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RESUMO

AMIM, R.S. Sintese, caracterizacdo e potencial citotoxico e antituberculose de
tiossemicarbazonas, seus complexos de galio(l11), bismuto(l11), antiménio(lll) e de bases de
Schiff derivadas de p-nitrofeniletilenodiamina. 2017. 202f. Tese (Doutorado em Quimica) —
Instituto de Quimica, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

No presente trabalho é descrita a sintese de tiossemicarbazonas (TSCs) derivadas de
pirazinamida, seus complexos metalicos de Ga**, Bi®* e Sb**e de bases de Schiff derivadas de
p-nitrofeniletilenodiamina. Esses compostos foram desenvolvidos com o objetivo de
investigar seu potencial como protétipos de farmacos antituberculose e/ou antitumoral. Nesse
contexto, foram preparados 2-pirazinoformamida tiossemicarbazona (HPzAm4DH, 1) e seus
derivados substituidos em N* por metil (HPzAm4M, 2), etil (HPzAmMA4E, 3), cicloexil
(HPzAmM4Cex, 4), fenil(HPzAmM4Ph, 5), cujos dados de pontos de fusdo, espectroscopias no
IV e de RMN e espectrometria de massas com ionizagcdo por electrospray(ESI-MS)
confirmaram sua pureza e obtencdo. A partir das tiossemicarbazonas foram obtidos novos
complexos com os fons metalicos de interesse. Os complexos de Ga** (6-10) foram obtidos &
partir da propor¢do TSC:nitrato de galio(lll) (2:1) e apresentam estrutura geral [Ga(L);]NOs,
onde L corresponde & TSC desprotonada. Os complexos de Bi** (11-15) e os de Sb** (16—20)
foram obtidos a partir de TSC e cloreto metalico na proporcdo 1:1 e apresentam estrutura
geral [M(L)Cl,] (onde M = Bi**ou Sb*"). Os complexos metalicos foram caracterizados,
quando possivel, por ponto de fusdo, condutivimetria, espectroscopias no 1V, eletronica e de
RMN e espectrometria de massas. Foi investigada a acdo bioldgica de todos os compostos.
Das tiossemicarbazonas sintetizadas, nenhuma teve atividade significativa contra as células
tumorais HCT-116 (adenocarcinoma de colon), OVCAR-8 (cancer de ovario) e SF-295
(glioblastoma multiforme) a 5ug/mL e contra cepas de Mycobacterium tuberculosis, a
principal espécie de bactéria causadora de tuberculose, na concentragdo méxima de 100
ng/mL. Complexos de Ga®* (7-10) ndo demonstraram efeitos citotdxicos significativos contra
as linhagens de células tumorais, com excecdo do composto (9), o qual foi mais citotoxico as
linhagens MCF-7, PC3 e HCT-116 quando comparados com os farmacos de referéncia
cisplatina e etoposideo. Em geral, a atividade desses complexos contra bactéria M.
tuberculosis é melhor que a das tiossemicarbazonas ndo coordenadas, confirmando que a
coordenacdo ao Ga** resultou em compostos mais potentes contra essa bactéria. Os complexos
de Bi*" (11-15) no apresentaram atividade significativa contra as células tumorais testadas
como também contra M. tuberculosis. Os complexos de Sbh** investigados (16—20) ndo
apresentaram atividade contra as células tumorais em estudo. No entanto, a coordenacéo a
Sb* levou ao aumento significativo de atividade contra M. tuberculosis, sobretudo para o0s
complexos 17, 18 e 19, os quais apresentaram concentracao inibitoria minima de 25ug/mL.
Foram sintetizadas ainda 12 moléculas contendo o grupo p-nitrobenzeno (21-32), que foram
caracterizadas por espectroscopia no infravermelho, RMN e ESI-MS. Dentre os compostos,
destacaram-se 21, 29, 30 e 32 que inibiram em mais de 90% o crescimento de células
HCT-116. Todos o0s compostos mostraram-se inativos contra M. tuberculosis nas
concentracgdes testadas, com excecao de 24 e 29.

Palavras-chave: Tiossemicarbazona. Pirazinamida. Complexo metélico. Bases de Schiff.

Atividade citotoxica. Tuberculose.



ABSTRACT

AMIM, R.S. Synthesis, characterization, and cytotoxic and antituberculosis potential of
thiosemicarbazones, their gallium(l11), bismuth(I11), antimony(l11) complexes and Schiff bases
derived from p-nitrophenylethylenediamine. 2017. 202f. Tese (Doutorado em Quimica) —
Instituto de Quimica, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

In the present work we describe the synthesis of thiosemicarbazones (TSCs) derived
from pyrazinamide, its metal complexes of Ga®*, Bi** and Sb** as well as p-
nitrophenylethylenediamine-derived Schiff bases. These compounds have been developed in
order to investigate their potential as prototypes of antituberculosis and/or antitumor drugs. In
this context, 2-pyrazineformamide thiosemicarbazone (HPzAm4DH, 1) and its derivatives
substituted at N* by methyl (HPzZAm4M, 2), ethyl (HPzAmMA4E, 3), cyclohexyl (HPzAmA4Cex,
4) and phenyl (HPzAm4Ph, 5) were prepared, whose data of melting point, IR and NMR
spectroscopies and electrospray ionization mass spectrometry (ESI-MS) confirmed its purity
and yield. Novel complexes were obtained with the thiosemicarbazones and the metal ions of
interest. The Ga>* complexes (6—10) have been prepared from TSC and gallium nitrate in the
2:1 ratio and exhibit the general formula [Ga(L)2JNOs;, where L is the anionic
thiosemicarbazone. Bi**(11-15) and Sb*" (16-20) complexes have been prepared from TSC
and metal choride (1:1 ratio) and showed the general formula [M(L)Cl,] (where M = Bi**ou
Sb*). All complexes were characterized, when possible, by melting point, conductivimetry,
IR, electronic and NMR spectroscopies as well as ESI-MS. The biological action of all
compounds has been investigated. The TSC haven’t exhibit action against the tumor cell lines
HCT-116 (colon adenocarcinoma), OVCAR-8 (ovarian cancer) and SF-295 (glioblastoma
multiforme) at 5ug/mL and against Mycobacterium tuberculosis strain, the main bacterial
species causing tuberculosis, in the concentration maximum of 100 pg/mL. Ga®" complexes
(7-10) don’t demonstrate significant cytotoxic effects against the tumor cell lines, except
compound (9), which is more cytotoxic to MCF-7, PC3 and HCT—-116 cells when compared
to the reference drugs cisplatin and etoposide. In general, the activity of these complexes
against M. tuberculosis bacteria is better than the free thiosemicarbazones, confirming that
Ga*>* coordination resulted in compounds more potent against this bacterium. Bi** complexes
(11-15) have not shown significant activity against the tumor cells tested as well as against
M. tuberculosis. The investigated Sb®" complexes (16—20) also have not shown activity
against the tumor cells under study. Nonetheless, coordination to Sb®* led to a significant
increase in activity against M. tuberculosis, especially for complexes 17, 18 and 19, which
show a minimum inhibitory concentration of 25 pg/mL. Twelve molecules containing the p-
nitrobenzene group (21-32) have also been synthesized and characterized by IR and NMR
spectroscopies as well as ESI-MS. Among the compounds, 21, 29, 30 and 32 inhibit the
growth of HCT-116 cells by more than 90%. All compounds were inactive against M.
tuberculosis at the concentrations tested, with the exception of 24 and 29.

Keywords: Thiosemicarbazone. Pyrazinamide. Metal complex. Schiff basis. Cytotoxic
activity. Tuberculosis.



Figura 1-
Figura 2-
Figura 3-
Figura 4-
Figura 5-

Figura 6-
Figura 7-

Figura 8-
Figura 9-
Figura 10-

Figura 11-
Figura 12-

Figura 13-

Figura 14-
Figura 15-

Figura 16-
Figura 17-

Figura 18-
Figura 19-
Figura 20-
Figura 21-

LISTA DE FIGURAS

Composto antineoplésico da classe das mostardas nitrogenadas...............

Estrutura do farmaco antitumoral cis-[PtCIl,(NHz3)2], cisplatina.................
Estruturas de daunorrubicina (a) e doxorrubicina(b)........ccccceeveviveivniinnnns
Primeiro farmaco eficaz contra Mycobacterium tuberculosis....................
Estruturas dos principais farmacos utilizados atualmente contra
TUDBICUIOSE. ...ttt
Farmaco antimicrobiano SalVarsan............ccccccevivieeeeierene e
Historico de alguns complexos metalicos citotoxicos que foram
aprovados ou entraram em ensaio CHiNICO...........ccccvveevieie i
Estrutura genérica das tiossemicarbazonas............ccccccevvevveieiienecie s,
Alguns modos de coordenacdo das tiossemicarbazonas..............ccocvrerennne.
Composto (4-bromofenil)(fenil)metanona N-(5-ciclobutil-1,3-oxazol-2-
i) tIOSSEMICArDAZONA........ecvveivicie e

Estruturas de complexos antitumorais de galio(l1l) em fase clinica..........

Efeito do complexo de galio(lll) com 7-cloroquinolina 2-
acetilpiridinatiossemicarbazona e do farmaco etoposideo sobre as
linhagens de células cancerosas HCT-116, Caco-2, HT-29 e CCD-18Co
apos 24, 48 e 72 h de tratamento...........c.cccveveiie i

Estrutura quimica do complexo de bismuto(lll) [Bi(2-acetilpiridina
N(4)-feniltiossemicarbazonato)(NO3)2(CH3CH2OH)]....cveveiiiiiiiiiiee
Estrutura molecular do composto [Sb(2Ac40CIPh)Cla]...c.ooovviiieiiiiiiinne
Mecanismo proposto para condensacdo de compostos carbonilicos e
aminas primarias, catalisada por acido, formando iminas..............c.cccoc.....
Representacao da estrutura do Salen...........ccccceveevieieienieie e

Estruturas moleculares de alguns farmacos antineoplasicos contendo
grupamentos C=N (1) citarabina; (2) 6-tioguanina; (3) letrozol................

