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Sintese, atividade antitumoral e anti-Trypanosoma cruzi de
aciltiossemicarbazidas e 1,3,4-tiadiazéis do S-(-) e R-(+)-limoneno
RESUMO

A sintese de substancias quimicas a partir de substratos opticamente
ativos isolados de fontes naturais € uma forma eficiente de obtencdo de
compostos quirais mais complexos e biologicamente ativos. Este trabalho
implementou novas metodologias de sintese de 1,3,4-tiadiazois e
aciltiossemicarbazidas a partir do limoneno. O limoneno € um monoterpeno
abundante encontrado nas formas enantioméricas R e S e apresenta diversas
atividades biologicas, incluindo antiprotozoaria e antitumoral. Também
apresentam estas atividades os 1,3,4-tiadiazois, classe de compostos
heteroaromaticos, e as aciltiosemicarbazidas, importante classe de
intermediarios de sintese. Derivados terpénicos nitrogenados, como
isotiocianoterpenos e tiossemicarbazidas contendo a unidade terpénica em
posicdo pouco usual, servem como precursores sintéticos para ambas as
classes bioativas supracitadas e sua sintese ja é consolidada no grupo de
pesquisa ao qual pertence este estudo. A partir das tiossemicarbazidas do
limoneno e aldeidos (benzaldeido, derivados de benzaldeido, cinamaldeido e
aldeidos heteroaromaticos), 31 derivados 2-amino-1,3,4-tiadiazol do limoneno
5-substituidos — 21 do S-(-)-limoneno e 10 do R-(+)-limoneno — foram
sintetizados em um procedimento one-pot envolvendo ciclizagdo oxidativa por
Fe(lll), com rendimentos de 63-91%. Quatro 1-aciltiossemicarbazidas
4-substituidas de cada enantidbmero do limoneno foram obtidas pela adigdo de
hidrazidas aos isotiocianoterpenos, com rendimentos de 52-68%. Os
precursores hidrazida também foram sintetizados por novo procedimento, com
rendimentos de 82-98%. As aciltiossemicarbazidas e os 1,3,4-tiadiazéis foram
avaliados in vitro como agentes antitumorais, sobre varias linhagens de células,
e agentes anti-Trypanosoma cruzi. Nos ensaios antiproliferativos para células
tumorais, os derivados do S-(-)-limoneno apresentaram os resultados de
atividade mais expressivos dentre a série 1,3,4-tiadiazdis, enquanto que nao
houve correlagdo especifica das atividades das aciltiossemicarbazidas com a
quiralidade da porcao terpénica. As aciltiossemicarbazidas apresentaram
atividade inibitéria mais pronunciada para células de ovario resistente a

multiplos farmacos (NCI-ADR/RES), com o menor valor de concentragao
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inibitria (Glsg) de 2,4 umol.L” para a 1-benzoil-tiossemicarbazida do
S-(-)-limoneno. Os menores valores de Glsyp sobre uma linhagem celular
especifica ocorreram para o 5-nitrotiofenil-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno (0,9
umol.L", células de mama MCF-7) e para o 5-nitrofuranil-1,3,4-tiadiazol do
S-(-)-limoneno (0,8 pumol.L”, células de colon HT29), que apresentou efeito
citostatico (TGl) e citocida (LCsp) mais pronunciado que o controle positivo
doxorrubicina em algumas linhagens. Na avaliagdo de atividade anti-
Trypanosoma cruzi, a série do S-(-)-limoneno de 1,3,4-tiadiazéis novamente
apresentou os resultados mais significativos em formas tripomastigotas do
protozoario. Trés derivados (5-nitrofuranil-1,3,4-tiadiaz6is do R-(+) e do
S-(-)-limoneno e 5-nitrotiofenil-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno) foram mais
ativos que o controle positivo benzinidazol, com o menor valor de concentragao
inibitoria  de 5,5 umolL'. A  1-(2-fenilacetil)-tiossemicarbazida do
R-(+)-limoneno exibiu atividade expressiva para as formas tripomastigotas e
epimastigotas do protozoario e um dos menores valores de toxicidade em
células LLC-MK;. Os resultados de atividades biologicas significativos para os
derivados quirais 1,3,4-tiadiazds e aciltiossemicarbazidas, sintetizados a partir
do limoneno, com materiais de partida simples e procedimentos comuns,

corroboraram o propésito deste trabalho.

Palavras-chave: Limoneno. 1,3,4-tiadiazol. Aciltiossemicarbazida.
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Synthesis, anti-Trypanosoma cruzi and antitumor activities of
acylthiosemicarbazides and 1,3,4-thiadiazoles from S-(-) e R-(+)-limonene

ABSTRACT

The synthesis of chemical substances employing chiral substrates
isolated from natural sources is an efficient way of obtaining more complex and
biologically active compounds. This work developed new methodologies to
synthesize 1,3,4-thiadiazoles and acylthiosemicarbazides from limonene.
Limonene is an abundant monoterpene existing in R and S enantiomeric forms
and possesses a wide range of biological activities, such as antiprotozoal and
antitumor. 1,3,4-thiadiazoles, a class of heteroaromatic compounds, and
acylthiosemicarbazides, an important class of synthetic intermediates, also
show those biological activities. Terpene-based nitrogen-containing derivatives,
like isothiocyanoterpenes and thiosemicarbazides bearing a terpene moiety at
an unusual position are useful synthetic precursors to both bioactive classes of
chemicals previously described, as well as their synthesis protocol is already
established in the research group to which this study belongs. Starting from
limonene thiosemicarbazides and aldehydes (benzaldehyde, benzaldehyde
derivatives, cinnamaldehyde and heteroaromatic aldehydes), thirty-one
5-substituted  2-amino-1,3,4-thiadiazoles from limonene - 21 from
S-(-)-limonene e 10 from R-(+)-limonene — were synthesized by oxidative
cyclization with Fe(lll) via one-pot procedure in 63-91% yields. Addition of
hydrazides to isothyocianoterpenes yielded four 4-substituted
1-acylthiosemicarbazides from each enantiomer of limonene in 52-68%.
Hydrazides precursors were also synthesized by new procedure in 82-98%
yields. All acylthiosemicarbazides and 1,3,4-thiadiazoles were evaluated in vitro
as antitumor agents for several cell lines and as anti- Trypanosoma cruzi agents.
The antiproliferative essays for tumor cells afforded the most expressive results
for the S-(-)-limonene derivatives among the 1,3,4-thiadiazoles series, whereas
no specific correlation was observed between the acylthiosemicarbazides
activities and the chirality of the terpene moiety. Acylthiosemicarbazides
presented remarkable activity for breast resistant NCI/ADR cancer cell line
furnishing the lowest value of cellular growth inhibition (Glsp) as 2,4 umoI.L'1 for

1-benzoyl-thiosemicarbazide from S-(-)-limonene. The lowest values of Glsg for
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a single cell line were found for 5-nitrothiophenyl-1,3,4-tiadiazole from
S-(-)-limonene (0,9 pumol.L™, breast MCF-7 cells) and for 5-nitrofuranyl-1,3,4-
thiadiazole from S-(-)-limonene (0,8 pmol.L™", colon HT29 cells). The latter also
presented better cytostatic (TGI) and cytocidal (LCsp) effects than the positive
control doxorubicin for some of the cell lines. The anti-Trypanosoma cruzi
evaluation also afforded the most meaningful results for the S-(-)-limonene
series among the 1,3,4-thiadiazoles, against the protozoan trypomastigote
forms. Three derivatives (5-nitrofuranyl-1,3,4-thiadiazole from R-(+) and
S-(-)-limonene and 5-nitrothiophenyl-1,3,4-tiadiazole from S-(-)-limonene) were
more active than the positive control benznidazole, being found 5,5 umoI.L'1 as
the lowest value of inhibitory concentration. 1-(2-phenylacetyl)-
thiosemicarbazide from R-(+)-limonene furnished pronounced inhibitory
activities for both trypomastigote and epimastigote T. cruzi forms, besides one
of the smallest cytotoxicity values upon LLC-MK; cells. The achievement of
remarkable results of biological activities for chiral 1,3,4-thiadiazoles and
acylthiosemicarbazides synthesized from limonene, employing simple starting

materials and standard procedures, supported the aim of this work.

Keywords: Limonene. 1,3,4-thiadiazole. Acylthiosemicarbazide.
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Correlated spectroscopy - Espectroscopia de correlagao
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Duplo dupleto
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Distortionless  Enhancement by  Polarisation  Transfer -
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Multipleto
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Multiplicidade

Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
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Nuclear Overhauser Enhancement Spectroscopy
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Roswell Park Memorial Institute medium - meio de cultivo de
células e tecidos

Simpleto

Soro Fetal Bovino

Sinal largo
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Total growth inhibition - concentragdo da droga em que 100% do
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Tetraidrofurano
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Tetrametilsilano
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Deslocamento quimico de hidrogénio (em ppm)
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1. INTRODUCAO

1.1.Compostos naturais, Sintese Organica e a produc¢ao de farmacos

Na busca por compostos biologicamente ativos, a quimica medicinal &
um ponto de unido da Sintese Organica com Produtos Naturais. Através de
substancias isoladas de fontes naturais a Sintese Organica desenvolve
farmacos semissintéticos, ou ela se baseia naquelas estruturas para obtencao
de novos compostos bioativos. Em outros casos, a propria natureza fornece
substancias de alto potencial biolégico e cabe a Sintese apenas reproduzi-las
(Wilson & Danishefsky, 2006).

Segundo Newman & Cragg (2012), entre 1981 e 2010, quase 80% dos
1355 farmacos aprovados para comercializacdo ao redor do mundo eram
substancias de baixo peso molecular, frente a 20% de vacinas e derivados
bioldgicos. Analisando o surgimento anual dos novos farmacos de baixo peso

molecular (Figura 1), a maioria € de origem sintética e semissintética.

Figura 1. Novos farmacos inseridos no mercado entre 1981 e 2010 de acordo com
modo de obtenc&o”.
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AN = natural: NB — natural botanico; ND — derivado de produto natural ou semissintético;
S — totalmente sintético; S* — realizado por sintese total, mas com grupo farmacoférico de
produto natural; /NM — produtos naturais mimetizados (inibidores enzimaticos por
competicdo com o substrato natural). Fonte: Newman & Cragg (2012).



Dentre os exemplos de farmacos produzidos com o auxilio da sintese,
talvez o mais classico é o analgésico e antipirético acido acetilsalicilico (1),
inspirado nos salicilatos isolados da casca do salgueiro (S. alba),
especialmente a salicina (2) (Viegas et al., 2006). Tendo como protoétipo a
cocaina (3), alcaloide natural alucinégeno, toda uma classe de anestésicos
locais sem efeitos sobre o sistema nervoso central péde ser desenvolvida
sinteticamente, sendo a procaina (4) um de seus representantes (Barreiro,
1990). Ja o cloranfenicol (5), vale ser destacado por ser o primeiro antibiético
com centros estereogénicos a ser produzido por sintese total em larga escala,
enquanto era inicialmente isolado de fungos Streptomyces Venezuela. Assim
como o cloranfenicol, muitos compostos quirais bioativos sao obtidos
inicialmente de fontes naturais, ou estas fornecem substratos que podem servir
de blocos construtores quirais para moléculas mais complexas. (Menegatti et
al., 2011).

O OH OH

OY O—glicose

(1) (2)

/ H,N
N~ CO,CH, ﬁ

()

(5)

A presenca de varias drogas quirais no mercado é justificada pela

capacidade dos organismos de seres vivos em diferencia-las. A pureza
enantiomérica destes compostos pode determinar sua eficacia, visto que a
atividade biologica pode ser exercida majoritariamente ou apenas por um dos
isbmeros e, mais do que isso, tal pureza pode garantir a segurancga terapéutica

do medicamento. O classico efeito teratogénico do esteroisbmero S da
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talidomida (6) em contraste com o poder sedativo e hipnotico da forma R (7),
ilustra tal afirmacao e foi um marco na década de 60 para expor a importancia
da pureza enantiomérica de moléculas quirais bioativas (Barreiro, 1991;
Barreiro et al., 1997).

0 o
o 0
o] o]
o] o)
(6) (7)

A partir das estruturas dispostas acima, nota-se que os compostos
heterociclicos e nitrogenados estdo presentes na Quimica Medicinal. Ja& na
década de 90, anéis com heteroatomos representavam mais da metade das
substancias bioativas no mercado, sendo que nove a cada dez delas
apresentavam um atomo de nitrogénio e uma a cada quatro, um atomo de
enxofre em suas estruturas (Barreiro, 1991). Ainda hoje esta mesma classe de
compostos € a mais encontrada dentro da Quimica Medicinal (Isambert &
Lavilla, 2008).

Desta forma, o estudo quimico e biolégico de estruturas heterociclicas é
considerado de valiosa importancia, atraindo o interesse da Sintese Organica.
Considerando também os diversos substratos e modelos que Produtos

Naturais pode oferecer, justificam-se os trabalhos no campo da semissintese
de novos compostos bioativos.

1.2.Limoneno

1.2.1. Aspectos gerais

Oleos essenciais extraidos de plantas sdo utilizados desde a
Antiguidade devido as suas propriedades medicinais, consistindo de uma
mistura de compostos pertencentes majoritariamente a classe dos terpenos. O
limoneno, 4-isopropenil-1-metil-cicloexeno, € o monoterpeno mais abundante
da natureza e esta presente em mais de 300 espécies vegetais (Edris, 2007).

Devido a presenca de um centro opticamente ativo, o limoneno é

encontrado sob duas formas enantioméricas, S-(-)-limoneno ou /-limoneno (8a)
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e R-(+)-limoneno ou d-limoneno (8b) (Barba et al., 2013). Conforme estudos
conformacionais feitos por Urefia e colaboradores (2009), o R-(+)-limoneno
apresenta trés conformagdes equivalentes, com o grupamento isopropenila em
posi¢ao pseudo-equatorial em relacdo ao anel cicloexeno, como sendo as mais
estaveis (Figura 2). Elas variam apenas pela rotagdo da ligacdo C1-C7,
portanto rotdmeros, que juntos representam mais de 96% da populacédo do

monoterpeno em fase gasosa.

(8a) (8b)

Figura 2. Conformagdes equivalentes mais estaveis do R-(+)-limoneno.
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O limoneno é facilmente encontrado em excesso em uma de suas
formas enantioméricas na natureza. O  S-(-)-limoneno ¢é obtido
enantiomericamente puro de espécies de menta como a hortela-verde (Mentha
spicata) e a hortela-pimenta (Mentha piperita), enquanto o R-(+)-limoneno é o
componente majoritario do 6leo de alcaravia e dos 6leos das cascas de liméo e
laranjas, nos quais pode atingir concentragdes de até 96% (Barba et al., 2013;
Junior & Pastore, 2007).

Nas plantas, os monoterpenos como o limoneno exercem funcdes de
protecao contra o ataque de insetos e inibicdo de crescimento microbiano, bem
como atuam na prevencdo da desidratacdo das mesmas (Junior, 2003). O
aspecto lipofilico do limoneno é aproveitado na industria farmacéutica como
auxiliar na permeagao de drogas administradas por via cutanea, sendo mais

eficiente que alcoois de cadeia longa ou acidos graxos (Edris, 2007). Aliado ao
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seu aroma agradavel, isto faz deste terpeno um importante aditivo na industria
de cosméticos e de agentes flavorizantes (Arruda et al., 2009).

Devido a industria citrica mundial, o R-(+)-limoneno é recuperado em
quantidades da ordem de dezenas de milhares de toneladas anualmente, como
subproduto principalmente da produgao de sucos de laranja concentrados. Tal
fato o torna um subproduto industrial barato e de facil acesso para uma série
de outras areas que fazem uso dele, incluindo a industria quimico-farmacéutica
(Junior & Pastore, 2007). Provavelmente por isso, muito mais estudos
cientificos e aplicagdes industriais sdo normalmente relatados para o

R-(+)-limoneno do que para seu enantidmero.

1.2.2. Atividades bioldgicas

O limoneno apresenta diversas propriedades bioldgicas, dentre elas
antimicrobiana (Aggarwal et al., 2002), antifungica (Marei et al., 2012; Vuuren
& Viljoen, 2007), larvicida (Ferrarini et al., 2008a; Santos, S. et al., 2011),
antiprotozoaria (Arruda et al., 2009; Graebin et al., 2010; Moura et al., 2001),
antitumoral (Crowell, 1997; Crowell & Gould, 1994; Kawamori et al., 1996;
Kelloff et al., 1996; Miyazawa et al., 2002; Vigushin et al., 1998), cardiovascular
(Santos, M. et al., 2011), antioxidante (Roberto et al., 2010) e anti-inflamatdria
(Hirota et al., 2010).

Aggarwal e colaboradores (2002) relatam atividade antimicrobiana para
ambos os enantidmeros do limoneno. A forma R mostrou forte atividade contra
um amplo espectro de fungos e bactérias, incluindo a bactéria causadora da
carie Streptococcus mutans, enquanto que o S-limoneno foi pouco ativo nos
micro-organismos avaliados.

Ja para uma série de oito fungos avaliada por Vuuren & Viljoen (2007), o
isdbmero S do limoneno apresentou atividade antifungica igual ou superior a
forma R, sendo até trés vezes mais ativo para a cultura de Staphylococcus
aureus. O melhor valor de concentragao minima inibitéria (MIC) do isébmero S
foi de 3 mg.mL™", para Bacillus cereus e Cryptococcus neoformans, bactérias
encontradas no solo. Os autores ainda destacam o efeito do sinergismo entre
ambos os enantidmeros, tendo sido encontrados menores valores de MIC (1

mg.mL'1) para uma mistura racémica do terpeno que para qualquer uma de
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suas formas enantioméricas puras (8 mg.mL™" para cada uma) em cultura de
Moraxella catarrhalis, bactéria causadora de infeccbes das vias aéreas
superiores. Segundo um estudo feito para a forma S por Marei e colaboradores
(2012), o modo de agdo do limoneno em fungos se da pela inibicao
principalmente das enzimas pectina metil estearase (PME) e celulase destes
organismos.

A atividade antioxidante do limoneno é relatada para o enantibmero R
por Roberto e colaboradores (2010). Em estudos com camundongos, baixas
concentragdes de limoneno (até 50 pg.mL™") combatem o estresse oxidativo
das células pela modulagdo de perdoxido de hidrogénio no organismo. O
monoterpeno inibe a formagédo de H,O, no organismo e auxilia a proliferacéo
celular, aumentando a atividade das enzimas catalase e peroxidase,
reguladoras deste processo. Hirota e colaboradores (2010) também
comprovam que o limoneno combate a producdo de espécies reativas de
oxigénio no organismo e evita a migracdo de células eosindfilas (classe de
glébulos brancos do organismo) em concentracdes inferiores a 8 mmol.L™". Tais
efeitos sugerem que o limoneno tem potencial anti-inflamatério.

Em um artigo de revisdo sobre efeitos cardiovasculares de
monoterpenos, Santos, M. e colaboradores (2011) relatam o potencial do
limoneno em diminuir a hipertrofia ventricular e hipertensdo pulmonaria
induzidas por monocrotalina.

Existem diversos estudos sobre o efeito quimiopreventivo e
quimioterapéutico do R-(+)-limoneno no tratamento do cancer (Kuttan et al.,
2011). Dietas contendo Oleos ricos neste enantidmero possibilitaram uma
regressao de cancer de mama em roedores, mostrando ag&o quimiopreventiva
em casos iniciais do tumor e quimioterapéutica nos casos em que o tumor
estava no estagio de progressao (Crowell, 1997).

Em camundongos, o limoneno foi eficaz contra modelos de carcinoma
hepatocelular, cancer de pele e céncer de célon, bem como aumentou a
sobrevida de ratos portando linfoma. Seu potencial clinico esta atrelado a
inibicdo do crescimento celular, interferindo em etapas de isoprenilagdo de
proteinas e promogao da apoptose de células cancerigenas, conforme foi
observado para camundongos com tumor gastrico, aos quais foi administrado
R-(+)-limoneno (Edris, 2007; Kawamori et al., 1996).
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Vigushin e colaboradores (1998) relatam estudos clinicos em fase | e
fase Il do R-(+)-limoneno em pacientes com cancer em estagio avangado. O
estudo em fase |l com pacientes portadores de cancer de mama néo mostrou
resultados significativos. Porém na fase | foram observadas respostas parciais
positivas ou estabilidade da doenga em alguns casos. O estudo ainda mostrou
que o limoneno ndo causa efeitos colaterais graves e pode ser tolerado em
altas doses no organismo (8 mg.m™), quando comega a causar nauseas,
vomitos e diarreia. Kelloff e colaboradores (1996) referenciam as altas doses
do limoneno para sua eficacia clinica como um fator limitante de sua aplicacao
terapéutica, em que seriam necessarias doses diarias do terpeno que
correspondessem de 1 a 5% da dieta alimentar.

Na avaliacdo da farmacocinética do limoneno e sua metabolizagdo no
organismo, foi observada rapida absorgdo e conversdo do limoneno em
derivados, os quais se acredita serem em boa parte responsaveis pelos efeitos
biolégicos do terpeno. Os principais derivados encontrados no plasma
sanguineo foram o acido perilico (9), acido dihidroperilico (10), limoneno-1,2-
diol (11) e uroterpenol (12), além de outros metabdlitos de menor quantidade.
Tanto no plasma sanguineo quanto na urina, a presenga de limoneno foi
detectada em quantidades minimas apds algumas horas da administragéo
(Crowell et al., 1994; Vigushin et al., 1998).

COOH COOH
i OH
OH

(10) (11) (12)

Um estudo comparativo na diferengca de metabolizagdo do R-(+)- e do
S-(-)-limoneno em camundongos machos e fémeas € apresentado por
Miyazawa e colaboradores (2002). Apesar de nao discutir possiveis diferencas
de efeito relativos a estereoisomeria dos compostos, o estudo indica que os
derivados originados no organismo permanecem com O centro estereogénico

inalterado.
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Outros estudos biolégicos incluem atividade acaricida e larvicida relatada
para o limoneno. O isémero R foi capaz de inibir tanto o desenvolvimento de
larvas quanto a eclosdo de ovos da espécie Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, carrapato que prejudica a criacdo de gado (Ferrarini et al., 2008a).
Em outro estudo, ambos os enantibmeros do limoneno mostraram grande
potencial de inibicdo de larvas de Aedes aegypti, espécie de mosquito
transmissora da dengue. Em concentragdes de 100 ppm os terpenos induziram
100% da mortalidade das larvas em 24 horas, sendo constatado que sua alta
lipofilicidade e a presencga de ligagao dupla sao importantes para sua atividade.
(Santos, S. et al., 2011).

Dentre as atividades antiprotozoario, sao relatados estudos in vitro para
agentes causadores da malaria, tripanossomiase e leishmaniose. Em testes in
vitro contra um dos agentes causadores da malaria, Plasmodium falciparum, o
limoneno foi capaz de inibir o crescimento dos parasitas apos 0 seu primeiro
ciclo de vida, modulando a etapa de isoprenilagdo de algumas proteinas
atuantes no desenvolvimento do mesmo. Graebin e colaboradores (2010)
observaram que o limoneno ndo apresenta atividade contra Trypanosoma cruzi
em concentracdo de até 50 umoI.L'1 e sao necessarias concentracoes
superiores a 850 umoI.L'1 para evitar o crescimento de 50% de formas
promastigotas de Leishmania braziliensis, resultado confirmado por Ferrarini e
colaboradores (2008b). Arruda e colaboradores (2009) avaliaram a atividade in
vitro e in vivo do limoneno em varios géneros de Leishmania. O limoneno foi
capaz de inibir em 50% as formas promastigotas de L. amazonensis, L. major,
L. chagasi e L. braziliensis em concentragdes de 185 a 354 pmoI.L'1. No estudo
in vivo, em concentracdes de 300 pmoI.L'1, o terpeno reduziu em até 78% a
carga de formas amastigotas da espécie L. amazonensis no hospedeiro.
Tratamento tépico com formulagdes contendo 10% de limoneno resultou em
reducdo do tamanho das lesdes cutdaneas dos camundongos, promovendo a
cura completa em até 86% dos casos.

1.2.3. Derivados sintéticos nitrogenados

O limoneno encontra varias aplicagbes na Sintese Organica, pois
apresenta ligagbes duplas que podem reagir seletivamente. E um bloco
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construtor versatil e de baixo custo para construgdo de moléculas quirais
(Findik et al., 2009; Graebin et al., 2008; Voronkov et al., 2005b).

A funcionalizagdo da dupla endociclica do limoneno € demonstrada por
Roszkowski e colaboradores (2012) pela preparagado de derivados frans-1,2-
diaminas. Através de uma N-tosilaziridinacdo quimiosseletiva direta ao
limoneno (Esquema 1) foi obtido um par diasterecisomérico de
aziridinolimonenos. Subsequente abertura do anel aziridinico com azoteto de

sédio e posterior hidrogenacgao catalitica levou as diaminas vicinais.

Esquema 1. Sintese de frans-diaminas vicinais a partir do R-(+)-limoneno.

Tos
/Tos HN/
n\\\N Q
s NH,
Cloramina-T Triidrato, /\ _>1 PN
PTAB, CH5CN, 25°C>
_ Tos ° 0,
' 62%) 2 N/ NaN3, 25°C (90%) 4, WNH,
H - 10% Pd/C, H, (95%) H
/\\ .\\\\N\-I-os
| N A
~N)
N@ <) O\\//O
Br S<\®
Br” “Br Na* ']‘
Cl
PTAB Cloramina-T

Voronkov e colaboradores (2005a) apresentam uma sintese
diasterosseletiva de aziridinas (Esquema 2). Reagindo azoteto de s6dio com
uma mistura de epoxidos obtida do limoneno contendo os grupamentos metila
e isopropenila cis e trans, azido-alcoois sdo formados. Estes sdo convertidos
em mais de 98% de rendimento as respectivas aziridinas em etapas distintas,
devido a diferenga cinética de reacdo da azida secundaria e terciaria. Em
trabalho posterior, Voronkov e colaboradores (2005b) bifuncionalizam os
derivados aziridinicos através da abertura do anel com diferentes nucledfilos,

incluindo N-, P-, e S-nucledfilos.
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Esquema 2. Formacao diastereosseletiva de aziridinas a partir de 6xidos do limoneno.

Nsg, &
N.OH
Ny, &
.\\\\NH ’ g
O = .\\\\OH
NaNs PPhs *
R
NH,Cl  HQ o THF
i-PrOH 25°C
N3 0
(> 98%) 1,4-dioxano
PPhs, 100°C
% _aNH
(> 98%)

Similarmente, Ferrarini e colaboradores (2008b) descrevem a
preparagao de B-aminoalcoois por amindlise regiosseletiva do o6xido do
limoneno. N-alquil e N-aril aminas sao incorporadas ao 6xido de limoneno na
posicdo menos substituida. Neste trabalho os autores avaliam a atividade
antileishmania in vitro dos derivados em formas promastigotas de L.
braziliensis, sendo dois dos derivados, os compostos (13) e (14),
respectivamente cerca de 60 e 120 vezes mais potentes que a droga padréo e

menos téxicos para células do organismo.

\\\\OH H \\\\OH H
‘ N\/ > N\©

/é\ N
(13) (14)

Modificacdes na dupla exociclica do limoneno inclui trabalhos de Mattos
e colaboradores (1992) e Mattos & Kover (1994). O primeiro estudo descreve,
dentre outros procedimentos, solvemercuriagdes quimio e regioespecificas
para o limoneno, utilizando Hg(BF4)2 € nucledfilo apropriado, seguido de NaBH,4
ou litio para reducgao da ligacado C-Hg (Esquema 3 — a). No estudo de 1994,

verifica-se a ciclo-adicdo de oxidos de nitrila ao limoneno, levando a formagéao
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de 2-isoxazolinas. No procedimento, os 6xidos de nitrila s&o gerados in situ

pelo tratamento de aldoximas com hipoclorito de s6dio em um ambiente
bifasico (Esquema 3 — b).

Esquema 3. Reagdes de (a) solvomercuriagdo-demercuriagao e (b) formagéo de 2-
isoxazolidinas a partir do R-(+)-limoneno.

1) PhNH, / THF
2)Li/-78°C

3) MeOH /25 °C

a

Hg(BF,), / -20°C

A 1) Nucledfilo
2) NaBH, / solvente

b Y
Nu = NaN3 solvente = THF/agua, Y= N3 (80%)
Nu = NaNj3 solvente = tetraglyme, Y= NH, (75%)
Nu = MeCN solvente = agua Y= NHAc (80%)

RCH=NOH / NaOCI

H,0 / CH,Cl, / 25 °C =

/ R

O\N R = i-Pr, (E)-Me-CH=CH, n-Bu, s=Bu,
i-Bu, ciclo-hexil, Ph, B-naftil (64-81%)

Graebin e colaboradores (2008) descrevem uma sintese one-pot de
aminas secundarias e terciarias a partir do R-(+)-limoneno (Esquema 4). No
processo, realiza-se a hidroaminometilagdo em duas etapas sequenciais,
hidroformilagéo seguida de aminagao redutiva, para diminuir o tempo reacional.

Esquema 4. Sintese one-pot de aminas secundarias e terciarias derivadas do R-(+)-
limoneno.

HRhCO(PPh3), THF
R! R?
\ yd . o
+ N i) CO (20 bar), H, (20 bar), 100°C, 5h

ii) H, (40 bar), 100°C, 10-19h H 1

R' = n-propil, i-propil, benzil, fenil; R2=H (44-89%)
R'/R? = piperidina, morfolina, piperazina
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Posteriormente, 0 mesmo grupo de pesquisa relatou a incorporagao de
porcdes heterociclicas na amina secundaria derivada do limoneno e avalia a

atividade in vitro contra T. cruzi (Alvarez et al., 2010). Os derivados (15) e (16)
foram os mais ativos, fornecendo valores de 5,6 € 5,5 umoI.L'1 para inibicao de

50% dos protozoarios, valores menores que os das drogas padréo testadas.

o

Al A
/ 2

(15) (16)

il
(@)

Silva e colaboradores (1993) descrevem a preparacao de isotiocianatos
terpénicos através de uma adi¢gao quimio e regiosseletiva de acido tiocianico ao
limoneno, dentre outros terpenos (Esquema 5). A reacéo é descrita como uma
metodologia util para sintetizar derivados que antes s6 eram obtidos de fontes

naturais marinhas.

Esquema 5. Sintese de isotiocianato e tiocianato derivados do R-(+)-limoneno

HSCN, CHCI3 é dj

48h 25°C
4\NCS 4\SCN

(65%) (33%)

A partir do isotiocianato do limoneno, é relatada a sintese da
tiossemicarbazida deste terpeno pela adicdo de hidrazina (Esquema 6 — a),
com estudos sobre sua reatividade (Silva, A. et al, 2011) e atividade
antifungica (Yamaguchi et al., 2009) em Trichophyton mentagrophytes, um dos
fungos mais comumente presentes em dermatites. O derivado apresentou valor
de concentracdo minima inibitoria de 110 umol.L”', valor inferior ao
apresentado pelo terpeno ou pela tiossemicarbazida nao terpénica. A adicdo de
aminas primarias e secundarias ao isotiocianoterpeno (Esquema 6 — b) foi

realizada por Figueiredo e colaboradores (2006) para sintese de uma série de
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tiouréias visando a avaliacdo de sua atividade antitumoral. No mesmo trabalho
os autores descrevem a sintese de S-metiltiouréias, pela reacdo de seus
derivados com iodeto de metila. As tiouréias apresentaram atividade
antitumoral relevante, em alguns casos mais potentes que a droga padrao,
como o] derivado N-[1-(4R)-(4-isopropil-1-metilcicloexenil)]-N'-[2-
(cicloexil)Jtiouréia, com Glso = 3,0 umol.L™" para células tumorais de ovario
(OVCAR).

Esquema 6. Sintese dos derivados tiossemicarbazida (a) e tiouréias (b) do
R-(+)-limoneno

NH,NH, EtOH/H,0
25h,90°C

S
N)J\N/NH2
H

(85%)

4\NCS b

R'R2NH, CHCI,

¥

)I\ / = Ph, 2-MePh, 2-OMePh, 4-BrPh,
n-Bu, i-Pr, CH(Et),, CIC|OeXI| R2=H

2
(20-97%) R ou NR'R2= _O N/J N CHs N\_/O

15-24h

1.3.Aciltiossemicarbazidas

1.3.1. Aspectos gerais

As aciltiossemicarbazidas (Esquema 7) sdo uma subclasse de
tiossemicarbazidas que apresentam um grupamento carbonilico ligado a N-1.
Além da forma representativa ceto/tiona, os compostos podem apresentar os

tautdmeros ceto/tiol e enol/tiona (Angelusiu et al., 2009).

Esquema 7. Aciltiossemicarbazida (b) e tautdbmeros ceto/tiol (a) e enol/tiona (c).

R NT\R J\/\”/ )\/\n/\

a b
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Estes compostos sdo empregados principalmente como intermediarios
de sintese e representam uma estratégia classica para a sintese de diversos
heterociclos nitrogenados (Metwally et al., 2011) (Esquema 8 — A, B e C).
Dentre os produtos mais comuns de ciclizagdo de aciltiossemicarbazidas estéo
1,2,4-triazdis ou 5(4H)-tiona-1,2,4-triazdis formados em meio basico (Gomha &
Riyadh, 2011; Salgin-Goksen et al., 2007), 1,3,4-tiadiaz6is obtidos em meio
acido (Chen et al., 2010; Kadi et al., 2010) e 1,3,4-oxadiazdis originados em
presencga de sal de mercurio (Ebrahimi, 2010; Gomha & Riyadh, 2011) ou em
meio basico com sal de iodo (Palaska et al., 2002).

Outra utilidade sintética de aciltiossemicarbazidas inclui a formacao de
complexos metalicos (Esquema 8 — D), uma vez que possui hidrogénios labeis
e seus atomos de oxigénio, enxofre e nitrogénio podem atuar como sitios de
coordenacéo, sob diferentes formas tautoméricas (Angelusiu et al., 2009). Para
derivados dissubstituidos em N4 é possivel a sintese de heterociclos
mesoidnicos (Esquema 8 — E) — por definicdo, compostos dipolares de 5 ou 6
membros contendo cargas positiva e negativa deslocalizadas, em que a
primeira esta associada aos atomos do anel e a ultima, a um nitrogénio ou
outro atomo da familia 16, externos ao anel (IUPAC, 2012) — que apresentam

grande interesse biolégico (Maciel et al., 1998).

