPT 135 de 5| (50 MHz, DMSO-
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Figura A.81 - Espectro no infravermelho de 5m
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Figura A.83 — Espectro de RMN de **C e experimento DEPT 135 de 5m (50 MHz, DMSO-

De)
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Figura A.85 — Espectro de RMN de 'H de 5n (200 MHz, CDCl3)
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Figura A.87 - Espectro no infravermelho de 50
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Figura A.88 — Espectro de RMN de 'H de 50 (200 MHz, CDCl3)
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Figura A.89 — Espectro de RMN de 'H de 50 (200 MHz, CDCl3)
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Figura A.90 — Espectro de RMN de **C e experimento DEPT 135 de 50 (50 MHz, CDCl5)
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Figura A.91 - Espectro no infravermelho de 5p
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Figura A.92 — Espectro de RMN de 'H de 5p (200 MHz, CDCl3)
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Figura A.93 — Espectro de RMN de **C e experimento DEPT 135 de 5p (50 MHz, CDCl5)
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