Esquema das sinteses dos compostos sintetizados neste trabalho..............
Esquema de preparo da tiossemicarbazida............cccoocveviiieeieiie e

Esquema de sintese das tiossemicarbazonas............cceevvereeveeivereseeneennenn,
Esquema de sintese dos complexos de galio(l11) com tiossemicarbazonas
08 INEEIESSE. ..ttt ee e

21
21
22
23

24
25

25
27
27

28
30

31

33
34

35
35

36
41
42
43

44



Figura 22-

Figura 23-
Figura 24-

Figura 25-
Figura 26-
Figura 27-
Figura 28-
Figura 29-
Figura 30-
Figura 31-

Figura 32-

Figura 33-
Figura 34-

Figura 35-

Figura 36-

Figura 37-
Figura 38-

Figura 39-

Figura 40-

Figura 41-

Esquema de sintese dos complexos de bismuto(I11) e antimdnio(l1l) com
tiossemicarbazonas derivadas de pirazinamida............ccccceeererenciinnnnenn
Esquema de obtencdo do composto p-nitrofeniletilenodiamina (21).........
Esquema para a reagdo de obtencdo de N*, N-bis(4-nitrofenil)etano-1,2-
IAMINGA (22)..e e et
Esquema de obtencdo das iminas derivadas de p-
nitrofeniletilenodiaming...........ccocoiiiiiieeie e
Estrutura quimica das iminas Sintetizadas............ccccoeevveveiviesieene e
Estruturas das tiossemicarbazonas sintetizadas.............cccceeererenciinnnnnn
Mecanismo de reacédo de formacdo das tiossemicarbazonas......................
Possiveis formas tautoméricas tiol/tionadastiossemicarbazonas................
Espectro no 1V de N*-metil tiossemicarbazida e da tiossemicarbazona
HPzAmM4M (2), obtidos em pastilha de KBr (4000-400cm™)..........c..........
Espectros eletrébnicos de HPzAm4Ph (5) em dimetilformamida
(concentragdo=5,5x10° molL™ a 1,110 MOIL™).....coovveveereeeeeees
Numeracdo utilizada para atribuicdo dos atomos de hidrogénio e de
carbono das tiossemicarbazonas e seus isdmeros configuracionais E e Z..
Espectro de RMN de *H de HPzAm4DH (1), obtido em DMSO-dg..........
Espectro de RMN de *C de HPzAm4Ph (5), obtido em DMSO-ds,
ampliado na regido entre 115 € 190 PPM.....cciiiiiiiiiiiierese e,
Espectro de massas (ESI-MS) em metanol de HPzAm4Ph, obtido no
MOUO NEJALIVO. .....cviiiiiiiieie ettt ettt ae e e ere s
Diagrama de Ortep de HPZAMAE (2)......cccoiiiiiiiiieie e,
Ligacéo de hidrogénio do composto HPzAM4E (2) ao longo do eixo b....
Espectros no infravermelho a) da tiossemicarbazona HPzZAmM4M (2) e b)
do complexo [Ga(PzAm4M)CI,] NOs (7), obtidos em KBr, na regido de
4000—400CM ™ ......ooooiiriissiis st
Espectro eletronico de HPzAmM4E (3) e[Ga(PzAm4E),]-2H,0 (8) (a) e

curva de absorvéancia versus concentragdo de 8, usada para determinacgao

Estrutura de ion complexo de galio(lll) com tiossemicarbazona:
[Ga(L),]NOs(L=2-acetilpiridina N*-metil tiossemicarbazonato)...............

Esquema de numeragdo para 0s espectros de ressondncia magnética

45
46

46

47

47

51

52

53

54

55

56
57

57

60

61
61

68

69

70



Figura 42-
Figura 43-
Figura 44-
Figura 45-
Figura 46-
Figura 47-

Figura 48-

Figura 49-

Figura 50-

Figura 51-

Figura 52-

Figura 53-

Figura 54-

Figura 55-

Figura 56-

Figura 57-

Figura 58-

NUCIEA 08 TH......oeeeeeee e
Espectros de RMN de 'H de A) HPzAM4E (3) e B)
[Ga(PzZAMAE)2]NO32H,0 (8) em DMSO-Ug......cvevvrreierininierieiieiesieianens
Espectros de RMN de C de A)
[Ga(PzAMAE);]NO32H,0(8)emM DMSO-Ug.....ecvveiveeriieiesiiesiieie e
Espectro de RMN de *H de Produto (6)obtido em DMSO-ds. Ampliacdo
ENLre 6,0 € 10,0PPIM . .eiiiiiiieiiie e
Espectro de RMN de *C do produto (6)............ccoveeeeeereeeeeeeereeesrenenene
Tipos de ciclizagdo da tiossemicarbazona HPZAMA4DH (1)......cccccocvvvenee.
Reacdo de ciclizagéo do ligante HPZAMADH............ccooeiiiiiiniiciinine
EspectroESI-MS de[Ga(PzAm4Cex)CI;]NO33H,0 (9), obtido no modo
POSTTIVO. ...ttt bbbttt b b
Porcentagem de viabilidade celular das tiossemicarbazonas, seus
complexos (7-10), pirazinamida (PZA), nitrato de galio (NGA) contra
linhagens de células MCF7, PC3, HCT—116, HL—60.............c.ccceverennen.
Espectros no IV da tiossemicarbazona HPzZAm4M (a) e do complexo
[Bi(PzAM4M)CI;] (b), respectivamente, obtidos em pastilha de KBr
(A000-400CM™Y.....ooeeeee et
Espectro eletronico de HPzAmM4Cex (4) e[Bi(PzAm4Cex)Cl;]-3H,0
(14) (a) e curvas utilizadas para determinagao de € para (14)(b)................
Espectros ampliados (8 al0 ppm) de RMN de ‘H em MeOD-dde A)
HPzAMA4DH (4), e B) [Bi(PZAMADH)Clo] (11).....vveveeeeeereeeeseieeeees
Espectro de massas (ESI-MS) de [Bi(PzZAm4E)CI,] (13), obtido em
metanol N0 MOAO NEJALIVO..........coiviiiiiiieeiie e
Perfil isotopico para ion [Bi(PZAMAE)CI] ...ccooiveiieeceeeceee,
Espectro no IV da tiossemicarbazona HPzAmM4E (a) e do complexo
[Sb(PzAM4E)CI;] (b), respectivamente, obtidos em pastilha de KBr
(A000-400CM™Y......ooeeeeee et
Espectro ampliados (6 a 11 ppm) de RMN *H de em DMSO-ds de
HPzAmMA4DH (1) e do complexo [Sb(PZAMADH)CI](16).......ccccvevvernennee.
Espectro de RMN *C de sélido de HPzAM4E e do complexo
[SE(PZAMAE)CI]....oiieiieiee ettt
Espectro ESI-MS de [Sb(PzAm4Ph)Cl;] em metanol, obtido no modo

70

74

76

77

77

78

78

80

81

88

90

92

93

94

101

102

103



Figura 59-
Figura 60-

Figura 61-
Figura 62-

[S10 IS L1 Y TP S TR 105
Mecanismo de reagdo de formagdo de iIminas...........cccooererereninieniieieennn. 109
Numeracdo utilizada para atribuicdo dos atomos de hidrogénio e de

carbono das aminas € IMINAS.........cccoveiiiiiinieiee e 111
Espectro de RMN de 'H da base de Schiff 31, obtido em DMSO-d........ 111
Espectro de RMN de **C da base de Schiff(31), obtido em DMSO-dg...... 112



Tabela 1-

Tavela 2-

Tabela 3

Tabela 4-

Tabela 5-

Tabela 6-

Tabela 7-

Tabela 8-
Tabela 9-
Tabela 10-
Tabela 11-

Tabela 12-
Tabela 13-

Tabela 14-

Tabela 15-

Tabela 16-

Tabela 17-

LISTA DE TABELAS

Algumas classes de quimioterapicos antineoplasicos usados na pratica
clinica e seus MecanisSmMOS d€ ACAD.........ccvcvveiverieeieeie e
Tipo de eletrdlito para solucdes 10 mol L™ em dimetilformamida e
MELANOL......e ettt ree e
Cores, temperaturas de fusdo, massas molares e rendimentos de reagoes
para as tioSSeMICArDAZONAS. .........ccvevviiieeiiecie e
Principais bandas no IV (cm?) da 2-pirazinaformamida

tiossemicarbazona e seus derivados N(4)- H, CHs, CH,CHj;, CgHys,

Atribui¢do (A), nimero de hidrogénios (N°), deslocamento quimico (9),
multiplicidade®, constante de acoplamento (J,Hz) dos sinais de RMN de
'H das tioSSeMICarbazonas 1—5..........ccccovvrvreevesresreinissessesseesessessessees e
Atribuicdes (A) e deslocamentos quimicos (ppm) dos sinais de RMN de
13C das tiossemicarbazonas 1-5 ...........ccccovvorverreeeoseereessesseseessesssnnes
Dados de ESI-MS para o ion molecular das tiossemicarbazonas 1-5.......
Distancias de ligacio selecionadas (A) de HPZAMA4E (2) .......cceveevcunaee.
Angulos de ligagio selecionados (°) de HPZAMAE (2) ......c.ocevvveveevecennn,
Parametros de ligacdo de hidrogénio em HPZAMAE (2)......cccccccvvevvevennn,
Inibicho do crescimento de células tumorais causada pelas
ti0SSEMICArDAZONAS 1—5.....cooiiiiieeie e
Avaliacdo da atividade antimicobacteriana das tiossemicarbazonas 1-5....
Rendimento (R), ponto de fusdo®, massa molar (MM), anélise elementar®
e condutividade molar® (DMF, 1x10° mol L™) dos complexos de
GAIIO(TID) .ot
Principais bandas no IV (cm™) dos complexos de galio(Ill) .....................
Bandas® observadas nos espectros eletrénicos das tiossemicarbazonas e
complexos de galio(IlT) em DMF e seus respectivos valores de e..............
Atribuicao (A), numero de hidrogénios (N°), deslocamento quimico (9),
multiplicidade?®, J (Hz) dos sinais de RMN de *H das tiossemicarbazonas
1-5 de seus complexos de galio(I11) (6—10).......ccceeveerivereriieieeie e,

Atribuicgdes (A) e deslocamentos quimicos (ppm) dos sinais de RMN de

20

38

53

54

58

59
59
62
62
62

63
64

66

67

69

72



Tabela 18-

Tabela 19-

Tabela 20-

Tabela 21-

Tabela 22-

Tabela 23-

Tabela 24-

Tabela 25-

Tabela 26-

Tabela 27-

Tabela 28-

Tabela 29-

3¢ das tiossemicarbazonas( 1-5) e dos complexos de galio(l11) (6-10)...

Sinal mais significativo dos espectros de massas para os complexos de
0T LT T SRS
Efeito citotoxico (CI50) (uM) contra células MCF-7, HCT-116 e
HL—60 e VERO da tiossemicarbazona (5) e o complexo de galio(ll1) (9) .
Avaliacdo da atividade antimicrobiana dos complexos de galio(lll) em
comparacdo com as tiossemicarbazonas livres, nitrato de galio e
PIrazin@mida (PZA)........ooeee et
Atividade in vitro®* dos complexos 7-10, suas respectivas
tiossemicarbazonas livres, do sal Ga(NOs)se do farmaco pirazinamida
(PZA)contra M. tuberculosis H37RV..........ccocoiiiiiiien e
Rendimento (R), ponto de decomposicdo®, massa molar (MM), analise
elementar®(C, H e N) e condutividade molar® (em metanol) dos
complexos de BiSMULO(IT).........cooiiiiiiiie e,
Principais bandas no IV (cm™) das tiossemicarbazonas e dos complexos
de DISMULO(TTT)...eceecee e
Bandas® observadas nos espectros eletrénicos em metanol das
tiossemicarbazonas e complexos de bismuto(lll)e seus respectivos
VALOTES @ ...t a e e e aaaas
Atribui¢do (A), nimero de hidrogénios (N°), deslocamento quimico (9),
multiplicidade®, J (Hz) dos sinais de RMN de *H das tiossemicarbazonas
1-5 e dos complexos de bismuto(lll) 11-15, obtidos a partir de seus
espectros em metanol deuterado...........covvvereieniiinieeee s
Sinais mais significativos dos espectros de massas (ESI-MS) para 0s
complexos de bismuto(l11) e suas respectivas atribuigoes.............cccceen.....
Avaliacdo da atividade citotoxica das tiossemicarbazonas e dos
complexos de DISMULO(HT)......ccvvivieiiiiic e
Avaliacdo da atividade antimicobacteriana dos complexos de
bismuto(lll) em comparacdo com as tiossemicarbazonas livres, o sal
BiCl3z e pirazinamida (PZA) ......c.oooiiiieiieieee e
Atividade in vitro® dos complexos 11-15, suas respectivas
tiossemicarbazonas livres, do sal BiClse do farmaco pirazinamida (PZA)

contra M. tuberculosis H37Rv suscetiveis a ambas rifampicina e

75

79

82

83

83

86

87

89

91

93

95

96



Tabela 30-

Tabela 31-

Tabela 32-
Tabela 33-

Tabela 34-

Tabela 35-

Tabela 36-

Tabela 37-

Tabela 38-

Tabela 39-

Tabela 40-

Tabela 41-
Tabela 42-

(10 T E- VA [0 - RS UPR TR OPRTRN

Rendimento (R), ponto de fusdo, massa molar (MM), anélise elementar
(C, H e N)® e condutividade molar (DMF, 1x10° mol L) dos complexos
de antimONIO(ITT).......ecveiecee e

Principais bandas no IV (cm™) dos complexos de antimdnio(lll)
16-20,em comparacao com as tiossemicarbazonas 1-5...........cccccevveenee.