Esquema 8. Utilidade sintética de aciltiossemicarbazidas.
R
R_O__NH
\g z/
H R F
LN OH, I KI R S\ NH
7 ou
\( 7/ B HgO/I-2|Q(OAc)2 \< 7/

/
N—N / N—N
A (o3
X O H*
R
E
Py

T
Y
Rll

S

Rl

A-D, R"=H; E: R"=Aril R’ R
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1.3.2. Atividades bioldgicas

Uma vez que a maioria de seus derivados heterociclicos apresenta um
amplo perfil farmacolégico, as aciltiossemicarbazidas sao indiretamente
consideradas de grande utilidade para a Quimica Medicinal (Foroughifar et al.,
2009). Desta forma, em virtude dos muitos trabalhos cientificos avaliarem
apenas as atividades biolégicas dos produtos finais de suas rotas sintéticas, ha
poucos relatos das atividades bioldgicas destes compostos.

Liesen e colaboradores (2010) relatam atividade anti-toxoplasma para 4-
fenil-1-[(5-metil-1H-imidazol-4-il)carboniltiossemicarbazidas, @ sendo estas
fortemente ativas contra o parasita intracelular e as células infectadas com
Toxoplasma gondii. Destaque para o derivado 4-fluorfenil (17), mais ativo que
as drogas de referéncia, com DLso = 0,05 e 0,06 mmol.L™ para parasitas e
células infectadas, respectivamente.

Atividade anticonvulsivante € descrita por Idhayadhulla e colaboradores
(2011b), com destaque para o composto 2,2’-{[3-metil-5-(2-feniletenil)-1H-pirrol-
2 4-diil|dicarbonil}dihidrazinocarbotioamida (18). A redugdo da duragdo de
convulsdes induzidas em camundongos chegou a 66% para doses de
10 mg.Kg™' do composto.

F o)
S Nf\
N N/ HN/NH

H H
0 /g
H,N

S
(17) (18)

As aciltiossemicarbazidas também apresentam atividade antimicrobiana.
De acordo com Barbuceanu e colaboradores (2012), os melhores resultados
foram obtidos para a bactéria Gram-positiva Bacillus cereus e a bactéria Gram-
neativa Acinetobacter baumannii, encontradas normalmente no solo. A 1-[4-(4-
fenilsulfonil)benzoil]-4-(3,4,5-(trimetoxi)fenil)tiossemicarbazida (19), um dos
derivados mais ativos, forneceu MIC = 16 e 32 pg.mL'1 para estas bactérias,

respectivamente.
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Maingot e colaboradores (2013) classificam aciltiossemicarbazidas como
potenciais medicamentos contra osteoartrite (artrose), doenca degenerativa
caracterizada pela perda da cartilagem de articulagbes, a qual ndo possui
tratamento por medicamentos. As aciltiossemicarbazidas, intermediarios da
sintese de 1,2,4-triazol-3-tidis, pulméo tipo células ndo pequenas mostraram
grande inibigdo da ADAMTS-5 (agrecanase), uma importante metaloprotease
envolvida na degradagéo das cartilagens. A partir de uma triagem com mais de
novecentas aciltiossemicarbazidas, o derivado 1-(4-clorofenoxiacetil)-4-
cicloexilbutil-tiossemicarbazida, (20), apresentou ICso = 0,17 pmol.L™", sendo
bastante seletivo em relagdo a outras metaloproteases, sugerindo ser um

excelente candidato a farmaco para esta doenca e mais ativo que os

1,2,4-triazois.
OCH, Cl o
H,CO OCH, [: 1 H H
H
(0] o, o S
HN H\ \\s//
N
H
s '@
(19) (20)

1.3.3. Metodologias de sintese

As metodologias de sintese de aciltiossemicarbazidas mais comuns s&o
a adicdo de hidrazidas a isotiocianatos, e a condensacdo de
tiossemicarbazidas com ésteres.

A maioria das sinteses realizada a partir da primeira metodologia
envolve isotiocianatos fenilicos ou ligados a grupos alquilicos primarios
(Angelusiu et al., 2009; Demirbas et al., 2004; Kumar et al., 2012; Liesen et al.,
2010; Palaska et al., 2002; Tomascikova et al., 2008) ou secundarios
(Ebrahimi, 2010). As reagbes sdo normalmente feitas em meio alcodlico, sob
aquecimento ou refluxo por 2 a 8 horas. Gomha & Riyadh (2011) descrevem a
sintese em micro-ondas dos mesmos compostos, como alternativa mais rapida
e eficiente, e Maingot e colaboradores (2013) apresentam um procedimento
one-pot, em que o isotiocianato é formado in situ pela reagdo de amina e di-(2-

piridil)-tionocarbonato (PTC), seguido da adicdo de hidrazida (Esquema 9).
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Esquema 9. Sintese de aciltiossemicarbazidas por adi¢cao de hidrazidas a
isotiocianatos.

2 0 R
H |
0 _N__NH
0\)J\ _NH; EtOH N T
N + R—NCS —>
H Refluxo, 4h S
(46-60%)

R = CH3’ Csz’ CHz-CH=CH2’ CGH5

(@]
N/NI-|2 QNCS —> T
I H + M.O.; 5min
HN
CH,

(87%
C.
o H,N
\ PTC, DMF R N~
o_/< + Fre Ve \ﬂ/
55°C
HN—NH,
(52-78%)

R= 4C|CGH4’ 4CF3CGH4’ CGH5’ 4-OCH3CGH4’ 4-N0206H4’ a-naftil

N__O__OL_N
AN \n/ \

Ref.: a. Palaska et al., 2002; b. Gomha & Riyadh, 2011; c. Maingot et al., 2013;

A condensacao de ésteres e hidrazidas é apresentada por Idhayadhulla
e colaboradores (2011a), usando meio alcodlico em refluxo e pequenas
quantidades de dimetilsulfoxido. Mehta e colaboradores (2007) descrevem
procedimento a partir dos mesmos reagentes, empregando irradiagdo por

micro-ondas e quantidade catalitica de piridina (Esquema 10).

Esquema 10. Sintese de aciltiossemicarbazidas por condensacao de ésteres e
tiossemicarbazida.

ZT

NH, DMSO, EtOH
—_—
Refluxo, 7h

(56-67%)

R =H, 4-Cl, 4-OH, 4-NO, 4-CH30, 4-(CH3);N
(Continua)
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Esquema 10. Continuagao.

b.
H, M.O.,P 2 ~ X - 2
H3CO \ OCH3+ Hz/\n/ y \n/H | H
| EtOH810m|n S — S

Z
HsC N CHs - X .
(58-68%)
Ar = 4-FCgHj, 4-CICeH4, 4-OCH3CgHa, 4-NOCoHa, CeHs

Ref.: a. Idhayadhulla et al., 2011a; b. Mehta et al., 2007;

1.4.1,3,4-tiadiazéis

1.4.1. Aspectos gerais

Dentre os nucleos heterociclicos existentes, os tiadiaz6is vém
apresentando destaque por comportarem diversas atividades bioldgicas e
utilidade sintética (Kumar et al., 2013; Li et al., 2013). Dentre os quatro tipos de
nucleos tiadiazdlicos existentes, 1,2,4-, 1,3,4-, 1,2,3- e 1,2,5-tiadiazol (Figura

3), os dois primeiros sdo os mais comumente investigados.
Figura 3. Os quatro nucleos tiadiazol.

) R o R . R
N - N —
/4_/\<N 2 R'/<S>\R R'/K)N 2 5 N/\S/\N 2

S
1
1 1 1

O 1,3,4-tiadiazol € um nucleo heteroaromatico, que apresenta dois
atomos de nitrogénio e um atomo de enxofre dispostos simetricamente.
Segundo (Li et al., 2013), os 1,3,4-tiadiazéis podem se comportar como
sistemas mesoidnicos (Esquema 11), os quais, por serem altamente
polarizaveis e ao mesmo tempo neutros, tém permeacdo em membranas
celulares facilitada, trazendo-lhes habilidade diferenciada para interagir com
alvos bioldgicos.

Esquema 11. Habilidade dos 1,3,4-tiadiazois em formar sistemas mesoibnicos.
N—N HN—=N CI
RS 0}

R' S R R' S R

De acordo com os substituintes nas posigdes 2 e 5 do nucleo

1,3,4-tiadiazol, este pode apresentar-se sob diferentes formas tautoméricas.
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2-amino-1,3,4-tiadiazéis possuindo anéis fenilicos ou piridinicos ligados a
posicdo 5 sédo descritos sob a forma iminica e egzo-aminica, além da forma
aminica comum (Esquema 12). No estado sélido foi evidenciada a presenca da
forma egzo-aminica, e diversas ressonancias na forma de birradicais foram
observadas em solucdo (Strzemecka et al.,, 2003; Strzemecka & Urbanczyk-
Lipkowska, 2010).

Esquema 12. Tautébmeros de 2-amino-1,3,4-tiadiazéis: forma amino (a), forma imino
(b) e forma egzo-amino (c).

4 3
o » A
R
5 8)2\?\1/ ~— SAN/ 3 S\A\N/
Tk
(a) (b) (c)

Ainda de acordo com Strzemecka & Urbanczyk-Lipkowska (2010), foi

evidenciada através de cristalografia de raios X a habilidade do nucleo em
estabelecer ligagbes hidrogénio. Ligagcdo hidrogénio intermolecular foi
verificada entre o hidrogénio de N6 e N3 ou N4.

Ja Yu e colaboradores (2010), descrevem uma forte interagdo hidrogénio
intramolecular C-H S para o derivado 2-(4-fluorofenil)-3-[5-(4-nitrofenil)-1,3,4-
tiadiazol-2-il]-1,3-tiazolidin-4-ona (21). O autor a classifica como ligagao
hidrogénio, ocorrendo entre o atomo de S e o atomo de H em posigédo orto no
anel fenilico ligado a posigédo 5 do nucleo 1,3,4-tiadiazol, mostrando uma quase

coplanaridade entre estas duas por¢gdes da molécula (Figura 4).

Figura 4. Derivado 21 e cristalografia por raios-X evidenciando ligagao
hidrogénio C-HS intramolecular.

(21)
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1.4.2. Atividades bioldgicas

No campo da Quimica Medicinal, o nucleo 1,3,4-tiadiazol isolado ou em
conjunto com outros grupos farmacoféricos apresenta ou potencializa uma
série de atividades biolégicas, como é bem relatado nos artigos de reviséo de
Jain e colaboradores (2013) e de Li e colaboradores (2013). Dentre elas, estdo
as atividades anticonvulsivante e ansiolitica (Dogan et al., 2002; Sharma et al.,
2013), anticancer (Kumar et al., 2012; Rzeski et al., 2007; Yang et al., 2012b;
Zheng et al., 2008), anti-inflamatoria (Palaska et al., 2002; Varandas et al.,
2005), antiviral (Chen et al., 2010), antifungica (ldhayadhulla et al., 2011b;
Matysiak & Malinski, 2007), antiprotozoaria (Foroumadi et al., 2005a; Tahghighi
et al., 2011) e antimicrobiana (Demirbas et al., 2004; Kadi et al., 2010; Liesen et
al., 2010; Padmavathi et al., 2009).

Alguns compostos bioativos contendo nucleo 1,3,4-tiadiazol sé&o
conhecidos ha varias décadas, como a globucida (22), uma sulfonamida com
atividade antibacteriana ja ndo mais utilizada. A acetazolamida (23),
desenvolvida em 1954, foi o primeiro farmaco diurético ndo contendo mercurio
e ainda é indicada em tratamentos de glaucoma, epilepsia, ulcera e
insuficiéncia cardiaca congestiva (Barboiu et al., 1996; Kilburn et al., 2003).
Sintetizado em 1968 para atuar como agente antimicrobiano (Berkelhammer &
Asato, 1968), o Megazol (24) revelou-se como um dos mais eficazes agentes
tripanomicida conhecidos, porém foi posteriormente descartado por induzir
efeitos mutagénicos (Poli et al., 2002). Outros farmacos contendo nucleo 1,3,4-
tiadiazol incluem alguns antibidticos B-lactamicos, como a cefazolina (25).

N

N ° U H
& \g_z/\ HoN S\(SW/N

N
o] Il

o ry

(22) (23)
Uy s
S cl N A S

O,N N)\< )/NHZ o \( ) CH;

| N—N

(24) (25)

H,N
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Assim como a acetazolamida (23), nucleos 2-sulfonamido-1,3,4-
tiadiazodis sdo conhecidos por serem inibidores de enzimas anidrase carbénica.
Estas enzimas atuam na regulagdo e interconversdo de gas carbbnico e
bicarbonato e sua inibicdo pode auxiliar no tratamento de doengas como
glaucoma, problemas cardiacos, Ulceras gastricas, epilepsia e outras
desordens neuroldgicas. Os grupos sulfonamido ligados a uma por¢ao 1,3,4-
tiadiazol estdo entre os inibidores mais potentes destas anidrases (Ozensoy et
al., 2005).

Tendo como referéncia o Megazol (24), diversos compostos
antiprotozoarios envolvem seus analogos. Chauviére e colaboradores (2003)
apresentam uma série de nitro-heterociclos, investigando suas atividades
contra Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei e Leishmania infantum. Dentre
eles estdo derivados substituidos na posicdo 4 do anel imidazodlico (26),
derivados apresentando substituicdo no grupamento aminico ligado ao nucleo
1,3,4-tiadiazol (27) e derivados com o nucleo imidazol substituido por 5-nitro-
furano (28) e 5-nitro-tiofeno (29). Apesar de ativos, nenhum dos derivados foi

mais potente que o composto inicial.

R
N I\ s
I\ S 0NN NF2
02N [ij)\( )/NHQ ’}I—Z/
N—N

CHj3 (28) X=0 (29) X=S
R = CH3’ CF3’ NC5H10, SC6H5 /[&\(S H
N
OoN R
) Y
CH; 0]

R= CH3 CF3 (CH,);CHj
(CHy)12CH3. (CH,)3COHNGIu
(27)
Carvalho e colaboradores (2004) investigaram a atividade de analogos
do Megazol contendo um grupamento aril-hidrazona na por¢ado NH,. O
derivado 3,4-diidroxi-benzaldeido-[5-(1-metill-5-nitro-1H-imidazol-2-il)-1,3,4-
tiadiazol-2-il]-hidrazina (30), “Brazilizona A”, apresentou ICso de 5,3 umol.L™,
sendo mais ativo que o Megazol para atividade in vitro contra formas
promastigotas de T. cruzi, porém testes posteriores in vivo mostraram que o

composto ndo foi eficaz no organismo (Saloméo et al., 2010).



22
N
|\ s N
OzN/(T)\« 7/ =
CH, NN
3

(30)

OH
HO

Diversos trabalhos relatam a atividade antileishmania dos 1,3,4-
tiadiazois. Poorrajab e colaboradores (2009) apresentam testes in vitro e in vivo
contra Leishmania sp., além de citotoxicidade e possivel mecanismo de acgao
de trés séries de 1,3,4-tiadiazois, substituidos com grupamentos piperazino-
derivados na posigao 2 e nucleos nitro-imidazol, nitro-tiofeno ou nitro-furano na
posicao 5. As trés séries mostraram-se ativas nos testes in vitro para espécies
L. major, L. infantum e L. tropica, relacionadas com formas viscerais e cutaneas
da doencga, destacando-se os grupos de derivados (31) e (32) como os mais
ativos (ICsp = 8,34-16,45 umol.L™"). Testes in vivo mostraram que os derivados
(31) estdo entre os mais ativos e menos toxicos, apresentando indice de
seletividade entre 8 e 11. O mesmo grupo de pesquisa relata a incorporagéo de
porcdo benzamidino a porgédo piperazino, obtendo o composto (33), com

IS=78,5 em testes in vivo para L. major (Tahghighi et al., 2011).

ON ? N—N
I\ s N//\ N//(R A >\N/\\
OO o

N

0 \\/ NH
O,N

R= fenil, 5-Cl-tiofen-2-il,

(31) X=N-CH; Y=N
(32) X=0, Y=CH

(33)
Atividades contra L. donavani sao descritas por Ram e colaboradores
(1997). O acetato de 5-amino-1,3,4-tiadiazol-2-il-hexaidropirimidin-2-ilideno de
etila (34) apresentou inibicdo de 73% da forma promastigota in vitro e 45% da
forma amastigota in vivo.
Ainda ha descricdo de atividade antiprotozoaria de 1,3,4-tiadiazéis

contra Toxoplasma gondii. O composto N-fenil-5-(5-metil-1H-imidazol-4-il)-
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1,3,4-tiadiazol-2-amino (35) foi o mais ativo e menos toxico de uma série

avaliada para formas intracelulares do protozoario (Liesen et al., 2010).

o NN
~ | D—nH,
S
. -y
HN” NH TSN &N
=N
(34) (35)

No campo das atividades antimicrobianas, varios trabalhos apresentam
compostos contendo o nucleo 1,3,4-tiadiazol como ativos em bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Kadi e colaboradores (2007) relatam a atividade de
2-adamantilamino-5-aril-1,3,4-tiadiazois (36) para a bactéria Gram-negativa
Escherichia coli, enquanto que em outro trabalho os autores destacam
2-adamantil-1,3,4-tiadiazdis com porgdes ariltiouréias na posi¢ao 5 do nucleo
1,3,4-tiadiazol (37) como também toxicos a varias bactérias Gram-positivas
(Kadi et al., 2010).

N/N —\R N—N S = i
JL W Q’QkNJLNQR
N H H

(36) (37)

Gomha & Riyadh (2011) relatam atividades de derivados 1,3,4-tiadiazol
contendo um nucleo inddlico, enquanto que Dua e colaboradores (2010) e
Thomasco e colaboradores (2003), respectivamente, apresentam o potencial
de 1,3,4-tiadiazéis dissubstituidos com nucleos tiazolidinonas e oxazolidinonas.

Varios 1,3,4-tiadiazéis contendo uma porgao tioéter ou grupo sulfénico
também apresentam atividades antimicrobianas, como a série apresentada por
Padmavathi e colaboradores (2009). 2-Nitroaril-5-tioxo-1,3,4-tiadiazdis sao
descritos como potentes agentes antituberculose (Mycobacterium tuberculosis),
sendo que entre os derivados nitro-imidazolil (38) e derivados nitro-furanil (39),
0s ultimos mostraram-se menos téxicos (Foroumadi et al., 2005b). Os mesmos
autores também apresentam 5-nitroaril-1,3,4-tiadazois, porém com derivados
sulfénicos na posigéo 2, como potentes agentes contra Helicobacter pylori, uma

das bactérias com maior variedade genética conhecida, causadora de diversos
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problemas gastricos. O derivado (40) foi o mais promissor da série (Foroumadi
et al., 2008).

[ &\(s R [ N < SO,Et
0N~ Ny k, _2/57]/0/ O,N T)\( )/S\)
o) CH, o
R' = alquil ou benzil
(38) X=N-CHz Y=N (40)
(39) X=0, Y=CH

Atividades antifungicas sao relatadas por Matysiak & Malinski (2007)
mostrando inibicdo de variedades resistentes de candida albicans e n&o-
albicans spp. para uma série de mais de sessenta derivados 5-substituidos-2-
amino-1,3,4-tiadiazois. Alguns deles mostraram atividades comparaveis ou
superiores aos fungicidas padrdes.

Na busca por anti-inflamatérios nao-esteroidais, Palaska e
colaboradores (2002) apresentam uma série de 1,3,4-tiadiazbis contendo uma
por¢cdo naftil, sendo que o mais ativo 5-aminoetil-2-(2-naftiloximetil)-1,3,4-
tiadiazol (41), reduziu em apenas 34% o edema em pata de rato induzido por
carragenina. Ja Varandas e colaboradores (2005), apresentam o derivado N-(4-
fluorbenzil)-5-(metilsulfonil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina (42) como mais ativo que as

drogas de referéncia utilizadas no mesmo tipo de teste anti-inflamatério in vivo.

SNGLY Ns_S\__N

(41) (42)

Nucleos 1,3,4-tiadiazdis também sao reconhecidamente agentes
atuantes sobre o sistema nervoso central. Dogan e colaboradores (2002)
relatam o potencial anticonvulsivante de 1,3,4-tiadiazdis com porgao naftil,
destacando-se o derivado N-(etil)-5-(3-hidroxi-2-naftil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina
(43), que chegou a proteger em 90% convulsées induzidas em ratos pelo
composto pentilenotetrazol. Comparados com drogas padrédo, os derivados
sintetizados por Sharma e colaboradores (2013) N-[5-(4-fenilsulfanil)-1,3,4-

tiadiazol-2-iljacetamida (44) apresentaram excelentes atividades
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antidepressiva, ansiolitica e anticonvulsivante. O autor destaca o incremento na
lipofilicidade pela associagdo do grupamento aril ao nucleo 1,3,4-tiadiazol como
importante para obtencao de boas atividades.

}u/\ A A Q

R= SOZNHQ CF3 F
(43) (44)

A molécula 2-amino-1,3,4-tiadiazol (45), também conhecida como ATDA
ou NCS 4728, ¢ alvo de diversos estudos clinicos anticancer. No ultimo deles,
Asbury e colaboradores (1996) relatam seu uso em estudos clinicos de fase Il
para pacientes com céancer uterino mesodérmico misto. Analogos 2-amino-
1,3,4-tiadazdis tém estimulado o interesse como antineoplasicos devido ao fato
de ndo causarem forte mielossupressao e apresentarem pouca toxicidade
hematoldgica. Acredita-se que este grupo de compostos atue bloqueando a
polimerizagado de adenosina e guanosina monofosfato, o que leva ao aumento

de acido urico como efeito colateral (Asbury et al., 1996).

N—N
A
(45)

Derivados 2-fenilamino-5-fenil-1,3,4-tiadiazéis foram obtidos por Kumar e
colaboradores (2011) e por Matysiak & Opolski (2006), dentre os quais diversos
compostos foram encontrados como bons agentes antiproliferativos. O
derivado 2-(4-fluorfenilamino)-5-(2,4-dihidroxifenil)-1,3,4-tiadiazol (46) recebeu
destaque por apresentar atividade comparavel a da cisplatina nos testes in vitro
e também seletividade para alguns tipos de cancer (Matysiak & Opolski, 2006).
Em trabalhos posteriores, o grupo de pesquisa caracterizou o composto por
estudos computacionais (Rzeski et al., 2007), bem como estudou seu
mecanismo de agdo em tumores de pulmao tipo células ndo pequenas (A549),
sugerindo que o nucleo 1,3,4-tiadiazol atua inibindo a fosforilagdo de proteinas

e nao afeta a expressao génica.
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Atividades antineoplasicas sao relatadas também para séries de
2-fenilamino-1,3,4-tiadiazdis contendo na posicdo 5 um grupamento indol-
substituido (Kumar et al., 2012), ou uma porcao 5-fluoracil (Zheng et al., 2008),
ou uma porgao cinamoilamida (Yang et al., 2012a). Da ultima série, destaca-se
o derivado (E)-3-(4-metoxifenil)-N-[5-(4-metoxifeniil)-1,3,4-tiadiazol-2-
iljacrilamida (47), que apresentou ICso de 0,28 pg.mL" e 0.52 pg.mL™" para
células tumorais de mama (MCF-7) e de pulm&o tipo ndo pequenas (A549),
respectivamente. Este estudo ainda avalia os 1,3,4-tiadiazdis como excelentes
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S N O
/°©\<\ T
N—N X
F

agentes antitubulinicos.
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—~N
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(46) (47)

°<

Bis-1,3,4-tiadiazbis  sintetizados por Abou-seri (2010), também
destacam-se entre os antineoplasicos, com o N-etil-5-{2-[4-(5-(etilamino)-1,3,4-
tiadiazol-2-il)fenilamino]-fenil}-1,3,4-tiadiazol-2-amina (48) apresentando 1Csy =
0,94 umol.L™" para células tumorais de mama (MCF-7). 2-Arilamido-5-fenil-
derivados foram avaliados contra células MCF-7 (cancer de mama) e B16-F10
(melanoma) por Yang e colaboradores (2012b). O derivado N-[5-(4-clorofenil)-
1,3,4-tiadiazol-2-il]-5-cloro-2-hidroxibenzamida (49) foi o mais ativo, com 1Csg

de 045 e 0,31 pmoI.L'1, respectivamente para as linhagens citadas

anteriormente.
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1.4.3. Metodologias de sintese

Varias abordagens fornecem nucleos 1,3,4-tiadiazol a partir de
tiossemicarbazidas (Esquema 13). Estas podem reagir com: acido carboxilico
em presenca de oxicloreto de fosforo (Ferrari et al., 2011), nitrilas em presenca
de acido trifluoracético (Ahad et al., 2011; Chauviére et al., 2003), dissulfeto de
carbono em meio basico (Wang et al., 2008), ou di-(2-piridil)-tionocarbonato
(PTC) em suporte solido (Kilburn et al., 2003).

Esquema 13. Metodologias de sintese de 1,3,4-tiadiazois via tiossemicarbazidas.

a
S OH N—N
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+ — =
HNT N 27T PR A HNT ~g” R

(30-70%)
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b Br. Br: N
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I"{ J\ NH,  CFaCOOH I \>\</ ~N
N G |
0N~ N\~ CN HN™ N A O:N N\ S

Ho
(60%)
C. S
S
1. KOH, CS, EtOH, 70°C HN SH
_NH, \
HoN ” 2. HCI (conc), 25°C N—N
(82%)
d. Q
POL > NH,
/

HN R N
! )k ! 1) RECHX I-}N /N
RS NH; PTC 20°C R\ /N\NH Base /H\
_— >
T T ChchL HN— /g 2) CF,COOH S S
S S

R = 1,4-fenileno-CH,- (49-75%) R2
R2 = CeH5’ 4'OCF3CQH4Y 4-OCH306H4’ 4-CH306H4Y B-naftil

| X \"/ | N
PTC= F S ~# POL= Resina polimérica como suporte
para rea¢do em estado solido.

Ref: a. Ferrari et al., 2011, b. Chauviére et al., 2003, c. Wang et al., 2008, d. Kilburn et
al., 2003.

A ciclodesidratacdo de aciltiossemicarbazidas, subclasse de
tiossemicarbazidas, é outra metodologia bastante empregada na sintese de
1,3,4-tiadiazodis (Esquema 14). Este procedimento normalmente é realizado em
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meio fortemente acido (Chen et al,, 2010; Kadi et al., 2007; Palaska et al.,
2002; Salgin-Goksen et al.,, 2007). Também é realizada sintese regiosseletiva
de 1,3,4-tiadiazdis a partir de aciltiossemicarbazidas com cloreto de tosila em
N-metil-2-pirrolidona (NMP) (Yang & Lee, 2012), com formagdo de 1,3,4-
oxadiazdis como subproduto. Analogos acilditiocarbazatos também fornecem
1,3,4-tiadiazodis por ciclodesidratagdo em suporte sélido (Hwang et al., 2005).
No trabalho, os autores discutem a seletividade de reagentes, sendo que a
melhor condicdo para sintese do nucleo sulfurado envolveu cloreto de

trimetilsilano (TMSCI) e acido m-cloroperoxibenzoéico (mCPBA).

Esquema 14. Sintese de 1,3,4-tiadiazdis por ciclodesidratagao de
aciltiossemicarbazidas e analogo acilditiocarbazato.

S
J M n s A
N N/ 25°C 24h
H H
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R= CeH5’ 4_FCGH4, 4_CIC6H4, 4- BrCeH4Y 4- NOZCGH4, 2 thfenIl, 1-adamantil

b. o
< )\
T e
S

(63-92%)

R = CgHs 4-OCH3CgH, 4-FCgH, 4-NO,CoH,

1

0

c. o o\\// ,

s N )J\ 1. TMSCI POL\/S\(S HNR'R® \( >/R

~ —_—
r \ﬂ/ N R 2mcpea \ />/
—N

POL S
R = 4-CF4CgHy (37-49%)

R'R2N = piperidino, isobutilamino, 4-OCH;BnNH, morfolino

POL= Resina polimérica como suporte para reacdo em estado sélido.

Ref: a.Kadi et al., 2007; b. Yang & Lee, 2012; c. Hwang et al., 2005.

A ciclizagado oxidativa de tiossemicarbazonas também fornece nucleos
1,3,4-tiadiazdis (Esquema 15). Nesta metodologia, ions Fe*" sdo normalmente
utilizados como agentes oxidantes, na forma de cloreto férrico, FeCl; (Shih &
Wu, 2005), ou sulfato férrico de amonio, NH4Fe(SO4), (Chauviére et al., 2003;
Foroumadi et al., 2005a). O mesmo procedimento com cloreto férrico é descrito

em fase sélida por (Kilburn et al., 2003).
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Esquema 15. Sintese de 1,3,4-tiadiazois a partir de ciclizagao oxidativa de
tiossemicarbazonas.
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i /
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R N—N
/ N R N\ / >\
02N \ NH4F€(SO4)2’ A \ S NH2
N S H,0 NH
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R' = 1,4-fenileno-CH,- (45-74%)
R2 = CHs CH,CH(CH3), 4-OCH,CgHy 4-BrCgH, CH,CH,CeHs

POL= Resina polimérica como suporte para reagédo em estado sélido.

Ref: a.Shih & Wu, 2005; b.Chauviere et al., 2003; c.Kilburn et al., 2003.

Metodologias multicomponente para sintese de 1,3,4-tiadiazdis,
passando por intermediarios tiossemicarbazona sdo descritas por
Rostamizadeh e colaboradores (2008) em liquido ibnico, a partir de
tiossemicarbazida e aldeidos, e por Kumar e colaboradores (2011), a partir de
isotiocianato, hidrazina e aldeidos (Esquema 16).

Outras metodologias de sintese de 1,3,4-tiadiazéis envolvem hidrazidas
em presenga de isotiocianatos e ditiocarbamatos (Aryanasab et al., 2010), ou
2-acilidrazidas em presenca do reagente de Lawesson para promover a
tiocarbonilagdo (Kumar et al., 2010), sendo que a cicliodesidratagdo ocorre
diretamente em ambos os casos. A conversao de 1,3,4-oxadiazois a 1,3,4-
tiadiazois € possivel com pentassulfeto de fosforo, porém a metodologia
fornece tiadiazolina-5-tiona como subproduto (Ainsworth, 1958). Estes

procedimentos s&o apresentados no Esquema 17.
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Esquema 16. Sintese de 1,3,4-tiadiazéis por metodologias multicomponente.
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Ref: a. Rostamizadeh et al., 2008; b. Kumar et al., 2011.

Esquema 17. Sintese de 1,3,4-tiadiazdis a partir de hidrazidas e por conversao de
1,3,4-oxadiazois.
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Ref: a, b. Aryanasab et al., 2010; c. Kumar et al., 2010; d. Ainsworth, 1958.
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1.5.Cancer

O cancer € um termo genérico utilizado para a um conjunto de mais de
100 doencgas que podem afetar qualquer parte do corpo humano. O aspecto em
comum deste grupo de doengas é o crescimento rapido e anormal de células,
que podem se espalhar para orgaos e tecidos, comprometendo varias partes

do organismo de um individuo (Organizagdo Mundial da Saude, 2013a).

1.5.1. NUmeros da doenca

Em 2012 estima-se que a doencga foi diagnosticada em 14,1 milhdes de
novos pacientes, bem como levou 8,2 milhdes de pessoas a obito, sendo uma
das principais causas de morte no mundo. As novas incidéncias mais
frequentes foram os canceres de pulmao, mama e colon, e as maiores causas
de morte foram os canceres de pulmao, figado e estébmago (International
Agency for Research on Cancer, 2013).

Segundo estimativas da Organizagdo Mundial da Saude (2013a), a
doenca continuara a avancar nos proximos anos, causando mais de 13,1
milhdes de mortes em 2030. No Brasil, esperam-se cerca de 580 mil casos
novos da doenca para o ano de 2014, com o cancer de pele tipo nao
melanoma sendo o de maior incidéncia, seguido por préstata e mama. O
numero de casos esperados para homens e mulheres no pais para cada tipo

de cancer é apresentado na Figura 5 (INCA, 2013).

Figura 5. Taxas brutas de incidéncia primaria de cancer exceto pele ndo-melanoma
estimadas para homens e mulheres em 2014 no Brasil. Valores por 100 mil individuos.
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1.5.2. Causas e evolucdo do cancer

O processo de formagao do cancer (oncogénese) geralmente acontece
lentamente, podendo levar anos até o seu estabelecimento. Seu surgimento
pode estar associado a fatores internos (predeterminagcbes genéticas) ou
externos (exposi¢cdo a carcindgenos fisicos, quimicos ou bioldgicos) ao
organismo. Até 85% dos casos de cancer sdo associados aos fatores externos,
como pode ser observado na Figura 6 (Organizagdo Mundial da Saude, 2013a;
Ministério da Saude & INCA, 2014).

Figura 6. Estatisticas sobre causas de cancer. Fonte: Inca, 2012.
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A partir da combinacdo de fatores externos e internos, uma célula
normal pode ser geneticamente modificada por um processo multi-estagios e
passar a se proliferar. No caso de tumores benignos ou displasias, o
crescimento celular é lento e se da de forma organizada, cessando apds o
término do estimulo que o induziu. Porém, caso este crescimento seja
descontrolado e persista de maneira excessiva, mesmo apds o fim do estimulo,
tem-se caracterizado o tumor maligno, também denominado cancer ou
neoplasia maligna.

A maioria dos tumores malignos invade tecidos vizinhos, dissemina-se
pelo organismo do individuo e inicia novos focos de tumor. Este processo,
denominado metastase, € o que torna mais dificil o tratamento de canceres e é
o principal motivo das mortes provocadas pela doenga (Ministério da Saude,
2013).
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1.5.3. Quimioterapicos no tratamento do cancer

A quimioterapia € um dos trés principais tipos de tratamento para o
cancer, ao lado da radioterapia e de procedimentos cirurgicos. Seu objetivo
pode ser a cura, o prolongamento da vida util e/ou a melhora na qualidade de
vida do paciente (INCA, 2012).

Segundo o ultimo levantamento apresentado por Newman & Cragg
(2012), até 2010 eram 206 o numero de quimioterapicos aprovados em todo o
mundo para o tratamento do cancer. Classificados em biologicos (B — proteinas
ou cadeias maiores que 45 residuos de peptideos), produtos naturais (N) ou
natural botanico (NB), derivados de produto natural ou semissintéticos (ND),
totalmente sintéticos (S), realizados por sintese total, mas com grupo
farmacoforico de produto natural (S*), vacinas (V) e produtos naturais
mimetizados (/NM), os 206 compostos descobertos a partir da década de 1940
estdo categorizados na Figura 7. Excetuando-se compostos de alta massa
molecular (V e B), sdo 175 substancias quimicas existentes para terapias
oncologicas. Quase dois tercos desta quantidade sdo produtos sintéticos ou

semissintéticos.