Dados de ESI-MS para os complexos de antiménio(lll) ............c.cceeveee.

Avaliagdo da atividade citotoxica das tiossemicarbazonas e dos
complexos de antimonio(lll), em comparacdo com o sal ShCl; e
PIraziNAMida (PZA)........ooeee et
Avaliacdo da atividade antimicobacteriana dos complexos de
antiménio(ll1) em comparacao com as tiossemicarbazonas (1-5), SbCls e
PIraziN@Mida (PZA)........ooeee et
Atividade in 16-20,

tiossemicarbazonas livres, do sal SbClse do farmaco pirazinamida(PZA)

vitro® dos complexos suas respectivas
contra M. tuberculosis H37Rv suscetiveis a ambas rifampicina e
ISONMIAZITA. ...ttt
Principais bandas no IV (cm™) das aminas e bases de Schiff derivadas da
p-nitrofeniletilenodiaming...........ccooeiiiiieii e
Atribui¢do (A), nimero de hidrogénios (N°), deslocamento quimico (9),
multiplicidade?, J (Hz) dos sinais de RMN de 'H das aminas e iminas
derivadas da p-nitrofeniletilenodiaming.............ccoovvvieninincninieseen
AtribuicGes (A) e deslocamentos quimicos (ppm) dos sinais de RMN de
13C das aminas e bases de SChiff (21-32)........cccovvervvreervereeeresreresneane,
Dados de ESI-MS para p-nitrofeniletilenodiamina (21) e seus derivados
22 7. YOO OO
Avaliacdo da atividade citotdxica de 21, 22 e das bases de Schiff (23—-32)
frente a HCT—-116, OVCAR—-8 & SF-295 ......cccoeiiiiiiieeee e
Avaliacdo da atividade antimicobacteriana das aminas e bases de Schiff

Atividade in vitro® das aminas e bases de Schiff contra M. tuberculosis

99

100
104

106

107

107

110

113

114

115

116
117



HPzAM4DH
HPzAM4M
HPzZAMA4E
HPzAmM4Cex
HPzAmM4Ph
€

DMSO
DMSO-dg
CD30D
DMF

M.M.

RMN de *C
RMN de 'H
M

t

S

d

dd

q

m

HL-60
HCT-116
MCF-7
MTT

PC3

VERO

CIM

Clso

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

pirazinoformamida-tiossemicarbazona
N(4)-metil-pirazinoformamida-tiossemicarbazona
N(4)-etil-2-pirazinoformamida-tiossemicarbazona
N(4)-ciclohexil-pirazinoformamida
N(4)-fenil-pirazinoformamida

Coeficiente de absortividade molar
Dimetilsulfoxido

Dimetilsulfoxido deuterado

Metanol deuterado

Dimetilformamida

Massa molar

Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
Multiplicidade

tripleto

simpleto
dupleto
duplo dupleto
quarteto

multipleto

Linhagem de células de leucemia promielocitica aguda
Linhagem de células de carcinoma colorretal humano
Linhagem de células de carcinoma de mama
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium
Linhagem de células de cancer de prostata humano
Linhagem de células renais de macaco
Concentracéo inibitéria minima

Concentracdo de composto que inibe em 50% a proliferacéo celular



SUMARIO

INTRODUGAO . ...t ee et
1 OBUIETIVOS ...ttt et e e s e e naaeeanes
1.1 ODJELIVO GEIal.......ociiiiiiiieeee e
1.2 ODbBjJEtiVOS ESPECITICOS. ... evveveerieiieiie et re s
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA........oiiinieiniseineeesissisesses s
3 PARTE EXPERIMENTAL....oooiiii ettt
3.1 Y F= =] g =TSSR
3L L SOIVENLES. ..ottt bbb
3.1.2  REAGENIES. ...ttt et r e reeneas
3.2 MELOAOS A8 ANALISE. .......ceeiveeveerieiee et
N R T o (=] TSP P OURRUPPPRRTRN
3.2.2  PONO A8 TUSAOD.....cuiiuiiiiiiieiieieie ettt
3.2.3  ANALISE BIEMENTAN.....cui it
324 CONAUEIVIMELIIA. .. c.viiveieieieeiieieie ettt sbe e nre e
3.2.5  Espectroscopia vibracional no infravermelno (IV).....ccccoocvevvvievieieneece e
3.2.6  Espectroscopia eletrdnica (UV-VIiS)......cccccsrurriiarierriieneeieseesieesie e sieenie e seens
3.2.7  Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN).........cccccovviiieieniinnn,
3.2.8  Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear do estado sélido.....................
3.2.9  ESPECLrOMEtria 08 MASSAS. ... .cueiveererarerrreerirasiesteesieeseesreesseaseesseesseeseesseesseesseaseessens
3.2.10 Difracao de raios X de MONOCKIStAl..........cccerieierierieie e
3.3 SIEESES. .ttt ettt bbb re e re et nes
3.3.1  Preparo de precursos N4-cicloexil tiossemicarbazida............ccccooevveiinininenienne
3.3.2  TIOSSEMICAIDAZONAS. ......eeveeeierieitiesieesiesiee e eseesteesteesee e e teeseesseesteeneesreeneeaneesreennas
3.3.3  Sintese dos complexos de GAIO(II)......ccverrereiieiiereee e
3.3.4  Sintese dos complexos de bismuto (I111) e de antiménio (I)........cccccevevereinnens
3.3.5 Aminas e bases de Schiff derivadas de p-nitrofeniletilenodiamina......................
3.4 Avaliacéo da atividade DIOIOGICA...........ccceiiiiiiiiii
341 AtIVIAade CITOIOXICA. .. cveveeeteitistisieeiieie ettt
3.4.2  Atividade antituUDErCUIOSE. ..........ooiiiieriiiie et
4 2-PIRAZINOFORMAMIDA  TIOSSEMICARBAZONA E SEUS

DERIVADOS: CARACTERIZACAO E  AVALIACAO DAS



4.1

411
4.1.2
413
4.1.4
4.1.5
4.2

421
4.2.2

5.1

5.11
512
5.13
514
5.15
5.2

521
522

6.1

6.1.1
6.1.2
6.1.3
6.1.4
6.1.5
6.2

6.2.1

ATIVIDADES ANTITUBERCULOSE E CONTRA CELULAS
TUMORALIS. .. o1

Caracterizacdo de 2-pirazinoformamida tiossemicarbazona e seus

EFIVAUOS. ...ttt bbbt 52
Espectros N0 iNfravermelno.........ccooviiiiieieie e 53
ESpPectroSCopia ElEtrONICA. .......cveireeiieeieiie e 55
Ressonancia magnética NUCIEAT.............cuiviiereeie e 55
ESPECtrometria A8 MASSAS.........ciuvrerriririeieieiesie ettt see b e b snenreas 59
Estrutura CristalografiCa...........ccovvieiieciiiiece e 60
Atividade bioldgica das tiossemicarbazonas............ccccvevevevierieresesiesese e 63
ALIVIHADE CITOTOXICA. 1. e.vvveereeriesieiesie sttt sttt sttt b b 63
Atividade contra Mycobacterium tuberculosis...........cocvvvviiininieneie e 63
COMPLEXOS DE GALIO(IIl) COM TIOSSEMICARBAZONAS

DERIVADAS DE 2-PIRAZINOFORMAMIDA ... 65
Caracterizacao dos complexos de galio (H1)........ccoovevieiiiicii i, 65
Caractaristicas gerais, microanalisese e condutividade molar............ccccceeerernene. 65
Espectroscopia N0 infravermelno...........coovvviieieie e 66
ESpPectroScopia ElEtrONICA. .......cvvereerreeieeie st 68
Espectros de ressonancia magnetica NUCIEAr...........cccocvvereeeiereise e, 70
ESPECtrometria 08 MASSAS.........ecueieiieriaierieieienie et st see st st nnens 79
ALIVIAAde DIOIOGICA. .......ccveeviiiiiee et 80
N VAT P o [N o1 ()0 ) [ VS 80
Atividade contra Mycobacterium tUDErculOSIS. ..........cocovervrenieiieieesc e 82
COMPLEXOS DE BISMUTO(IIl) COM TIOSSEMICARBAZONAS

DERIVADAS DE 2-PIRAZINOFORMAMIDA.........cccoot it 85
Caracterizacéo dos complexos de DisSmuto(1).........ccoovvviiiiieniiiniiiee 85
Caracteristicas gerais, microanalises e condutividade molar.............cc.ccocvvernnene. 85
Espectroscopia N0 infravermelno...........ccoooiiiiiiiiiicie e 86
ESpectroscopia eletrONICa. .........cviveieieieie e 88
Ressonancia MagnétiCa NUCIEAT.............cuuiiiiieieie e 90
ESPeCtrometria A8 MASSA........civeverieriirieriisiesiieie et 93
Atividade bioldgica dos complexos de bismuto(IH).......c.cceveveveiiiieiiiecennne, 95

ALIVIAOE CHOTOXICA. 1. oottt ettt et e e e e e e e eaa s 95




6.2.2

7.1

7.1.1
7.1.2
7.1.3
7.14
7.2

7.2.1
71.2.2

8.1

8.1.2
8.1.3
8.14
8.2

8.2.1
8.2.2

Atividade contra Mycobacterium tUbErcUlOSIS. ......covveeeee e, 96
COMPLEXOS DE ANTIMONIO (111) COM TIOSSEMICARBAZONAS

DERIVADAS DE 2-PIRAZINOFORMAMIDA.........cccoot it 98
Caracterizacao dos complexos de antiménio (H1).........ccceeevvevvcveiiieiesiennnn, 98
Caracteristicas gerais, microandlisese e condutividade molar.............c.cccceevreeene. 98
Espectroscopia N0 INfravermelno..........ccocoiieiiiie i 99
Ressondncia Magnética Nuclear de SOlidO........cccoveriiiiiiininiee e 101
ESPECtrometria A8 MASSAS.........civiruerriririerieieiesie st ste e see st b eneas 104
Atividade DIOIOGICA. .......cveiieiiie e 105
YNV To 1o o1 (0] (0 )T ST 105
Atividade contra Mycobacterium tuberculosis...........cocvvvviiininienene e 106
CARACTERIZACAO DAS AMINAS DE BASES E DE SCHIFF

DERIVADAS DE P-NITROFENILETILENODIAMINA.........ccccoiieeiiiee, 109
Caracterizacéo das aminas e Bases de Schiff...........ccccooevviiiiiiciiice, 109
Espectroscopia no INfravermelno..........ccccovviiiieiiiiiceee e 109
Ressonancia magnética nuclear de "H e "3C........c.ccooooviiviiceeceeeeeeeeeeeeee s 110
Espectrometria de massas (ESI=MS)........ccooeiiiiiiiniiiieiee e 115
Atividade biol6gica das bases de Schiff ............cccccoveiiiii 115
ALIVIAAdE CITOIOXICA. ...vvevveveeieiiecie ettt sttt e ra e eneens 115
Atividade contra Mycobacterium tuberculosis...........ocvveeieieiencieeseee 117
CONCLUSAO. ...ttt 119
REFERENCIAS. ......coooeeeeteeeeeeeeesee s esieses s ses st esss s ssns s s ssnen s s senen s 121
APENDICE A - ESPECtroS VIDraCionais............ccevvvveevreeerreseessseesssesesssssnessones 133
APENDICE B- ESPECtros eletrOniCOS. .........ccevvueveerrereireessiseeeseseeseseneesesieneneon, 144
APENDICE C- Espectros de RMN de *H, *C, APT, COSY e HSQC............... 149
APENDICE D- Espectros de massas (ESI-MS).........ccooievoieeeeseseeeeeeenn, 173
APENDICE E-Dados cristalograficos de HPZAMAE.............cc.ccovvvvveeverrrnnan, 184

APENDICE F-ATTIQ0S....c..ouivievieeeieeeseieeeesesiese s sesssessessssssessssesssssssessesnsenesnas 185



17

INTRODUCAO

A Quimica Orgéanica tem feito inimeras contribui¢cbes para a Medicina através da
descoberta de principios ativos, do planejamento e sintese de farmacos. No entanto, a
Quimica Inorganica tem igualmente um papel importante, nomeadamente na pesquisa e no
desenvolvimento de novos medicamentos cujo mecanismo de acdo envolve a interacdo de um
composto organico com um metal.

Alguns metais tém um papel essencial nos sistemas vivos pois interagem com
moléculas bioldgicas importantes, como proteinas e 0 DNA e também apresentam afinidade
por moléculas como O, e 0 6xido nitrico, NO. Dessa forma, durante o processo de evolugdo
natural, varios metais foram incorporados as fungdes essenciais da vida (Barnhamabc, Bush,
2014;Singh et al., 2011).

As biomoléculas que contém ions metalicos em geral participam de processos
importantes para o funcionamento do organismo. O ferro, presente na hemoglobina e na
mioglobina, é fundamental no transporte e armazenamento de O,, além disso, participa do
processo de transporte de elétrons no citocromo. O célcio, além de ter um papel estrutural
fundamental em varios organismos, serve como mensageiro para a acdo de horménios
participando dos processos de contracdo muscular e de coagulacdo do sangue (Bertini et al.,
2007; Shriver, Atkins, 2003). Da mesma forma, o zinco esta presente na insulina, horménio
que regula o metabolismo de agucar no organismo edesempenha papel estrutural nas proteinas
dedos de zinco.

A atividade antitumoral de complexos com metais como paladio, cobre, ruténio e
rodio tem sido estudada (Brabec, Novakova, 2006;Kaluderovic et al., 2015). Outras atividades
farmacologicas tém sido atribuidas a complexos metélicos tais como antimicrobiana,
antiparasitaria e antiviral (Rahman et al., 2007;Bertini, 2007; Beraldo, 2005).

O desenvolvimento de farmacos anticancerigenos com capacidade de inibir o
crescimento celular é uma &rea de grande relevancia. Pesquisadores estudam a elaboragédo de
novos tratamentos quimioterapicos também para o0 uso em pacientesque ja ndo respondem aos
tratamentos tradicionais (Baguley, 2010).

Outra doenca que requer atencdo no desenvolvimento de novos farmacos éa
tuberculose, consideradauma doenga negligenciada. Atualmente a tuberculose ¢ uma das 10
principais causas de morte em todo o mundo. Em 2015, 10,4 milhdes de pessoas ficaram
doentes, sendo que 1,8 milhdes morreram da doenca (WHO, 2015). No Rio de Janeiro, a

tuberculose é considerada endémica, sendo um dos estados com maior indice de
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contaminagdo da doenca(Bras, 2014). A pirazinamida, juntamente com isoniazida, etambutol
e rifampicina, constituemos farmacos mais utilizados no tratamento de tuberculose. Embora o
tratamento padrdo seja considerado eficiente na maioria dos casos, este apresenta algumas
limitacOes, tais como efeitos indesejados e tratamento prolongado, o que contribui para a
desisténcia do tratamento e consequentemente para 0 surgimento de microorganismos
resistentes, como Mycobacterium tuberculosis, a principal espécie responsavel por causar
tuberculose (Dheda, Barry, Maartens, 2016).

Sendo assim, faz-se necessaria a busca de novos farmacos capazes de apresentarem
menores efeitos indesejados, maior eficacia, menor tempo de tratamento e custo reduzido
(Lougheed et al., 2009). O uso de agentes quelantes seria uma estratégia interessante para o
tratamento dessas doencas. Devido a versatilidade farmacologica e pela facilidade de
coordenacao a metais, as tiossemicarbazonas e bases de Schiff em geral sdo objeto de estudo
para o0 desenvolvimento de novos agentes antitumorais, antimicrobianos, antiparasitarios
(Jalilian et al., 2006).

No presente trabalho foram sintetizadas tiossemicarbazonas derivadas do farmaco
pirazinamida e seus complexos de galio(lll), bismuto(l11) e antiménio(lll). Sera apresentada
ainda a sintese e caracterizacdo de bases de Schiff derivadas de p-nitrofeniletilenodiamina.
Diversos nitro compostos tem demonstrado atividade antimicrobiana, cuja acdo tem sido
atribuida a inativacdo de macromoléculas via mecanismo redox. Todos os compostos foram
avaliados quanto a sua capacidade em inibir o crescimento de bactérias M tuberculosis e das
células tumorais SF-295 (glioblastoma- cancer de cérebro), HCT-116 (adenocarcinoma de

colon), OVCAR-8 (cancer de ovario) e/ou PC3 (cancer de prostata).
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1- OBJETIVOS

1.1- Objetivo Geral

Desenvolver compostos da classe das tiossemicarbazonas e seus complexos metalicos,

na busca por novos candidatos a prototipos de farmacos antitumorais e antituberculose e

identificar propriedades quimicas para sua atividade bioldgica.

1.2— Objetivos Especificos

Sintetizar tiossemicarbazonas derivadas de pirazinamida e seus complexos metalicos

de galio(111),bismuto(111) e antimdnio(ll1).

Sintetizar bases de Schiff derivadas de p-nitro-feniletilenodiamina;

Investigar a acdo dos compostos contra células tumorais das linhagens humanas:
OVCAR-8 (cancer de ovario), HCT-116 (adenocarcinoma de cdlon), SF—295 (cancer
de cérebro) e PC3 (cancer de prdstata);

Investigar a acdo dos compostos contra cepas de Mycobacterium tuberculosis;

Avaliar o efeito da coordenacdo a metais sobre a atividade farmacoldgica das
moléculas organicas;

Correlacionar a atividade farmacolégica com a estrutura e propriedades dos

compostos.
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2—-REVISAO BIBLIOGRAFICA

O céncer é a designacdo dada ao conjunto de manifestacfes patoldgicas que se
caracterizam pela perda de controle da proliferacdo celular e ganho de capacidade de invadir
tecidos adjacentes ou de sofrer metastases (Nussbaum,Mcinees, Willard, 2008). Essa doencga é
considerada um problema de salde publica em todo o mundo. Segundo estimativas da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS, sendo a sigla WHO em inglés, 2014), a cada ano
surgem dez milhdes de casos novos e cinco milhdes de pessoas vdo a 6bito em decorréncia
dessa doenca. E de acordo com dados do INCA (INCA, 2016), o cancer é a segunda maior
causa de morte no Brasil, perdendo apenas para as doengas cardiovasculares. A estimativa
para o biénio 2016-2017 aponta para a ocorréncia de aproximadamente 600 mil casos novos
de céncer.

O tratamento para cancer varia de acordo com o tipo e a gravidade da doenca. Existem
trés principais tipos de tratamento: cirurgia, radioterapia e quimioterapia (Scott, Wolchok,
Old, 2012). A quimioterapia, diferente da cirurgia e da radioterapia, é utilizada em tratamento
sistémico, ou seja, que atua em todo o corpo, a base de farmacos que impedem a reproducao
celular e, consequentemente, levam as células malignas a morte (Vardanyan, Hruby, 2016).
Na Tabela 1 sdo mostradas as principais classes de farmacos citotdxicos usados na préatica

clinica e seus mecanismos de acdo (Almeida et al., 2005).

Tabela 1- Algumas classes de quimioterdpicos antineoplasicos usados na préatica clinica e

seus mecanismos de acao

Quimioterapicos Mecanismo Exemplos

Agentes alquilantes ligam-se ao DNA mostardas  nitrogenadas,  cisplatina,

carboplatina

Antimetabolitos inibbem a  biossintese  de | inibidores da sintese de purinas (6-
componentes essenciais do DNA | mercaptopurina e 6-tioguanina),
e RNA inibidores da sintese de acido tiomidilico

(5-fluoracil e metotrexato)

Antibidticos interagem com DNA ou inibem a | antraciclinas
sintese de DNA

Inibidores mitéticos podem impedir a mitose alcaloides  vincristina,  vimblastina,

vindesina

Fonte: Adaptado de ALMEIDA et al., 2005.
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A primeira droga usada para a quimioterapia do cancer foi o mecloretamina, da classe
das mostardas nitrogenadas (Figura 1), util no combate ao linfoma de Hodgkin
(David,Zimmerman, 2010). Este agente foi aprovado para uso clinico, e serviu de composto
modelo para o planejamento racional de analogos com potencial atividade antineoplasica
(Rider, 2007).

Figura 1- Composto antineoplasico da classe das mostardas nitrogenadas

CH;

|
o N IN TN

Mecloretamina

Fonte: O autor, 2015.

O desenvolvimento de compostos inorganicos antitumorais, principalmente aqueles
contendo metais, foi muito limitado até a demonstracdo da atividade anticancerigena da cis-
diaminodicloroplatina(ll), conhecida como cisplatina (Figura 2), por Barnett e Rosenberg em
1964 (Jones, Thornback, 2007).

Figura 2—Estrutura do farmaco antitumoral cis-[PtCl2(NHs)2], cisplatina

HsN s, \\\\CI

Pt
H3N/ \CI

Fonte: O autor, 2015.

A cisplatina entrou em testes clinicos de fase | em 1971 e foi aprovada pelo FDA
(Food and Drug Administration) em 1978 sob 0 nome comercial de Platinol®. Apesar da alta
eficdcia, a resisténcia celular, além dos efeitos colaterais como nefrotoxicidade e
neurotoxicidade, representam limitacdo ao seu uso (Gentile, Lohman, Ferguson, 2001). A
principal caracteristica dos complexos de platina(ll) € ligar-se ao DNA de maneira covalente,
interferindo no processo de divisdo celular, levando a apoptose e necrose (Neves, Vargas,
2011). A descoberta das propriedades citotoxicas da cisplatina contribuiu para o estudo e

desenvolvimento de outros compostos metalicos na terapia do cancer (Arnesano et al., 2011).
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No caso das antraciclinas, representam uma importante classe de antibidticos
antitumorais (Zhang et al., 2015). S&o classificados como agentes intercalantes do DNA, mas
estudos evidenciam que além da intercalacdo, ha a formacéo de adutos de estrutura complexa
por ligacBes covalentes com o DNA (Olano,Mendez, Salas, 2009). Como exemplo, sdo
mostrados na Figura 3 os farmacos doxorrubicina e daunorrubicina que foram provados pelo

FDA para tratamento de cancer de mama e linfomas (Zucker et al., 2012).

Figura 3— Estruturas de daunorrubicina (a) e doxorrubicina(b)

(a) R= CH,CO
(b) R= HOCH,CO

Fonte: O autor, 2015.