Figura 7. Todas as drogas anticancer aprovadas entre a década de 1940 e o ano de
2010, classificadas por modo de obtencgéo.
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Fonte: Newman & Cragg, 2012.

Os quimioterapicos apresentam mecanismos de agao variados, atuando
sobre diversas etapas do ciclo celular e sua regulagcdo. Eles podem ser
subdivididos em mais de dez classes, como por exemplo agentes tubulinico-
interativos, inibidores de proteina quinase, inibidores de topoisomerases,
agentes DNA-interativos, agentes indutores de apoptose, dentre outros (Cragg
et al., 2009).
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Dentre estes compostos, estdo drogas padrdo comumente utilizadas
para ensaios pré-clinicos e in vitro de atividades biolégicas, como o paclitaxel
(50), um agente tubulinico-interativo, aprovado em 1993, e a doxorrubicina
(51), um inibidor de topoisomerase Il, introduzido no mercado em 1966 (Cragg
et al., 2009; Suggitt & Bibby, 2005).

(51)

1.6. Tripanossomiase Americana (doenga de Chagas)

1.6.1. Aspectos gerais e epidemioldgicos

A tripanossomiase americana, ou doengca de Chagas, € uma infecgao
parasitaria causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, endémica
de 21 paises da América Latina. A doenga acomete cerca de 7 a 8 milhdes de
pessoas no mundo e, segundo o ultimo levantamento nacional, 3 milhées no
Brasil (Organizagao Mundial da Saude, 2013b; Secretaria de Vigilancia em
Saude, 2011).

Identificada pelo médico sanitarista brasileiro Carlos Chagas em 1909,
esta doenca esta associada a areas de moradias rudimentares, principalmente
em regides rurais e periurbanas (Coura & Dias, 2009). Hoje, é classificada
como uma doenca tropical negligenciada pela Organizagdo Mundial da Saude,
sendo a mais impactante dentre as doencas parasitarias na economia dos
paises em que é endémica (Guhl & Lazdins-Helds, 2007; Organizagao Mundial
da Saude, 2010).

A principal forma de transmissdo desta antropozoonose é através de
insetos-vetores infectados com o protozoario T. cruzi, por meio de sua picada e
fezes. Formas secundarias de contrair a doenga incluem transfusdo sanguinea,
transplante de orgaos, transmissao vertical (transplacentaria ou no parto),

acidental (manejo dos vetores ou acidentes de laboratério) e ingestdao de
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alimentos contaminados, incluindo o leite materno (Secretaria de Vigilancia em
Saude, 2011).

1.6.2. Vetores, reservatorios e ciclo da doenca

A doencga de Chagas pode ser transmitida a mamiferos como o homem,
animais domésticos e silvestres, totalizando mais de 150 reservatorios
possiveis para o T. cruzi (Rassi & Marin-Neto, 2010). Aves, répteis e anfibios
nao sao infectaveis com o protozoario, porém sao fontes de alimentagcao para
os insetos transmissores (Rassi & Marcondes de Rezende, 2012).

Os vetores da doenca de Chagas sdo todos percevejos hematdfagos
conhecidos popularmente como “bicho barbeiro” ou “chupang¢a” (Figura 8),
pertencentes a subfamilia triatominae, que €& composta de 137 espécies.
Destas, as principais responsaveis por infectar o homem e animais domésticos
sao: Triatoma infestans, T. dimidiata, T. sordida, T. brasiliensis, T.
pseudomaculata, Panstrongylus megistus e Rhodnius prolixus (Argolo et al.,
2008). A espécie T. infestans, a unica que se propaga em ambiente
estritamente doméstico, vem sendo ou ja esta erradicada em alguns paises da

Ameérica Latina, como forma de prevengao da doencga (Coura & Dias, 2009).

Figura 8. Um bicho barbeiro (Triatoma brasiliensis) e seus estagios de vida.
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Os triatomineos em qualquer estagio de vida sao infectados ao sugar o
sangue de um animal que ja conttm o T. cruzi. Uma vez portador do
protozoario, o vetor transmite a doencga ao picar outro mamifero sadio e defecar
proximo ao local da picada. Sao as fezes deste barbeiro que apresentam o T.
cruzi na forma tripomastigota (alongada e flagelada) e que levam a
contaminagao do hospedeiro se esta € introduzida no orificio da picada (Argolo
et al., 2008).
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Uma vez no organismo do hospedeiro, o ciclo da doenga se desenvolve
como apresentado na Figura 9. As células proximas ao local da picada tornam-
se infectadas por formas amastigotas do protozoario (ovoides e nao flagelada).
Apo6s se multiplicarem no tecido do hospedeiro, os protozoarios vao para a
corrente sanguinea e sistema linfatico, onde reassumem a forma

tripomastigota, espalham-se pelo organismo e infectam mais tecidos.

Figura 9. Ciclo de transmissao do Trypanosoma cruzi. Fonte: Argolo et al., 2008.
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A forma tripomastigota sugada por um triatomineo juntamente com o
sangue de um hospedeiro infectado, ao pica-lo, sofre diferenciacdo para
epimastigota no organismo do inseto. Ela é a forma tipica do T. cruzi nos
vetores e converte-se novamente em tripomastigota apenas na porgdo media

do intestino do mesmo (Argolo et al., 2008).

1.6.3. Evolucdo da doenca e tratamentos disponiveis

A doencga de Chagas apresenta classicamente duas fases clinicas: uma

aguda, ou inicial, que evolui para uma fase crénica. De acordo com suas
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manifestagdes clinicas, a segunda pode ser categorizada em forma
indeterminada, cardiaca ou digestiva (Nunes et al., 2013).

A fase aguda se da nas primeiras semanas ou meses de contragédo da
doenga, periodo de nivel elevado de protozoarios tripomastigotas na corrente
sanguinea do hospedeiro. Neste estagio a doenga pode ser assintomatica ou
apresentar sintomas inespecificos. No caso da transmissdo vetorial, sinais
como lesao e inchago ao redor do local da picada (chagoma) ou inchago em
uma das palpebras (Romana) podem aparecer (Rassi & Marin-Neto, 2010).

A fase crbnica apresenta formas amastigotas do protozoario alocadas
em tecidos-alvo, especialmente no coragcdo e nos musculos digestivos,
existindo poucos parasitas na corrente sanguinea. Inicialmente esta fase é
assintomatica e ndo ha comprometimento do sistema cardiaco ou digestivo do
paciente. Esta forma indeterminada da doenga € vitalicia na maioria dos
pacientes, mas pode evoluir tardiamente para outras complicagbes. A doencga
pode evoluir para a forma cardiaca, levando a problemas no coragao e sistema
cardiaco, ou para a forma digestiva, promovendo aumento do esdfago e do
coélon. Em alguns casos pode-se verificar complicagbes tanto no sistema
digestivo quanto cardiaco, caracterizando a forma cardiodigestiva da doenca
(Organizagao Mundial da Saude, 2010; Secretaria de Vigilancia em Saude,

2011). Toda a evolugao da doenga é resumida na Figura 10.

Figura 10. Evolucado da doenga de Chagas no homem.

Exposi¢ao humana ao T. cruzi
oral, plante de 6rgao, acidental)
Ap¢s algumas Néao-infecgao
semanas
Oou meses
v Menos de 5a 10 %
Cura (50-80% | Drogas antiparasita Infecgo de Chagas - fase aguda dos casos sintomaticos | Morte por miocardite
dos casos) o~ (assintomatica ou sintomatica) "] ou meningoencefalite
Cura (20-60% | ,  Drogas antiparasita Fase crénica na Apos 10-30anos | Fasecrénicana | Drogas antiparasita dCur'a (I :\enor (R0
dos casos) - forma indeterminada 7’| forma determinada g (-1 e I SEIC
forma indeterminada)
\/\? " Imunossupress@o ‘/\/
Reativacéo
v l l
- v
Forma indeterminada | Cardiaca | | T o | | Digesti |

permanente

Fonte: Rassi & Marin-Neto, 2010.
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O tratamento da doencga de Chagas é recomendado para todos os casos
em fase aguda ou crbnica em estagio inicial, situagbes em que ha mais
chances de cura (Figura 10). Os dois medicamentos existentes para o
tratamento da doenga de Chagas, desenvolvidos ha mais de quatro décadas,
sdo o benzinidazol (52), droga padrdo, comercializada com o nome de
Rochagan® no Brasil, e o nifurtimox (53), de nome comercial Lampit® (Coura,
2009).

I_
@\/H (\S/o
“m) "~ \f
5 \ /
(52) (53)

Nenhuma destas drogas segue os preceitos de medicamento ideal
definido pela Organizagdo Mundial da Saude — (i) cura parasitologica de casos
agudos e crbnicos; (ii) eficacia em até poucas doses; (iii) baixo custo de
aquisicao; (iv) nao provocar efeitos colaterais; (v) ndo exigir hospitalizagéo para
o tratamento; (vi) ndo induzir resisténcia ao principio ativo. Ao contrario, a
eficacia dos medicamentos € minima para casos crénicos avangados, o
tratamento recomendado se estende por meses, ha diversos efeitos colaterais
graves e algumas cepas do T. cruzi sao resistentes a medicagao. Entretanto,
estas continuam sendo as drogas de primeira linha (Coura & Castro, 2002;
Coura, 2009).

Estas duas substancias apresentam mecanismos de acgao distintos no
organismo. O nifurtimox age através de estresse oxidativo, formando radicais
nitro-aniéncios e liberando agentes como 0% e H,O, que s&o toxicos ao T.
cruzi. Ja o benzinidazol fornece derivados reduzidos ao ser metabolizado no
organismo, que se ligam covalentemente a macromoléculas do protozoario,
como o DNA e outras proteinas, levando-o a morte (Coura, 2009; Maya et al.,
2003).

Na tentativa de melhorar a eficacia dos medicamentos, s&o relatados
novos sistemas de entrega das drogas no organismo, como formas micro e

nanoparticuladas dos compostos, transformacées dos mesmos em complexos
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metalicos, incorporagdo de porgdes lipossOmicas a estrutura primaria dos
mesmos, dentre outros (Salomon, 2012).

Recentemente, drogas existentes para outros fins e que mostraram boa
atividade antiprotozoario vém sendo submetidas a testes clinicos contra o T.
cruzi. E o caso do alopurinol (54), um analogo de hipoxantina, e agentes
antifungicos, como o itraconazol (55), o posoconazol (56), cetoconazol (57),
ravuconazol (58), dentre outros triazois (Urbina & Docampo, 2003). Alguns
autores sugerem a associagao destes compostos com um dos medicamentos
padrdao, embora sua eficacia ainda seja controversa (Coura, 2009; Silva et al.,
2012).
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2. PROPOSTA DE TRABALHO

Os 1,3,4-tiadiazois apresentam um amplo potencial farmacoldgico e
podem ser obtidos através de diversas metodologias, enquanto que as
aciltiossemicarbazidas s&o intermediarios sintéticos de grande utilidade na
formacgao de diversos nucleos heteroaromaticos. Ao mesmo tempo, o limoneno
apresenta vasta gama de atividades biolégicas e € um importante bloco
sintético de construcdo abundante e de baixo custo para novas moléculas
opticamente ativas.

A partir da metodologia de sintese de isotiocianoterpenos desenvolvida
pela orientadora deste trabalho (Silva et al., 1993), nosso grupo de pesquisa
estabeleceu como linha de pesquisa sintética o desenvolvimento de compostos
nitrogenados tendo estes derivados terpénicos como precursores. Com isto,
foram desenvolvidos trabalhos de sintese de tiossemicarbazidas e séries de
tiossemicarbazonas (Esquema 18) dos monoterpenos S-(-)-limoneno (8a)
(Batista, 2010), R-(+)-limoneno (8b) (Silva, 2010; Vandresen, 2011) e
(-)-canfeno (59) (Coelho, 2011), do sesquiterpeno a-bisabolol (60) (Silva, 2009)

e do diterpeno acido caurendico (61) (Haraguchi, 2009).

(8a) (8b) (59)

(60) (61)
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Esquema 18. Rota sintética para obtencao de tiossemicarbazidas e
tiossemicarbazonas terpénicas.

S 0

1 P

HSCN H,NNH, R\4J\2/NH2 R R
NN

Terpeno —— 3 R—N=C=S — 5

TR

H A>3 R' = alquil ou aril
&/ R" = H, alquil ou aril

COOH

As tiossemicarbazidas e tiossemicarbazonas sintetizadas em nosso
grupo de pesquisa tém como diferencial o substituinte terpénico na posigdo R
em N-4. Até o inicio destes trabalhos, que tinham por objetivo a juncdo de
moléculas bioativas visando estudar seu efeito cooperativo, ndo havia relatos
na literatura de compostos com esta classe de substituintes naturais em N-4.

A grande maioria dos compostos sintetizados mostrou-se biologicamente
ativa e varios resultados promissores ja foram obtidos. A série de
tiossemicarbazonas benzaldeidicas e cetbnicas derivadas do a-bisabolol
apresentou potente atividade antiproliferativa in vitro para células tumorais,
especialmente contra leucemia (Silva et al, 2010). O derivado
N(1)-(fenil-metil-cetona)-N(4)-{{(2S)-2-hidroxil-6-metil-2-[(1S)-4-metilcicloex-3-
en-1ill}heptan-6-il}tiossemicarbazona (62) foi o mais ativo da série, com
TGI = 0,07 umol.L™" e IS = 505 para as células tumorais de leucemia (K-562).
Submetidos a  atividade  antitripanossbmica in  vitro,  algumas
tiossemicarbazonas do acido caurenodico chegaram a apresentar ICso da ordem
de micromolar, como o derivado (63) N(4)-(acido ent-cauren-163-metil-19-6ico)-
N(1)-(E)-(2-nitrofenil)-tiossemicarbazona para formas epimastigotas de T. cruzi
(ICso = 2,0 umol.L™"), apesar de consideravel citotoxicidade (para células LLC-
MK>) (Haraguchi et al., 2011).
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(62) (63)

Enfatizando a diferenca de bioatividade de estereoisbmeros, merece
destaque as atividades biologicas das 4-nitro-benzaldeidotiossemicarbazonas
derivadas do R-(+)-limoneno (64) (Silva, 2010) e do S-(-)-limoneno (65)
(Batista, 2010). Ambas foram avaliadas in vitro em formas promastigotas de
Leishmania amazonensis, encontrando-se excelentes resultados de atividade
(ICso = 3,00 e 2,44 umol.L™" respectivamente). Porém a citotoxicidade
apresentada pelo derivado N(4)-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-il]propan-2-il}-
N(1)-(4-nitrobenzaldeido)tiossemicarbazona (65) foi vinte vezes menor (CCsg >
2800 umoI.L'1) que de seu enantiomero. O composto esta na etapa de testes in
vivo e foi patenteado (Silva, C. et al., 2011), por ser um potencial agente

antileishmania.

Iz
I=

N02 NOZ
(64) (65)

A partir das tiossemicarbazonas, uma série de 1,3 4-tiadiazéis derivada
do R-(+)-limoneno foi sintetizada (Esquema 19). Avaliagbes antitumoral e
antileishmania in vitro dos heterociclicos mostraram grande potencial biolégico
dos mesmos, como por exemplo, do derivado 5-(p-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol
para células tumorais de rim 746-0 (Glsp = 1,9 umol.L™") e dos derivados

5-[p-(dimetilamino)fenil]-1,3,4-tiadiazol e 5-(p-metilfenil)-1,3,4-tiadiazol em
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formas promastigotas de L. amazonensis, cujos |Csy foram ambos de 5,4
umol.L™" (Vandresen, 2011).

Esquema 19. Série de 1,3,4-tiadiazodis do R-(+)-limoneno sintetizados a partir de
tiossemicarbazonas.

é )S]\ N H FeC|3 . N/N\ R
= z [
Ty e,
R (35-85%)

R = H, 4-CH; 4-OCHjz 4-N(CHj), 2-Cl, 3-Cl, 4-Cl, 2-NO, 3-NO, 4-NO, 4-F

A partir do que foi exposto, nota-se o grande potencial biolégico dos
derivados terpénicos nitrogenados sintetizados pelo nosso grupo de pesquisa,
incluindo a diferenca de atividades e seletividade que esterecisbmeros podem
apresentar. De tal forma, o presente trabalho visa a complementagao da série
de 1,3,4-tiadiazdis do R-(+)-limoneno e a sintese de seus enantibmeros,
avaliando e, quando possivel, comparando o potencial biolégico destes. Este
trabalho ainda busca estabelecer uma rota sintética de aciltiossemicarbazidas
do limoneno, a fim de que possam servir como compostos bioativos ou como
intermediarios sintéticos em trabalhos futuros, para novos derivados

heterociclicos com potencial bioldgico.
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3. OBJETIVOS

Considerando-se o potencial biolégico para ambos enantidmeros do

limoneno, para o nucleo 1,3,4-tiadiazol e para as aciltiossemicarbazidas, bem

como o respaldo sintético para obtengao destes nucleos a partir de terpenos

insaturados, este trabalho tem por objetivos:

Desenvolver uma rota de sintese de aciltiossemicarbazidas, para ser
obtida uma série de quatro aciltiossemicarbazidas de cada
enantidmero do limoneno, a partir dos ésteres acetato de etila,
benzoato de metila, 2-fenilacetato de metila e da isonicotinoidrazida;
Aperfeigcoar a metodologia de obtengao de 1,3,4-tiadiazéis pela rota
de ciclizagao oxidativa, para sintetizar as séries de 1,3,4-tiadiazéis:
= Do S-(-)-limoneno a partir dos aldeidos tiofenocarboxaldeido,
5-nitrotiofenocarboxaldeido,  furaldeido,  5-nitrofuraldeido,
cinamaldeido, benzaldeido e dos derivados 2-nitro, 3-nitro,
4-nitro, 2-cloro, 3-cloro, 4-cloro, 2-fluor, 3-fluor, 4-fluor, 4-
bromo, 4-metil, 4-metdxi, 4-terc-butil, 4-trifluormetil e 4-
dimetilamino do benzaldeido;
= Do R-(+)-limoneno a partir dos aldeidos tiofenocarboxaldeido,
5-nitrotiofenocarboxaldeido,  furaldeido,  5-nitrofuraldeido,
cinamaldeido, benzaldeido e dos derivados 2-fluor, 3-fluor,
4-bromo, 4-terc-butil e 4-trifluormetil do benzaldeido;
Avaliar a atividade anti-Trypanosoma cruzi in vitro:
= De todos os 1,34-tiadiazois sintetizados em formas
tripomastigotas de T. cruzi;
= De todas as aciltiossemicarbazidas sintetizadas em formas
epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi e citotoxicidade
dos compostos ativos;
Avaliar a atividade antiproliferativa in vitro de todos os 1,3,4-tiadiazdis
e aciltiossemicarbazidas sintetizados em diversas linhagens de

células tumorais e na linhagem n&o tumoral queratinécito.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

No decorrer desta secao sera utilizada uma nomenclatura simplificada
em detrimento da nomenclatura sistematica, a fim de facilitar a referéncia aos
compostos sintetizados. Ambas as nomenclaturas para os compostos

sintetizados encontram-se no Anexo A, ao final desta dissertacao.

4.1.Sintese

4.1.1. Isotiocianoterpenos (67a-b)

Esquema 20. Sintese dos isotiocianoterpenos.

a, R=

CHCl,
—_—

KHSO, + KNCS HSCN + K,SO,4

b, R= CH3

H/
JQCHS
H :

R R R
HSCN, CHCly o .
/§ 48h, 25°C %\SCN %\NCS
(8a) (66a) (67a)
(8b) (66b) (67b)

Os isotiocianoterpenos do limoneno (67a-b) foram preparados conforme
metodologia da literatura descrita para o enantidmero R (Oliveira et al., 2001;
Silva et al., 1993) e obtidos juntamente com os respectivos tiocianoterpenos
(66a-b) (Esquema 20).

O acido tiocianico foi gerado através da maceragao dos sais bissulfato
de potassio e tiocianato de potassio diretamente em cloroférmio para evitar sua
volatilizagéo, e adicionado ao meio reacional contendo o S-(-)-limoneno (8a) ou
0 R-(+)-limoneno (8b) enantiomericamente puros, na proporgao de 5:1 mol de
acido:terpeno. A reacgao foi mantida em temperatura ambiente e na auséncia de
luz para minimizar a formacao de produtos de polimerizagao em decorréncia do
acido e garantir quantidade de HSCN suficiente para reagir com o substrato.

Ao término da reacao, uma extracao liquido-liquido foi realizada com
solugdo aquosa de bicarbonato de sddio 5% para neutralizagdo do excesso de
acido. Apos secagem da fragcao cloroférmica com sulfato de sdédio anidro e
evaporacao do solvente sob baixa pressdo, os produtos reacionais foram
separados por cromatografia em coluna de gel de silica eluida com hexano em

modo isocratico. Os isotiocianoterpenos (67a-b) foram eluidos primeiro e
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obtidos como produtos maijoritarios, numa propor¢gédo aproximada de 8:1 em
relacdo aos tiocianoterpenos (66a-b). Em algumas repeticbes da reacéo,
pequenas quantidades do terpeno sem reagir foram isoladas nas primeiras
fragbes da separacado cromatografica, antes da elui¢gado dos isotiocianoterpenos.

A reacao do acido tiocianico (eletrofilo) com o terpeno (nucledfilo) é
quimio e regiosseletiva (Esquema 21). O préton do acido adiciona-se ao
carbono menos substituido da ligacdo dupla do substrato com menor
impedimento estérico (Oliveira et al., 2001), e o carbocation terciario formado
tem provavel estabilizagdo por par idnico intimo, uma vez que o solvente
utilizado tem baixa polaridade.

Esquema 21. Proposta de intermediarios de reagao para formacéao do
isotiocianoterpeno.

CHCI |somer|zagéo
S—N

GS—N
H S—N

A base conjugada ("SCN) do acido tiocianico € ambidentada, porém se
adiciona ao carbocation terciario inicialmente pelo enxofre, atomo mais
nucleofilico nas condicbes reacionais, fornecendo o tiocianoterpeno do
limoneno (66a) ou (66b) como produto cinético e intermediario de reacéao.
Através de provavel colapso do par ibnico intimo, ha a isomerizacdo para o
produto mais estavel (termodindmico), o respectivo isotiocianoterpeno (67a) ou
(67b) (Silva et al., 1993).

4 .1.2. Tiossemicarbazidas do limoneno (68a-b)

As tiossemicarbazidas do limoneno (68a-b) foram preparadas segundo
metodologia da literatura descrita para o enantidmero R (Silva, A. et al., 2011;
Yamaguchi et al., 2009) (Esquema 22). Inicialmente, o cloridrato de hidrazina
foi tratado com uma solugdo contendo o dobro em relagdo molar de
bicarbonato de sodio para gerar a hidrazina livre (neutra), a qual foi adicionada
a solucdo etandlica contendo o isotiocianoterpeno do S-(-)-limoneno (67a) ou
do R-(+)-limoneno (67b).
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Esquema 22. Sintese das tiossemicarbazidas do limoneno.

H/
H,0 a, R= @CH3
H,NNH,.2HCI + 2NaHCO; —23= H,NNH, + 2NaCl + 2H,0 +2CO, H
b, R= A@Cm
R R S
S H2NNH2
c? » NH,
NZ EtOH / H,0, refluxo, 3h N N~
H H
(67a) (683)
(67b) (68b)

Ao término da reacgao, o solvente foi evaporado sob pressao reduzida e
o solido obtido foi purificado por lavagem com hexano para remogao de
residuos de isotiocianato e lavagem com &agua para remogdo dos sais
formados na etapa de neutralizagdo da hidrazina. As tiossemicarbazidas (68a-
b) foram obtidas com rendimento de 75%.

A formacgdo da tiossemicarbazida ocorre através de uma adicao
nucleofilica. Ha a adigdo do nucledfilo hidrazina ao grupo isotiocianato do
derivado terpénico, eletrofilo, seguido de prototropismo (Esquema 23).

Esquema 23. Proposta de intermediarios de reagéo para formacao da
tiossemicarbazida do limoneno.

N T T e T Y

\. o N e NH,

N=C=S HoNNH, N N )k NH;
) /\

4 .1.3. 2-amino-1,3,4-tiadiazdis do limoneno 5-substituidos (69-89)a,
(69-73, 76, 79, 83, 85, 87)b

As séries de 1,3,4-tiadiazois do S-(-)-limoneno (69-89)a e do
R-(+)-limoneno (69-73, 76, 79, 83, 85, 87)b foram obtidas através de uma
metodologia one-pot (Esquema 24), desenvolvida a partir de modificacédo de
métodos da literatura (Kumar et al., 2011; Shih & Wu, 2005) a fim de
aperfeigoar a rota sintética utilizada em nosso grupo de pesquisa (Vandresen,
2011).
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Esquema 24. Sintese dos 1,3,4-tiadiazois do limoneno por metodologia one-pot.

H
_ 69 70 71 72
aR= ()ons X 0 0 s s
b, R= AQCHS R H NO, H NO,
R" X o %\ /k
2 L~
e37.4 H (69-72)a
STy [ 7] (69-72)b
o
R S —N
R S @MH )L \ /
SRAN P — A
L Fe®*; A,1,5h NN H
H H (73a)
73b
(68a) Q L _ (73b)
68b R Y H —N
o 5 ~ 1
e s "
74 75 76 77 78 79 80 81 (74-89)a
R" H 2-NO, 2-F 2-Cl  3-NO, 3-F 3-Cl 4-F (76, 79, 83, 85, 87)b
82 83 84 85 86 87 88 89
R" 4-Cl  4Br 4-NO, 4-CF3 4-CHz 4-C(CHj); 4-OCH3 4-N(CHa),

Em trabalho anterior, a tiossemicarbazida terpénica era condensada com
aldeidos para fornecer as tiossemicarbazonas, as quais eram isoladas do meio
reacional e purificadas. Numa segunda etapa, as tiossemicarbazonas eram
colocadas em presenca de FeCls, para fornecerem os respectivos 1,3,4-

tiadiazodis por ciclizagao oxidativa (Vandresen, 2011) (Esquema 25).

Esquema 25. Metodologia de sintese de 1,3,4-tiadiaz6is do R-(+)-limoneno em
duas etapas a partir da tiossemicarbazida do limoneno.

R
0 72
ot T, i -
= F =
~ NH, ————  » = _N
N~ °N + 250 N
4\ NH EtOH, H*, 25°C 4\ H
(68b)
R
7R
i )SJ\ . — FeCls, EtOH/H,0 H /L /R
- 2-20h, refluxo
N N ’ N
4\H H H 4\
(74-75, 77-78, 80-82, 84, 86, 88-89)b
74b 75b 77b 78b 80b 81b 82b 84b 86b 88b 89b
R= H 2-NO, 2-Cl 3-NO, 3-Cl 4-F 4-Cl 4NO, 4-CH; 4-OCH; 4-N(CH,),
Rend.(%)*= 44 70 53 64 64 47 62 78 57 59 33

*Rendimento combinado das duas etapas. (Silva, 2010; Vandresen, 2011).
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A sintese dos 1,3,4-tiadiazéis diretamente a partir da tiossemicarbazida
do limoneno foi proposta observando-se as similaridades do meio reacional
(polar protico), bem como a n&do formagdo de subprodutos na sintese das
tiossemicarbazonas (Silva, 2010; Vandresen, 2011).

O cloreto férrico atua ndo apenas como agente oxidante através de seu
cation Fe(lll) (Eq. 1), mas também como um acido de Lewis em agua,
diminuindo o pH do meio reacional, por formag¢ao de bases conjugadas de seu
cation, que se encontra na forma hexahidratada em solugéo aquosa (Eq. 2 e
Eq. 3) (Mahan & Myers, 1995). Desta forma, em uma mistura etanol/agua, o
cloreto férrico contribui para a formagao de meio acido propicio a formacao de
iminas (Tendrio et al., 2005), além de atuar como agente oxidante para levar
estes compostos ao nucleo 1,3,4-tiadiazol como produto final (Shih & Wu,
2005).

Fe3*+e === Fe** [E°.;=0,77v (versus EPH) (Eq. 1)
[Fe(H,0)]®* == [Fe(H,0)5(OH)]** + H* K=6x10" (pK=2,2) (Eq.2)

[Fe(H,0)5(OH)I?* === [Fe(H,0)4(OH),]" + H* K=3x10* (pK=3,5) (Eq. 3)

De fato, foi observado por técnicas de RMN e de IV (cuja discussao
espectral sera detalhada em tdpico posterior) que a mistura de aldeido,
tiossemicarbazida e cloreto férrico em meio hidro alcodlico leva diretamente a
formacédo dos 1,3,4-tiadiazois. O acompanhamento dessas reacdes por CCD
mostrou que apos cerca de 5 minutos da adicdo dos reagentes nao era mais
verificada presenga da tiossemicarbazida no meio reacional. Porém, as
condigbes cromatograficas de camada delgada utilizadas n&o permitiram
predizer se o produto formado era a tiossemicarbazona ou o 1,3,4-tiadiazol,
visto que estes apresentam o mesmo indice de retencao, de acordo com testes
realizados para seus padrdes, mesmo para diferentes eluentes.

No espectro de RMN de 'H (Figura 11) de uma reagado interrompida
apos cerca de 5 minutos de adigdo dos reagentes sob aquecimento e agitacao,
verificou-se a auséncia dos sinais do hidrogénio ligado a carbonila do aldeido
(acima de 10 ppm) e daqueles do NH;, da tiossemicarbazida (entre 3-4 ppm),
indicando que os mesmos reagiram, como sugerido pela CCD. O surgimento
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de simpletos em &4 10,07, 64 7,80 e oy 7,55 foram atribuidos a hidrogénios
ligados a N2, N4 e ao carbono iminico do grupamento tiossemicarbazona,
indicando que neste momento ela seria 0 Unico composto presente em solucéo
em quantidades apreciaveis. Desta forma, os dados experimentais sugerem a
formacgao da tiossemicarbazona in situ, sendo este composto um intermediario

antes da ciclizacao do nucleo 1,3,4-tiadiazol.

Figura 11. Espectro de RMN de 'H (300,06 MHz, CDCIl;) para reagao one-pot da
tiossemicarbazida do limoneno, 4-bromo-benzaldeido e FeCls, precipitada apés 5
minutos da adigdo dos reagentes.
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Deixando a reagédo ocorrer entre 1 e 2 horas, sob agitacdo e
aquecimento, os 1,3,4-tiadiazéis sado obtidos como produto uUnico. Sua
formacao a partir do intermediario tiossemicarbazona, segundo proposta da
literatura (Shih & Wu, 2005), ocorre através de um processo radicalar, em que
os ions Fe(lll) promovem a ciclizag&o oxidativa da tiossemicarbazona, havendo

a perda de dois atomos de hidrogénio (Esquema 26).
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Esquema 26. Proposta de intermediarios de reagao para formagéao dos 1,3,4-
tiadiazéis do limoneno através de ciclizacao oxidativa por ions Fe(lll).

. _ -
o
Fe** Fe?* N (N H /@4 Feg-z2+ N
S S 0 N— \
A /N:? M, | — s )\N/NJ /LSH

Sendo os ions Fe(lll) os unicos agentes oxidantes do meio reacional, a
proposta mecanistica sugere que a ciclizagdo de todo o substrato envolveria
dois equivalentes do metal (um para cada hidrogénio retirado). A quantidade de
cloreto férrico necessaria para a reagaéo se completar foi investigada através de
uma reacado teste com 0,5 equivalente de FeCl;, 1 equivalente de
tiossemicarbazida e 1 equivalente de 4-nitrobenzaldeido.

Apods ocorrer a auséncia de ions Fe(lll) em solugao — verificada através
de adicdo de KSCN, fonte de ions tiocianato, indicador especifico para ferro 3+
(Skoog et al., 2009) — seus produtos foram precipitados. O espectro de RMN de
'H (Figura 12) de uma amostra do precipitado apresentou uma mistura de
cerca de 70% de tiossemicarbazona (identificada, por exemplo, pelo sinal do
hidrogénio de N2 em 9,88 ppm) e de 30% de 1,3,4-tiadiazol (identificado, por
exemplo, pelo sinal do hidrogénio ligado a nitrogénio em 6,49 ppm).

Considerando que a tiossemicarbazona e o 1,3,4-tiadiazol do limoneno
tém polaridades similares (como se observa pelo indice de retencdo em CCD)
e precipitam quase em sua totalidade em meio predominantemente aquoso, as
quantidades encontradas no espectro de RMN se assemelham a real
proporcdo dos compostos presentes no meio reacional. A relacdo encontrada
através deste espectro (70% de tiossemicarbazona e 30% de 1,3,4-tiadiazol —
Figura 12) esta préxima daquela esperada para uma reagao que envolvesse 2
equivalentes de ferro para completar a sintese, mas executada com apenas 0,5
equivalente de cloreto férrico (que teoricamente forneceria 75% de
tiossemicarbazona e 25% de 1,3,4-tiadiazol).
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Figura 12. Espectro de RMN de 'H (300,06MHz, CDCl;) para formagao de
1,3,4-tiadiazéis com 0,5 equivalente de FeCls,.
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Desta forma, as sinteses de 1,3,4-tiadiazois foram realizadas com pouco
mais de que 2 equivalentes de ferro (2,2 equivalentes) para garantir total
oxidacao e ciclizagao do substrato. Este valor é consideravelmente inferior aos
relatados na literatura (Kilburn et al., 2003; Kumar et al., 2011; Shih & Wu,
2005), que chega a usar 10 equivalentes do agente oxidante.

Com estas observacgoes, a sintese dos 1,3,4-tiadiazois foi realizada por
metodologia one-pot (Esquema 24), deixando a reagao ocorrer a 60°C, por
periodo de 1-2 horas.

A proporgdo de etanol/agua utilizada na reacédo foi adequada para
manter os reagentes e produtos solubilizados a quente e promover sua
precipitacdo ao serem resfriados para temperatura ambiente. Posterior adicdo
de banho de gelo favoreceu maior precipitacdo dos produtos. O resfriamento
lento foi essencial para formagédo de precipitados filtraveis (adicdo direta de
agua resfriada ou banho de gelo levaram a formacgao de sdlidos de dificil
filtracdo ou coloides, contaminados com ferro).