A maioria dos agentes utilizados na quimioterapia atua inibindo a sintese de DNA ou
mecanismos de replicacdo celular, mas acabam por apresentar melhor atividade
antiproliferativain vitro do que anticancer. A maior falha da quimioterapia antineoplasica é
devida a resisténcia celular as drogas. Além disso, os farmacos exibem de um modo geral,
estreitas janelas terapéuticas, ou seja, as diferencas entre as doses que produzem o efeito
antitumoral e as que causam toxicidade séo bastante pequenas (Reis, 2006). Apesar do grande
investimento na pesquisa do cancer, outras doencas como tuberculose (doenca negligenciada),
tambem requer atengéo.

A tuberculose (TB) é uma doenca antiga que continua a ter um enorme impacto sobre
a saude humana global, sendo uma das principais causas de mortalidade em todo o mundo
(Cobo, 2014). A OMS aponta que havia uma estimativa de 10,4 milhGes de novos casos de
tuberculose no mundo. O Brasil faz parte desse grupo, que em conjunto com outros paises
(Federacdo Russa, India, China e Africa do Sul), representam cerca de 50% dos casos
mundiais de tuberculose (OMS, 2016). O estado do Rio de Janeiro apresenta a maior
incidéncia de tuberculose no pais. No ano de 2014, o coeficiente de incidéncia no estado do
Rio de Janeiro foi 60,9/100.000 habitantes, correspondendo a quase duas vezes a média
nacional (Prado Jr, Virgilio, Medronho, 2016).
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A tuberculose é uma doenca infecciosa cujo principal agente etiolégico é o
Mycobacterium tuberculosis. As vias aéreas sdo a principal forma de entrada da
micobactériano organismo humano (Dheda, Barry, Maartens, 2016). O primeiro farmaco
antituberculose, desenvolvido por Selman Waksman em 1944, foi a estreptomicina (Figura 4),

capaz de atuar de maneira eficaz no combate a doenca (Grosset, Singer, 2013).

Figura 4— Primeiro farmaco eficaz contra Mycobacterium tuberculosis
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Fonte: O autor, 2015.

Apos a descoberta da estreptomicina, novos farmacos foram utilizados no combate a
tuberculose. O tratamento de primeira escolha preconizado pela OMS compreende uma
terapia combinatoria na qual utilizam-se os farmacos isoniazida, pirazinamida, rifampicina e
etambutol por um periodo minimo de 6 meses (Figura 5) (Cruz-Knight, Blake-Gumbs, 2013;
Lima, Bispo, Souza, 2011). A administracdo destas drogas é feita por via oral e estd associada
a efeitos colaterais indesejaveis, como nauseas, diarreia e toxicidade a tecidos normais
(Duarte et al., 2010).

Compostos como fluorquinolonas também tém sido objeto de intenso estudo no
combate a tuberculose devido ao seu amplo espectro de atividade antimicrobiana (Nimmo et
al., 2015; Amar et al., 2015).

Um grave problema para o controle da tuberculose é o surgimento da multirresisténcia
as drogas, frequentemente incurdvel (Lynch, 2013). Possivelmente a multirresisténcia as
drogas € o resultado da acumulacédo de diferentes mutagdes independentes e néo é fruto de um

unico evento (Rossetti, 2002).
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Figura 5— Estruturas dos principais farmacos utilizados atualmente contra tuberculose
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Fonte: O autor, 2015.

A industria pouco tem contribuido no desenvolvimento de novos medicamentos para o
tratamento da tuberculose, que € considerada pela OMS (2009) doenca negligenciada.
Portanto, pesquisas e desenvolvimento nesta area sdo necessarios para se intensificar a busca
por novos farmacos mais eficientes e menos toxicos.

Uma contribuicdo que merece especial destaque nas pesquisas de novos farmacos € a
da area de Quimica Medicinal Inorganica. Ha grande interesse pelas potenciais atividades
terapéuticas de compostos inorganicos. 1sso é um fendmeno bastante recente, pois compostos
cont metais, como os de transi¢do, sempre estiveram associados justamente a intoxicacgoes
severas, como pelo chumbo, mercurio (Zhang et al., 2013; Gerhardsson, Kazantzis, 2015).

E nos ultimos 100 anos que compostos inorganicos com potencial atividade
farmacolodgica tem sido desenvolvidos de forma racional, comecando no inicio de 1900 com
K[AuU(CN),] (Shaw,1999). Robert Kock demonstrou, claramente, os efeitos citotdxicos in
vitro deste sal de ouro contra o bacilo da tuberculose (Gray, 2003). Eventualmente, a terapia
com sais de ouro foi estendida para o tratamento da artrite reumatoide e do lUpus, por conta da
crenga de que estas doencas eram formas atipicas de tuberculose (Benite, Machado, Barreiro,
2007; Ribeiro et al., 2011).

Em 1910, Paul Erlich desenvolveu o primeiro farmaco antimicrobiano, completamente

sintético, o salvarsan (Figura 6), usado no tratamento da sifilis (Lippert, 2014).
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Figura 6— Farmaco antimicrobiano Salvarsan
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Fonte: O autor, 2015.

Um marco na quimica inorganica medicinal foi a descoberta das propriedades
antitumorais da cis-diaminodicloroplatina(ll) (cisplatina) em 1970 (Kelland, 2007), que
constituiu um grande avanco no tratamento de diversos tipos de tumores, como de testiculos,
bexiga, pulmao, mama (Dasari, Tchounwou, 2014).

Depois dessa descoberta, uma enorme busca foi desencadeada mundialmente,
investigando-se complexos de outros metais (principalmente do grupo da platina) que também
pudessem ter atividade antitumoral, e de preferéncia ser menos toxicos e mais sollveis do que
a propria cisplatina (Figura 7) (Frezza et al., 2010). J& foram testados complexos de ruténio,
titnio, iridio e rodio, e alguns ja estdo em fases avancadas de testes clinicos (Bacher, Arion,
2014; Melendez, 2002;Rahman et al., 2007; Muhammad, Guo, 2013).

Figura 7— Historico de alguns complexos metalicos citotoxicos que foram aprovados ou

entraram em ensaio clinico
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Fonte: Adaptado de TRUDU et al., 2015.
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Dessa forma, a Quimica Medicinal Inorgénica tem se tornado objeto de pesquisa
ampla, sendo encontrados inimeros artigos de revisao relevantes sobre essa area (Guo, Sadler,
1999; Orvig, Abrams, 1999; Sessler, 2005; Alberto, 2007; Romero-Canelédn, Sadler, 2013;
Lippert, 2014).

O planejamento de metalofarmacos para aplicacbes ndo somente como agentes
anticancer mas também como agentes antimicrobianos, antiparasitarios e no tratamento de
outras doencas, como diabetes, tem sido objeto de ampla investigagdo. Complexos de ruténio
[RuCI,ATZCOD] (ATZ = hidrazonas, COD = 1,5-ciclooctadieno) (Donnici, 2009) e cobre
[CuCly(phen)(LEV)] (phen = fenantrolina, LEV = levofloxacino) (Martins, 2012) contendo 0s
ligantes bioativos hidrazonas e quinolonas, respectivamente, tém sido investigados para o
tratamento da doenca de Chagas e complexos de ouro com ligantes antimaléricos
fluorquinolonas (Gouveia, 2013) também se revelam promissores.

O campo da Quimica Medicinal Inorganica continua fazendo contribuicbes
importantes no diagndstico da doenca e terapia, e beneficiou substancialmente os avan¢os no
desenvolvimento de ligantes. Tais moléculas, quando associadas a metais ou ions metalicos
de interesse, podem aumentar a eficicia no tratamento de uma dada doenga, minimizar a
toxicidade e permitir a interacdo com novos alvos da doenca(Rocha et al., 2011).

Nesse contexto, tiossemicarbazonas constituem exemplos de importantes classes de
compostos cujas propriedades tém sido extensivamente estudadas na Quimica Medicinal
Inorganica, em razéo de seu amplo perfil farmacoldgico, sua capacidade quelante e do papel
da coordenacdo no seu mecanismo bioquimico de acdo (Lobana et al., 2009; Rezaeivala,
Keypour, 2014)

As tiossemicarbazonas sao bases de Schiff que possuem o esqueleto representado na
Figura 8, e do ponto de vista sintético, apresentam como caracteristica principal sua
versatilidade de obtencdo, com rendimentos satisfatorios e sua vasta aplicagdo como
intermediarios na sintese organica de importantes heterociclos, como os tiazois (Tendrio et al.,
2005; Cunha, Silva, 2009; Muthu et al., 2015).
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Figura 8— Estrutura genérica das tiossemicarbazonas.
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Fonte: O autor, 2015.

As tiossemicarbazonas apresentam varios atomos doadores de elétrons e diferentes
modos de coordenacdo, dependendo dos reagentes de partida e das condi¢cdes de reacdo para
sua obtencédo (Fonseca et al., 2010; Lobana et al., 2009). Os principais modos de coordenacgéo

estdo representados na Figura 9 (Riobo, 2007).

Figura 9—-Alguns modos de coordenagéo das tiossemicarbazonas
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Fonte:Adaptado de RIOBO, 2007

Do ponto de vista bioldgico, muitos exemplos desta classe de moléculas foram
avaliados ao longo dos ultimos 50 anos (Batista et al., 2010), e foram relatadas atividades

como antitumoral (Silva et al., 2010; Dilovic et al., 2008), antibacteriana (Joseph et al., 2006;
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Pavan et al., 2010), antifungica (Qin et al., 2012), antiviral (Genova et al., 2004; Kesel, 2011)
e antiparasitaria (Moreno-Rodriguez, 2014).

Uma das areas mais promissoras em que as tiossemicarbazonas estdo sendo
desenvolvidas esta relacionada ao tratamento contra o cancer. A atividade antineoplasica das
tiossemicarbazonas é atribuida aos mecanismos de inibicdo da ribonucleosideo difosfato
redutase (RDR) (Yu et al., 2009; Zhu et al., 2009), enzima responsavel pela manutencdo da
sintese e reparo do DNA. Atualmente, a triapina, da classe das tiossemicarbazonas esta sendo
avaliada em testes clinicos de fase IV como possivel farmaco antitumoral (ClinicalTrials,
2015).

Atualmente, o Unico composto da classe das tiossemicarbazonas empregado
clinicamente é a tiocetazona (4-acetamidobenzaldeido tiossemicarbazona), a qual vem sendo
utilizada em associacdo com a isoniazida desde 1960 no tratamento da tuberculose, com o
intuito de prevenir o desenvolvimento de resisténcia a isoniazida. Entretanto, sua agao
predominantemente bacteriostatica in vivo, além dos efeitos colaterais como a inducdo de
diabetes mellitus e reacBes cutaneas limitam sua utilizacdo (Echevarria et al., 2010). Devido a
este fato, a sintese de novas tiossemicarbazonas com atividade antituberculose (Pavan et al.,
2010) é importante. O composto representado na Figura 10, por exemplo, obteve excelentes
resultados contra cepas de Mycobacterium tuberculosis H37Rv (MTB) e cepas de M.
tuberculosis resistentes a multidrogas (MDR-TB). O composto mostrou concentracdo minima
inibitoria de 0,05 pg/mL contra MTB e MDR-TB in vitro. In vivo, diminuiu a carga
bacteriana nos tecidos do pulméo e baco a uma dose de 50 mg/kg de peso corporal (Sriram et
al., 2006).

Figura 10— Composto  (4-bromofenil)(fenil)metanonaN-(5-ciclobutil-1,3-oxazol-2-il)

tiossemicarbazona
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Fonte: O autor, 2015.
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A capacidade das tiossemicarbazonas em formar complexos estaveis com uma
variedade de metais é de grande importancia para sua atividade biologica. A natureza
lipofilica do complexo pode ser melhorada em comparacdo com o ligante livre, e certos
efeitos secundarios podem ser diminuidos ou ser evitados, além disso, o ligante coordenado
ao metal pode funcionar como um carreador e dessa forma, ao se dissociar no organismo o ion
metalico pode interagir com um alvo bioldgico (Farrel, 2002; Bahl et al., 2010). Complexos
metalicos também podem exibir bioatividade ndo mostrada pelo ligante tiossemicarbazona
livre e a coordenacdo pode proporcionar uma reducdo significativa na resisténcia a este
ligante (Bastos et al., 2010). Estas caracteristicas levam ao desenvolvimento promissor de
novos farmacos.

A coordenacdo de ligantes a metais, como dito anteriormente, representa um
consideravel potencial para aumentar o numero de drogas disponiveis para tratamento de
diversas doencas. A seguir serd feita breve descricdo dos metais utilizados no
desenvolvimento desse trabalho para a produgdo de moléculas com potencial acdo

farmacoldgica.

e Galio

O gélio é um elemento do grupo 13 da tabela periddica de propriedades fisicas e
quimicas diversas, e estas propriedades Ihe conferem uma série de aplicacbes (Fowler,
Sexton, 2015). O estado de oxidacdo mais comum em solucdo aquosa é 3+. O galio(lll)
possui um ambiente octaédrico ou octaédrico distorcido e apresenta uma configuracdo
eletronica 3d'® (Bandoli, 2009). A complexacdo do Ga®**(que é um &cido duro, segundo
definicdo de Pearson) é dominada por ligantes contendo &tomos doadores de oxigénio ou
nitrogénio (bases duras) (Reichert, Lewis, Anderson, 1999; Miessler, Tarr, 2010).

O metal, na forma de nitrato de galio, € utilizado para o tratamento da doenca 0ssea de
Paget (Verron, Bouler, Scimeca, 2012), enquanto que outras potenciais aplica¢cdes medicas do
galio sdo orientadas principalmente para cancerologia (Chitambar, 2004; 2010; 2016).
Resultados mostraram que o nitrato de galio foi altamente eficaz na reducdo do crescimento
tumoral de linfoma maligno, doenca de Hodgkin e outros tumores (Yang, Kroft, Chitambar,
2007).

Apesar do nitrato de galio ser aprovado para tratamento dos processos malignos, o
composto € administrado por via intravenosa e apresenta potencial nefrotoxicidade (Straus,
2003). Assim, novos compostos de galio(lll) estdo sendo desenvolvidos, como o 8-
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quinolinato de galio e o maltolato de galio, que estdo em fase de triagem clinica em fase /Il
(Figura 11) contra linfomas, cancer de bexiga. A vantagem destes compostos € que s&o
administrados por via oral, além de serem menos tdxicos, permitindo um tratamento crénico e
maior biodisponibilidade nos tumores (Enyedy et al., 2015).

Figura 11— Estruturas de complexos antitumorais de galio(l11) em fase clinica
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Fonte: O autor, 2015.

O principal interesse clinico deriva da observacdo que propriedades metabolicas do
galio(111) sdo similares aquelas do ferro(l11). Junto com raios idnicos comparaveis, ambos 0s
elementos mostram quase a mesma capacidade de ligacdo com ligantes quelatos e proteinas
(Melnikov, Malzac, Coelho, 2008). Os mais importantes carreadores do ferro, transferrina e
lactoferrina, ndo distinguem galio(Il1l) do ferro(lll), portanto todo galio no sangue esta
presente no plasma na forma de complexos com estas proteinas. Felizmente, como galio(lll) é
irredutivel em condi¢des fisioldgicas, este ion ndo poderia competir com ferro(ll) em
proteinas de ligacdo, como hemoglobina (Verron, 2012). Gélio acumula em locais de
inflamagdo e infeccdo e tem exibido atividade anti-inflamatdria e imunosupressora em
modelos animais de doengas humanas (Yang, Kroft, Chitambar, 2007; Choi et al., 2014).

Pesquisas recentes sdo promissoras no desenvolvimento de complexos de galio(lll)
com as tiossemicarbazonas, como potenciais agentes anticancer. Complexos de géalio de
derivados da 2-acetilpiridina tiossemicarbazona foram relatados previamente (Arion et al.,
2002; Moghadam et al., 2007). Kumar e colaboradores (2014) reportaram a sintese de um
complexo de galio(lll) com 7-cloroquinolina 2-acetilpiridinatiossemicarbazona e efetuaram
testes com células tumorais HCT-116, Caco-2 e HT-29 e em células normais (ndo-tumorais)
CCD-18Co (Figura 12). Os resultados demonstraram uma grande diferenca entre as celulas
cancerosas e ndao cancerosas. A maior atividade antiproliferativa foi observada ap6s 72 h de
tratamento para as trés linhagens de células, sendo que para HCT-116 foi obtido o melhor
indice de seletividade (21,47).
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Figura 12— Efeito do complexo de galio(lll) com 7-cloroquinolina 2-
acetilpiridinatiossemicarbazona e do farmaco etoposideo sobre as linhagens
de células cancerosas HCT-116, Caco-2, HT-29 e CCD-18Co ap06s 24, 48 e
72 h de tratamento.
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Fonte:KUMAR et al., 2004

Legenda: HCT-116 (carcinoma colorretal humano), Caco-2 (adenocarcinomacolorretal humano), HT-29
(adenocarcinoma de colon humano), CCD-18Co (célula ndo cancerosa de colon humano)

Como sais de galio sdo empregados clinicamente em pacientes portadores de alguns
tipos de cancer (Straus, 2003), a ideia de aliar as propriedades terapéuticas das
tiossemicarbazonas as do metal poderia constituir um caminho para o desenvolvimento de

novas drogas e novas aplicacdes bioldgicas.

e Bismuto

A quimica do bismuto pode ser comparada com a do antiménio, ambos pertencentes
ao mesmo grupo da tabela periddica. Embora haja muitas similaridades, o bismuto apresenta
importantes diferengas na reatividade quimica, em comparacdo com o antiménio, muitas
dessas diferencas sendo devido ao efeito do par inerte, que aumenta de cima para baixo na
tabela periodica. Isto significa que o estado de oxidacdo 5+ € menos estavel para o bismuto do
que para o antimdnio (Fowler, Sullivan, Sexton, 2015). Assim, poucos complexos de Bi°* sdo
conhecidos, contudo os compostos de Bi** sdo facilmente encontrados (Yang, Sun, 2007).

O uso dos compostos de bismuto(I11) em medicina foi descrito a partir da idade média.
O primeiro uso do bismuto(ll) foi relatado em 1786 por Louis Odier para o tratamento de

doencas de dispepsia, caracterizado pela desordem da funcdo digestiva (Rieder, 2012).



32

Atualmente, os compostos de bismuto(lll) sdo usados no tratamento de varias infeccbes
microbianas, assim como: sifilis (tartarato de potassio/sodio, iodobismitol, cloreto de
bismuto), infeccbes em ferimentos (0xido de bismuto), malaria (tioglicolato de bismuto e
sodio) e diarreia (subsalicilato de bismuto, nitrato de bismuto). Outro uso importante de
compostos de bismuto(l1l) na medicina, na formas das formulagbes De-nol®, Pepto-Bis-
mol® e Pylorid®, envolve o tratamento de Ulcera induzida pela bactéria gram-negativa
Helicobacterpylori (Guerra, Alves, Silva, 2010; Yang, Sun, 2007). A eficicia desses
compostos € atribuida a sua acao bactericida contra H. pylori. A inibicdo enzimatica tem sido
sugerida como um possivel mecanismo de acdo do bismuto no tratamento de ulceras e
infeccbes provocadas pela bactéria. O bismuto(l1) se liga a grupos tidis das enzimas agindo
como um inibidor ndo competitivo, de acordo com estudos cinéticos realizados (Ge, Sun,
2007).

O bismuto apresenta toxicidade aceitavel, contrastando com outros metais como, por
exemplo, arsénio e chumbo, que sdo altamente toxicos. Farmacos & base de bismuto sdo
considerados seguros, tendo como efeitos colaterais mais graves a disfuncdo neuroldgica e a
nefrotoxicidade em consequéncia da superdosagem (Rodrigues, Ruggiero, Guerra, 2009).
Além disso, o bismuto(lll) ndo apresenta efeito carcinogénico, possibilitando o uso clinico
desse metal (Mehring, 2007).

Atualmente, muitos compostos de bismuto(lll) vém sendo sintetizados e apresentam
potenciais aplicacdes clinicas na salde. Os principais estudos da potencial aplicacéo
medicinal dos compostos de bismuto sdo centrados em dois campos: antimicrobiano e
anticancer (Mahajan, Swami, Singhr, 2009). A atividade antitumoral tem sido demonstrada
para complexos de bismuto de uma variedade de ligantes como, por exemplo, ditiocarbamatos
(Ozturk et al., 2014) e tiolatos (Bertini et al., 2007). Na literatura ha ainda estudos da
citotoxicidade de complexos de bismuto(l11) com ligantes tiossemicarbazonas (Li et al., 2012;
Li et al., 2013). Li e colaboradores (2013) sintetizaram um composto de bismuto(Ill) com
tiossemicarbazona e efetuaram testes com quatro células humanas cancerosas HCT-116
(coloretal), Hela (cervical), HepG2 (hepaticas) e K562 (leucémicas), utilizando a cisplatina
como  farmaco de referéncia. 0] composto [Bi(2-acetilpiridina N(4)-
feniltiossemicarbazonato)(NOs),(CH3CH,OH)] (Figura 13) apresentou menor valor de Clsg
(5,22 uM) em células leucémicas quando comparado ao ligante 2-acetilpiridina N(4)-
feniltiossemicarbazona (94,7 uM) ¢ ao sal Bi(NO3)3-5H,0 (41,2 uM). Importante ressaltar
que este complexo de bismuto mostrou excelente atividade, similar a da cisplatina Clsp (1,2
uM).
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Figura 13— Estrutura quimica do complexo de bismuto(lll) [Bi(2-acetilpiridina N(4)-
feniltiossemicarbazonato)(NOj3),(CH3;CH,0OH)]
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Fonte: O autor, 2015.
e Antimdbnio

O antimdnio é um ametal, elemento pertencente ao grupo 15 da tabela periddica. Com
a configuracdo [Kr]5s*5p® em sua forma neutra, o antiménio apresenta os estados 5+ e 3+
como principais estados de oxidacdo (De Boeck, Kirsch-Volders, Lison, 2003; Tella,
Pokrovski, 2009; Cotton, Wilkinson, 1988). O numero de coordenacdo do antimonio(lll) e
antimoénio(V) é varidvel, sendo que compostos hexa e pentacoordenados sdo mais
frequentemente encontrados com a hibridizacdo sp®d? e sp®d, assumindo geometria octaédrica
e bipiramide trigonal, respectivamente (Cotton, Wilkinson, 1988; King, 1994).

As informagdes sobre a toxicidade do antimdnio sdo limitadas. O seu comportamento
toxicologico e fisiologico depende de seu estado de oxidacdo, presenca de ligantes e
solubilidade dos seus compostos (Tylenda, Fowler, 2007). As espécies inorganicas sao mais
téxicas que as organicas, devido a forte ligacdo de Sb*" e, em menos extensdo, Sb>" com
grupos —SH presentes em muitas proteinas, resultando, possivelmente, na desativagdo de
sitios funcionais biologicamente relevantes (Moura et al., 2008).