Os produtos puros foram obtidos apds lavagem dos precipitados com
agua destilada. Nos casos em que houve permanéncia de ions ferro no produto
(observados especialmente pelo alargamento de sinais nos espectros de RMN

de 'H devido a ions Fe(lll) paramagnéticos), os sdlidos foram reprecipitados.
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Os rendimentos reacionais variaram de 63% a 91% para as séries
derivadas do limoneno (Tabela 1). Estes valores foram superiores aos da
sintese em duas etapas para obtengao do nucleo heterociclico (Esquema 25),
com as vantagens de ndo necessitar isolar e purificar os produtos
intermediarios tiossemicarbazona, bem como utilizar menor quantidade de

agente oxidante.

Tabela 1. Rendimento reacional para a sintese dos 1,3,4-tiadiazois do
S-(-)-limoneno (série a) e R-(+)-limoneno (série b).

0]

T R)kH, FeCl, N—N
H)LH/NHz W N/LS>\R
(68a) ou (68b) (69-89)a ou (69-73, 76, 79, 83, 85, 87)b
Série a Série b
Composto R Rend. (%)  Rend. (%)
69 furan-2-il 86 70
70 5-nitrofuran-2-il 80 76
71 tiofen-2-il 70 71
72 5-nitrotiofen-2-il 81 67
73 estiril 72 63
74 fenil 69 xx
75 2-nitrofenil 91 xR
76 2-fluorfenil 79 71
77 2-clorofenil 72 Few
78 3-nitrofenil 83 e
79 3-fluorfenil 76 84
80 3-clorofenil 77 e
81 4-fluorfenil 77 e
82 4-clorofenil 78 b
83 4-bromofenil 81 86
84 4-nitrofenil 81 b
85 4-(trifluormetil)-fenil 82 69
86 4-metilfenil 76 b
87 4-terc-butilfenil 74 91
88 4-metoxifenil 76 o

89 4-(dimetilamino)-fenil 68 i
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4.1.4. Hidrazidas (90-92)

Esquema 27. Sintese de hidrazidas.

0 O

J\ Rz + HaNNHpxH,0 —» _NH,
R o~ iouj R N
H

R? = metil ou etil (90-92)

i EtOH, H*, refluxo, 12 - 72h; j: 25°C (93, 94) ou 70°C (92), 1,5 - 6h

A sintese das hidrazidas (90-92) (Esquema 27) foi realizada incialmente
através de metodologias da literatura (Idhayadhulla et al., 2011b; Khan et al.,
2003). O emprego de agitacao e refluxo a mistura de éster e hidrazina aquosa,
em meio alcodlico sob catadlise acida apresentou rendimentos pouco
satisfatorios (31 - 61 %, Tabela 2).

Uma metodologia modificada foi adota para sintese das hidrazidas, a fim
de melhorar o rendimento reacional. O emprego apenas de agitagdo dos
reagentes, na auséncia de solvente, forneceu as hidrazidas (90-92) mais
rapidamente e em melhores rendimentos (82 - 98%, Tabela 2).

Tabela 2. Rendimento e tempo reacional para sintese de hidrazidas.

(@]
(0]
)J\N/NHZ
H

)J\ R2 + HoNNH,.xH, O —— R'
e

RO (90-92)

Metodologia Literatura Modificada
Composto Tempo (h) Rend. (%) Tempo (h) Rend. (%)
90 R'=_CH, 72 312 6 82°
91  R'=-CH,Ph 8 61° 1,5 98°
92 R'=-Ph 12 46° 2 95°

3 EtOH Absoluto em Refluxo; ® 70°C; € 25°C; R? = metil ou etil

Na auséncia de solvente, a medida que a reagdao progrediu a
temperatura ambiente, a 2-fenilacetoidrazida (91) e a benzoidrazida (92)
precipitaram, possivelmente contribuindo para sua formagdo mais rapida e
completa. A ndo formagao de precipitado durante a sintese da acetoidrazida
(90) pode ter sido a razao de a reagao ndo se completar em nesta temperatura,

mesmo apos varios dias em sistema fechado. Neste caso, aquecimento de
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70°C foi empregado, para acelerar a reagao, em sistema aberto, com excesso
de acetato de etila. Apds cerca de 6 horas de reacdo nestas condicdes, a
analise por CCD indicou o total consumo da hidrazina e, apos o resfriamento e
evaporagao de quantidade residual de éster, o produto sélido foi obtido.

A lavagem com hexano sob filtragdo a vacuo, em ambas as
metodologias, removeu quantidades residuais de ésteres ou hidrazina, os quais
foram arrastados pelo solvente de lavagem, fornecendo os produtos puros.

A formacdo das hidrazidas ocorre através de uma adicdo nucleofilica
seguida de eliminagdo no carbono acilico (substituigdo nucleofilica acilica)
(Esquema 28). O nucledfilo hidrazina adiciona-se ao carbono acilico do éster,
levando a formag&o de um intermediario tetraédrico. Uma molécula de alcool &

eliminada apds prototropismo, regenerando a ligagao dupla carbono-oxigénio.

Esquema 28. Proposta de intermediarios para formacao das hidrazidas.

2
R I:g\ RJ(\ 0]
20, = Oa 2¢ - -R20H
R, (Y Roﬁ/o —. HWU¥ O ° )k NH
R20/=O ©NH NH © T RTNT
) 2 H2N/ H
HoN-NH,

4 .1.5. Aciltiossemicarbazidas (94-97)a, (94-97)b

Esquema 29. Sintese das aciltiossemicarbazidas do limoneno.

R'= ‘
H
a, R= j<:%cH3 90/94 CHj,
H 91/95 CH,Ph
b, R= 4@—&43 92/96 Ph
93/97 < N
R O
C/S + )k NH, %\ )k N~
N7 R’ ”/ i, k ou/ \H/
67a 94-97)a
(67b) (94-97)b
i M.O. (10 - 15min); (série b) J: EtOH, refluxo, 24 - 72h; (série b)
k: EtOH, 25°C, 72 - 120h; (série b) . DMF, 25°C, 24 - 32h; (série a e série b)
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A sintese de aciltiossemicarbazidas foi realizada em quatro condigbes
reacionais diferentes (Esquema 29), inicialmente testadas para a série b e, a
partir dos melhores rendimentos, repetida para a série a.

Inicialmente a sintese das aciltiossemicarbazidas (94-97)b foi realizada
de acordo com a maioria dos procedimentos da literatura (Angelusiu et al.,
2009; Demirbas et al.,, 2004; Kumar et al., 2012; Liesen et al., 2010;
Tomascikova et al., 2008), envolvendo a mistura do isotiocianoterpeno (67b) e
das hidrazidas (90-93) em etanol e refluxo.

Esta metodologia forneceu rendimentos baixos a medianos, porém
nenhum deles superiores a 50% (Tabela 3). A adicdo da hidrazida ao substrato
terciario demandou tempo de reacdo superior aos relatados pela literatura
(mais de 24h ante 2-8h da literatura), evidenciando a maior dificuldade de
formacao de aciltiossemicarbazidas devido a possivel contribuicdo de efeitos
estéricos e eletrbnicos, provocando também uma menor reatividade do
substrato.

O aquecimento prolongado levou ao surgimento de subprodutos de
reacdo, especialmente por degradagdo de quantidade parcial do
isotiocianoterpeno em periodos superiores a 5 horas, conforme foi
acompanhado por CCD. Ao final da sintese, esta analise normalmente
evidenciava a hidrazida sem reagir, o produto aciltiossemicarbazida e diversos
subprodutos.

A purificagdo do produto bruto foi realizada por lavagem com hexano,
para remogao de derivados do isotiocianato e lavagem com solugéo resfriada
agual/etanol 50% para solubilizar ao minimo o produto aciltiossemicarbazida e
remover subprodutos mais polares e a hidrazida.

A sintese das aciltiossemicarbazidas (94-97)b foi repetida em
temperatura ambiente, nas mesmas condi¢cdes anteriores, a fim de se evitar a
degradagao do isotiocianoterpeno. Nestas condigdes, observou-se a formagéao
de menos subprodutos em analises por CCD, porém a reagdo nado se
completou no tempo avaliado, de até 5 dias (Tabela 3).

Repetigdes deste procedimento com a mesma hidrazida e uma diferencga
de até 48 horas de tempo reacional mostraram rendimentos similares,
indicando um equilibrio no meio reacional que nao permitiu o consumo total da

hidrazida e do substrato, ou uma cinética lenta nesta temperatura, o que tornou
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o procedimento inviavel em virtude dos altos tempos reacionais. Emprego de
catalisadores nucleofilicos, como trietilamina ou piridina em uma variacdo da
metodologia, ndo provocou diminuigdo do tempo reacional. Apés a mesma
purificacdo descrita anteriormente, os produtos foram obtidos com rendimentos

inferiores ao procedimento envolvendo aquecimento (Tabela 3).

Tabela 3. Rendimento e tempo reacional para sintese das aciltiossemicarbazidas do
R-(+)-limoneno por diferentes metodologias.

_—
S+ R1J\ _NH,

S
)k N R’
N 7NN
H H
o

N
(67b) (90-93) (94-97)b

Metodologia Irradiagao de M.O. EtOH/ A EtOH / 25°C
Composto Tempo* Rend (%) Tempo Rend (%) Tempo Rend (%)
94b R'=-CH; 25 min 40 48 h 50 120 h 42
95b R'=-CH,Ph 30 min 41 72 h 44 96 h 35
96b R'=-Ph 25 min 40 55h 35 120 h 31
97b R'=Piridin-4-il 20 min 35 24h 15 N.R.**

*Contabilizado apenas tempo sob irradiagédo; **Nao realizada;

Baseando-se na metodologia de Gomha & Riyadh (2011), a sintese das
aciltiossemicarbazidas (94-97)b foi realizada envolvendo irradiagdo de micro-
ondas. Esta metodologia apresentou tempo reacional significativamente inferior
as tentativas anteriores (até 1h de reagdo, 30min de irradiagdo de M.O. —
Tabela 3), porém grande formacédo de subprodutos. Conforme analises em
CCD, ap6s cerca de 10 periodos de irradiagéo (1 minuto sob M.O. na poténcia
minima do aparelho, seguido de 1 minuto de agitagdo manual), comegaram a
se formar subprodutos, principalmente de decomposicéo de isotiocianoterpeno,
notando-se a presenga dos produtos aciltiossemicarbazida (94-97), quantidade
residual da hidrazida e outros subprodutos, ao final da sintese.

Lavagens com hexano e etanol/agua do produto bruto ndo foram
suficientes para purificagdo, sendo normalmente necessario solubilizacdo dos
produtos em etanol sob aquecimento e reprecipitacdo por resfriamento lento da

solucao, o que contribuiu para diminuicdo dos rendimentos reacionais.
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A metodologia envolvendo M.O. mostrou ser um método razoavel para a
sintese das aciltiossemicarbazidas, principalmente devido ao menor tempo
reacional exigido. Entretanto, a purificagdo dos produtos se mostrou mais
trabalhosa do que nas outras metodologias, para obtencdo de rendimentos
similares ou inferiores aquelas em solucéo de etanol (Tabela 3).

Apesar de a adi¢cao de hidrazidas a isotiocianatos em meio polar aprotico
ndo ser descrita na literatura, esta tentativa foi realizada, a fim de se obterem
melhores rendimentos reacionais. O isotiocianoterpeno (67b) foi reagido com
as hidrazidas (90-93) em dimetilformamida, e sem aquecimento para se evitar
sua degradacgdo. O método apresentou rendimentos superiores aos demais e
tempo consideravelmente inferior as reacdées em meio polar prético. Sendo a
melhor metodologia obtida para a sintese das aciltiossemicarbazidas, 0 mesmo
procedimento de sintese foi repetido para o isotiocianoterpeno do
S-(-)-limoneno (67a), e as duas séries de aciltiossemicarbazidas (94-97)a e
(94-97)b foram sintetizadas, com os dados de tempo e rendimento
apresentados na Tabela 4. Menor tempo reacional ainda foi buscado para esta
metodologia, pela adicdo de catalisadores nucleofilicos como piridina ou

trietilamina ao meio reacional, porém este resultado nao foi observado.

Tabela 4. Rendimento e tempo reacional para a sintese das aciltiossemicarbazidas
do S-(-)-limoneno (série a) e R-(+)-limoneno (série b).

o S
DMF H
S + —_—
404 R1J\N/NH2 259G N)J\N/N R
N H H H \ﬂ/
o}
(67a) ou (67b) (90-93) (94-97)a ou (94-97)b
, Série a Série b
Composto -R
Tempo (h) Rend. (%) Tempo (h) Rend. (%)
94 R' = —CH, 24 57 24 52
95 R'=_CH,Ph 30 64 30 63
96 R'=—-Ph 30 54 30 53
97 R'=Piridin-4-il 32 68 32 54

O método mais eficiente para extracdo dos produtos do meio reacional

com DMF foi sua precipitacéo pela adigcdo de agua, embora possa ter havido
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perda do produto. Esta metodologia apresentou menor formagao de
subprodutos, embora tenham sido necessarias as lavagens com hexano e
solugao etanol/agua para purificagdo do produto bruto.

A proposta de intermediario para a formagéo das aciltiossemicarbazidas
€ analoga aquela para a sintese das tiossemicarbazidas (68a-b). A hidrazida
atua como nucledfilo, e seu nitrogénio terminal promove um ataque ao carbono
do grupo NCS do isotiocianoterpeno, o eletrofilo (Esquema 30). O ataque da
hidrazida leva a um intermediario dipolar que origina a aciltiossemicarbazida
apos prototropismo.

Esquema 30. Proposta de intermediario para formacao das aciltiossemicarbazidas do
limoneno.
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4.2. Analise espectral e caracterizagao estrutural

Os isotiocianoterpenos (67), tiossemicarbazidas (68), 1,3,4-tiadiazéis
(69-89), hidrazidas (90-92) e aciltiossemicarbazidas (94-97) sintetizados foram
caracterizados por técnicas de absor¢cao no infravermelho (IV), e técnicas de
ressonancia magnética nuclear (RMN) unidimensionais ('H e ™C) e
bidimensionais (COSY, HSQC e/ou HMBC) quando foi necessario.

Cada par enantiomérico de compostos apresentou, como esperado,
espectros de RMN e de IV essencialmente idénticos entre si (salvo sinais de
RMN de "H que podem sofrer variacédo, como hidrogénios ligados a nitrogénio),
como exemplificado na primeira discussdo espectral para 1,3,4-tiadiazois
(subsecao 4.2.3.1). Desta forma, os espectros ou tabelamento de dados serdo

apresentados apenas para os enantibmeros derivados do S-(-)-limoneno.

4.2 1. Isotiocianoterpenos (67a-b)

Na comparagcdo do espectro de absor¢cdo no infravermelho do

isotiocianoterpeno 67a com seu precursor, S-(-)-limoneno (8a) (Figura 13),
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destaca-se o surgimento de banda em 2089 cm” da ligacdo dupla cumulada
NCS, que comprova a incorporagao desta por¢cédo ao terpeno. Bandas de
deformacdes axiais das ligagdes C-H ocorreram na regido de 3050-2850 cm™.

Figura 13. Espectros de absorgao no infravermelho do S-(-)-limoneno (8a) e seu
isotiocianoterpeno (67a).
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Na comparacédo do espectro de RMN de 'H do derivado 67a com o de
seu precursor 8a (Figura 14) houve a auséncia do multipleto em &y 4,70,
referente aos hidrogénios da ligacdo dupla exociclica, deslocamento do
simpleto referente aos hidrogénios metilicos 9 de &y 1,66 para oy 1,40 e
surgimento do simpleto referente aos hidrogénios metilicos 8 em 6y 1,38. Ainda
foram observados no espectro do isotiocianoterpeno do S-(-)-limoneno (67a) a
presenga de multipleto em dy 5,37 referente ao hidrogénio vinilico e simpleto
em Oy 1,66 correspondente aos hidrogénios do grupamento metila 10. Os
demais hidrogénios apresentaram deslocamentos quimicos entre &y 1,60-2,07.

Na comparacao dos espectros de RMN de 3C e DEPT do derivado 67a
com o de seu precursor 8a (Figura 15), houve desaparecimento do sinal
referente ao carbono insaturado C8 (&¢c 108,6) no espectro do S-(-)-limoneno.
Deslocamentos significativos foram observados para C7 e C9, que variaram,
respectivamente, de d¢ 150,7 para 6¢c 64,0 e de d¢ 21,0 para &¢ 26,4.



Figura 14. Espectros de RMN de 'H (300,06 MHz, CDCl;)
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do S-(-)-limoneno (8a) e seu isotiocianoterpeno (67a).
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Ainda foram observados, no espectro de RMN de C e DEPT do
isotiocianoterpeno do S-(-)-limoneno (67a) (Figura 15), sinais em &¢c 134,0,
Oc 119,6 e em &¢ 44,4 referentes a C1, C2 e C4, respectivamente. Os carbonos
dos grupamentos metileno 3, 5 e 6, apresentaram deslocamentos quimicos em
Oc 26,7, 0c 24,1 e o¢ 30,6, e os sinais dos carbonos dos grupamentos metila 8
e 10 ocorreram em &8¢ 27,0 e &¢c 23,2. As correlagdes observadas no mapa de
contornos HSQC (Figura 16) confirmam as atribuigbes tabeladas.

Os dados observados para os espectros de RMN de 'H e *C do
isotiocianoterpeno do limoneno (67a-b) foram concordantes com os da

literatura (Silva et al., 1993), e constam na Tabela 5.

Figura 15. Espectros de RMN de (a) **C (75,45MHz, CDCl;); (b) DEPT 90°; (c) DEPT
135° do S-(-)-limoneno (8a) e seu isotiocianoterpeno (67a).
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Figura 16. Mapa de Contornos HSQC ('Hx'°C) para o isotiocianoterpeno do

S-(-)-limoneno (67a).
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Tabela 5. Dados de RMN de 'H e "*C/DEPT (300,06 e 75,45MHz, CDCl;) do

isotiocianoterpeno do S-(-)-limoneno (67a).

CH n (mult.) 8¢ (DEPT) CH Sn (Mult.) 8c (DEPT)
1 - 134,0 (C) 7 - 64,0 (C)
2 5,37 (m) 119,6 (CH) 8 1,38 (s) 27,0 (CH3)
3 2,07 (m) 26,7 (CH,) 9 1,40 (s) 26,4 (CH,)
4 1,60 (m) 44,4 (CH) 10 1,66 (s) 23,2 (CH,)
5 1,87 (m) 24,1 (CH,) 11 - N.O.*

6 2,02 (m) 30,6 (CH,)

*N&o Observado.

8

9

7N
NCS
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4.2.2. Tiossemicarbazidas do limoneno (68a-b)

Na comparagcdo do espectro de absor¢do no infravermelho da
tiossemicarbazida do limoneno (68a) com seu precursor, o isotiocianoterpeno
67a (Figura 17), notou-se o desaparecimento da banda do grupamento NCS.
Como principais bandas do grupamento tiossemicarbazida, destacam-se
estiramentos do grupo tiocarbonila em 1540 cm™ e deformacdes axiais para as
ligacdes N-H, na regido de 3350-3150 cm™.

Figura 17. Espectros de absorgao no infravermelho do isotiocianoterpeno (67a) e da
tiossemicarbazida (68a) do S-(-)-limoneno.
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Na comparacao dos espectros de RMN de 'H do derivado 68a com o de
seu precursor 67a (Figura 18), observa-se o surgimento de sinais largos para
H2eH4 em oy 7,57 7,36, e para H1 em 04 3,78, referentes aos hidrogénios
ligados a nitrogénio. O multipleto correspondente ao hidrogénio do grupo
metinico (H1’) foi observado em &y 2,57 e os demais sinais correspondentes a

porcao terpénica apresentaram pouca ou nenhuma variagao.
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Figura 18. Espectros de RMN de 'H (300,06 MHz, CDCl;) do isotiocianoterpeno (67a) e da tiossemicarbazida (68a) do S-(-)-limoneno.
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Na comparacéo dos espectros de RMN de 3C e DEPT do derivado 68a
com o de seu precursor 67a (Figura 19) destaca-se o surgimento do sinal em
dc 180,5, referente ao carbono tiocarbonilico C3. Alteragdo mais significativa de
deslocamento quimico ocorreu para C7’ (6¢c 64,0 para d¢c 58,3, devida a uma
leve blindagem, o que também ocorreu para C8, C9 e C4, porém menos
pronunciadamente.

Os dados observados nos espectros de RMN de 'H e ®C para as
tiossemicarbazidas (68a-b) mostraram-se concordantes com a literatura

(Yamaguchi et al., 2009) e sdo apresentados na Tabela 6.

Figura 19. Espectros de RMN de (a) "*C (75,45MHz, CDCl;); (b) DEPT 90°; (c) DEPT
135° do isotiocianoterpeno (67a) e da tiossemicarbazida (68a) do S-(-)-limoneno.
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Tabela 6. Dados de RMN de 'H e "*C/DEPT (300,06 e 75,45MHz, CDCl;) da

tiossemicarbazida do S-(-)-limoneno (68a).

CH S (mult.) &c (DEPT) CH 8u (mult.) 8¢ (DEPT)
3,78 (sl) - 4 - 134,0 (C)

2 7,57* (sl) - 5’ 1,97-2,07 (m) 31,0 (CHy)

3 - 180,5 (C) 6 1,74-1,81(m) 24,0 (CH,)
4 7,36* (sl) - 7 - 58,3 (C)

1’ 2,57 (m) 41,1 (CH) 8’ 1,51 (s) 24,4 (CH,)

2 1,83-1,98 (m) 26,4 (CH,) 9’ 1,48 (s) 24,1 (CH,)
3 5,38 (m) 120,4 (CH) 10’ 1,64 (s) 23,3 (C)

* Os valores podem estar invertidos.

4.2.3. 2-amino-1,3,4-tiadiazdis do limoneno 5-substituidos (69-89)a,
(69-73, 76, 79, 83, 85, 87)b

3 N4
N/
/L>\R
5
N~ 2 S
H 1
6

Para os espectros de absorcao no IV do nucleo 1,3,4-tiadiazol, bandas
referentes as deformacgdes de C=N (aromatico) e C=N-N=C ocorrem na regiao
média do infravermelho (1600-1450 cm™ e 1500-1450 cm™, respectivamente),
ao passo que bandas C-S-C e C-N sao verificadas mais dificiimente, abaixo de
1000 cm’”’ (Carvalho et al., 2008; Turan et al., 2011). A porgao 2-amino fornece
uma banda unica acima de 3100 cm™, devida ao estiramento da ligacdo NH.

Em todos os espectros de RMN de 'H dos derivados 1,3,4-tiadiazol
houve a manutencdo dos deslocamentos quimicos da porgcao terpénica em

relacdo ao precursor tiossemicarbazida (68a-b), com exceg¢dao do multipleto
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referente a H1’, que se deslocou de &y 2,57 para oy 2,12-2,18. Os hidrogénios
ligados a N-6 apresentaram-se na forma de sinal largo, na regido de o4 5,38 a
6,63, sendo o sinal caracteristico para o RMN de 'H deste grupo de compostos.

Para todos os espectros de RMN de "*C dos 1,3,4-tiadiazdis, também foi
verificada a manutencédo dos deslocamentos quimicos da porgao terpénica em
relacdo ao precursor tiossemicarbazida (68a-b). Para a porgéo 1,3,4-tiadiazol,
os sinais caracteristicos no RMN de '*C foram os de C2, entre 8¢ 165,3-168,5,
e de C5, entre 8¢ 148,9-159,1, este sempre mais blindado que C2.

Os demais sinais de cada derivado 1,3,4-tiadiazol, assim como a
discussao espectral para elucidacdo dos mesmos, sao apresentados nas
proximas seg¢des para cada subgrupo de compostos. Figuras e tabelas
justificam os dados apresentados nos paragrafos anteriores seréo
referenciadas juntamente com cada grupo de derivados, conforme as

discussdes que seguem.

4.2.3.1. b5-heteroaril-1,3,4-tiadiazol — Compostos 69-72

Na comparagao dos espectros de absorcdo no infravermelho para a
tiossemicarbazida (68a) e ambos derivados 5-furanil-1,3,4-tiadiazol (69a-b)
(Figura 20), nota-se a formacao de unica banda de estiramento de NH em
3220 cm™ e aumento de intensidade de deformacéo axial de C-H de grupos
aromaticos (3080-3000 cm™). Houve desaparecimento do estiramento da
tiocarbonila em 1540 cm™, para originar deformagdes do anel 1,3,4-tiadiazol,
como C=N e C=N-N=C, em 1576 cm” e em 1528-1493 cm™. Os demais
1,3,4-tiadiazois deste grupo (70-72), apresentaram a banda de NH entre 3230 e
3180 cm™' e estiramentos do nticleo tiadiazol entre 1530-1470 cm™.

Os dados espectrais de RMN para os derivados do limoneno 5-furanil-
1,3,4-tiadiazol (69), 5-nitrofuranil-1,3,4-tiadiazol (70), 5-tiofenil-1,3,4-tiadiazol
(71) e 5-nitrotiofenil-1,3,4-tiadiazol (72) constam na Tabela 7 ("H) e na Tabela
8 ("*C/DEPT). Como os pares 69 e 71, 70 e 72 apresentaram 0sS mesmos
padrdes de sinais nos espectros de RMN de 'H e °C, apenas os compostos
69a e 72a deste grupo terdo seus espectros apresentados.
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Figura 20. Espectros de absorgao no infravermelho da tiossemicarbazida (68a), do
5-furanil-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno (69a).
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Na Figura 21, sdo apresentados os espectros de RMN de 'H de ambos
os 5-furanil-1,3,4-tiadiazois (69a-b), para se comprovar a correspondéncia dos
sinais espectrais dos enantidmeros. Os espectros foram idénticos entre si, com
excegao do sinal largo para H6 que ocorreu em 0y 5,54 para o derivado 69a e
em Oy 5,77 para o derivado 69b. Na mesma figura, € apresentado o espectro
de RMN de "H do precursor tiossemicarbazida 68a, a titulo de comparacao.

Nos espectros dos derivados 1,3,4-tiadiazol (69a-b) notou-se o
desaparecimento dos sinais largos de H2 e H1 da tiossemicarbazida (em
Oy 7,57 e dy 3,78 no espectro desta) e deslocamento do sinal referente a H6
dos 1,3,4-tiadiazois de oy 7,36 para 0y 5,77-5,54. A porgao incorporada do
aldeido forneceu dupletos em &y 7,48 (J=1,8Hz) e 6,92 (J=3,5Hz) para H5” e
H3”, respectivamente, e duplo dupleto em &4 6,51 (J=1,8 e 3,5 Hz) para H4".
Os valores de J foram tipicos para o nucleo furano (Silverstein et al., 2006).

Os deslocamentos quimicos de H3” e H4” para o derivado 69 foram
menores que para os mesmos hidrogénios do 5-tiofenil-1,3,4-tiadiazol (71)
(®n 7,31 e 7,06) mostrando efeito de doagdo de densidade eletrénica mais

eficiente pelo oxigénio. H5” quase nao apresentou variagao.
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Figura 21. Espectros de RMN de "H (300,06 MHz, CDCl;) da tiossemicarbazida (68a) e do 5-furanil-1,3,4-tiadiazol do

S-(-)-limoneno (69a).
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Na comparacédo dos espectros de RMN de 3C e DEPT do 5-furanil-
1,3,4-tiadiazol 69a com seu precursor 68a (Figura 22), houve auséncia do
carbono tiocarbonilico (¢ 180,5 para a tiossemicarbazida) e surgimento dos
sinais em d¢ 166,8 e d¢ 149,0 referentes a C2 e C5 do nucleo 1,3,4-tiadiazol.
Sinais decorrentes da incorporagcdo do nucleo furano ocorreram em &¢ 146,2
(C27), d¢c 143,3 (C5”), d¢c 112,0 e 108,9 (C3” e C4”). O 5-tiofenil-1,3,4-tiadiazol
do limoneno (71) apresentou maior deslocamento quimico para C2” (d¢ 133,5)

do que para os demais carbonos do nucleo heteroaromatico (8¢ 127,0-127,4).

Figura 22. Espectros de RMN de (a) "*C (75,45MHz, CDCl;); (b) DEPT 90°; (c) DEPT
135° da tiossemicarbazida (68a) e do 5-furanil-1,3,4-tiadiazol (69a) do S-(-)-limoneno.
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No espectro de RMN de 'H (Figura 23) do 5-nitrotiofenil-1,3,4-tiadiazol
do S-(-)-limoneno (72a) o sinal de H6 ocorreu em &4 6,08 e foi observada maior
desblindagem para H4” do que para H3”, que apresentaram dupletos em
oy 7,87 e 7,18 (J=4,1 Hz). O efeito foi decorrente da retirada de densidade
eletrébnica pelo grupamento NO;, mesmo comportamento observado para o
5-nitrofuranil-1,3,4-tiadiazol (70), com &y 7,44 para H4” e &y 7,15 para H3”.



Figura 23. Espectro de RMN de "H (300,06 MHz, CDCl;) do 5-nitrotiofenil-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno (72a).
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Nos espectros de RMN de *C e DEPT do derivado 72a (Figura 24), os
deslocamentos quimicos para C2 e C5 do nucleo 1,3,4-tiadiazol ocorreram em
Oc 167,9 e d¢c 148,9. Sinais correspondentes ao nucleo nitro-tiofeno foram
observados em &¢ 140,6 e 151,3 (referentes a C2” e C5”), e &¢c 124,6 e 128,9
(referentes aos carbonos ligados a hidrogénio C3” e C4”). Para o 5-nitrofuranil-
1,3,4-tiadiazol do limoneno (70), C2” e C5” apresentaram deslocamentos
quimicos analogos ao do 5-nitrotiofenil, enquanto que C3” e C4” ocorreram em

regido inferior do espectro (d¢c 110,6 e 113,8).

Figura 24. Espectro de RMN de (a) "*C (75,45MHz, CDCl;); (b) DEPT 90°; (c) DEPT
135° do 5-nitrotiofenil-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno (72a).
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As atribuicbes de carbono e hidrogénio para ambos o0s nucleos
heteroaromaticos do derivado 72a foram confirmadas por correlages 'Hx'*C a
longa distancia (Figura 25). No mapa de contornos HMBC puderam ser
observados acoplamentos a duas ligagdes (2JcH) entre H4” e C3”; H3” e C2”;
H3” e C4”; e acoplamentos a trés ligacdes (*Jcn) entre H4” e C2”; H3” e C5;
H3” e C5”.



Figura 25. Expans&o do mapa de contornos HVBC ('Hx'*C) para o 5-nitrotiofenil-

1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno (72a).
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Tabela 7. Dados de RMN de 'H (300,06 MHz, CDClI3) dos 5-heteroaril-1,3,4-tiadiazoéis

do S-(-)-limoneno (69-72)a.

H 69a 70a 71a 72a
Oy (mult., Jem Hz) &, (mult., Jem Hz) &, (mult.,, Jem Hz) §, (mult., J em Hz)
6 5,54 (sl) 6,11 (sl) 5,53 (sl) 6,08 (sl)
1 2,12 (m) 2,16 (m) 2,14 (m) 2,17 (m)
2 2,06 (m) 2,05 (m) 2,06 (m) 2,06 (m)
3 5,37 (m) 5,37 (m) 5,37 (m) 5,38 (m)
5 2,00 (m) 2,00 (m) 2,01 (m) 2,01 (m)
6’ 1,87 (m) 1,86 (m) 1,87 (m) 1,87 (m)
8’ 1,40 (s) 1,44 (s) 1,41 (s) 1,45 (s)
9 1,37 (s) 1,41 (s) 1,37 (s) 1,41 (s)
10° 1,64 (s) 1,65 (s) 1,65 (s) 1,66 (s)
3” 6,92 (d, J=3,5) 7,15 (d, J=3,8) 7,31 (dd, J=3,7;1,0) 7,18 (d, J=4,1)
4” 6,51(dd, J=3,5;1,8)  7.44(d,J=3,8)  7,06(dd, J=5,1;3,7) 7,87 (d, J=4,1)
5”7 7,48 (d, J=1,8) - 7,36 (dd, J=5,1; 1,0) -
N
(69 70 71 72 ) 3NN
X 0O 0O s s

(R H NO, H NO,

./k\

3" o

(69-72)
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Tabela 8. Dados de RMN de "*C/DEPT (75,45 MHz, CDCIl;) dos 5-heteroaril-1,3,4-
tiadiazéis do S-(-)-limoneno (69-72)a.

c 69a 70a 71a 72a

6¢c (DEPT) 6¢c (DEPT) 5¢ (DEPT) 5¢c (DEPT)
2 166,8 (C) 167,9 (C) 166,0 (C) 167,9 (C)
5 149,0 (C) 151,6 (C) 152,0 (C) 148,9 (C)
1 41,2 (CH) 41,0 (CH) 41,2 (CH) 41,1 (CH)
2 26,5 (CH,) 26,6 (CH,) 26,6 (CHy) 26,6 (CHy)
3 120,2 (CH) 119,9 (CH) 120,2 (CH) 120,1 (CH)
4 134,1 (C) 134,1 (C) 134,1 (C) 134,1 (C)
5 30,9 (CH,) 31,0 (CHy) 31,0 (CH,) 30,9 (CH,)
6’ 24,1 (CHy) 24,2 (CHy) 24,1 (CHy) 24,1 (CHy)
7 58,1 (C) 59,0 (C) 58,2 (C) 58,6 (C)
8 24,3 (CH3) 23,9 (CH3) 24,3 (CH3) 24,0 (CHj3)
9’ 23,9 (CH,3) 23,6 (CH3) 24,0 (CHa) 23,8 (CH3)
10 23,2 (CH3) 23,2 (CH3) 23,2 (CH3) 23,3 (CH3)
27 146,2 (C) 144,7 (C) 133,5 (C) 140,6 (C)
3” 112,0* (CH) 110,6 (CH) 127,4* (CH) 124,6 (CH)
4” 108,9* (CH) 113,8 (CH) 127,0* (CH) 128,9 (CH)
5” 143,3 (CH) 148,0 (C) 127,1* (CH) 151,3 (C)

* Os valores podem estar invertidos;

s N

69 70 71 72
X O O s s
(R H NO, H NO,]

4.2.3.2. (E)-5-estiril-1,3,4-tiadiazol — Composto 73

O espectro de absorgdo na regido do infravermelho para o (E)-5-estiril-
1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno (73a) (Figura 26) apresenta banda em 3035 e
3003 cm™ de deformagdo axial de CH de alquenos e de anéis aromaticos,
respectivamente. A banda de estiramento NH pode ser observada em
3258 cm™', provavel banda de deformacéo angular de CH em alquenos, em
954 cm”, e de deformagdes C=N (aromatica) e C=N-N=C do nucleo

1,3,4-tiadiazol, entre 1571-1461 cm™.
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Figura 26. Espectro de absorg¢ao no infravermelho para o (E)-5-estiril-1,3,4-tiadiazol
do S-(-)-limoneno (73a).
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O espectro de RMN de 'H para o derivado 73 (Figura 27) apresentou
deslocamentos quimicos em &y 7,49 (m, H4”/H8") e em dy 7,36 (m,
H5”/H6”/H7”) para os hidrogénios do anel benzénico monossubstituido.
Dupletos em 8y 6,99 e &y 7,30 foram referentes a H2” e H1”, respectivamente,
com constante de acoplamento de 16,1 Hertz, confirmando configuragdo E da
ligacdo dupla. O sinal largo referente a H6 ocorreu em o4 6,63.

Nos espectros de RMN de *C/DEPT deste derivado (Figura 28) foram
observados sinais em 6¢ 119,5 e ¢ 134,8 (CH) referentes aos carbonos da
ligacdo dupla C1” e C2”, em &¢ 135,8 para C3” e entre d¢c 126,7-128,8 para
carbonos ligados a hidrogénio do anel benzénico. Os deslocamentos quimicos
respectivos a C2 e C5 do nucleo 1,3,4-tiadiazol foram ¢ 165,7 e d¢ 157,8.

Os acoplamentos 3Jcy no mapa de contornos HMBC (Figura 29 e
Figura 30) de H2” (4 6,99) com C5 (6¢ 157,8) e com C4”/C8” (6¢ 126,7), e de
H1” (&4 7,30) com C3” (&6¢ 135,8) comprovam as atribuicbes dos hidrogénios
da ligagao dupla. As demais atribuigbes aos hidrogénios do anel benzénico,
bem como aos carbonos do anel benzénico e da ligagao dupla sdo confirmadas
pelas correlagbes observadas no mapa de contornos HSQC (Figura 31). Os
dados de RMN de 'H e "*C observados para o (E)-5-estiril-1,3,4-tiadiazol (73a-
b) constam na Tabela 9.
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Figura 27. Espectro de RMN de 'H (300,06 MHz, CDClI;) do (E)-5-estiril-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno (73a).
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Figura 28. Espectro de RMN de (a) "°C (75,45MHz, CDCl;); (b) DEPT 90°; (c) DEPT
135° do (E)-5-estiril-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno (73a).
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Figura 29. Expansao do mapa de contornos HMBC (*Hx'3*C) para o (E)-5-estiril-1,3,4-
tiadiazol do S-(-)-limoneno (73a).
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Figura 30. Expansao do mapa de contornos HMBC ('Hx'*C) para o (E)-5-estiril-1,3,4-
tiadiazol do S-(-)-limoneno (73a).
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Figura 31. Expansao do mapa de contornos HSQC ('Hx'*C) para o (E)-5-estiril-1,3,4-
tiadiazol do S-(-)-limoneno (73a).
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Tabela 9. Dados de RMN de 'H e *C/DEPT (300,06 e 75,45MHz, CDCI;) para o
(E)-5-estiril-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno (73a).

HIC (mult., E.SIHem Hz) 3c (DEPT) HIC (mult., E.SIHem Hz) 3c (DEPT)
2 - 165,7 (C) 9’ 1,38 (s) 24,0 (CH,3)
5 - 157,8 (C) 10 1,65 (s) 23,2 (CH3)
6 6,63 (sl) - 1” 7,30 (d, J=16,1) 119,5 (CH)
1 2,14 (m) 41,1 (CH) 2” 6,99 (d, J=16,1) 134,8 (CH)
2 2,09 (m) 26,6 (CH,) 3” - 135,8 (C)
3 5,38 (m) 120,2 (CH) 4" 7,49 (m) 126,7 (CH)
4 - 134,1 (C) 5” 7,36 (m) 128,8 (CH)
5 2,01 (m) 31,0 (CHy) 6” 7,36 (m) 128,7 (CH)
6’ 1,86 (m) 24,1 (CHy) 7’ 7,36 (m) 128,8 (CH)
7 - 58,0 (C) 8” 7,49 (m) 126,7 (CH)
8’ 1,41 (s) 24,3 (CHs3)

(73a)

4.2.3.3. 5-fenil-1,3,4-tiadiazol e 5-[(o-substituido)fenil]-1,3,4-tiadiazol —
Compostos 74-77

Na analise de absorg&o na regido do infravermelho, os compostos 74, 75
e 77 apresentaram a deformagdo NH entre 3222-3174 cm™, bandas de CH
aromatico entre 3115-3000 cm™ e bandas de C=N (aromatico) e C=N-N=C
entre 1564-1483 cm™. O espectro de absorgcdo no infravermelho para o
5-(o-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno (76a) apresentou banda de alta
intensidade referente a ligacdo CF em 765 cm”, além do estiramento para
ligagdo NH em 3233 cm’ e para ligagdes do nucleo 1,3,4-tiadiazol entre 1581-
1488 cm™. Estiramento de ligacdo carbono-halogénio também foi verificado
para o 5-(o-clorofenil)-1,3,4-tiadiazol do limoneno (77) em 754 cm™.

Para a discussao das analises de RMN deste grupo de 1,3,4-tiadiazdis,
serdo apresentados apenas os espectros do 5-(o-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol
(76a), visto a maior riqueza de sinais. Os dados de RMN do 5-fenil-1,3,4-
tiadiazol (74), 5-(o-nitrofenil)-1,3,4-tiadiazol (75), 5-(o-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol
(76) e 5-(o-clorofenil)-1,3,4-tiadiazol (77) do limoneno encontram-se na Tabela
10 ("H) e na Tabela 11 (**C/DEPT).
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Figura 32. Espectro de absorc¢ao no infravermelho para o 5-(o-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol
do S-(-)-limoneno (76a).
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Na analise do espectro de RMN de 'H para o derivado 5-fenil-1,3,4-
tiadiazol (74) foram observados sinais entre &y 7,41-7,81 referentes aos
hidrogénios de anel benzénico monossubstituido. Para o 5-(o-nitrofenil)-1,3,4-
tiadiazol (75) foram observados duplos dupletos para H3” e H6” em &4 7,88 e
Oy 7,78 e tripletos de dupletos para H4” e H5” em &y 7,58 e em &y 7,66. O
5-(o-clorofenil)-1,3,4-tiadiazol (77) apresentou sobreposigdo de sinais para
hidrogénios do anel benzénico em seu espectro e nao foi possivel a definicao
de multiplicidades. O deslocamento quimico mais elevado foi atribuido a H6”
(On 8,18) e os demais hidrogénios apresentaram sinais entre dy 7,35-7,45.

No espectro de RMN de 'H para o 5-(o-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol do
S-(-)-limoneno (76a) (Figura 33) foram observados acoplamentos 'H-'F com
valores tipicos de J (Silverstein et al., 2006). H6” e H5” apresentaram-se como
tripletos de dupletos em &y 8,22 (J=7,6 e 1,8 Hz) e 8y 7,25 (J=7,6 € 1,5 Hz),
respectivamente. Para H5” a maior constante de acoplamento ocorreu devido a
2Jcn com H6” e H4”, enquanto que para H6”, o mesmo valor de constante
equivaleu a 2Jcy com H5” e com atomo de flior em relacdo meta. Foi
observado duplo duplo dupleto para H3” em o4 7,17, em que o acoplamento
correspondente a 'H-"°F foi o de maior valor (J=11,1Hz). H4” apresentou
Oy 7,41, acoplando-se com todos os hidrogénios do anel benzénico e com o
atomo de fluor (J=5,3 Hz). O sinal em &y 6,52 foi atribuido a H6.



Figura 33. Espectro de RMN 'H (300,06 MHz, CDCl;) do 5-(o-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno (76a).
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O mapa de correlagdes COSY para o 5-(o-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol (76a)
(Figura 34) confirma as atribui¢des de acoplamento de H6” com H4”/H5”, de
H5” com H3”/H4”/H6”, de H3” com H4”/H5” e de H4” com demais hidrogénios

do anel benzénico.

Figura 34. Expansao do mapa de contornos COSY (*Hx'H) (300,06 MHz, CDCl;) para
o 5-(o-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno (76a).
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Nas andlises de RMN de '*C/DEPT, o 5-fenil-1,3,4-tiadiazol (74)
apresentou deslocamento quimico para C1” em &¢ 131,0 e sinais para CH do
anel benzénico entre d¢c 126,8-129,5. O 5-(o-nitrofenil)-1,3,4-tiadiazol (75)
apresentou maior incremento no deslocamento quimico para o C2” (&¢ 148,4),
ligado diretamente ao substituinte NO,, enquanto que os demais sinais do anel
benzénico ocorreram entre &c 124,4-132,5. Para o 5-(o-clorofenil)-1,3,4-
tiadiazol (77), foi observado leve incremento no deslocamento quimico para o
C2” (6¢c 131,4) e leve blindagem em C1” (8¢ 129,8) e C3” (6¢c 127,1) em
relacdo ao anel monossubstituido. Os demais sinais de CH do anel benzénico
para o derivado 77 ocorreram em &¢ 130,3 e 130,4.
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Nos espectros de RMN de 'C/DEPT para o 5-(o-fluorfenil)-1,3,4-
tiadiazol do limoneno (76a) (Figura 35) foram observados sinais em forma de
dupleto para carbonos distantes em até 5 ligagdes do atomo de fluor devido a
acoplamento entre os nicleos "°C e "F. Dupletos em 8¢ 168,0 (°Jcr= 6,1 Hz) e
149,6 (3Jcr = 7,7 Hz) foram atribuidos aos carbonos 2 e 5 do nucleo 1,3,4-
tiadiazol. Para o anel benzénico, o maior deslocamento quimico foi observado
para C2” (8¢ 158,8, 'Jcr = 250,5 Hz), enquanto que houve blindagem em C1”
(B¢ 118,5, %Jcr = 12,2 Hz) e C3” (B¢ 116,0, 2Jor = 21,6 Hz). Os demais
carbonos apresentaram dupletos entre dc 124,8-131,4, com constantes de
acoplamento de 2-3 Hz para C5” (*Jcr) € C6” (*Jcr), € 8,8 Hz para C4” (*Jcr).

Figura 35. Espectro de RMN de (a) "°C (75,45MHz, CDCl;); (b) DEPT 90°; (c) DEPT
135° do 5-(o-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno (76a).
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Tabela 10. Dados de RMN de 'H (300,06 MHz, CDCl;) do 5-fenil-1,3,4-tiadiazol (74a)

e dos 5-[(o-substituido)fenil]-1,3,4-tiadiazbis do S-(-)-limoneno (75-77)a.

74a 75a 76a 77a
Sy (mult., Jem Hz) &4 (mult., J em Hz) Sy (mult., Jem Hz) &y (mult., J em Hz)

6 5,60 (sl) 6,01 (sl) 6,52 (sl) 5,60 (sl)
T 2,18 (m) 2,12 (m) 2,18 (m) 2,16 (m)
2 2,04 (m) 2,02 (m) 2,05 (m) 2,03 (m)
3 5,38 (m) 5,38 (m) 5,37 (m) 5,37 (m)
5 2,01 (m) 2,00 (m) 2,00 (m) 2,00 (m)
& 1,87 (m) 1,87 (m) 1,87 (m) 1,87 (m)
8 142 (s) 142 (s) 143 (s) 143 (s)
9 1,39 (s) 139 (s) 1,40 (s) 1,40 (s)
10° 1,64 (s) 1,65 (s) 1,64 (s) 1,64 (s)
27 7,81 (m) - - -

3» 7.41 (m) 7.88 (dd, J=7.8:1,3) 17 gfg;da ,{3:)11’1; 7,35% (m)
4 7,41 (m) 758 (td =g 15) (4 (G S8 7,45 (m)
5 7,41 (m) 7,66 (td, J=7,8: 1.3) 7,25 (td, J=7,6: 1,5) 7,35 (m)
6” 7,81 (m) 7,78 (dd, J=7,8: 1,5) 8,22 (td, J=7,6: 1.,8) 8,18* (m)

* Os valores podem estar invertidos.

Tabela 11. Dados de RMN de "*C/DEPT (75,45MHz,CDCl;) do 5-fenil-1,3,4-tiadiazol
(74a) e dos 5-[(o-substituido)fenil]-1,3,4-tiadiazois do S-(-)-limoneno (75-77)a.

c 74a 75a 76a 77a

5c (DEPT) 5c (DEPT) 5¢c (DEPT; mult., J em Hz) 5¢ (DEPT)
2 166,6 (C) 168.,4 (C) 168,0 (C; d, J=6,1) 168,5 (C)
5 158,0 (C) 151,2 (C) 149,6 (C; d, J=7,7) 153,1 (C)
1 41,2 (CH) 41,2 (CH) 41,3 (CH; s) 41,2 (CH)
2 26,6 (CHy) 26,6 (CHy) 26,6 (CHy; s) 26,6 (CHy)
3 120,2 (CH) 120,2 (CH) 120,1 (CH; s) 120,2 (CH)
4 134,1 (C) 134,1 (C) 134,1 (C; s) 134,1 (C)
5 31,0 (CH,) 31,0 (CH,) 30,9 (CHy; s) 31,0 (CH,)
6’ 24,1 (CHy) 24,1 (CHy) 24,1 (CHy; s) 24,1 (CHy)
7 58,1 (C) 58,2 (C) 58,6 (C; s) 58,1 (C)
8 24,3 (CHa) 24,2 (CHa) 24,2 (CHg; s) 24,3 (CHa)
9’ 24,0 (CH3) 23,9 (CHa) 23,8 (CH3; s) 23,9 (CHa)
10’ 23,2 (CHj3) 23,3 (CH3) 23,2 (CHg; s) 23,3 (CH3)
1” 131,0 (C) 125,0 (C) 118,5 (C; d, J=12,2) 129,8 (C)
2” 126,8 (CH) 148,4 (C) 158,8 (C; d, J=250,5) 131,4 (C)
3” 128,9 (CH) 124,4 (CH) 116,0 (CH; d, J=21,6) 127,1 (CH)
4” 129,5 (CH) 130,3 (CH) 131,4 (CH; d, J=8,8) 130,4 (CH)
5” 128,9 (CH) 131,8 (CH) 124,8 (CH; d, J=3,3) 130,3 (CH)
6” 126,8 (CH) 132,5 (CH) 128,1 (CH; d, J=2,2) 130,3 (CH)
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4.2.3.4. 5-[(m-substituido)fenil]-1,3,4-tiadiazol — Compostos 78-80

Na analise de absor¢ao na regido do infravermelho, para os compostos
78-80 observaram-se bandas de NH entre 3251-3178 cm™, de CH aromatico
entre 3093-3028 cm™ e de estiramentos do nucleo 1,3,4-tiadiazol em 1560-
1493 cm™. O espectro de absorcédo no infravermelho para o 5-(m-fluorfenil)-
1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno (79a) (Figura 36) apresentou a deformacao
NH em 3246 cm™, estiramentos N=C e N=C-N=C entre 1589 e 1504 cm™ e
provavel banda de estiramento de ligacdo carbono-halogénio em 783 cm™. O
5-(m-clorofenil)-1,3,4-tiadiazol (80) apresentou estiramento C-Cl em 736 cm™.

Figura 36. Espectro de absorcao no infravermelho para o 5-(m-fluorfenil)-1,3,4-
tiadiazol do S-(-)-limoneno (79a).
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Os dados espectrais de RMN para o 5-(m-nitrofenil)-1,3,4-tiadiazol (78),
5-(m-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol (79) e 5-(m-clorofenil)-1,3,4-tiadiazol (80) do
limoneno encontram-se na Tabela 12 ('H) e na Tabela 13 ("*C/DEPT). Na
discussdo das analises de RMN deste grupo de 1,3,4-tiadiazois, seguem
apenas os espectros do 5-(m-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol (79a).

O espectro de RMN de 'H para o 5-(m-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol do
S-(-)-limoneno (79a) (Figura 37) evidenciou o menor deslocamento quimico da
por¢ao benzénica para H4” 47,09 (tl, J = 8,0 Hz ). Dupleto largo em &4 7,56 (J
= 7,3 Hz) foi atribuido a H2” e H6”, e o tripleto de dupleto em &y 7,37 (J=8,0 e
5,7 Hz) foi atribuido a H5”, com o menor J resultante do acoplamento meta "H-
“F_ Correlagdes "Hx"*C no mapa de contornos HSQC (Figura 38) confirmaram

as atribui¢cdes para estes hidrogénios.
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Figura 37. Espectro de RMN 'H (300,06 MHz, CDCI3) do 5-(m-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno (79a).
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Na analise de RMN de 'H para o 5-(m-nitrofenil)-1,3,4-tiadiazol (78),
observaram-se ftripletos para H2” em &y 8,58 (J=1,9 Hz) e para H5” 7,62
(J = 8,1 Hz), sendo estes os hidrogénios com maior e menor deslocamento
quimico para o anel benzénico, respectivamente. Os demais hidrogénios da
porcdo benzénica apresentaram sinais em oy 8,22-8,24. O 5-(m-clorofenil)-
1,3,4-tiadiazol (80) apresentou sinal largo para H2” em &y 7,81, e multipletos
para os demais hidrogénios da porgéo benzénica, entre dy 7,35-7,70.

Nas analises de RMN de "*C/DEPT, o 5-(m-nitrofenil)-1,3,4-tiadiazol (78)
apresentou maior deslocamento quimico para o C3”, ligado diretamente ao
substituinte NO, (¢ 148,5), enquanto que os demais sinais do anel benzénico
ocorreram entre &¢c 121,5-132,7. Para o 5-(o-clorofenil)-1,3,4-tiadiazol (80), foi
observado deslocamento quimico em d¢ 134,9 para C3” e em &¢c 124,8 para
C6”. Os demais sinais do anel benzénico ocorreram em &¢ 126,6-132,7.

Nos espectros de RMN de "C/DEPT para o 5-(m-fluorfenil)-1,3,4-
tiadiazol do S-(-)-limoneno (79a) (Figura 39) foram observados dupletos para
todos os carbonos do anel benzénico devido acoplamento "*C-"°F. O maior
deslocamento quimico da porgdo benzénica ocorreu para C3” em o¢c 162,9
("Jcr = 246,6 Hz) e os efeitos de blindagem mais pronunciados ocorreram em
C2” (3¢ 113,4, 2Jcr = 22,7 Hz) e C4” (B¢ 116,5, 2Jcr = 23,2 Hz). C6” apresentou
dupleto em 8¢ 122,5 (*Jor = 2,8 Hz), enquanto que os sinais de C1” e C5”
ocorreram em d¢ 133,0 e 130,4, ambos com >Jcr = 8,3 Hz.

Figura 38. Expansao do mapa de contornos HSQC ('Hx"*C) para o 5-(m-fluorfenil)-
1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno (79a).
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Figura 39. Espectro de RMN de (a) °C (75,45MHz, CDCL); (b) DEPT 90°; (c) DEPT
135° do 5-(m-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno (79a).
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Tabela 12. Dados de RMN de 'H (300,06 MHz, CDCl;) dos 5-[(m-substituido)fenil]-
1,3,4-tiadiazois do S-(-)-limoneno (78-80)a.

H 78a 79a 80a
Sn (mult., J em Hz) Sn (mult., J em Hz) 6y (mult., J em Hz)

6 5,90 (sl) 5,72 (sl) 5,68 (sl)
17 2,18 (m) 2,17 (m) 2,16 (m)
2 2,06 (m) 2,07 (m) 2,05 (m)
3 5,38 (m) 5,38 (m) 5,38 (m)
5 2,01 (m) 1,99 (m) 1,98 (m)
6’ 1,88 (m) 1,82 (m) 1,86 (m)
8’ 1,45 (s) 1,43 (s) 1,43 (s)
9’ 1,42 (s) 1,39 (s) 1,39 (s)
10’ 1,65 (s) 1,65 (s) 1,65 (s)
27 8,58 (t, J=1,9) 7,56 (dl, J=7,3) 7,81 (sl)
3” — — —

4” 8,24* (ddd, J=8,1; 1,9; 0,9) 7,09 (il, J=8,0) 7,37 (m)
5” 7,62 (t, J=8,1) 7,37 (td, J=8,0; 5,7) 7,70 (m)
6” 8,22* (dt, J=8,1Hz; 0,9Hz) 7,56 (dl, J=7,3) 7,35 (m)

* Os valores podem estar invertidos.

(78-80)a
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Tabela 13. Dados de RMN de ">C/DEPT (75,45MHz, CDCl;) 5-[(m-substituido)fenil]-
1,3,4-tiadiazdis do S-(-)-limoneno (78-80)a.

c 78a 5 (DEPT) 79a 5c (DEPT; mult., J em Hz) 80a 5¢ (DEPT)
2 167,3 (C) 166,9 (C; s) 166,9 (C)
5 155,0 (C) 156,3 (C; s) 156,2 (C)
1’ 41,1 (CH) 41,1 (CH; s) 41,2 (CH)
2 26,6 (CH,) 26, 6 (CHo; s) 26,6 (CH,)
3 120,1 (CH) 120,2 (CH; s) 120,2 (CH)
4 134,2 (C) 134,1 (C; s) 134,1 (C)
5 31,0 (CH,) 31,0 (CHy; s) 31,0 (CH,)
6’ 24,1 (CH,) 24,1 (CHy; s) 24,1 (CH,)
7 58,4 (C) 58,2 (C; s) 58,3 (C)
8’ 24,2 (CHs) 24,2 (CH3; s) 24,3 (CHa)
9’ 24,0 (CHs) 23,9 (CH3; s) 24,0 (CH3)
10’ 23,2 (CHs) 23,2 (CH3; s) 23,2 (CHa)
17 132,7 (C) 133,0 (C; d, J=8,3) 132,7 (C)
2” 121,5 (CH) 113,4 (CH; d, J=22,7) 126,6 (CH)
3” 148,5 (C) 162,9 (C; d, J=246,6) 134,9 (C)
4” 124,0 (CH) 116,5 (CH; d, J=23,2) 130,1 (CH)
5” 130,0 (CH) 130,4 (CH; d, J=8,3) 129,5 (CH)
6” 132,0 (CH) 122,5 (CH; d, J=2,8) 124,8 (CH)

4.2.3.5. 5-[(p-substituido)fenil]-1,3,4-tiadiazol — Compostos 81-89

Na analise de absorg¢ao na regiao do infravermelho, os compostos 81-89
apresentaram a deformacdo NH entre 3215-3168 cm™, bandas de CH de
sistema aromatico entre 3057-3010 cm™ e bandas referentes ao nucleo 1,3,4-
tiadiazol entre 1592-1495 cm™. Estiramentos de ligacdes carbono-halogénio
nao foram facilmente identificaveis nos espectros dos compostos 81-83,
apresentando-se com meédia ou baixa intensidades. O mesmo ocorreu com
bandas de deformagédo angular de ligagdes O-C ou N-C, para os compostos
88-89, sendo as mesmas de dificil atribuicio.

O espectro de absorc¢ao no infravermelho para o 5-[(p-trifluormetil)fenil]-
1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno (85a) (Figura 40) apresentou a banda de NH
em 3172 cm™ e de provavel N=C aromatico em 1554 cm™, além de banda de
alta intensidade referente ao grupamento CF3; em 1323 cm™.

Para a discussao das analises de RMN deste grupo de 1,3,4-tiadiazdis,
serao apresentados apenas os espectros do 5-[(p-trifluormetil)fenil]-1,3,4-

tiadiazol (85), visto a maior riqueza de sinais principalmente para o espectro de
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3C. Os dados espectrais de RMN para o 5-(p-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol (81),
5-(p-clorofenil)-1,3,4-tiadiazol (82), 5-(p-bromofenil)-1,3,4-tiadiazol (83) e
5-(p-nitrofenil)-1,3,4-tiadiazol (84) do limoneno, encontram-se na Tabela 14
("H) e na Tabela 15 (*C/DEPT). Os mesmos dados para o
5-[p-(trifluormetil)fenil]-1,3,4-tiadiazol (85), 5-(p-metilfenil)-1,3,4-tiadiazol (86),
5-[p-(terc-butil)fenil]-1,3,4-tiadiazol (87), 5-(p-metoxifenil)-1,3,4-tiadiazol (88) e
5-[(p-(dimetilamino)fenil]-1,3,4-tiadiazol (89) do limoneno, encontram-se na
Tabela 16 ('H) e na Tabela 17 ("*C/DEPT).

Figura 40. Espectro de absorg¢ao no infravermelho para o 5-[p-(trifluormetil)fenil]-1,3,4-
tiadiazol do S-(-)-limoneno (85a).
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A analise dos espectros de RMN de 'H deste grupo de 1,3,4-tiadiazois
mostrou padrdo de substituicdo tipico para anel benzénico p-substituido
(dupleto para H2”/H6” e dupleto para H3”/H5”), como foi observado para os
1,3,4-tiadiazéis 82-89 do limoneno, em concordancia com dados anteriores da
série do R-(+)-limoneno (Vandresen, 2011). O dupleto correspondente aos
hidrogénios vizinhos ao nucleo 1,3,4-tiadiazol H2”/H6” ocorreram em uma
pequena faixa de deslocamento quimico (dy 7,67-7,98), enquanto que o
deslocamento do dupleto referente a H3”/H5” sofreu maior influéncia do
substituinte da posicdo 4: valores abaixo de oy 7,00 em derivados com
substituintes doadores fortes e moderados de elétrons (como 88-89), entre
oy 7,20-7,60 para aqueles com substituintes retiradores fracos de densidade
eletrénica (como os halogenados 82-83) ou que tém fraco efeito de doagao de

elétrons (como 86-87) e valores proximos ou acima de oy 8,00 para
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substituintes com efeito de forte retirada de elétrons (como 84-85). No caso do
5-(p-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol (81), foi observado duplo dupleto para H2”/H6”
em oy 7,79 (J=8,5 e 5,3 Hz) e tripleto para H3”/H5” em &y 7,11(J=8,5 Hz)
devido a acoplamento entre 'H-"°F.

Ainda foram observados simpletos para os compostos 86-89 referentes
a CHs; do substituinte na posigao 4” em oy 2,39 (3H), o4 1,33 (9H), o4 3,85 (3H)
e 0y 3,02 (6H), para a referida ordem de compostos.

No espectro de RMN de 'H para o 5-[p-(trifluorfenil)]-1,3,4-tiadiazol (85)
(Figura 41) nota-se o dupleto referente a H3”/H5” mais deslocado em &y 7,92
(J=7,9 Hz), e o dupleto referente a H2”/H6” em &y 7,67 (J = 8,2 Hz). O sinal
largo referente a H6 ocorreu em &y 5,72.

Nas analises de RMN de "C/DEPT dos compostos 81-89 foi observado
sinal correspondente a C1” entre d¢c 118,9-136,8 e sinais equivalentes para
C2”/C6” entre 6¢c 125,8-128,6. Os carbonos C3”/C5” também apresentaram
sinais equivalentes, ocorrendo entre o8¢ 124,3-129,5 para maioria dos
derivados, exceto para o 5-(p-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol (81), 5-(p-metoxifenil)-
1,3,4-tiadiazol (88) e 5-[(p-(dimetilamino)fenil]-1,3,4-tiadiazol (89), onde o efeito
de doagéo eletrbnica promoveu a blindagem destes carbonos, fornecendo
deslocamentos quimicos abaixo de ¢ 120,0. Os deslocamentos quimicos
referentes a C4” variaram de acordo com o substituinte ligado a este atomo,
ocorrendo desde &¢c 123,7 para o 5-(p-bromofenil)-1,3,4-tiadiazol (83), até &¢
163,5 para o 5-(p-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol (81). O acoplamento '*C-'°F
forneceu dupletos para os carbonos do anel benzénico do derivado 81, com
constantes de acoplamento conforme apresentadas na Tabela 15.

Ainda foram observados sinais referentes aos carbonos do substituinte
na posicdo 4” para os derivados 86 (Oc 21,4, CH3), 87 (d¢c 31,2, 3CHs, e
Oc 34,8, C), 88 (8¢ 55,4, CH3) e 89 (6¢ 40,2, 2CHy).

No espectro de RMN de "*C/DEPT do 5-[p-(trifluorfenil)]-1,3,4-tiadiazol
do S-(-)-limoneno (85) (Figura 42) nota-se a presencga de quartetos para C4”
(&c 131,6, J=32,6 Hz), para C3"”/C5” (&c 126,0, J=3,7 Hz) e para o carbono
ligado diretamente aos trés atomos de fluor (6¢ 123,7, J=272,6 Hz), devido ao
acoplamento *C-"°F. C2”/C6” foi observado na forma de simpleto em 3¢ 126,9,
o0 mesmo ocorrendo para C1” em &¢ 134,6. Sinais em &¢c 167,0 e 6¢ 155,3

foram atribuidos aos carbonos 2 e 5 do nucleo 1,3,4-tiadiazol, respectivamente.
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Figura 41. Espectro de RMN "H (300,06 MHz, CDCl;) do 5-[p-(trifluormetil)fenil]-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno (85a).
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Figura 42. Espectro de RMN de (a) "*C (75,45MHz, CDCl;); (b) DEPT 90°; (c) DEPT 135° do 5-[p-(trifluormetil)fenil]-1,3,4-tiadiazol do

S-(-)-limoneno (85a).
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Tabela 14. Dados de RMN de 'H (300,06 MHz, CDCIl;) dos 5-[(p-substituido)fenil]-
1,3,4-tiadiazois do S-(-)-limoneno (81-85)a.

81a 82a 83a 84a

6y (mult., Jem Hz) &y (mult.,, Jem Hz) &y (mult., Jem Hz) &y (mult., J em Hz)
6 6,01 (sl) 5,61 (sl) 5,57 (sl) 5,92 (sl)
1’ 2,12 (m) 2,16 (m) 2,16 (m) 2,18 (m)
2 2,02 (m) 2,06 (m) 2,05 (m) 2,06 (m)
3 5,38 (m) 5,38 (m) 5,37 (m) 5,38 (m)
5 2,00 (m) 2,01 (m) 2,00 (m) 2,01 (m)
6’ 1,87 (m) 1,87 (m) 1,86 (M) 1,85 (m)
8’ 1,42 (s) 1,42 (s) 1,42 (s) 1,45 (s)
9 1,39 (s) 1,39 (s) 1,38 (s) 1,42 (s)
10’ 1,65 (s) 1,65 (s) 1,64 (s) 1,65 (s)
2”  7,79(dd, J=8,5;53) 7,74 (d, J=9,1) 7,68 (d, J=8,7) 7,98 (d, J=8,2)
3” 7,11 (t, J=8,5) 7,38 (d, J=9,1) 7,55 (d, J=8,7) 8,29 (d, J=8,5)
4 _ - — —
5" 7,11 (t, J=8,5) 7,38 (d, J=9,1) 7,55 (d, J=8,7) 8,29 (d, J=8,5)
6” 7,79(dd, J=85;53) 7,74 (d, J=9,1) 7,68 (d, J=8,7) 7,98 (d, J=8,2)

Tabela 15. Dados de RMN de "C/DEPT (7545MHz, CDCl;) dos
5-[(p-substituido)fenil]-1,3,4-tiadiazois do S-(-)-limoneno (81-85)a.

c 81a 82a 83a 84a

8¢ (DEPT; mult., J em Hz) ¢ (DEPT) ¢ (DEPT) ¢ (DEPT)
2 165,6 (C; s) 166,7 (C) 166,7 (C) 167,6 (C)
5 156,7 (C; s) 156,6 (C) 156,7 (C) 155,0 (C)
1’ 41,2 (CH; s) 41,2 (CH) 41,2 (CH) 41,1 (CH)
2 26,6 (CHy; s) 26,6 (CH,) 26,6 (CH,) 26,6 (CH,)
3 120,2 (CH; s) 120,2 (CH) 120,2 (CH) 120,1 (CH)
4 134,1 (C; s) 134,1 (C) 134,1 (C) 134,2 (C)
5 31,0 (CHy; s) 31,0 (CH,) 31,0 (CH,) 31,0 (CH,)
6’ 24,1 (CHy; s) 24,2 (CH,) 24,1 (CH,) 24,1 (CH,)
7 58,2 (C; s) 58,3 (C) 58,2 (C) 58,6 (C)
8’ 24,3 (CHy; s) 24,3 (CHs) 24,3 (CH5) 24,2 (CHs)
9 24,0 (CHg; s) 24,0 (CHs) 24,0 (CH5) 23,9 (CH3)
10’ 23,2 (CHg; s) 23,2 (CHs) 23,2 (CH,) 23,3 (CHs)
1” 127,3 (C; d, J=3,3) 129,6 (C) 130,0 (C) 136,8 (C)
2” 128,6 (CH; d, J=8,3) 127,9 (CH) 128,1 (CH) 127,1(CH)
3” 116,0 (CH; d, J=22,1) 129,1 (CH) 132,0 (CH) 124,3 (CH)
4” 163,5 (C; d, J=249,9) 135,5 (C) 123,7 (C) 148,0 (C)
5” 116,0 (CH; d, J=22,1) 129,1 (CH) 132,0 (CH) 124,3 (CH)
6” 128,6 (CH; d, J=8,3) 127,9 (CH) 128,1 (CH) 127,1 (CH)
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N/N on
81 82 83 84 85 : /k
R F CI  Br NO, CF,
¥ (81-85)
5
N/N on
86 87 88 89 - A
R CH; C(CHz); OCHz; N(CHa) |,
¥ (86 89)

Tabela 16. Dados de RMN de 'H (300,06 MHz, CDCI;) dos 5-[(p-substituido)fenil]-
1,3,4-tiadiazois do S-(-)-limoneno (86-89)a.