Atualmente 0s medicamentos antimoniais pentavalentes sdo empregados
essencialmente na terapéutica das doencas parasitarias leishmaniose e esquistossomose,
embora apresentem sérios efeitos colaterais (Guha et al., 2014; Katz, Coelho, 2008). Apesar
do medicamento antimonial esteja geralmente disponivel aos pacientes, o seu potencial
hepato, cardio e nefrotoxico, aliado a outros efeitos colaterais, como dores musculares e o seu

uso parenteral exclusivo, representa um sério obstaculo ao tratamento adequado dos casos,
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levando a reducdo, interrupcdo ou abandono da quimioterapia pelo paciente antes do seu
término (Mohammdzadeha, Behnaz, Golshan, 2013; Dalimi et al., 2015).

Uma série de complexos de antimonio(lll) com ligantes 2-acetilpiridina-
tiossemicarbazonas e 2-benzoilpiridina-tiossemicarbazonas substituidas em N(4) por fenil,
orto-bromofenil ou orto-nitrofenil) foi avaliada quanto & atividade antiparasitaria in vitro
frente ao Trypanossoma cruzi. Os resultados obtidos por Parrilha e colaboradores (2012)
revelaram que os compostos [Sb(2Ac40CIPh)Cl;] (Figura 14) e [Sb(2Bz40CIPh)Cl,] foram os
mais ativos com IDsg de 0,14 umolL'1 e 0,11 umolL'l quando comparados ao farmaco de
referéncia nifurtimox (7,7 pmolL™). A coordenacdo ao antimdnio(lll) (IDsp= 0,11-0,26
umolL™) aumentou a atividade quando comparada ao ligante livre (IDso= 0,12-0,36 pmolL™).

Figura 14— Estrutura molecular do composto [Sb(2Ac40CIPh)Cl,]
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Fonte: PARRILHA et al., 2012

Outros estudos farmacoldgicos também vém sendo realizados, como por exemplo, de
atividades citotoxicas (Reis et al., 2010) e bacteriana (Kasuga et al., 2006) de complexos de

antimoénio(l11) com tiossemicarbazonas.

e Bases de Schiff

De acordo com a definicdo da IUPAC, uma base de Schiff € um grupo funcional com
um grupo hidrocarbonil que contém uma ligagdo dupla carbono-nitrogénio com o dtomo de
nitrogénio conectado a grupo aril ou alquil (ndo ha hidrogénio) (IUPAC, 1995)

A condensacao de grupos carbonilicos com aminas primarias foi descoberta em 1864
por Hugo Schiff. A condensacdo classica de Schiff utilizando compostos monocarbonilicos e

aminas em meio acido apresenta altos rendimentos. O mecanismo sera mostrado na Figura 15:
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Figura 15— Mecanismo proposto para condensacdo de compostos carbonilicos e aminas

primarias, catalisada por acido, formando iminas

_"‘\ H
—Nl/h:>-‘r:cf;f+\['r —flf' | OH \N+Oﬂ
| | o/
H H
\N-—m . \Nr‘"\‘ { ‘{u H,0 \N:______ \N:<
if u”r ‘ \u HLO [ A

H Y
s

Fonte: Wilson et al, 1994.

Entre as bases de Schiff ja estudadas, uma das mais conhecidas é o N-N(bis-
salicilideno)etilenodiamina, também conhecida pela abreviacdo Salen, representada na
Figural6, obtida da reacdo de condensacdo entre o salicilaldeido e a etilenodiamina, e
apresenta propriedade fluorescente (Yu et al., 2016).

Figura 16— Representacdo da estrutura do Salen

——N N—=

OH HO

Fonte: O autor, 2015.

As bases de Schiff sdo bastante utilizadas como reagentes analiticos, uma vez que elas
possibilitam preparos ndo dispendiosos e simples de muitas substancias, tanto inorganicas
como organicas. Por exemplo, na area de bioinorganica, as bases de Schiff possibilitam a
construgdo de modelos sintéticos de metalo-proteinas e metalo-enzimas (Ueno et al., 2004).

Ligantes bases de Schiff sdo moléculas importantes capazes de se coordenar a ions
metalicos pelo nitrogénio iminico e, caso tenha, por outrabase de Lewispresente no ligante
estabilizando metais em vérios estados de oxidacdo (Xiao et al., 2008). As iminas
extensivamente sdo estudadas, sua flexibilidade pode ser facilmente ampliada pela
hidrogenagdo da ligacdo dupla da imina, podendo, dessa forma, coordenar ions metalicos mais
favoravelmente, com seletividade e sensibilidade para com o 4&tomo metélico central. (Shakir
etal., 2011; Ispir, Toroglu, Kayraldiz, 2008).
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As bases de Schiff tém se mostrado como importantes candidatas a farmacos, por
apresentarem importantes propriedades quimicas e bioldgicas tais como, a habilidade de se
ligar reversivelmente ao oxigénio, promover reacfes redox em sistemas bioldgicos, clivar e
oxidar o DNA, plasmideos e proteinas e promover a apoptose. Com isso, esses compostos tém
mostrado atividades farmacoldgicas do tipo: antibacteriana, antiflngica e, particularmente,
antitumoral. As bases de Schiff também tém sido utilizadas como compostos modelo no
desenvolvimento de radiofarmacos-99mTc(Zaheer et al., 2011). Vale ressaltar que muitos
farmacos utilizados na clinica médica atual apresentam em sua estrutura quimica grupamentos
iminicos. A Figura 17 apresenta como exemplo, estruturas moleculares de farmacos

comerciais antineoplésicos contendo base Schiff (Cruz, 2012).

Figura 17— Estruturas moleculares de alguns farmacos antineoplésicos contendo grupamentos
C=N (1) citarabina; (2) 6-tioguanina; (3) letrozol

SH
OYN\C/NHZ
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Fonte:CRUZ, 2012



3-PARTE EXPERIMENTAL
3.1-Materiais

3.1.1-Solventes

Acetonitrila 99,9% (Tedia)
Dimetilformamida 99,8% (Tedia)
Dimetilsulfoxido 99,8% (Tedia)
Etanol 92,6% (Tedia)

3.1.2—Reagentes

Cloreto de antimonio(lll) (Sigma-aldrich)
Cloreto de bismuto(l11) (Aldrich)

Nitrato de galio(lll) hidratado (Sigma-aldrich)
Tiossemicarbazida (Sigma-aldrich)
4-Metil-3-tiossemicarbazida (Aldrich)
4-Etil-3-tiossemicarbazida (Aldrich)
4-Fenil-3-tiossemicarbazida (Sigma-aldrich)
Hidrato de hidrazina (Reagen)

Isotiocianato de cicloexila (Aldrich)
Pirazinacarbonitrila (Aldrich)

Sodio metalico (Tedia)
1-fluoro-4-nitrobenzeno (Sigma-aldrich)
2-hidroxibenzaldeido (Sigma-aldrich)
2,3-hidroxibenzaldeido (Sigma-aldrich)
2,4-hidroxibenzaldeido (Sigma-aldrich)
2,5-hidroxibenzaldeido (Sigma-aldrich)
3,4-hidroxibenzaldeido (Sigma-aldrich)
2-hidroxi-3-metoxibenzaldeido (Sigma-aldrich)
2-hidroxi-4-metoxibenzaldeido (Sigma-aldrich)
2-hidroxi-5-nitrobenzaldeido (Sigma-aldrich)
5-nitrotiofeno-2-carbaldeido (Sigma-aldrich)

5-nitrofurano-2-carbaldeido (Sigma-aldrich)

Eter etilico (Tedia)
Metanol 99,9% (Tedia)
Agua destilada
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3.2— Métodos de andlise:

3.2.1-Pesagens

As pesagens foram feitas em uma balanca analitica Shimadzu AY 220, precisdo
0,0001g.

3.2.2—Ponto de Fusao

O ponto de fusdo dos compostos foi obtido em um aparelno Gehaka PF 1500
Farma,detemperatura méxima de manipulacdo de350°C, localizadono Departamento de
Quimica Geral e Inorganica (DQGI) da UERJ.

3.2.3—Analise Elementar

Percentuais de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram quantificados utilizando-se um
analisador CHN Perkin-Elmer 2400 do Instituto de Quimica da USP (Central Analitica).

3.2.4—Condutivimetria

As medidas de condutividade elétrica molar dos complexos foram feitas em soluges
de dimetilformamida (Concentracdo 1 x 10 mol L™) e metanol (Concentracéo 6x10° -2x10°
molL™). Para tal foi utilizado um condutivimetro digital CG 1800 Gehaka localizado no
DQGI/UERJ. A classificacdo do tipo de eletrélito foi feita com base na tabela abaixo (Geary,
1971).

Tabela 2— Tipo de eletrélito para solucdes 10 mol L™ em dimetilformamida e metanol
Tipo de eletrélito para solugdes 10 mol L™ (Ay=ohm™*cm?mol™)

Solvente 1:1 2:1 3:1
Dimetilformamida 65-90 130-170 200-240
Metanol 80-115 160-220 290-350

Fonte: GEARY, 1971
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3.2.5—Espectroscopia vibracional no infravermelho (1V)

Os espectros foram registrados na regido de 4000 a 400 cm™, utilizando-se um
espectrofotdmetro de infravermelho Shimadzu IR Tracer-100 do Departamento de Quimica
da UFRJ-Macaé em colaboracdo com o pesquisador Prof. Dr. Jorge Amim Janior (UFRJ-
Macaé) e um espectrofotdbmetro Thermo Scientific Nicolet 6700 FT-R em colabora¢do com o
pesquisador Prof. Dr. Marcus Vinicius (Fiocruz). Os experimentos foram feitos em pastilhas
de KBr.

3.2.6—Espectroscopia eletronica (UV-Vis)

Os espectros eletrénicos foram registrados utilizando-se um espectrofotometro Agilent
Technologies 8453 do DQGI/UERJ. Os experimentos foram feitos em dimetilformamida
(Concentragdo~10" a 10° molL™) e metanol (Concentracdo~10" a 10> molL™") grau

espectroscopico, utilizando-se células de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico.

3.2.7-Espectroscopia de Ressonincia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN de *H, *3C, COSY e HSQC foram obtidos no espectrofotdmetro
Varian 600 MHz do IME em colaboracdo com o pesquisador Prof. Dr. Figueroa (IME) e em
um espectrofotémetro Bruker 400 MHz da Fiocruz em colaboracdo com o pesquisador Prof.
Dr. Marcus Vinicius N. de Souza (Fiocruz) usando-se DMSO-ds (Cambridge Isotope

Laboratories Inc.)como solvente e tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna.

3.2.8—Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear do Estado Solido

Os espectros de RMN de *C foram obtidos no espectrometroAgilent VNMRS 500,
11,74 T em colaboragdo com a pesquisadora Prof. Dr. Monica Marques (UERJ).Os
parametros de aquisicdo para os espectros qualitativos de carbono-13 no estado solido foram:
os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm), tendo como
referéncia interna o hexametilbenzeno (17,3 ppm para 0 RMN **C). Frequéncia do **C = 125
MHZ.RMN CP-MASSW = 62500; AT = 0,016 s.; Delay = 5 s; pulso de 90°, nimero de

acumulacao =10.000 e tempo de contato = 1000ms e temperatura 25°C.
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3.2.9—Espectrometria de massas

Os espectros de massas foram obtidos em um espectrémetro MicroMass ZQ 4000
waters electrospray (ESI-MS), detector triplo-quadrupolo da Fiocruz em colaboragédo com o
pesquisador Prof. Dr. Marcus Vinicius N. de Souza (Fiocruz), utilizando-se metanol grau
espectroscopio como solvente. Esses espectros foram obtidos nos modos positivo ou negativo,

dependendo da amostra.