85a 86a 87a 88a 89a
H Sy (mult., Sx (mult., Sx (mult., Sx (mult., Sx (mult.,
J em Hz) Jem Hz) Jem Hz) Jem Hz) Jem Hz)

6 5,72 (sl) 5,45 (sl) 5,42 (sl) 5,45 (sl) 5,38 (sl)

1 2,16 (m) 2,18 (m) 2,16 (m) 2,17 (m) 2,15 (m)
2 2,05 (m) 2,09 (m) 2,03 (m) 2,05 (m) 2,03 (m)

3 5,37 (m) 5,37 (m) 5,36 (m) 5,37 (m) 5,38 (sl)

5 1,99 (m) 2,01 (m) 1,97 (m) 1,99 (m) 1,98 (m)

6’ 1,87 (m) 1,87 (m) 1,86 (m) 1,88 (m) 1,88 (m)

8’ 1,43 (s) 1,41 (s) 1,40 (s) 1,41 (s) 1,40 (s)

9’ 1,39 (s) 1,38 (s) 1,37 (s) 1,37 (s) 1,37 (s)
10’ 1,64 (s) 1,65 (s) 1,64 (s) 1,64 (s) 1,64 (s)

2” 767(d,J=8,2) 7,70(d,J=7,9) 7,73(d,J=8,5) 7,74(d,J=8,8) 7,67 (d,J=9,1)
3 792(d,J=7,9) 7,22(d,J=7,9) 7,42(d,J=8,5) 6,94 (d,J=8,8) 6,70 (d, J=9,1)
4” - — — — —

5’ 792(d,J=7,9) 7,22(d,J=7,9) 7,42(d,J=8,5) 6,94(d,J=8,8) 6,70 (d, J=9,1)
6” 7,67(d,J=8,2) 7,70(d, J=7,9) 7,73(d,J=8,5) 7,74(d,J=8,8) 7,67 (d,J=9,1)
R 2,39 (s, 3H) 1,33 (s, 9H) 3,85 (s, 3H) 3,02 (s, 6H)
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Tabela 17. Dados de RMN de "C/DEPT (75,45MHz, CDCl;) dos
5-[(p-substituido)fenil]-1,3,4-tiadiazéis do S-(-)-limoneno (86-89)a.

C 85a 5¢ (DEPT; 86a 87a 88a 89a
mult., J em Hz) 5c(DEPT)  5c(DEPT) 8¢ (DEPT)  &c(DEPT)
2 167,0 (C; s) 166,3(C)  1663(C)  1661(C) 1653 (C)
5 155,3 (C: s) 158,3(C)  158,1(C)  1580(C)  159,1(C)
T 41,3 (CH: s) 413(CH)  412(CH)  413(CH) 412 (CH)
2 26,6 (CH,: s) 26,6 (CH,) 26,6 (CH,) 26,7 (CHy) 26,6 (CH,)
3 120,0 (CH: s) 120,3(CH) 1203 (CH)  120,3(CH)  120,3 (CH)
& 1342 (C: s) 1341(C)  1341(C)  1341(C)  134,0(C)
5 30,9 (CHy: s) 31,0(CH;)  31,0(CH;)  31,0(CH)) 31,0 (CH,)
& 24,1 (CHy; s) 241(CH,)  241(CHy)  241(CHy) 24,1 (CHy)
7 59,0 (C; s) 58,1 (C) 58,1 (C) 58,1 (C) 57,9 (C)
8 24,1 (CHg; s) 243 (CHs)  243(CHs) 244 (CHs) 244 (CHy)
o 23,7 (CHg: s) 240 (CHs)  240(CHs)  241(CHs) 241 (CHa)
10 23,2 (CHg: s) 232 (CHs)  232(CHs)  232(CHs) 23,2 (CHa)
17 133,6 (C; s) 1283(C)  1282(C)  1238(C) 1189 (C)
27 126,9 (CH: s) 126,7(CH)  1258(CH)  1282(CH)  127.9 (CH)
3»  126,0(CH:q,J=3,7)  1295(CH) 126,5(CH)  1142(CH)  111,8 (CH)
47  1316(C;q J=32,6)  1399(C)  1530(C)  160,8(C)  151,2(C)
57 126,0 (CH:q,J=3,7)  1295(CH)  126,5(CH)  1142(CH)  111,8 (CH)
6 126,9 (CH, s) 126,7(CH)  1258(CH)  1282(CH)  127.9 (CH)
R 1237(C;q J=272,6) 21,4 (CHs) 3?;‘;8(&0'_');3) 554 (CHs) 40,2 (CH,)

4.2.4. Hidrazidas (90-92)

Na comparacdo dos espectros de absorcdo no infravermelho para o
acetato de etila e seu derivado acetoidrazida (90) (Figura 43), nota-se
diminuicdo da frequéncia para a deformacgao axial de C=0, que ocorreu em
1732 cm™ para o acetato de etila e em 1695 cm™ para a acetoidrazida (90).
Deformagdes angulares de NH se sobrepuseram a banda de carbonila de
amida, ocorrendo entre 1700-1520 cm™ e as deformacdes axiais de NH foram
observadas entre 3680-2860 cm™', encobrindo as demais bandas desta regido
do espectro do derivado 90.

Para a 2-fenilacetoidrazida (91) e a benzoidrazida (92), a banda de
deformagdo axial C=0O foi verificada em 1644 cm”' e em 1620 cm’,
respectivamente, enquanto que as bandas de deformacdo axial NH destes
compostos ocorreu entre 3320-3126 cm™.
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Figura 43. Espectro de absorgao no infravermelho para o acetato de Etila e a
acetoidrazida (90).
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Os dados espectrais de RMN de 'H e "*C para a acetoidrazida (90), a
2-fenilacetoidrazida (91) e a benzoidrazida (92), s&o apresentados na Tabela
18. Apenas o composto 92 deste grupo tera seus espectros apresentados.

Na analise dos espectros de RMN de 'H foram observados sinais largos
para os compostos 90-92 entre oy 7,05-8,01, referentes a H1, e entre &y 3,80-
4,17, referentes a H2. A acetoidrazida (90) apresentou simpleto em o4 1,98
referente aos hidrogénios metilicos. Para a 2-fenilacetoidrazida (91), simpleto
em Oy 3,54 e multipletos entre &y 7,21-7,37 foram atribuidos, respectivamente,
aos hidrogénios metilénicos e aos hidrogénios da porgao benzénica.

No espectro de RMN de 'H para a benzoidrazida (92) (Figura 44), além
dos multipletos entre oy 7,39-7,79, referentes aos hidrogénios do anel
benzénico, sdo observados os sinais largos para H1 em &y 4,17 e para H2 em
on 8,01.



Figura 44. Espectro de RMN 'H (300,06 MHz, CDCl;) da benzoidrazida (92).
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Na andlise dos espectros de RMN de *C das hidrazidas (90-92) foram
observados sinais referentes ao carbono carbonilico 1" em &¢ 171,1 para a
acetoidrazida (90), 6¢c 171,6 para a 2-fenilacetoidrazida (91) e em &¢ 168,7 para
a benzoidrazida (92). O derivado 90 também apresentou sinal em &¢ 20,8
relativo ao carbono metilico 2’ e o derivado 91, sinal em &¢ 41,8 referente ao
carbono metilénico 2’. Os sinais entre d¢c 127,4-133,9 e d¢ 126,9-132,6 foram
atribuidos aos carbonos do anel aromatico da 2-fenilacetoidrazida (91) e
benzoidrazida (92), respectivamente. O espectro de RMN de C do ultimo

composto é apresentado na Figura 45.

Figura 45. Espectro de RMN de "*C (75,45 MHz, CDCI;) da benzoidrazida (92).
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Tabela 18. Dados de RMN de 'H e *C (300,06 e 75,45MHz, CDCIl;) das hidrazidas
(90-92).

90 91 92
H/IC Iy 5 Iy 5 S 5
(mult., J em Hz) ¢ (mult., J em Hz) ¢ (mult., J em Hz) ¢
1 7,65 (sl) - 7,05 (sl) - 8,01 (sl) -
2 3,98 (sl) - 3,80 (sl) - 4,17 (sl) -
1 - 171,1 - 171,6 - 168,7
2 1,98 (s) 20,8 3,54 (s) 41,8 - 132,6
3 - - - 133,9 7,77 (m) 128,7
4 - - 7,29 (m) 128,9 7,42 (m) 126,9
5 - - 7,29 (m) 129,3 7,51 (m) 131,8
6’ - - 7,29 (m) 127.,4 7,42 (m) 126,9
7 - - 7,29 (m) 129,3 7,77 (m) 128,7
8 - - 7,29 (m) 128,9 - -
0 8 2 H
)1-!\’1\1/2NH2 ! 3 f ,1\1\';”"2 6
2 H 6 4 o

(90) | 5 | (91) °
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4.2.5. Aciltiossemicarbazidas (94-97)a, (94-97)b

Na comparagao dos espectros de absorgcdo no infravermelho a
2-fenilacetoidrazida (91) com seu derivado 1-(2-fenilacetil)-tiossemicarbazida
do S-(-)-limoneno (95a) (Figura 46), nota-se leve aumento da frequéncia para a
deformacgao axial de C=0, que ocorreu em 1644 cm™ para a hidrazida 91) e
em 1677 cm™' para seu derivado (95). Variacdes nas deformacdes axiais de NH
também puderam ser observadas, além de surgimento de bandas entre
2998-2850 cm™ referentes a CH alifaticos e estiramentos da tiocarbonila entre
1546-1503 cm™.

Nos espectros das demais aciltiossemicarbazidas (94, 96-97),
estiramentos C=0 ocorreram em frequéncia superior as respectivas hidrazidas,
entre 1666-1680 cm™'. Deformacdes axiais de NH foram observadas na regiao
de 3349-3114 cm™ e de tiocarbonilas, entre 1556-1502 cm™.

Figura 46. Espectro de absorgao no infravermelho para a 2-fenilacetoidrazida (91) e a
1-(2-fenilacetil)-tiossemicarbazida do S-(-)-limoneno (95a).
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Os dados espectrais de RMN para a 1-acetil-tiossemicarbazida (94),
1-(2-fenilacetil)-tiossemicarbazida (95), 1-benzoil-tiossemicarbazida (96) e

1-isonicotinoil-tiossemicarbazida (97) do limoneno, encontram-se na Tabela 19
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('H) e na Tabela 20 ("3*C/DEPT). Para a discussdo das analises de RMN das
aciltiossemicarbazidas, serdo apresentados apenas o0s espectros da
1-isonicotinoil-tiossemicarbazida do S-(-)-limoneno (97a).

Na analise dos espectros de RMN de 'H para as aciltiossemicarbazidas
94-97, foram observados os mesmos deslocamentos para os hidrogénios da
porcdo terpénica em relagdo ao espectro dos isotiocianoterpenos 67a-b.
Apenas houve leve desblindagem para o hidrogénio metinico H1' das
aciltiossemicarbazidas, que passou a ocorrer em oy 2,45-2,54. Com base na
literatura (Dundar et al., 2007; Palaska et al., 2002), sinais largos entre &y 9,09-
10,22 foram atribuidos aos hidrogénios ligados a nitrogénio H1 e H2, sendo H1
mais deslocado que H2, e sinais largos entre dy 6,76-7,10 foram atribuidos ao
hidrogénio ligado ao nitrogénio N4. Esses sinais ndo foram observados para os
compostos 97a e 97b, uma vez que suas analises de RMN foram realizadas
em mistura de cloroférmio-metanol deuterados. Os sinais referentes as porgoes
acilicas das aciltiossemicarbazidas 94-96 também se mantiveram
essencialmente os mesmos de seus respectivos precursores, hidrazidas 90-92.

Na comparagdo do espectro de RMN de 'H da 1-isonicotinoil-
tiossemicarbazida (97a) com o de seu precursor isotiocianoterpeno (67a) do
S-(-)-limoneno (Figura 47), foi verificada a presenca de dupletos referentes aos
hidrogénios do anel piridinico em &y 7,71 (H3”/H7”’) e &4 8,68 (H4”/H6”) com
J=5,3 Hz. O hidrogénio H1’ deslocou-se para &y 2,54, enquanto que os demais
sinais referentes a porcao terpénica mantiveram-se praticamente inalterados
em relagao ao isotiocianoterpeno 67a.

Nas analises de RMN de "*C/DEPT para as aciltiossemicarbazidas 94-
97, deslocamentos quimicos dos sinais referentes a porcdo terpénica
apresentaram grande semelhanga com o espectro das tiossemicarbazidas do
limoneno (68a-b). Os carbonos tiocarbonilicos, C3, apresentaram
deslocamentos quimicos (8¢ 177,7-178,1) nas aciltiossemicarbazidas
levemente inferiores que na tiossemicarbazida (6¢ 180,5). Para os derivados
94-96 foram verificados os mesmos deslocamentos da porgao acilica em
relacdo aos precursores hidrazidas (90-92), com excec¢do de leve blindagem
dos carbonos carbonilicos C1”, que ocorreram entre d¢c 163,0 e 167,2 para as

aciltiossemicarbazidas, ante a valores proximos a 170 ppm nos precursores.
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Figura 47. Espectro de RMN 'H (300,06 MHz, CDCI,/CD;0D) do isotiocianoterpeno (67a) e da 1-isonicotinoil-tiossemicarbazida (97a) do

S-(-)-limoneno.
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Na comparagao dos espectros de RMN de "*C/DEPT da 1-isonicotinoil-
tiossemicarbazida (97a) com o de seu precursor isotiocianoterpeno (67a) do
S-(-)-limoneno (Figura 48), foi observada leve blindagem de C1’, C7’, C8 e C9’
da aciltiossemicarbazida, além de surgimento de sinal em &¢ 179,9, referente
ao carbono tiocarbonilico C3. Ainda foram observados sinais referentes a CH
do anel piridinico em ¢ 121,3 (C3”/C7”) e em maior deslocamento, d¢ 150,0,
para os carbonos vizinhos ao atomo de nitrogénio (C4”/C6”). C2” apresentou
deslocamento quimico de &¢ 139,4, e o carbono carbonilico C1”, sinal em
Oc 163,2.

Figura 48. Espectro de RMN de (a) "*C (75,45MHz, CDCIs/CD5;0D); (b) DEPT 90°; (c)
DEPT 135° do isotiocianoterpeno (67a) e da 1-isonicotinoil-tiossemicarbazida (97a) do
S-(-)-limoneno.
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Tabela 19. Dados de RMN de "H (300,06 MHz, CDCl;) das aciltiossemicarbazidas (94-

97)a.
H 94a y(mult., J 95a &y(mult., J 96a &y(mult., J 97a &y (mult., J
em Hz) em Hz) em Hz) em Hz)
1 9,24 (sl) 9,29 (sl) 10,22 (sl) N.O.*
2 9,09 (sl) 9,12 (sl) 10,16 (sl) N.O.”
4 6,89 (sl) 6,76 (sl) 7,10 (sl) N.O.”
1 2,48 (m) 2,45 (m) 2,54 (m) 2,54 (m)
2 2,05 (m) 1,98 (m) 2,04 (m) 1,98 (m)
K 5,37 (m) 5,34 (m) 5,30 (m) 5,29 (m)
5 1,99 (m) 1,92 (m) 1,98 (m) 1,89 (m)
6’ 1,79 (m) 1,73 (m) 1,75 (m) 1,69 (m)
8’ 1,49 (s) 1,37 (s) 1,45 (s) 1,42 (s)
9’ 1,45 (s) 1,32 (s) 1,42 (s) 1,38 (s)
10’ 1,64 (s) 1,62 (s) 1,58 (s) 1,56 (s)
2” 2,08 (s) 3,60 (s) - -
3” - - 7,83 (m) 7,71 (d, J=5,3)
4” - 7,31 (m) 7,47 (m) 8,68 (d, J=5,3)
5” - 7,31 (m) 7,57 (m) -
6” - 7,31 (m) 7,47 (m) 8,68 (d, J=5,3)
7’ - 7,31 (m) 7,83 (m) 7,71 (d, J=5,3)
8” - 7,31 (m) - -
* N&o observado.
10'
10' 4
4 3
5 3
6 2 08 H
S 74 o N L2
7 " N“3 N1 3 5
g o) b
(94) (95)
10' 10'
4 4
5 3 5 3
6 2 6 2
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Tabela 20. Dados de RMN de '"C/DEPT (75,45MHz, CDCl;) das
aciltiossemicarbazidas (94-97)a.
c 94a 95a 96a 97a
8¢ dc (DEPT) 3¢ (DEPT) d¢c (DEPT)
3 178,1 178,1 (C) 177,7 (C) 179,9 (C)
1’ 41,0 40,9 (CH) 40,9 (CH) 40,6 (CH)
2 26,4 26,3 (CHyp) 26,4 (CH,) 26,2 (CHyp)
3 120,3 120,4 (CH) 120,3 (CH) 120,1 (CH)
4 134,0 134,0 (C) 133,9 (C) 134,0 (C)
5’ 31,0 31,0 (CH,) 30,9 (CH,) 30,9 (CH,)
6’ 24 1 23,9 (CH,) 24,0 (CH,) 24,0 (CHp)
7 59,1 59,0 (C) 59,2 (C) 59,1 (C)
& 24,2 24,1 (CH,) 24,3 (CH,3) 23,9 (CHa)
9’ 24,0 24,0 (CHa3) 24,1 (CH,) 23,7 (CHa3)
10’ 23,3 23,3 (CHa) 23,3 (CH,) 23,1 (CHa)
1” 166,2 167,2 (C) 163,0 (C) 163,2 (C)
27 20,9 41,6 (CHy) 131,3 (C) 139,4 (C)
3” - 133,1 (C) 128,9 (CH) 121,3 (CH)
4” - 129,1 (CH) 127,0 (CH) 150,0 (CH)
5” - 129,2 (CH) 132,4 (CH) -
6” - 127,7 (CH) 127,0 (CH) 150,0 (CH)
7” - 129,2 (CH) 128,9 (CH) 121,3 (CH)
8” - 129,1 (CH) - -
10
10' &
4 5 3
5 3
. , 6 2' s !
42Nt 8 H H
8 ” ’ H 1 \n/ 9 O o
9 O >
(94) (95)
10 10
4 4
5 3 5 3
6' 6 2' s
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4.3. Atividades biologicas

4.3.1. Atividade antiproliferativa sobre células tumorais

Todos o0s compostos inéditos sintetizados tiveram sua atividade
antiproliferativa avaliada em células tumorais. Os procedimentos experimentais
foram realizados de acordo com métodos presentes na literatura (Monks et al.,
1991; Shoemaker, 2006; Skehan et al., 1990).

As aciltiossemicarbazidas (94-97)a e (94-97)b foram avaliadas contra
seis linhagens de células tumorais humanas: glioma (U251), mama (MCF-7),
ovario resistente a multiplos farmacos (NCI-ADR/RES), rim (786-0), pulmao tipo
nao pequenas ceélulas (NCI-H460) e cdélon (HT29). Os 1,3,4-tiadiazois do
S-(-)-limoneno (69-89)a foram avaliados contra as seis linhagens citadas
anteriormente e leucemia (K-562). Os 1,3,4-tiadiazdis do R-(+)-limoneno
(69-73, 76, 79, 83, 85, 87)b foram avaliados contra as sete linhagens citadas
anteriormente, prostata (PC-3) e ovario (OVCAR-3). Para todos os compostos,
a linhagem celular humana queratindcito (HaCaT) foi utilizada como parametro
de avalicdo da citotoxicidade dos mesmos sobre célula nao-tumoral e a
doxorrubicina (51) foi utilizada como controle positivo.

A partir do grafico de concentragédo versus porcentagem de inibigado de
crescimento para cada um dos compostos e as linhagens de células testadas,
trés parametros de resposta a avaliagao foram calculados: Glsg, TGl € LCsp. O
parametro Glso corresponde a concentragdo de droga necessaria para inibir em
50% o crescimento celular, ou seja, corresponde a atividade inibitoria. O
parametro TGl corresponde a concentragdo de droga necessaria para inibir em
100% o crescimento celular, ou seja, corresponde a atividade citostatica. O
parametro LCsy corresponde a concentragado de droga necessaria para reduzir
a quantidade final de células a 50% do valor no inicio do experimento, ou seja,
corresponde a atividade citocida.

Para cada um dos trés parametros de um composto avaliado, foi
calculado o valor médio da concentragéo referente aquela atividade (MG-MID).
O MG-MID (mean-graph midPoint ou valor das médias dos pontos do grafico)
foi obtido pelo anti-logaritmo da média dos logaritmos dos valores de Glsp, TGI

ou LCsp de todas as linhagens de células tumorais (Rostom, 2006).
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O indice de seletividade (IS) da atividade de um composto para uma
linhagem celular tumoral especifica foi calculado através da razao entre o valor
do respectivo MG-MID e o valor de Glsg, TGl ou LCsp para aquela linhagem
celular. A seletividade foi considerada baixa quando IS < 10, moderada quando
10 < 1S <100 e elevada quando IS > 100 (Formagio et al., 2008).

Substancias com valores de Glsy maiores que 100 pmol.L™ foram
consideradas nao ativas e com valores inferiores a 1,0 umoI.L'1 , fortemente
ativas (Formagio et al., 2008). Os valores de seletividade serao apresentados
apenas para compostos que tenham atividade ao menos moderada e estes

forem relevantes.

4.3.1.1. 2-amino-1,3,4-tiadiazéis do S-(-)-limoneno 5-substituidos

Os valores obtidos na avaliagdo de atividade antitumoral para os
1,3,4-tiadiaz6is do S-(-)-limoneno (69-89)a s&o apresentados na Tabela 21
(paréametro Glsp, para todos os compostos) e na Tabela 22 (parametro TG,
para os compostos que exibiram atividade citostatica em concentragdes

inferiores a 100 pmol.L™).

69 70 71 72
X O 0O s s
R H NO, H NO,

B V<)
NAS%@/ /LS
(69-72)a (73a)

74 75 76 77
R" H 2-NO, 2-F 2-Cl

78 79 80 81
R" 3-NO, 3-F 3-CI 4-F

N/N\ — 82 83 84 85
/L ) R" 4-Cl 4-Br 4-NO, 4-CF3
” S \ /\R,, 86 87 88 89

(74-89)a " 4-CHs 4-C(CH3); 4-OCHj 4-N(CHa)
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Tabela 21. Valores de Glsy (umol.L™"), Gls, (MG-MID, umol.L") e IS (valores entre
parénteses) de avaliagdo da atividade antitumoral para os 1,3,4-tiadiazdis do
S-(-)-limoneno (69-89)a e o controle doxorrubicina (Dox).

~ 2 ]
r £ g2 & I g & &
N O =2 © = N = ©
= = =) ~ %) X T T MG-
< z MID
Dox <001 0,06 0,17 005 <001 0,11 0,26 0,05 0,08
69a >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >7100
1,4 1,3 1,5 0,8
702 5 4,0 23) 2,3 2y 10 37 11 3,1
9,3 9,6
71a 234 25 (@4 593 63,1 35,1 13,5 345 233
2.1 0,9
22 O4 (58 5,5 3,0 8,0 31,0 11,8 9,1 5,1
73a 756 96,6 79.9 543 >100 >100 >100 484  >100
31,3 12,8
74a 71,1 20 (o) 491 798 >100 469 >100 635
75a (149’12) 705 638 680 691 >100 714 691 796
29,0
76a 717 386 (5p 740 711 66,1 742 755 57,5
12,1 6,0
77a 230 ) @z 31 336 >100 187 69,8 255
78a 245 7,0 14,2 13,7 19,2 11,2 298 195 155
32,9
79a 755 3 660 776 >100 >100 751 >100 756
80a 6738 27,4 70,8 (129%2) 743  >100 334 >100 50,0
81a 80,1 60,0 809 >100 >100 >100 >100 >100 >700
82a >100 >100 345 >100 >100 >100 >100 >100 >100
83 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
84a >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
85a 71,1 63,0 66,5 703 >100 >100 >100 >100 >7100
86a > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 > 100 >100 >100
87a >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
88a 644 14,0 15,1 21,3 17,5 (2’2) 20,5 227 16,9
89a >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
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Os derivados do S-(-)-limoneno 5-furanil-1,3,4-tiadiazol (69a),
5-(p-bromofenil)-1,3,4-tiadiazol (83a), 5-(p-nitrofenil)-1,3,4-tiadiazol (84a),
5-(p-metilfenil)-1,3,4-tiadiazol (86a), 5-[p-(terc-butil)fenil]-1,3,4-tiadiazol (87a) e
5-[p-(dimetilamino)fenil]-1,3,4-tiadiazol (89a) mostraram-se inativos nas
linhagens de células tumorais testadas até a concentracdo de 100 umol.L™,

A partir dos valores médios de concentracao inibitéria (MG-MID para
Glsp), pode-se notar que os compostos mais ativos foram os 1,3,4-tiadiazdis
substituidos na posicdo 5 com grupamento nitro-heteroaromatico, derivados
70a (3,1 umol.L™") e 72a (5,1 pmol.L™"). Os compostos 5-tiofenil-1,3,4-tiadiazol
(71a), 5-(o-clorofenil)-1,3,4-tiadiazol  (77a), 5-(m-nitrofenil)-1,3,4-tiadiazol
(78a) e 5-(p-metoxifenil)-1,3,4-tiadiazol (88a) do S-(-)-limoneno apresentaram
um valor moderado para a média dos valores de concentragao inibitéria, com
MG-MID para o parametro Gls; entre 155 e 25,5 pumol.L”". Os demais
derivados do S-(-)-limoneno (73-76, 79, 80, 81, 82, 85)a apresentaram
atividade mais fraca, com valor de MG-MID para Glsp igual ou superior a
50 pmol.L”", embora em alguns casos, certa seletividade foi notada para
algumas linhagens celulares.

Atividade forte (Glsy < 1 pmol.L") foi obtida para os derivados
5-nitrofuranil-1,3,4-tiadiazol (70a) e 5-nitrotiofenil-1,3,4-tiadiazol (72a) em
células tumorais de colon HT29 e mama MCF-7, respectivamente. O composto
70a ainda apresentou Gls, < 2 pmol.L”" em células de glioma U251, ovario
resistente a multiplos farmacos NCI-ADR/RES e pulmao tipo células néo
pequenas NCI-H460. Para os compostos que apresentaram valor de MG-MID
para Glsp moderado, destacam-se as atividades do 5-tiofenil-1,3,4-tiadiazol
(71a) e do 5-(o-clorofenil)-1,3,4-tiadiazol (77a) para mama e ovario resistente
(Glsp de 9,3 e 9,6 umol.L", 12,1 e 6,0 umol.L™", para os respectivos compostos
e linhagens), do 5-(m-nitrofenil)-1,3,4-tiadiazol (78a) para mama e leucemia
K-526 (Glso de 7,0 e 11,2 umol.L™", respectivamente) e do 5-(p-metoxifenil)-
1,3,4-tiadiazol (88a) sobre células de leucemia (Glso = 3,8 umol.L™"). Dentre os
compostos com MG-MID para Glsy > 50 umol.L™”', merecem ser destacadas as
atividades do 5-fenil-1,3,4-tiadiazol (74a) sobre células de ovario resistente
(Glsp = 12,8 umol.L™), do 5-(o-nitrofenil)-1,3,4-tiadiazol (75a) sobre células de
glioma (Glsp = 19,2 umol.L™") e do 5-(m-clorofenil)-1,3,4-tiadiazol (80a) sobre
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células de rim (Glso = 19,2 umol.L™"). O 5-(p-clorofenil)-1,3,4-tiadiazol (82a) foi

seletivo para a linhagem de ovario resistente a multiplos farmacos, com Glsg de

34,5 umol.L™". Os graficos de crescimento celular versus concentracdo da

doxorrubicina (Dox) e dos trés compostos com melhores valores de atividade

70a, 72a e 88a sao apresentados, respectivamente, da Figura 49 a Figura 52.

Figura 49. Grafico de crescimento celular (%) versus concentragdo (ug.mL™) para a
avalicdo da atividade antiproliferativa em linhagens de células tumorais e ndo tumoral
HaCat da doxorrubicina (Dox).
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Figura 50. Grafico de crescimento celular (%) versus concentragdo (ug.mL™) para a

avalicédo

da atividade antiproliferativa em linhagens de células tumorais e nao tumoral

HaCat para 5-nitrofuranil-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno (70a).
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Figura 51. Grafico de crescimento celular (%) versus concentragdo (ug.mL™) para a
avalicao da atividade antiproliferativa em linhagens de células tumorais e n&o tumoral
HaCat para 5-nitrotiofenil-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno (72a).
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Figura 52. Grafico de crescimento celular (%) versus concentragdo (ug.mL™) para a
avalicao da atividade antiproliferativa em linhagens de células tumorais e néo tumoral
HaCat do 5-(p-metoxifenil)-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno (88a).
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Os 1,3,4-tiadiazdis do S-(-)-limoneno apresentaram baixos indices de
seletividade (IS) para as linhagens de células testadas, sendo os maiores deles
5,8; 5,0 e 4,5 para os derivados 72a (linhagem MCF-7), 74a (linhagem NCI-
ADR/RES) e 88a (linhagem K-562). De uma foram geral, pode-se notar que,
com excegao do 5-(p-metoxifenil)-1,3,4-tiadiazol (88a), todos os 1,3,4-tiadiazdis
com grupamento fenil p-substituido apresentaram atividades pouco expressivas

(Glso > 100 umol.L™") para as linhagens de células avaliadas, enquanto que a
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substituicdo em orto ou meta no anel benzénico nao forneceu um padrao claro
de efeito de atividade. A presenca do grupo NO;, nos derivados com nucleo
heteroaromatico tiofeno e furano promoveu um grande aumento de atividade
destes compostos, tornando os derivados 70a e 72a os mais ativos da série do
S-(-)-limoneno. A insercdo de uma ligagdo dupla entre o anel benzénico e o
nucleo 1,3,4-tiadiazol provocou uma perda de atividade para todas as
linhagens tumorais testadas (comparagao dos valores de Glsp dos compostos
73a e 74a) e, em contrapartida, aumentou a toxicidade do composto para a

linhagem de células ndo-tumorais HaCat.

Tabela 22. Valores de TGl (umol.L"), TGl (MG-MID, pmol.L™") e IS (valores entre
parénteses) de avaliagdo da atividade antitumoral para os 1,3,4-tiadiazdis do
S-(-)-limoneno com atividade citostatica (70-72,75, 76, 78, 88)a e o controle
doxorrubicina (Dox).

2 g
N [1'4 < -
- ! S ) T o o =
& = o . - ©
8 & g8 § g & £ § wme
) = Z< ~ z X T T MID
Dox 1,0 6,9 3,2 0,7 1,1 > 45 > 45 0,5 4.4
97 63 7,2
70a (2.6) (4.1) 30,5 36,7 20,9 > 100 (36) 33,5 25,7

71a 72,5 94,2 > 100 96,3 >100 >100 >100 87,5 > 100

26,2 17,7 31,9 34,1

72a (3,1) (4,6) (2,5) (2,4)

>100 >100 93,3 74,3 80,6
75a >100 >100 82,0 >100 >100 >100 =>100 >100 =>100
76a >100 >100 98,7 >100 > 100 >100 > 100 > 100 > 100
78a >100 72,5 >100 >100 >100 >100 >100 >100 > 100

88a >100 >100 86,1 91,6 >100 >100 =>100 >100 > 100

Os derivados 5-nitrofuranil-1,3,4-tiadiazol (70a), 5-tiofenil-1,3,4-tiadiazol
(71a) e S-nitrotiofenil-1,3,4-tiadiazol (72a) apresentaram as atividades
citostaticas mais expressivas. Também apresentaram efeito citostatico até a
concentragdo de 100 pmol.L”" os compostos 5-(o-nitrofenil)-1,3,4-tiadiazol
(75a), 5-(o-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol (76a) e 5-(m-nitrofenil)-1,3,4-tiadiazol (78a)
para uma unica linhagem celular, e o 5-(p-metoxifenil)-1,3,4-tiadiazol (88a) para

duas linhagens celulares.



114

O derivado 70a foi também o composto com atividade citostatica mais
pronunciada, sendo que para as linhagens de mama MCF-7 e célon HT29
foram obtidos valores de TGl de 6,3 e 7,2 umol.L™'. Esta atividade é mais forte
que a da droga padrdo, doxorrubicina (com TGl de 6,9 umol.L™' e superior a 45
umol.L™" para as respectivas linhagens), ao mesmo tempo que o composto 70a
foi 67 vezes menos toxico que a doxorrubicina para células ndo tumorais de
queratinécito HaCat. Merecem destaque ainda as atividades do derivado 70a
em células de glioma U251 (TGl = 9,7 umol.L™") e do derivado 72a em células
tumorais de mama (TGl = 17,7 umol.L™).

O dunico composto a apresentar efeito citocida para a série dos
1,3,4-tiadiazdis do S-(-)-limoneno foi o 5-nitrofuranil-1,3,4-tiadiazol (70a), que
forneceu valores de LCso = 20 umol.L™" para células tumorais de mama MCF-7
e LCso = 10 umol.L™" para células de glioma HT29, concentracdes inferiores &
da droga padrdo, doxorrubicina, que n&o apresentou atividade para as

concentracdes testadas (LCso > 45 pmol.L™").

4.3.1.2. 2-amino-1,3,4-tiadiazois do R-(+)-limoneno 5-substituidos

Os valores de atividade antitumoral para os 1,3,4-tiadiazéis do
R-(+)-limoneno (69-73, 76, 79, 83, 85, 87)b sio apresentados na Tabela 23
(parametro Glsp) e na Tabela 24 (parametro TGI, para os compostos que

exibiram atividade citostatica em concentragdes inferiores a 100 pmol.L™).

69 70 71 72
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Tabela 23. Valores de Glsy (umol.L™"), Gls, (MG-MID, umol.L") e IS (valores entre
parénteses) de avaliagdo da atividade antitumoral para os 1,3,4-tiadiazdis do
R-(+)-limoneno (69-73, 76, 79, 83, 85, 87)b e o controle doxorrubicina (Dox).

i3 3 2
N 14 3 x -
1 ~ (=] I < N (2] ©
5 TR 4 ] - ¢ o ©o N (8]
3] a 8 > 0 MG-
S = 22 ¢ 2 R 38 ¥ T £ wp
Dox 008 009 109 008 004 009 023 012 068 005 0,15
69b >100 >100 >100 >100 >100 >100 N.T.* >100 =>100 >100 >700

1,4 1,6

700b 5,6 4,7 3,9 2,5 6,6 2,8 6,5 4,4 3.4

(2,5) (2,1)
71b 772 713 776 784 100 391 708 304 688 686 645
72b 203 208 184 S8 323 979 88 T4 o0 487 179

(2,0) (26) (24)
73b >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >700

76b >100 73,5 >100 >100 >100 955 784 551 679 615 >7100

14,9
(3.8)

83b >100 30,0 >100 >100 =>100 >100 74,2 >100 >100 >100 >700

79 730 551 768 72,7 676 659 66,7 66,5 696 57,3

85pb 802 >100 920 714 710 >100 636 >100 =>100 =>100 =>700

87b >100 >100 >100 =>100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >700

*N.T.: ndo testado.

Pelos valores de Glsp, nota-se que o 5-furanil-1,3,4-tiadiazol (69b), o
(E)-5-estiril-1,3,4-tiadiazol (73b) e o 5-[p-(terc-butil)fenil]-1,3,4-tiadiazol (87b)
foram inativos para todas as linhagens de células testadas. Da mesma forma,
os compostos correspondentes 69a e 87a derivados do S-(-)-limoneno também
foram inativos nas concentragcbes descritas. Os 1,3,4-tiadiazéis com
substituintes nitro-heteroaromaticos 70b e 72b foram os mais ativos da série,
assim como ocorreu para a série dos 1,3,4-tiadiazdis do S-(-)-limoneno,
exibindo valor médio de concentragdo inibitoria (MG-MID para Glsg) de
3,4 umol.L™ e 17,9 pmol.L", respectivamente (ambos valores maiores que para
os derivados do S-(-)-limoneno). Os demais compostos (71b, 73b, 76b, 83b e
85b) foram de moderada a fracamente ativos, com MG-MID > 50 pmol.L™.

O 5-nitrofuranil-1,3,4-tiadiazol (70b) exibiu os menores valores de
concentragado inibitéria da série (Glsy < 7 umol.L”" para todas as linhagens),

destacando-se Glsg de 1,4 e 1,6 umoI.L'1 respectivamente para células de
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mama MCF-7 e prostata PC-3. O 5-nitrotiofenil-1,3,4-tiadiazol (72b) apresentou
valores de Glso inferiores a 10 pumol.L”" para células de ovario OVCAR-3
(6,8 umol.L™"), leucemia K-262 (7,4 umol.L™") e rim 786-0 (8,8 umol.L™"). Apesar
da atividade moderada, vale destacar a maior seletividade do 5-(m-fluorfenil)-
1,3,4-tiadiazol (79b) para células K-562 (Glsy de 14,9 pmolL") e do
5-(p-bromofenil)-1,3,4-tiadiazol (83b) para mama (Glsy de 30,0 umol.L™"). O
grafico de crescimento celular versus concentragdo para os dois derivados

mais ativos, 70b e 72b, sdo apresentados, na Figura 53 e na Figura 54.

Figura 53. Grafico de crescimento celular (%) versus concentragdo (ug.mL™) para a
avalicdo da atividade antiproliferativa em linhagens de células tumorais e ndo tumoral
HaCat do 5-nitrofuranil-1,3,4-tiadiazol do R-(+)-limoneno (70b).
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Figura 54. Grafico de crescimento celular (%) versus concentragdo (ug.mL™) para a
avalicao da atividade antiproliferativa em linhagens de células tumorais e néo tumoral
HaCat do 5-nitrotiofenil-1,3,4-tiadiazol do R-(+)-limoneno (72b).
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Todos os 1,3,4-tiadiazdis do R-(+)-limoneno, para os quais foi possivel
calcular o indice de seletividade, apresentaram valores baixos deste indice
(IS < 4), sendo o maior deles de 3,8 para o 5-(m-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol (79b)
em células de leucemia K-562. De forma geral, a atividade antiproliferativa para
a linhagem ndo tumoral HaCat acompanhou os valores médios de atividade
inibitéria (MG-MID), n&o indicando uma grande diferenciacdo entre ceélulas

sadias e as linhagens tumorais nas concentragdes avaliadas.

Tabela 24. Valores de TGI (umol.L"), TGl (MG-MID, umol.L™") e IS (valores entre
parénteses) de avaliagao da atividade antitumoral para os 1,3,4-tiadiazéis do R-(+)-
limoneno com atividade citostatica (70, 72)b e o controle doxorrubicina (Dox).

2 3 ?
N~ 14 < (14 -
1 o < * g o o ®
R 8 85 ¢ = ® o g 3 4 e
e a 3 > ©
S =2 22 ® 2 B 3 £ & £ wmp
Dox 64 98 175 13 018 15 17 460 201 040 44
9.2 13,2
06 g7 413 >100 551 574 N 893 100 416 517 616
72b (6>°;11) >100 >100 >100 >100 >100 7 >100 >100 925 >100

O 5-nitrofuranil-1,3,4-tiadiazol (70b) e o 5-nitrotiofenil-1,3,4-tiadiazol
(72b) do R-(+)-limoneno apresentaram efeito citostatico, sendo que o primeiro
composto foi o mais potente, exibindo efeito citostatico para a maioria das
linhagens. O derivado 70b forneceu TGl de 9,2 pmol.L™" para células de glioma
U251 e de 13,2 umoI.L'1 para células de préstata PC-3 como melhores
resultados. O primeiro valor foi apenas 1,5 vezes maior (menos potente) que o
da droga padréao, com IS = 6,7, ao passo que o derivado 70b foi 129 vezes
menos toxico que a da doxorrubicina (para linhagem HaCat). O derivado 72b
apresentou efeito citostatico apenas para células de glioma, queratindcito e
ovario, sendo o menor valor de TGl para a linhagem OVCAR-3 (33,5 umol.L™).

O 5-nitrofuranil-1,3,4-tiadiazol (70b) também apresentou efeito citocida,
o qual ocorreu para as linhagens de glioma (LCsy = 58,6 umol.L™") e préstata
(LCso = 67,2 umol.L™"). Os demais 1,3,4-tiadiazéis do R-(+)-limoneno foram
inativos em relacao a este parametro.

Ao se comparar os dados de atividade antitumoral das séries de

1,3,4-tiadazéis do R-(+)-limoneno com os compostos correspondentes do



118

S-(-)-limoneno, verificou-se que, em termos de MG-MID, a série derivada do
S-(-)-limoneno apresentou menores valores, no geral, tanto de concentragao
inibitéria (Glsp) quanto de concentragéo citostatica (TGl), indicando que esta
série foi mais ativa. Apenas o 5-(m-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol do R-(+)-limoneno
(79b) apresentou menor concentragdo do MG-MID (para Glsg) que seu
enantidmero. Porém, observando os valores especificos para cada linhagem de
células, enantibmeros de ambas as séries se alternaram apresentando os
melhores valores de atividade. Logo, a seletividade e o potencial antitumoral

dos compostos ndo apresentou uma tendéncia clara para nenhuma das séries.

4.3.1.3. Aciltiossemicarbazidas do limoneno

Os valores de atividade antitumoral para as aciltiossemicarbazidas do
S-(-)-limoneno (94-97)a e do R-(+)-limoneno (94-97)b sao apresentados na
Tabela 25 (parametro Glsy, para todos os compostos) e na Tabela 26
(parametro TGI, para os compostos que exibiram atividade citostatica em

concentragdes inferiores a 100 pmol.L™).

Tabela 25. Valores de Gls, (umol.L™), Glsy (MG-MID, umol.L™") e IS (valores entre
parénteses) de avaliagao da atividade antitumoral para as aciltiossemicarbazidas do
S-(-)-limoneno (94-97)a, do R-(+)-limoneno (94-97)b e o controle doxorrubicina (Dox).

2 3
N 14 A -
- ' =) I o ©
o L - - x & o MG-
O a ©
S = 22 ® S T < MID
Dox 0,04 0,04 0,38 0,05 0,01 0,16 0,06 0,06
11,1
94a 39,0 88,3 (6.3) 62,7 >100 >100 75,3 69,9
95a 7,8 11,8 7,8 7,6 352 14,8 18,5 11,9
96a 7,7 7,6 2,4 8,4 16,5 14,7 14,0 8,1
H) H) (3,4) L) t t b ]
97a 9,0 12,0 12,3 226 23,5 21,4 38,2 15,7
94b 36,9 >100 298 26,5 >100 08,1 61,4 66,7
2,9
95b 13,1 14,8 (6.4) 12,5 80,1 67,9 70,0 18,3
96b 32,1 7,8 8,4 7,2 64,4 18,5 12,7 16,2
3,6
97b 12,6 12,3 23,2 26,8 40,9 30,7 15,6

(4,3)
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94 R'=CHj, 96 R'=Ph
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A partir dos dados de Glsg para as aciltiossemicarbazidas nota-se que
todos derivados foram ativos contra as linhagens de células testadas,
especialmente em células tumorais de ovario resistente NCI-ADR/RES, cujos
Glsy variaram entre 2,4 pmolL”" e 29,8 umol.L”". Pela avaliagdo da
concentragdo inibitoria média (MG-MID para Gls), as 1-(acetil)-
tiossemicarbazidas (94a-b) foram os compostos menos ativos, apresentando
os maiores valores de MG-MID (entre 66 e 70 umol.L™"). A 1-benzoil-
tiossemicarbazida (96a) foi o composto mais ativo da série do S-(-)-limoneno
(MG-MID de 8,1 pmol.L™") e a 1-isonicotinoil-tiossemicarbazida (97b) foi o
derivado mais ativo da série do R-(+)-limoneno (MG-MID de 15,6 pmol.L™).

Os menores valores de concentragao inibitoria (Glsp) foram obtidos para
a linhagem NCI-ADR/RES, ©pela 1-benzoil-tiossemicarbazida 96a,
1-(2-fenilacetil)-tiossemicarbazida 95b e 1-isonicotinoil-tiossemicarbazida 97b,
com valores de Glso de 2,4, 2,9 e 3,6 umol.L™, respectivamente. Glso inferiores
a 10 pmol.L™" ainda foram encontrados para as linhagens de células tumorais
de glioma U251, mama MCF-7 e rim 786-0 para aciltiossemicarbazidas tanto
do R-(+) quanto do S-(-)-limoneno. Os graficos de crescimento celular versus
concentragdo dos trés derivados com menores valores de Glsp s&o
apresentados na Figura 55 (derivado 96a), Figura 56 (derivado 95b) e Figura
57 (derivado 97b).

As aciltiossemicarbazidas mostraram baixa seletividade para as
linhagens de células tumorais testadas, sendo os melhores valores obtidos
para a 1-acetil-tiossemicarbazida 94a (1S=6,3) e 1-(2-fenilacetil)-
tiossemicarbazida 95b (IS=6,4), ambas para a linhagem NCI-ADR/RES. Os
valores de Glsp para a linhagem nao tumoral HaCat acompanharam os valores
médios de concentragcdo inibitoria (MG-MID para Glsp), indicando pouca

diferenciacao entre células tumorais e sadias pelos compostos, nas
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concentragdes avaliadas. Apenas a 1-(2-fenilacetil)-tiossemicarbazida 95b
merece destaque, uma vez que apresentou Glsp = 70,0 umoI.L'1 para a
linhagem nao tumoral queratinécito (HaCat), valor 3,8 vezes maior que o
respectivo MG-MID do composto, 24,1 vezes maior que o Glsp para a linhagem
NCI-ADR/RES e 1167 vezes maior (menos toxico) que o Glsy da doxorrubicina
sobre a linhagem HaCat.

Figura 55. Grafico de crescimento celular (%) versus concentragdo (ug.mL™) para a
avalicado da atividade antiproliferativa em linhagens de células tumorais e ndo tumoral
HaCat da 1-benzoil-tiossemicarbazida do S-(-)-limoneno (96a).
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Figura 56. Grafico de crescimento celular (%) versus concentragdo (ug.mL™) para a
avalicado da atividade antiproliferativa em linhagens de células tumorais e ndo tumoral
HaCat da 1-(2-fenilacetil)-tiossemicarbazida do R-(+)-limoneno (95b).
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Figura 57. Grafico de crescimento celular (%) versus concentragdo (ug.mL™) para a
avalicao da atividade antiproliferativa em linhagens de células tumorais e n&o tumoral
HaCat da 1-isonicotinoil-tiossemicarbazida do R-(+)-limoneno (97b).
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Tabela 26. Valores de TGl (umol.L"), TGl (MG-MID, pmol.L™") e IS (valores entre
parénteses) de avaliagdo da atividade antitumoral para as aciltiossemicarbazidas com
atividade citostatica do S-(-)-limoneno (95-96)a, do R-(+)-limoneno (95-96)b e o
controle doxorrubicina (Dox).

i 8
N 14 3 -
- ! > =) I o ©
[ LN 4 : -
&« 3 oa © o = Q
D = Z2< ~ 4 u - MG-MID
Dox 0,6 4,5 11,3 1,5 >45 >45 6,9 6,8
95a 34,7 53,6 42,2 34,1 79,8 76,1 >100 50,3
28,5 17,7
96a 56,4 >100 (2,6) (4,2) >100 >100 >100 74,3
95b 61,4 43,5 62,8 53,0 88,1 83,4 90,8 63,5
96b >100 >100 59,4 93,5 >100 >100 >100 > 100

As 1-(2-fenilacetil)-tiossemicarbazidas (95a-b) e 1-benzoil-
tiossemicarbazidas (96a-b) apresentaram efeito citostatico para varias
linhagens de células tumorais. Merece destaque o valor de TGI do derivado
96a para células tumorais de rim 786-0 (17,7 umol.L") e de ovario resistente
NCI-ADR/RES (28,5 pmol.L™"), sendo o ultimo apenas 2,5 vezes menos ativo
que a droga padrao, ao passo que 13 vezes menos téxico que a mesma. Os
demais compostos apresentaram valores fracos a moderados de TGI, sendo

que, em média, o derivado 95a foi o mais ativo, com MG-MID de 50,3 umol.L™".
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Efeito citocida das aciltiossemicarbazidas do limoneno foi verificado
apenas para os derivados 1-(2-fenilacetil)-tiossemicarbazida 95a e 1-benzoil-
tiossemicarbazida 96a. O derivado 95a apresentou LCso de 75,0 umoI.L'1 em
células tumorais de rim 786-0 e de 60,2 pmol.L™" em células tumorais de ovario
resistente NCI-ADR/RES, enquanto que o derivado 96a apresentou LCsy de

79,9 umol.L™ para a linhagem 786-0.

4.3.2. Atividade anti-Trypanosoma cruzi

Todos o0s compostos inéditos sintetizados tiveram sua atividade
antiproliferativa avaliada para o protozoario Trypanosoma cruzi. Os
procedimentos experimentais foram realizados de acordo com métodos
presentes na literatura (Brener, 1962; Mosmann, 1983).

Os compostos que apresentaram valores de concentracao inibitéria
préximos ou menores que aquele do controle positivo, benzinidazol, foram
considerados fortemente ativos. Derivados com concentragdo inibitoria préxima
ao limite maximo avaliado (250 umol.L™"), foram considerados pouco ativos.

Os 1,3,4-tiadiazéis do S-(-)-limoneno (69-89)a e do R-(+)-limoneno (69-
73, 76, 79, 83, 85, 87)b foram avaliados em formas tripomastigotas (forma
infectante, presente na corrente sanguinea de animais hospedeiros do
protozoario) de T. cruzi, sendo determinados os valores de ECs (concentragao
efetiva sobre 50% dos protozoarios) para cada composto. O benzinidazol (52)
foi utilizado como controle positivo. Todos os dados de atividade referentes aos
1,3,4-tiadiazois do limoneno séo apresentados na Tabela 27.

As aciltiossemicarbazidas (94-97)a e (94-97)b foram avaliadas em
formas epimastigotas (forma presente no vetor transmissor da doenga de
Chagas) e tripomastigota de T. cruzi, sendo determinados, respectivamente, os
valores de ICsp (concentracdo inibitéria de 50% dos protozoarios) e ECsp
(concentragdo efetiva sobre 50% dos protozoarios). O benzinidazol (52) foi
utilizado como controle positivo e a linhagem celular LLC-MK; foi utilizada
como parametro de avaligdo de citotoxicidade (CCsy) das
aciltiossemicarbazidas. A razado do valor de CCsq pelo valor de I1Cs0 ou ECsg
forneceu o indice de seletividade (IS) das aciltiossemicarbazidas para cada
forma do protozoario. Todos os dados de atividade referentes as
aciltiossemicarbazidas sao apresentados na Tabela 28.
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Tabela 27. Valores de atividade antiproliferativa sobre formas tripomastigotas (ECs)
de Trypanosoma cruzi para os 1,3,4-tiadiazéis do S-(-)-limoneno (69-89)a e do

R-(+)-limoneno (69-73, 76, 79, 83, 85, 87)b e o padrao benzinidazol (Benz).

Composto ECw” Composto ECx’ Composto ECx’
(Média * DP) (Média * DP) (Média * DP)

Benz 345+7,6 79a > 250 69b > 250
69a > 250 80a > 250 70b 20,0+0,6
70a 17,5+ 4,0 81a > 250 71b > 250
71a 116,8 £ 19,9 82a > 250 72b 50,5+ 11,5
72a 5,49 * 1,60 83a 210,3+1,8 73b 191,5 £ 16,7
73a 96,2 + 15,1 84a > 250 76b > 250
74a 2441+ 24,9 85a > 250 79b 232,3+19,8
75a > 250 86a > 250 83b > 250
76a 181,0 £ 12,8 87a > 250 85b > 250
77a > 250 88a 97,5+ 2,1 87b > 250
78a > 250 89a > 250

* Valores expressos em umol.L
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Para a série dos 1,3,4-tiadiazéis substituidos na posicdo 5 com
grupamento fenilico — compostos (74-89)a e (76, 79, 83, 85, 87)b — e para os
(E)-5-estiril-1,3,4-tiadiazois (73a-b), os resultados antiproliferativos sobre
formas tripomastigotas n&o foram muito expressivos. Com exceg¢dao do
5-(p-metoxifeil)-1,3,4-tiadiazol e do (E)-5-estiril-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno
(73a e 88a), que apresentaram ECsy = 96,2 e 97,5 umol.L™", respectivamente,
os demais 1,3,4-tiadiazdis deste grupo mostraram-se fracamente ativos,
apresentando ECso > 180 pmol.L™.

Dentre a série de 1,3,4-tiadiazdis substituidos na posicdo 5 com
grupamento heteroaromatico — compostos (69-72)a e (69-72)b — os S-furanil-
1,3,4-tiadiazdis (69a-b) e o 5-tiofenil-1,3,4-tiadiazol do R-(+)-limoneno (71b)
apresentaram-se inativos, enquanto que o 5-tiofenil-1,3,4-tiadiazol do
S-(-)-limoneno (71a) exibiu atividade pouco pronunciada, com ECsy de
116,8 pmoI.L'1. Para os derivados nitrados, foi encontrada concentragao efetiva
de 50,5 pmol.L™" para o 5-nitrotiofenil-1,3,4-tiadiazol do R-(+)-limoneno (72b) e
potente atividade para os demais compostos, com valores inferiores ao do
benzinidazol. O  5-nitrofuranil-1,3,4-tiadiazol do R-(+)-limoneno (70b)
apresentou ECsy = 20,0umol.L™”, o 5-nitrofuranil-1,3,4-tiadiazol  do
S-(-)-limoneno (70a) apresentou ECsy = 17,5 umol.L™ (2,0 vezes mais ativo que
0 benzinidazol) e o 5-nitrotiofenil-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno (72a) exibiu
ECso = 5,49 umoI.L'1, valor 6,2 vezes menor que a concentragao inibitéria da
droga padrao sobre as formas tripomastigotas de T. cruzi.

A forte atividade antiproliferativa dos derivados nitrados (70a-b e 72a)
esta possivelmente relacionada ao potencial de formacédo de radicais nitro-
anionicos e espécies oxidantes no meio celular, com atuagao por estresse
oxidativo, como €& o0 mecanismo de drogas com grupamentos nitro-
heteraromaticos (Chauviere et al., 2003; Coura & Castro, 2002; Coura, 2009).

Ainda vale destacar que o valor de concentracdo inibitoria in vitro para
formas tripomastigotas de T. cruzi do 5-nitrotiofenil-1,3,4-tiadiazol do
S-(-)-limoneno (72a) foi equiparavel aos obtidos para outros compostos da
literatura, como a arilidrazona Brazilizona A (30), de 5,3 pumol.L™”, e o Megazol
(24), de 9,9 umol.L™ (Carvalho et al., 2004). Apenas se faz uma ressalva de

que as cepas de T. cruzi avaliadas em diferentes trabalhos podem nido serem
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as mesmas, de forma que comparacdes diretas de valores de atividade de
diferentes estudos podem nao implicar na relagao real de suas atividades. De
qualquer forma, o derivado 72a foi o mais ativo da série de 1,3,4-tiadiazdis do
limoneno contra formas tripomastigotas do protozodrio avalaliado. E, portanto,
um candidato a futuros testes de toxicidade e de outras avalicdes de atividade
para Trypanosoma cruzi.

4.3.2.2. Aciltiossemicarbazidas do limoneno

S ; S
J\ N R’ : J\ N R
- -~
N N N N
H H \”/ 4\H H \”/
@) o)

(94-97)a (94-97)b

94 R'=CH, 96 R'=Ph
95 R'=CH,Ph| 97 R'=—{ N

Tabela 28. Valores de atividade antiproliferativa sobre formas epimastigotas (ICso) €
tripomastigotas (ECsy) de Trypanosoma Cruzi, valores de citotoxicidade (CCsy) em
células LLC-MK, e indice de seletividade (IS) para as aciltiossemicarbazidas do
S-(-)-limoneno (94-97)a e do R-(+)-limoneno (94-97)b e o padrao benzinidazol (Benz).

Epimastigotas Tripomastigotas Células LLC-MK;
IC5* (Média + DP) IS ECs* (Médiat DP) IS CCso* (Média * DP)
Benz 6,5+0,7 94,6 345+7,6 17,8 614,7 £ 115,2
94a 86,9+ 22,8 0,8 83,4 + 19,1 0,8 65,5+ 0,7
95a 34,1+£12,2 7,9 92,8+ 11,6 2,9 269,2 £ 10,9
96a 242+1,8 1,7 48,2+4,0 0,8 41,2 £ 11,1
97a > 100 <1 479+ 3,8 1,3 61,0+9,9
94b 341+55 1,8 26,4+9,6 24 62,5+ 3,5
95b 24429 9,6 36,8 +5,7 6,4 235,0 + 46.5
96b 224%43 2,9 69,6 + 25,3 0,9 650+ 1,4
97b 90,6 + 16,3 0,3 50,6 + 1,2 0,5 258+ 3,0

* Valores expressos em ymo/.L'1
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Na série das aciltiossemicarbazidas, (94-97)a e (94-97)b, os melhores
valores de atividade antitripanossdmica para formas epimastigotas (ICsp)
ocorreram para as 1-benzoil-tiossemicarbazidas, com ICsp = 22,4 umoI.L'1 para
o derivado do R-(+)-limoneno (96b) e ICs = 24,2 umol.L™" para o derivado do
S-(-)-limoneno (96a), e para a 1-(2-fenilacetil)-tiossemicarbazida do
R-(+)-limoneno  (95b), com ICsy = 24.4umol.L”". As 1-isonicotinoil-
tiossemicarbazidas (98a-b) foram os compostos menos ativos sobre estas
formas do parasita, apresentando valores de concentracdo inibitéria superiores
a 90 umol.L™,

Atividades mais expressivas em formas tripomastigotas foram
encontradas para a 1-acetil-tiossemicarbazida (ECso = 26,4 umol.L™") e para a
1-(2-fenilacetil)-tiossemicarbazida (ECso = 36,8 umol.L™") do R-(+)-limoneno (94-
95)b, cujos valores foram muito préximos ou até inferiores ao do controle
benzinidazol (34,5 pmol.L™"). Contrariamente, estes mesmos derivados do
S-(-)-limoneno (94-95)a, foram os menos ativos sobre a mesma forma do
protozoario.

Em relagdo a citotoxicidade, recebe grande destaque as 1-(2-fenilacetil)-
tiossemicarbazidas (95a-b), que apresentaram valores de CCsy superiores a
230 umoI.L'1, sendo até 9 vezes menos toxicas que os demais compostos
testados. Isto forneceu aos derivados 95a-b os maiores indices de seletividade,
sendo obtidos 8 < IS < 10 para formas epimastigotas. Para formas
tripomastigotas, o composto 95b apresentou IS = 6,4 enquanto que 95a, foi
menos seletivo, com IS = 2,9. Apesar destes valores, nenhum composto
chegou a apresentar seletividade equiparavel a droga padrao. A 1-isonicotinoil-
tiossemicarbazida do R-(+)-limoneno foi mais toxica para a linhagem celular
LLC-MK; (CCso de 25,8 umol.L™") do que para as formas do T. cruzi, resultando
no composto com menores indices de seletividade.

Desta forma, dentre os compostos (94-97)a e (94-97)b, recebe maior
destaque a 1-(2-fenilacetil)-tiossemicarbazida do R-(+)-imoneno (95b), que
apresentou um dos menores valores de ICsy e ECso (este ultimo comparavel
ao da droga padréao), bem como forneceu um dos maiores valores de CCs
(baixa toxicidade) da série, com indices de seletividade superiores a 6. Merece

atencdo também a 1-acetil-tiossemicarbazida do R-(+)-limoneno (94b),
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composto mais ativo que a referéncia sobre formas tripomastigotas. O bom
resultado da avaliagado sobre formas tripomastigotas é importante, uma vez que
esta forma do parasita € aquela que circula no corpo do hospedeiro e, portanto,
a droga interrompe o ciclo da doenga no organismo humano. De forma geral,
os derivados do R-(+)-limoneno mostraram melhor atividade que seus

respectivos enantibmeros.
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6. CONCLUSAO

A realizagdo deste trabalho permitiu avangos na sintese de
1,3,4-tiadiazdis e aciltiossemicarbazidas derivados dos terpenos S-(-)-limoneno
e R-(+)-limoneno. As rotas sintéticas utilizaram materiais de partida simples,
bem como procedimentos comuns para fornecimento de compostos quirais
com grande potencial de atividades bioldgicas.

A série de 2-amino-1,3,4-tiadiazois do limoneno 5-substituidos foi obtida
pelo método de ciclizagdo oxidativa com ions Fe(lll), em que foi possivel a
implementagdo de um procedimento one-pot a partir da tiossemicarbazida
terpénica. Empregando-se o benzaldeido ou derivados o-, m- e p-substituidos
deste, o cinamaldeido ou aldeidos heteroaromaticos, foram sintetizados 31
derivados 1,3,4-tiadiazol inéditos — 21 do S-(-)-limoneno e 10 do R-(+)-
limoneno — com bons rendimentos (63% a 91%). O novo procedimento,
comparado com a metodologia inicial, eliminou uma etapa de sintese e
purificacdo de compostos para obtengdo dos 1,3,4-tiadiazdis, empregou
menores tempos reacionais, diminuiu em mais de 2 vezes a quantidade de
agente oxidante utilizada e forneceu maiores rendimentos.

Quatro aciltiossemicarbazidas inéditas de cada enantiémero do limoneno
foram sintetizadas com rendimentos satisfatérios (52% a 68%). Estes
compostos foram obtidos a partir de metodologias adaptadas da literatura, em
que modificagbes do meio reacional foram necessarias para tornar o
isotiocianoterpeno terciario reativo frente as hidrazidas utilizadas. Os
precursores hidrazida também foram sintetizados por um procedimento
diferenciado, na auséncia de solvente, com excelentes rendimentos (82% a
98%).

Todos os derivados inéditos sintetizados foram avaliados como agentes
antitumorais e anti-Trypanosoma cruzi, tendo sido possivel verificar a
bioatividade destes compostos e analisar a influéncia da quiralidade do grupo
terpénico e dos substituintes agregados ao nucleo 1,3,4-tiadiazol ou a
tiossemicarbazida.

Em relacdo a atividade antitumoral, as aciltiossemicarbazidas
apresentaram bons resultados, sendo verificada uma maior seletividade e

menor valor de atividade para a linhagem tumoral NCI-ADR/RES (ovario
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resistente a multiplos farmacos) para metade dos compostos. Os menores
valores de atividade inibitoria (Glsg) foram obtidos pela 1-benzoil-
tiossemicarbazida do S-(-)-limoneno (96a) e 1-(2-fenilacetil)-tiossemicarbazida
do R-(+)-limoneno (95b). Os compostos foram 7-8 vezes menos ativos que o
padrdao doxorrubicina para células NCI-ADR/RES, porém até 1167 vezes
menos tdéxicos que a mesma para células ndo tumorais HaCat. Em termos de
atividade média (MG-MID), o derivado 96a foi a aciltiossemicarbazida mais
ativa. O potencial de bioatividade ou toxicidade dos compostos nao apresentou
uma correlagdo direta com a quiralidade da porgédo terpénica. Apenas foi
observado que os derivados apresentando anel aromatico foram mais ativos.

Da série dos 1,3,4-tiadiazois, a maioria dos 5-[(p-substituido)-fenil]-1,3,4-
tiadiazois apresentaram atividade antitumoral fraca ou foram inativos até 100
umoI.L'1. Derivados com substituintes nitro-heteroaromaticos na posicéo 5 do
nucleo 1,3,4-tiadiazol foram os compostos mais ativos das séries de 1,3,4-
tiadiazois, sendo o 5-nitrofuranil-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneo (70a) o que
apresentou menor atividade média (MG-MID). Forte atividade (Glso inferior a
1 umol.L") foi obtida para o 5-nitrofuranil-1,3,4-tiadiazol 70a (para células
tumorais de colon HT29) e 5-nitrotiofenil-1,3,4-tiadiazol 72a (para células
tumorais de mama MCF-7). O composto 70a ainda apresentou efeito citostatico
(para células de mama MCF-7 e cdélon HT29) e citotoxico (para células de
mama MCF-7 e glioma U251) mais pronunciado que a droga padrédo
doxorrubicina. Todos os compostos foram menos toxicos que o padrdo
doxorrubicina, porém sem seletividade significativa para alguma linhagem de
células tumorais. Apesar de serem obtidos bons valores de atividade
antitumoral para ambas as séries de enantibmeros, os resultados mais
significativos foram obtidos para a série do S-(-)-limoneno.

Na avaliagdo da atividade anti-Trypanosoma cruzi frente a forma
tripomastigota dos 1,3,4-tiadiazoéis, derivados substituidos na posicdo 5 com
grupamento fenil, fenil-substituido ou com ligagdo dupla entre o nucleo
1,3,4-tiadiazol e o grupo fenil tiveram resultados pouco expressivos. Assim
como ocorreu para a atividade antitumoral, os compostos mais ativos foram
aqueles com substituintes nitro-heteroaromaticos na posicdo 5 do nucleo
1,3,4-tiadiazol. Os derivados 70a, 72a e 70b apresentaram ECsq inferiores ao
da droga padrédo, benzinidazol, sendo o 5-nitrotiofenil-1,3,4-tiadiazol do
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S-(-)-limoneno (72a), o composto mais ativo, com ECs, = 5,49 pmol.L™" (6,2
vezes mais potente que o padrado). Similarmente a atividade antitumoral, os
resultados mais significativos de atividade dos 1,3,4-tiadiazois para atividade
antitripanossdmica para formas tripomastigotas foram obtidos para a série do
S-(-)-limoneno.

Na série das aciltiossemicarbazidas, os melhores valores de atividade
antitripanossdmica para formas epimastigotas (ICsg) ocorreram para as 1-
benzoil-tiossemicarbazidas (96a-b) do limoneno. A atividade frente a forma
tripomastigota (ECsp) foi mais expressiva para a 1-acetil-tiossemicarbazida do
R-(+)-limoneno (94b), com valor inferior ao do controle benzinidazol. As 1-(2-
fenilacetil)-tiossemicarbazidas (95a-b) apresentaram os menores valores de
citotoxicidade para células LLC-MKZ2, sendo até 9 vezes menos toxicas que os
demais compostos. No geral, o melhor derivado para a atividade anti-
Trypanosoma cruzi foi a 1-(2-fenilacetil)-tiossemicarbazida do R-(+)-limoneno
(95b), que apresentou um dos menores valores de ICsy € ECs9, bem como foi
um dos compostos menos téxicos da série.

Desta forma, este trabalho ndo somente contribuiu com avangos na
sintese de diversos derivados 1,3,4-tiadiazol e aciltiossemicarbazida do
limoneno, mas também na investigacdo de novos possiveis farmacos
antitumorais e antitripanossdémicos, visto o bom perfil das atividades biologicas
encontrado para a maioria dos compostos. Os varios resultados expressivos,
alguns melhores que aqueles de drogas padrao avaliadas, justifica e corrobora
a sintese destes compostos, bem como servem de guia para a sintese de
novos derivados ainda mais ativos e possibilitam a continuagdo dos ensaios

bioldgicos.
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7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1.Instrumentacao

Os espectros de RMN de 'H e de *C foram obtidos através de um
espectrometro VARIAN modelo Mercury Plus, operando a 300,06 MHz para H
e 75,45 MHz para *C, tendo como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS).

Os espectros de absor¢cdo na regido do infravermelho (IV) foram
registrados em um espectrofotometro BOMEM, modelo MB-100, em placa de
NaCl para os isotiocianoterpenos (67a-b) e em pastilha de KBr para as
tiossemicarbazidas (68a-b) e as hidrazidas (90-93). Os espectros dos demais
compostos foram obtidos em um espectrofotdmetro Bruker, modelo Vertex 70v,
em pastilha de KBr na regido de 400 a 4000 cm™, sob vacuo.

Os pontos de fusao foram determinados em um aparelho digital de ponto
de fusdo Microquimica modelo MQAPF-301.

A polarimetria dos compostos (desvio da luz plano-polarizada — a®%p) foi
medida em um polarimetro Perkin Elmer, modelo 343, a 20°C e 589 nm, com
cela de caminho 6ptico de 10 milimetros.

As reacdes com irradiagdo de micro-ondas foram realizadas em um

aparelho da marca Philco, modelo PMS18N2.

7.2.Material cromatografico

As cromatografias em coluna (CC) foram realizadas em colunas de
vidro, utilizando-se gel de silica 60 Merck (0,063-0,200 mm) (70-230 mesh
ASTM) como fase estacionaria. A quantidade de fase estacionaria variou de
acordo com a quantidade de material a ser submetida a cromatogria, utilizando-
se massa de silica equivalente a 20-30 vezes a massa do material.

Para a realizacdo das cromatografias em camada delgada (CCD)
utilizaram-se placas de vidro de 5,0 x 20,0 cm, em aplicagbes analiticas. A
espessura da camada de gel de silica (gel de silica 60G e 60GF254 — Merck)
utilizada na confecgao das placas foi de aproximadamente 0,25 milimetros. As

analises em CCD utilizaram iodo como revelador.
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7.3.Reagentes e solventes

Utilizou-se os solventes hexano P.A., cloroféormio P.A., etanol P.A.
(marcas Nuclear, Dindmica, FMaia ou Vetec) e agua previamente destilados,
acetato de etila P.A. (Cromoline), dimetilformamida P.A. (FMaia) e como
solventes deuterados cloroférmio-D e metanol-D4 (Cambridge Isotope
Laboratories — D=99,8%).

Empregou-se aldeidos marcas Acros Organics, Merck, Sigma-Aldrich e
Vetec (purezas 97-99%), ésteres marcas SAFC e Aldrich (purezas = 98%),
isonicotinohidrazida (Fluka, 99%), R-(+)-limoneno (Sigma, 97%), S-(-)-limoneno
(SAFC, = 95%), bissulfato de potassio P.A. (Vetec), tiocianato de potassio P.A.
(Vetec), dicloreto de hidrazinio (Sigma-Aldrich, 98%), hidrato de hidrazina

(Merck, solugcéo aquosa 80%) e cloreto férrico hexahidratado P.A. (Dinamica).

7.4.Procedimentos gerais para sintese dos compostos

7.4 1. Isotiocianoterpenos do limoneno (67a-b)

21,4 g de tiocianato de potassio (0,220 mol) e 30,0 g de bissulfato de
potassio (0,220 mol) foram triturados durante 5 minutos com auxilio de pistilo e
almofariz. Cloroformio (4 x 50 mL) foi adicionado durante a maceracdo e as
suspensdes foram filtradas sobre algodao e recolhidas diretamente em balao
contendo 6,00g (0,0440 mol) de S-(-)-limoneno (8a) ou R-(+)-limoneno (8b).

A reagao foi mantida a temperatura ambiente na auséncia de luz, sob
agitacdo durante 48 horas e acompanhada por CCD eluida com hexano. Na
sequéncia foi realizada particdo com solugdo de bicarbonato de sodio 5%. A
fase cloroformica foi seca com sulfato de sédio anidro, evaporada em
evaporador rotativo sob pressao reduzida e purificada por CC eluida com
hexano, fornecendo o tiocianoterpeno (66a) do S-(-)-limoneno ou (66b) do
R-(+)-limoneno como subproduto (liquido incolor, 0,7 g, rendimento de 8%) e
isotiocianoterpeno (67a) do S-(-)-limoneno ou (67b) do R-(+)-limoneno como
produto principal (liquido incolor, 5,2 g, rendimento de 60%), além de
quantidade residual do terpeno.
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7.4.2. Tiossemicarbazidas do limoneno (68a-b)

2,31g de cloridrato de hidrazina (0,022 mol) foi tratado com solugéo
aquosa contendo 3,70 g de bicarbonato de sédio (0,044 mol) e adicionado a
4,30 g (0,022 mol) do isotiocianoterpeno (67a) ou (67b) em 100 mL de etanol.
A reacédo foi mantida sob agitagdo e refluxo durante 3 horas e seu progresso
acompanhado por CCD eluida com hexano/acetato de etila 40%. A mistura
reacional foi concentrada em evaporador rotativo e o sodlido resultante foi
lavado com hexano, filtrado a vacuo, lavado com agua e filtrado a vacuo
novamente, fornecendo a tiossemicarbazida do S-(-)-limoneno (68a) ou do
R-(+)-limoneno (68b) (solido branco, 3,8 g, rendimento de 75%).

7.4.3. 2-amino-1,3,4-tiadiazdis do limoneno 5-substituidos (69-89)a,
(69-73, 76, 79, 83, 85, 87)b

0,150 g (0,660 mmol) da tiossemicarbazida (68a) ou (68b) foi
solubilizada em etanol a quente (15 mL), juntamente com 0,660 mmol de um
dos aldeidos descritos na Tabela 29 para a respectiva série de compostos.
0,392 g (1,45 mmol) de cloreto férrico hexahidratado solubilizado em agua (10
mL) foi adicionado ao meio reacional e este foi mantido sob agitagdo e
aquecimento de 60°C entre 1 e 2 horas, com acompanhamento por CCD eluida

com hexano/acetato de etila 30%.

Tabela 29. Aldeidos utilizados na sintese de 1,3,4-tiadiazoéis do limoneno.

Produto 1,3,4-tiadiazol

Aldeido ) )
S-(-)-limoneno R-(+)-limoneno
Furaldeido 69a 69b
5-Nitrofuraldeido 70a 70b
Tiofenocarboxaldeido 71a 71b
5-Nitrotiofenocarboxaldeido 72a 72b
Cinamaldeido 73a 73b
Benzaldeido 74a *
2-Nitrobenzaldeido 75a *
2-Fluorbenzaldeido 76a 76b
2-Clorobenzaldeido 77a *
3-Nitrobenzaldeido 78a *
3-Fluorbenzaldeido 79a 79b

3-Clorobenzaldeido 80a *




134

Tabela 29. (Continuagédo)

Produto 1,3,4-tiadiazol

Aldeido ] ]
S-(-)-limoneno R-(+)-limoneno

4-Fluorbenzaldeido 81a *

4-Clorobenzaldeido 82a *
4-Bromobenzaldeido 83a 83b

4-Nitrobenzaldeido 84a *
4-(Trifluormetil)-benzaldeido 85a 85b

4-Metilbenzaldeido 86a *
4-(terc-Butil)-benzaldeido 87a 87b

4-Metoxibenzaldeido 88a *

4-(Dimetilamino)-benzaldeido 89a *

*Realizado em trabalho anterior (Vandresen, 2011);

A mistura reacional foi resfriada lentamente sob agitacdo para
precipitacdo do produto e posteriormente colocada em banho de gelo. Apos
uma hora, a suspensao foi filtrada e o solido lavado exaustivamente com agua.
Nos casos em que os ions ferro ndo foram eliminados totalmente pela lavagem,
o produto foi solubilizado em etanol/agua a quente e reprecipitado por
resfriamento lento. Foram obtidos os 1,3,4-tiadiazéis (69-89)a do S-(-)-limoneno
(rendimentos entre 68% e 91%) e (69-73, 76, 79, 83, 85, 87)b do
R-(+)-limoneno com rendimentos entre 63% e 91%.

7.4.4. Hidrazida (90-92)

7.4.4.1. Metodologia em solugdo

A 0,510 g (6,00 mmol) de hidrazina hidratada (solugdo 80%), foi
adicionada quantidade equimolar de um dos ésteres acetato de etila (0,529 g),
2-fenilacetato de metila (0,901 g) ou benzoato de metila (0,721 g), 20 mL de
etanol absoluto e uma gota de solugdo de acido diluida (HCI ou HySOy4). A
mistura reacional foi submetida a agitagdo e refluxo entre 12 e 72 horas e seu
progresso acompanhado por CCD eluida com acetato de etila/metanol 5%. O
produto bruto foi concentrado em evaporador rotativo, o sdlido formado foi
lavado com hexano e filtrado a vacuo, levando as respectivas hidrazidas (90-

92), com rendimentos de 31 a 61%.
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7.4.4.2. Metodologia em auséncia de solvente

A 0,510 g (6,00 mmol) de hidrazina hidratada (solucédo 80%), foi
adicionado um excesso de acetato de etila (1,00 g) ou quantidade equimolar de
um dos ésteres 2-fenilacetato de metila (0,901 g) ou benzoato de metila (0,721
g)- A mistura reacional foi submetida a agitagdo (sob aquecimento de 70°C
para o acetato de etila e em temperatura ambiente para os demais ésteres)
entre 1,5 e 6 horas e seu progresso acompanhado por CCD eluida com acetato
de etila/metanol 5%. O so6lido formado foi lavado com hexano e filtrado a vacuo,

fornecendo as respectivas hidrazidas (90-92) com rendimentos de 82% a 98%.

7.4.5. Aciltiossemicarbazidas do limoneno (94-97)a, (94-97)b

7.4.5.1. Metodologia por irradiagdo de micro-ondas

Em um tubo de ensaio 0,200 g (0,88 mmol) do isotiocianoterpeno (67b)
e quantidade equimolar de uma das hidrazidas (90-93) foram submetidos a
irradiacdo em forno de micro-ondas em poténcia minima por 60 segundos,
intercalado com intervalo de igual periodo de agitagdo. O processo foi repetido
entre 20 e 30 vezes e o progresso da reagao foi acompanhado por CCD eluida
com hexano/acetato de etila 60%. O produto bruto foi lavado com hexano,
filtrado a vacuo, lavado com solugéo resfriada etanol/agua 50% e filtrado a
vacuo novamente. Nos casos em que foram constatados subprodutos apos as
purificacdes acima descritas, o solido obtido foi solubilizado em etanol a quente
e reprecipitado por resfriamento lento, fornecendo as respectivas
aciltiossemicarbazidas (94-97)b do R-(+)-limoneno (s6lidos brancos com

rendimentos entre 35 e 41%).

7.4.5.2. Metodologias em solugéo

Empregando trés condigdes reacionais distintas, 0,300g (1,32 mmol) do
isotiocianoterpeno (67b) (para as metodologias 1, 2 e 3) ou (67a) (para a
metodologia 3) e quantidade equimolar de uma das hidrazidas (90-93) foram
reagidos sob as condigdes apresentadas na Tabela 30, com acompanhamento

por CCD eluida com hexano/acetato de etila 60%.
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Tabela 30. Condi¢des reacionais empregadas na sintese de aciltiossemicarbazidas
do limoneno.

Condicao
Temperatura Solvente Tempo Reacional
Metodologia
1 78 °C (refluxo) Etanol (15 mL) 24-72 horas
2 Ambiente Etanol (30 mL) 72-120 horas
3 Ambiente Dimetilformamida (3 mL) 24-32 horas

Nas metodologias 1 e 2, o produto bruto foi concentrado em evaporador
rotativo e o solido obtido foi lavado com hexano, filtrado a vacuo, lavado com
solucao resfriada etanol/agua 50% e filtrado a vacuo novamente.

Na metodologia 3, 300 mL de agua foi adicionado ao meio reacional
para precipitagdo do produto e este foi deixado em banho de gelo por 3 horas.
A suspensao foi filtrada a vacuo, e o sélido foi lavado com hexano, filtrado a
vacuo, lavado com solucdo resfriada etanol/agua 50% e filtrado a vacuo
novamente.

Nos casos em que foram constatados subprodutos apds as purificagdes
acima descritas, o solido obtido foi solubilizado em etanol a quente e
reprecipitado por resfriamento lento, fornecendo as respectivas
aciltiossemicarbazidas (94-97)a do  S-(-)-limoneno ou (94-97)b do

R-(+)-limoneno.

7.5.Determinacgao da rotagao especifica

A determinacdo da rotagao 6ptica da luz plano-polarizada foi realizada
para as tiossemicarbazidas (68a-b) e para os novos compostos sintetizados.
Uma solucdo de concentragcdo conhecida de cada composto foi preparada em
cloroférmio e teve sua leitura realizada no polarimetro. O o*°p foi calculado
através da equacao abaixo (Eq. 4), onde [a/ € a leitura fornecida pelo aparelho,
b é o caminho 6ptico (0,1dm) e ¢ € a concentragdo (g.mL™). Os dados de

concentracdo das amostras e a*’p encontram-se na Tabela 31.
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(Eq. 4)

Tabela 31. Rotagdo especifica (a*°5) do S-(-)-limoneno (8a), do R-(+)-limoneno (8b),
dos 1,3,4-tiadiazdis (69-89) e das aciltiossemicarbazidas (94-97) do S-(-)-limoneno (a)
e do R-(+)-limoneno (b) em CHCl;.

Composto  C (mg.mL™) a®p Composto  C (mg,mL™) a®’p
8a 15,0 -35,8 8b 11,0 +93,7
69a 16,7 +17,9 69b 15,0 -28,0
70a 14,0 +4,3 70b 16,1 -55,1
71a 16,9 +22,5 71b 14,6 -28,8
72a 13,4 +42.4 72b 11,0 -60,0
73a 13,9 +31,0 73b 13,9 -48,4
742 156 11 g g g
752 14.1 7.1 - - .
76a 15,6 +20,6 76b 11,4 -23,7
77a 15.3 +17.0 . . .
78a 14,4 +24,3 o o o
79a 13,9 +20,2 79b 10,6 -25,6
80a 156 11,6 g g g
81a 14.0 +13.6 - - -
82a 15.9 +10,1 g g g
83a 13,9 +23,1 83b 9,6 -28,2
84a 12.0 +31.7 — — —
85a 10,3 +22,4 85b 14,3 -25,2
862 156 +19** — — —
87a 14,3 +18,2 87b 15,9 -29,0
88a 14.7 +24.5 g g g
892 13.7 +29.2 - - .
94a 11,6 -20,7 94b 111 +28,8
95a 10,0 -15,0 95b 10,2 +16,7
96a 11,4 -1,8 96b 11,0 +4,5
97a 6,8 -8,8 97b 7,7* +22,1

*A solucao foi uma mistura CHCI;:MeOH 2:1.
**A medicao nao apresentou valor constante.
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das

aciltiossemicarbazidas (94-97) foi determinado em duplicata para cada amostra

com taxa de aquecimento préxima a faixa de fusdo controlada em 2,0 °C.min™".

A faixa de valores iniciais e finais de fusdo obtida para cada composto ou par

de enantibmero sintetizado é apresentado na Tabela 32. Na mesma tabela

estao dispostas as respectivas coloragdes dos compostos.

Tabela 32. Faixas de ponto de fuséo (°C) e aspecto fisico dos 1,3,4-tiadiazois (69-89)
e das aciltiossemicarbazidas (94-97) sintetizados.

Aspecto o Aspecto o
Composto Fisico P.F.(°C) | Composto "o P.F.(C)
69 solido 46901712 | 82 Solido 466 0-168,2
amarelo branco
70 Solido — 1696.1728 | 83 Solido 4174 3177,
alaranjado branco
7 Solido 458 9-160,8 84 Solido 51922211
marrom claro amarelo
7 Solido 14111834 85 Solido 456 8.150.4
alaranjado branco
73 Solido — 4690.1703 | 86 Solido 503 1.204,3
marrom claro branco
74 Solido 42931301 | 87 Solido  180,0-181,5
branco branco
- Solido 105 1ss5 88 SOlido 475 4.176,8
amarelo branco
76 SOido 43414370 | 89 Solido  506,2-208,6
branco alaranjado
77 Solido 436 4-137,9 94 O 145,9-1471
branco branco
78 Solido ~ 1356-1360 | 95 Solido 439 4.141,1
amarelo branco
79 Solido 13831308 | 96 Solido 41533.125,8
branco branco
80 SOIdo g 11420 | 07 SO0lido 455 3 157,4
branco branco
81 S0l 157,8-158,8

branco
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7.7.Avalicao da atividade antiproliferativa sobre células tumorais

Os ensaios bioldgicos foram realizados pela divisdo de Farmacologia e
Toxicologia do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e
Agricolas (CPQBA) da Universidade Estadual de Campinas (Unicamp), sob a
supervisdo do professor Dr. Jodo Ernesto de Carvalho e da Dra. Ana Lucia
Tasca Gois Ruiz.

As linhagens de células humanas utilizadas para a realizagcéo dos testes
antiproliferativos estao listadas na Tabela 33. As linhagens tumorais foram
cedidas pelo National Cancer Institute (NCI) dos Estados Unidos e a linhagem
nao-tumoral queratinécito foi doada pelo professor Dr. Ricardo Della Coletta, da
Faculdade de Odontologia de Piracicaba da Unicamp.

As aciltiossemicarbazidas (94-97)a e (94-97)b foram avaliadas para as
linhagens 1-6 e 10, os 1,3,4-tiadiazdis derivados do S-(-)-limoneno (69-89)a
foram avaliados para as linhagens 1-7 e 10 e os 1,3,4-tiadiazéis derivados do
R-(+)-limoneno (69-73, 76, 79, 83, 85, 87)b foram avaliados para todas as
linhagens listadas na Tabela 33. Em cada experimento, cloridrato de

doxorrubicina (0,025, 0,25, 2,5 e 25 ug.mL™) foi utilizado como controle.

Tabela 33. Linhagens de células humanas utilizadas na avalicdo da atividade
antiproliferativa

Linhagem* Caodigo Tipo de Célula
1 U251 Glioma
2 MCF-7 Mama
3 NCI-ADR/RES Ovario resistente
4 786-0 Rim
5 NCI-H460 Pulmao tipo células ndo pequenas
6 HT29 Célon
7 K562 Leucemia
8 PC-3 Préstata
9 OVCAR-3 Ovario
10 HaCaT Queratinécito

*Linhagens 1-9: tumoral; linhagem 10: ndo-tumoral;

A cultura das células foi realizada em meio contendo RPMI 1640
(GIBCOR BRL), suplementado com 5% de SFB/penicilina/estreptomicina. As
células foram adicionados em placas de 96 pogos (100 uL.pogo'“) e incubadas

por 24h a 37°C em atmosfera de 5% de CO, e ambiente umido.
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Apos este periodo, uma placa controle foi fixada pela adicdo de acido
trifluoracético (TCA) para determinagé&o da quantidade de células no momento
da adigéo das drogas (Tp). Nas demais placas, os compostos (solubilizados em
DMSO/RPMI) foram adicionados nas concentragdes 0,25, 2,5, 25 e 250 ug.mL"
! seguido de incubagao por 48h e centrifugagdo por 3 min a 2000 rpm. Na
sequéncia as placas foram fixadas com 50 uL de TCA a 50% para células
aderidas e 80% para as células em suspensao (K562), seguido de incubacao
por 1h a 4°C, 4 lavagens com agua destilada para remoc¢ao dos residuos do
acido, do meio de incubagdo e das drogas testadas, resultando a quantidade
de células que resistiram ao composto (T). As placas foram mantidas em
temperatura ambiente até secagem completa. O procedimento foi repetido para
células sem adicdo de droga no meio de cultura para determinacdo da
quantidade total de células no momento final do experimento (T4).

50 uL do corante proteico sulforrodamina B (SRB) a 0,4% foram
adicionados as placas e estas foram incubadas a 4°C durante 30 min, lavadas
4 vezes com solugdo de acido acético 1% para remogado de residuos e
mantidas em temperatura ambiente para secagem. O complexo corante-
proteina foi solubilizado com 150 uL de uma solugdo 10 umoI.L'1 de Trizma
Base e pH=10,5 por 5 min em ultrassom.

A quantificagcdo da proliferacdo celular foi realizada por leitura
espectrofotométrica em um leitor de microplacas a 560 nm, obtendo-se as
absorbancias de Ty, T4 e T. Para analise dos resultados foram calculadas as
médias de cada absorbéancia, descontando-se os valores de branco. Se T>T4, a
droga estimulou o crescimento celular e ndo houve inibigdo do crescimento; se
To<T<T4, a droga apresentou efeito citostatico; e se T<T,, a droga apresentou
efeito citocida. Com isto foram calculados trés parametros de avaliacdo para
cada composto: Glsp (concentragdo de inibicdo do crescimento celular em
50%), TGI (concentragédo de inibicdo do crescimento celular em 100%) e LCsp
(concentragao que mata 50% das células). Os graficos foram obtidos a partir de
regressao linear tipo nao-sigmoidal, utilizando o software OriginLab 8.0. Os
resultados obtidos para a avaliagao antitumoral estao dispostos da Tabela 21 a
Tabela 26.
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7.8.Avaliacao da atividade anti-Trypanosoma cruzi e citotoxicidade

Os ensaios biologicos foram realizados pelo Departamento de Ciéncias
Basicas da Saude (DBS) da Universidade Estadual de Maringa (UEM), sob a
supervisao do professor Dr. Celso Vataru Nakamura.

As séries de 1,3 ,4-tiadiazois (69-79)a e (69-73, 76, 79, 83, 85, 87)b
foram avaliadas em formas tripomastigotas in vitro de Trypanosoma cruzi € 0s
valores de atividade para estes compostos sdo apresentados na Tabela 27. As
aciltiossemicarbazidas (94-97)a e (94-97)b foram testadas em formas
epimastigotas in vitro e tripomastigotas in vitro do mesmo protozoario e tiveram
sua citotoxicidade avaliada para a linhagem celular LLC-MK; (células epiteliais
de rim de Macaca mulatta). Os dados das atividades referentes as
aciltiossemicarbazidas séo apresentados na Tabela 28. Todas as analises

tiveram como controle positivo a droga benzinidazol.

7.8.1. Atividade antiproliferativa in vitro em formas epimastigotas de T.

cruzi

Apds 96 horas de cultivo, formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi
em concentragao inicial de 1,0 x 10° parasitos.mL™ foram cultivadas em meio
LiverinfusionTryptose (LIT) com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB), na presenga
ou auséncia de diferentes concentragdes das substancias (94-97)a e (94-97)b,
em placas estéreis de 24 pogos. A leitura foi realizada por meio de contagem
em camara de Neubauer apds 96 horas de incubagao a 28 °C e a substancia
de referéncia utilizada foi o Benzinidazol.

A atividade antileishmania foi expressa por meio do percentual de
inibicdo do crescimento de 50% das formas epimastigotas em relagdo ao
controle (ICsp). Os ensaios foram realizados em trés experimentos

independentes em duplicata, e a analise, por meio de regressao linear.

7.8.2. Viabilidade em formas tripomastigotas de T. cruzi

Formas tripomastigotas de T. cruzi, obtidas do sobrenadante de culturas
de células epiteliais de rim de Macaca mulata (LLC-MKy) infectadas, foram

ressuspendidas em meio DMEM (1 x10’ parasitos.mL'1) suplementado com 5%
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de SFB e cultivadas em microplacas de 96 pog¢os na presenga ou auséncia de
diferentes concentragbes das substéncias (69-89)a, (69-73, 76, 79, 83, 85,
87)b, (94-97)a e (94-97)b, por 24 h a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. O
benzinidazol foi utilizado como controle positivo. Apds o periodo de incubacao,
a viabilidade dos parasitos foi avaliada por microscopia O6ptica, através da
contagem de células moveis segundo o método de Pizzi-Brener (Brener, 1962;
Mosmann, 1983).

A concentragcédo efetiva das substédncias em que 50% dos parasitas
apresentam-se viaveis (ECsp) foi determinada através de regressao linear. Os
resultados obtidos s&o referentes a trés experimentos independentes
realizados em duplicata.

7.8.1. Avaliacdo de citotoxicidade em células LLC-MK> pelo método

colorimétrico MTT

A avaliacao da citotoxicidade dos compostos foi realizada em células
LLC-MK,, por meio do método de redugdo do MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio) a cristais de formazan.

A cultura das células foi realizada em meio DMEM, suplementado com
10% de SFB e L-glutamina 2 mmol.L”", 50 mg.mL" de gentamicina e
tamponado com bicarbonato de sédio até pH 7,6, conforme a American
TypeCultureCollection (ATCC®). A cultura foi mantida em estufa a 37°C e
atmosfera de 5% de COa,.

Suspensdo com 2,5x10° células.mL™", em meio DMEM, suplementado
com 10% de SFB foi colocada em placas de 96 pocgos e incubada a 37 °C com
atmosfera de 5% de CO, durante 24 horas para a formagdo de uma
monocamada de células. Na sequéncia as substancias (94-97)a e (94-97)b
(solubilizados em DMEM) foram adicionadas as placas em diferentes
concentracdes. Apos 96 horas de incubacdo, a monocamada foi lavada com
PBS (tampao fosfato-salino) e adicionou-se a solugdo de MTT (2 mg.mL™).

As placas foram incubadas por 4 horas na auséncia de luz, em estufa
umida, para que ocorresse a redugcdao do MTT pelas desidrogenases
mitocondriais das células. Em seguida, adicionou-se dimetilsulféxido (DMSO)

para solubilizacdo dos cristais purpura precipitados de formazan. A leitura dos
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experimentos  foi realizada em leitor ELISA  (Bio-Tek-FL-600
MicroplateFluorescence Reader) a 492 nm.

A concentragao citotoxica para 50% das células (CCsp) fo ideterminada
como a concentracao de substancia capaz de reduzir 50% da densidade 6ptica
das células tratadas, em comparagdo com o controle negativo. Todos os

ensaios foram realizados em trés experimentos independentes, em triplicata.
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Composto

Nomenclaturas

66a

SCN

(S)-4-(2-tiocianatopropan-2-il)-1-metilcicloex-1-eno

Simplificada:

Tiocianoterpeno do S-(-)-limoneno

66b

7 scN

Sistematica:

(R)-4-(2-tiocianatopropan-2-il)-1-metilcicloex-1-eno

Simplificada:

Tiocianoterpeno do R-(+)-limoneno

67a

NCS

(S)-4-(2-isotiocianatopropan-2-il)-1-metilcicloex-1-eno

Simplificada:

Isotiocianoterpeno do S-(-)-limoneno

67b

~7>Ncs

Sistematica:

(R)-4-(2-isotiocianatopropan-2-il)-1-metilcicloex-1-eno

Simplificada:

Isotiocianoterpeno do R-(+)-limoneno

68a

)j\ _NH,

Iz :
0]
Iz

Sistematica:

4-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-ilJpropan-2-

ilftiossemicarbazida

Simplificada:

Tiossemicarbazida do S-(-)-limoneno

68b

)J\ /NH2

Iz

Sistematica:

4-{2-[(1R)-4-metilcicloex-3-en-1-il]propan-2-

iljtiossemicarbazida

Simplificada:

Tiossemicarbazida do R-(+)-limoneno
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69a

Sistematica:

5-(furan-2-il)-N-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-il]propan-2-il}-
1,3,4-tiadiazol-2-amina

Simplificada:
5-furanil-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno

69b

5-(furan-2-il)-N-{2-[(1R)-4-metilcicloex-3-en-1-ilJpropan-2-il}-
1,3,4-tiadiazol-2-amina

Simplificada:
5-furanil-1,3,4-tiadiazol do R-(+)-limoneno

Sistematica:

N-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-ilJpropan-2-il}-5-(5-
nitrofuran-2-il)-1,3,4-tiadiazol-2-amina

Simplificada:
5-nitrofuranil-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno

70b

3.
=
Iy
=
=

N-{2-[(1R)-4-metilcicloex-3-en-1-il]propan-2-il}-5-(5-
nitrofuran-2-il)-1,3,4-tiadiazol-2-amina

Simplificada:
5-nitrofuranil-1,3,4-tiadiazol do R-(+)-limoneno

Sistematica:

N-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-il]propan-2-il}-5-(tiofen-2-il)-
1,3,4-tiadiazol-2-amina

Simplificada:
5-tiofenil-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno

71b

§III|
I=z
I
=
=

Sistematica:

N-{2-[(1R)-4-metilcicloex-3-en-1-ilJpropan-2-il}-5-(tiofen-2-il)-
1,3,4-tiadiazol-2-amina

Simplificada:
5-tiofenil-1,3,4-tiadiazol do R-(+)-limoneno

72a

N-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-ilJpropan-2-il}-5-(5-
nitrotiofen-2-il)-1,3,4-tiadiazol-2-amina

Simplificada:
5-nitrotiofenil-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno
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72b

Sistematica:

N-{2-[(1R)-4-metilcicloex-3-en-1-il]propan-2-il}-5-(5-
nitrotiofen-2-il)-1,3,4-tiadiazol-2-amina

Simplificada:
5-nitrotiofenil-1,3,4-tiadiazol do R-(+)-limoneno

Sistematica:
5-[(E)-2-feniletenil]-N-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-ilJpropan-
2-il}-1,3,4-tiadiazol-2-amina
—N
A -
v s\ Simplificada:
H (E)-5-estiril-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno
73b
Sistematica:
5-[(E)-2-feniletenil]-N-{2-[(1R)-4-metilcicloex-3-en-1-
illpropan-2-il}-1,3,4-tiadiazol-2-amina
—N
o
T s \ Simplificada:
(E)-5-estiril-1,3,4-tiadiazol do R-(+)-limoneno
74a Sistemética:
5-fenil-N-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-ilJpropan-2-il}-1,3,4-
tiadiazol-2-amina
—N
o .
N s Simplificada:
H 5-fenil-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno
75a Sistematica:
N-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-ilJpropan-2-il}-5-(2-nitrofenil)-
1,3,4-tiadiazol-2-amina
O,N
N/N
PR ) Simplificada:
N S 5-(o-nitrofenil)-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno
76a Sistemética:
5-(2-fluorfenil)-N-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-iljpropan-2-il}-
. 1,3,4-tiadiazol-2-amina
—N
| -
N s Simplificada:
H 5-(o-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno
76b Sistematica:
5-(2-fluorfenil)-N-{2-[(1R)-4-metilcicloex-3-en-1-il]propan-2-
. il}-1,3,4-tiadiazol-2-amina
N/N

Simplificada:
5-(o-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol do R-(+)-limoneno
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7Ta Sistematica:
5-(2-clorofenil)-N-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-il]propan-2-
ol il}-1,3,4-tiadiazol-2-amina
—N
q ,
N S Simplificada:
H 5-(o-clorofenil)-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno
78a Sistematica:
N-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-ilJpropan-2-il}-5-(3-nitrofenil)-
1,3,4-tiadiazol-2-amina
" NO,
x :
" S Simplificada:
H 5-(m-nitrofenil)-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno
79a Sistemética:
5-(3-fluorfenil)-N-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-ilJpropan-2-il}-
1,3,4-tiadiazol-2-amina
F
—N
e :
NS Simplificada:
H 5-(m-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno
79b . o
Sistematica:
5-(3-fluorfenil)-N-{2-[(1R)-4-metilcicloex-3-en-1-il]propan-2-
. il}-1,3,4-tiadiazol-2-amina
H N—N
c D Simplificada:
4\” S 5-(m-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol do R-(+)-limoneno
80a Sistemética:
5-(3-clorofenil)-N-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-iljpropan-2-
il}-1,3,4-tiadiazol-2-amina
Cl
—N
s .
N s Simplificada:
H 5-(m-clorofenil)-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno
81a Sistemética:
5-(4-fluorfenil)-N-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-ilJpropan-2-il}-
1,3,4-tiadiazol-2-amina
—N
i .
N s F  Simplificada:
H 5-(p-fluorfenil)-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno
82a Sistematica:

N
g )/\S>\©\0|

5-(4-clorofenil)-N-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-il]propan-2-
il}-1,3,4-tiadiazol-2-amina

Simplificada:
5-(p-clorofenil)-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno
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83a

Sistematica:

5-(4-bromofenil)-N-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-il]propan-2-
il}-1,3,4-tiadiazol-2-amina

Simplificada:
5-(p-bromofenil)-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno

83b

g

5-(4-bromofenil)-N-{2-[(1R)-4-metilcicloex-3-en-1-il]propan-2-
iI}-1,3,4-tiadiazol-2-amina

Simplificada:
5-(p-bromofenil)-1,3,4-tiadiazol do R-(+)-limoneno

84a

—N

N
/LS>\©\NOZ

N
H

N-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-iljpropan-2-il}-5-(4-nitrofenil)-
1,3,4-tiadiazol-2-amina

Simplificada:
5-(p-nitrofenil)-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno

85a

N-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-iljpropan-2-il}-5-[4-
(trifluormetil)fenil]-1,3,4-tiadiazol-2-amina

Simplificada:
5-[p-(trifluormetil)fenil]-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno

85b

N-{2-[(1R)-4-metilcicloex-3-en-1-il]propan-2-il}-5-[4-
(trifluormetil)fenil]-1,3,4-tiadiazol-2-amina

Simplificada:
5-[p-(trifluormetil)fenil]-1,3,4-tiadiazol do R-(+)-limoneno

N-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-il]propan-2-il}-5-(4-
metilfenil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina

Simplificada:
5-(p-metilfenil)-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno

87a

5-[4-(terc-butil)fenil]-N-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-
illpropan-2-il}-1,3,4-tiadiazol-2-amina

Simplificada:
5-[p-(terc-butil)fenil]-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno




87b

5-[4-(terc-butil)fenil]-N-{2-[(1R)-4-metilcicloex-3-en-1-
iljpropan-2-il}-1,3,4-tiadiazol-2-amina

Simplificada:

5-[p-(terc-butil)fenil]-1,3,4-tiadiazol do R-(+)-limoneno

N-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-ilJpropan-2-il}-5-(4-
metoxifenil)-1,3,4-tiadiazol-2-amina

Simplificada:

5-(p-metoxifenil)-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno

89a

5-[4-(dimetilamino)fenil]-N-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-
illpropan-2-il}-1,3,4-tiadiazol-2-amina
—N
[N N
N /k . Simplificada:
H 5-[p-(dimetilamino)fenil]-1,3,4-tiadiazol do S-(-)-limoneno
90
o Sistematica: Simplificada:
N Etil-hidrazida Acetoidrazida
H
91
o Sistematica: Simplificada:
N/NHz 2-[(fenil)etil]-hidrazida 2-fenilacetoidrazida
H
92
o]
_NH, Sistematica: Simplificada:
ﬂ Fenil-hidrazida Benzoidrazida
93
o]
_ _NH, Sistematica: Simplificada:
N Piridin-4-il-hidrazida Isonicotinoidrazida
Na
94a

1-etanoil-4-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-il]propan-2-

iljtiossemicarbazida

Simplificada:

1-acetil-tiossemicarbazida do S-(-)-limoneno
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94b Sistemaética:
1-etanoil-4-{2-[(1R)-4-metilcicloex-3-en-1-il][propan-2-
ilftiossemicarbazida

H
j\NJ\N/NY Simplificada:

o 1-acetil-tiossemicarbazida do R-(+)-limoneno

1-(2-fenilacetil)-tiossemicarbazida do S-(-)-limoneno

1-(2-feniletanoil)-4-{2-[(1R)-4-metilcicloex-3-en-1-il]propan-
2-il}tiossemicarbazida

95a
1-(2-feniletanoil)-4-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-il]propan-
2-il}tiossemicarbazida

S
S M
N H/ Simplificada:
0
95b

Simplificada:
1-(2-fenilacetil)-tiossemicarbazida do R-(+)-limoneno

Sistematica:

T
1-(fenilmetanoil)-4-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-il]propan-
2-il}tiossemicarbazida
S
J A ,
N N Simplificada:
0

1-benzoil-tiossemicarbazida do S-(-)-limoneno

96b Sistematica:

1-(fenilmetanoil)-4-{2-[(1R)-4-metilcicloex-3-en-1-ilJpropan-
2-il}tiossemicarbazida
4_\ N
H

S
H
J\N/Np Simplificada:
H o 1-benzoil-tiossemicarbazida do R-(+)-limoneno

97a Sistematica:

/ N\

o) 1-isonicotinoil-tiossemicarbazida do S-(-)-limoneno

Sistematica:
4-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-ilJpropan-2-il}-1-[(piridin-4-
il)metanoil]tiossemicarbazida

A\

H
S AN Simplificada:
o) 1-isonicotinoil-tiossemicarbazida do R-(+)-limoneno

4-{2-[(1S)-4-metilcicloex-3-en-1-ilJpropan-2-il}-1-[(piridin-4-
ilmetanoil]tiossemicarbazida
S
P )
N N~ Simplificada:
H H
97b
TN
H