3.2.10-Difracdo de raios X por monocristal

A estrutura foi determinada em colaboragdo com o pesquisador Prof. Dr. Jackson
Resende (Instituto de Quimica, UFF). Monocristais de HPzAmA4E foram obtidos em solucéo
de etanol e submetidos a analise por difracdo de raios X de monocristal. Os dados do
composto foram obtidos a temperatura ambiente com radiacdo Mo-Ka, utilizando-se um
difratometro Bruker D8 VENTURE com detector PHOTON 100 CMOS. O equipamento foi
controlado com o pacote de software APEX2 (Bruker, 2014). Os dados foram processados
com o programa SAINT (Bruker, 2014) e refinados com os programas SADABS (Bruker,
2014) e OLEX 2 (Dolomanov et al., 2009 ). Utilizando Olex (Dolomanov et al., 2009), a
estrutura foi resolvida com o programa SHELXS-97 (Sheldrich, 2008) e dados foram
refinados com SHELXL-2013 (Sheldrich, 2008).

3.3-Sinteses

A Figura 18 mostra um esquema das sinteses dos compostos estudados nesse trabalho.
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Figura 18—Esquema das sinteses dos compostos sintetizados neste trabalho
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i) etanol, 1h. ii) 1-fluoro-4-nitrobenzeno, etanol, 80° C, 1h. iii) aldeidos, etanol, 1h.
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3.3.1-Preparo do precursor N*-cicloexil tiossemicarbazida

Para as sinteses das tiossemicarbazonas foram empregadas tiossemicarbazidas (Figura
19) de interesse, as quais foram obtidas comercialmente, com excecdo de N*-ciclohexil
tiossemicarbazida, a qual foi preparada conforme a metodologia descrita a seguir.

A um baldo de fundo redondo contendo 40 mL de etanol foram adicionados 20 mmol
de hidrazina hidratada. Quantidade equimolar deisotiocianato de cicloexila (2,9 mL) foi
adicionada lentamente a solugdo. A mistura foi mantida sob agitacdo por 24 h a temperatura
ambiente. O solido formado foi lavado com etanol e éter etilico. A tiossemicarbazida foi

caracterizada por ponto de fuséo e espectroscopia no infravermelho.

Figura 19— Esquema de preparo da tiossemicarbazida

NHZ\NH

NH,
AN + -
NH, S—=C=—N —_—
Etanol NH

S

Fonte: O autor, 2015.

3.3.2-Tiossemicarbazonas

A sintese desses compostos (Figura 20) foi feita segundo procedimentos descritos na
literatura (Castifieiras et al., 2014). Os compostos 2-pirazinoformamida-tiossemicarbazona
(HPzAm4DH), N(4)-metil-2-pirazinoformamida-tiossemicarbazona (HPzAm4M)e N(4)-etil-
2-pirazinoformamida-tiossemicarbazona (HPzAm4E) ja foram publicados na literatura
(Castifieiras et al., 2014) enquanto queN(4)-cicloexil-2-pirazinoformamida (HPzAmM4Cex)
eN(4)-fenil-2-pirazinoformamida (HPzAm4Ph) sdo inéditos, sendo a sintese e caracterizacdo
recentemente publicados por nosso grupo (Amim et al., 2015).

A um baldo contendo 15 mL de metanol seco adicionaram-se 2 mmol de sodio
metalico sob agitagdo. Apo6s a dissolugdo, acrescentaram-se 12 mmol de pirazina-2-
carbonitrila (1,08 mL). Ap6s a redugdo da pirazina-2-carbonitrila, adicionaram-se em
pequenas quantidades 12 mmol da tiossemicarbazida desejada. A solucdo foi deixada em
refluxo por 4 h e em agitacdo por 24 h. Os solidos amarelos formados foram lavados com

metanol e éter etilico. Os produtos foram seco em estufa.
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Figura 20— Esquema de sintese das tiossemicarbazonas

[ ) C=N )\ metanol seco

N

s)\ NHR

R=H(HPzAM4DH), CH3(HPzZAM4M), CH,CHy(HPZAMAE), CeHy1(HPZAMA4Cex),CoHs(HPzZAMA4Ph)

Fonte: O autor, 2015

As tiossemicarbazonas foram caracterizadas por ponto de fusdo, espectroscopia
vibracional no infravermelho, espectroscopia eletronica, RMN de 'H, *C, COSY, HSQC,

APT e espectrometria de massas com ionizacao por electrospray (ESI-MS).

3.3.3-Sintese dos complexos de galio(l11)

Foram sintetizados quatro novos complexos de galio(lll) com os ligantes
tiossemicarbazonas (Figura 21) conforme procedimento descrito a seguir:

A um baléo de fundo redondo contendo 3,0 mmol da tiossemicarbazona desejada em
15 mL de metanol seco, sob agitacéo, foi adicionado 1,5 mmol de Ga(NOs)3-H,0. A mistura
foi submetida a refluxo por 6 h e permaneceu sob agitacdo por 24 h. Ao final desse tempo, a
mistura foi filtrada em papel de filtro sob vacuo, lavada em metanol e em seguida com éter
etilico. O sélido alaranjado obtido foi seco em estufa. A reacdo de formagdo do complexo de
galio(111) com HPzAm4Cex foi realizada em acetona e com HPzAmM4Ph em etanol.

Os complexos obtidos foram caracterizados por ponto de fusdo, analise elementar,
condutivimetria, espectroscopia vibracional no infravermelho, espectroscopia eletronica,
RMN 'H, '¥C, COSY, HSQC, APT e espectrometria de massas com ionizacdo por
electrospray (ESI-MS).

A reacdo de obtencdo de um complexo de galio(lll) com a tiossemicarbazona
HPzAmM4DH nédo foi bem sucedida utilizando-se a metodologia descrita acima. Além do

complexo de interesse, era obtido como subproduto o ligante ciclizado. Apds tentativas de
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obtencg&o, que passaram por mudanca de solvente, tempo de agitacdo e condigfes com e sem
aquecimento, o subproduto sempre era obtido. Dados de RMN que comprovam a formagéo
dos produtosnessa sintese serdo mostrados no capitulo 6, juntamente com os dados de

caracterizacdo completa dos demais complexos de galio(lll).

Figura 21-Esquema de sintese dos complexos de galio(lll) com tiossemicarbazonas de

interesse
N +
N\ [ \
[ _ NS . = NH,
N R—HN S |
2 | + Ga(NOg)3H,0 —— 5 \( \ N
N solvente N NO
\NH N| Ga/ N *
| S NH—R
S NH—R N
H,N ‘ X
L = _
N

R= H (HPZAMADH)(6), CHs(HPzZAMAM)(7), CH,CHy(HPZAM4E)(8),  CeHu(HPZAMACeX)(9),
CsHs(HPZAMA4Ph)(10)

Fonte: O autor, 2015.

3.3.4-Sintese dos complexos de bismuto(l11) e de antimdnio(l11)

Foram sintetizados cinco novos complexos de antiménio e cinco novos complexos de
bismuto com os ligantes tiossemicarbazonas (Figura 22) de acordo com 0 seguinte
procedimento:

A um balédo de fundo redondo contendo 1,5 mmol da tiossemicarbazona desejada em
15 mL de metanol seco sob agitagdo, foi adicionada quantidade equimolar do sal do metal
apropriado (BiCls ou SbCl3). A mistura foi submetida a refluxo por 6 h e permaneceu sob
agitacdo por 24 h. Ao final desse tempo, a mistura foi filtrada em papel de filtro sob vacuo,
lavada em metanol e em seguida com éter etilico. O sélido alaranjado obtido foi seco em
estufa.A reacdo de formacdo dos compostos de bismuto(l1l) com HPzAmM4Cex, HPzAm4Ph e
antimonio(l11) com HPzAm4Phforam realizadas em etanol.
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Os complexos obtidos foram caracterizados por ponto de fusdo, andlise elementar,
condutivimetria, espectroscopia no infravermelho, espectroscopia eletronica, espectrometria
de massas com ionizacao por electrospray (ESI-MS).

Figura 22— Esquema de sintese dos complexos de bismuto(lll) e antiménio(lll) com

tiossemicarbazonas derivadas de pirazinamida

N
\ Bi3+ Sb3+
‘ " 11 | 16
Z ’ CH3 12 | 17
| b MOl CH,CH, | 13 | 18
N solvente
~

|//, CeHn 14 19

NH CsHs 15 20
A ’ k

S HN——R
S HN—R

Fonte: o autor, 2015.

3.3.5-Aminas e bases de Schiff derivadas de p-nitrofeniletilenodiamina

Foram sintetizadas duas aminas e dez iminas inéditas derivadas de p-
nitrofeniletilenodiamina. A confirmacdo da estrutura dos compostos foi feita através de
espectroscopia no 1V, RMN de *H e 3C e espectrometria de massas (ESI-MS). As sinteses
foram realizadas no Instituto de Tecnologia em Farmacos — Farmanguinhos, Fundacao

Oswaldo Cruz — FioCruz, sob a colaboragdo do pesquisador Marcus Vinicius Nora de Souza.
Preparo de p-nitrofeniletilenodiamina (21) e N*, N-bis(4-nitrofenil)etano-1,2-diamina (22)

Este trabalho iniciou-se com a sintese do precursorp-nitrofeniletilenodiamina (21)
através da reacdo entre 1-fluoro-4-nitrobenzeno e etilenodiamina (Figura 23), de acordo com
0 seguinte procedimento:

A um baldo contendo 20 mL de etilenodiamina(1,5 mmol) foram adicionados gota a
gota 7,2 mL de 1-fluoro-4-nitrobenzeno (1,5 mmol) em 10 mL de etanol. A reacdo foi
mantida sob agitacdo por 1 h a temperatura ambiente, sendo obtido um precipitado amarelo,

que foi filtrado e lavado com etanol. Produto foi seco em linha de vacuo.
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Figura 23—Esquema de obtencéo do composto p-nitrofeniletilenodiamina (21)

F /\/NHZ
HN
+ /\/NHz etanol
—_—
HoN + HF
NO,

NO,

Fonte: o autor, 2015

A sintese da amina N, N%-bis(4-nitrofenil)etano-1,2-diamina (22) (Figura 24) foi feita
de acordo com o seguinte procedimento:

Em um baldo contendo 100 mg (0,6 mmol) da amina(25) foramadicionados 10 ml de
1-fluoro-4-nitrobenzeno (0,8 mmol) em 10 ml de etanol. A reacdo foi mantida sob agitacéo
por 1 h em banho de 6leo a 80°C, sendo obtido um precipitado amarelo, que foi filtrado a

quente e lavado com etanol. Produto foi seco em linha de vacuo.

Figura 24—Esquema para a reacdo de obtencdo de N*, N*-bis(4-nitrofenil)etano-1,2-diamina
(22)

/\/NH
F HN

+ HF

NO, NO,
NO,

Fonte: o autor, 2015.

Sintese das bases de Schiff (23—32) derivadas de p-nitrofeniletilenodiamina (21)

O composto p-nitrofeniletilenodiamina (21) também foi utilizado como precursor para a
sintese das iminas de interesse (Figura 25), de acordo com o seguinte procedimento:
A um baldo contendo 6x10™“mol da amina (21) foi adicionada quantidade equimolar do

aldeido apropriado em 10 ml de etanol. A reacdo foi mantida sob agitacdo por 1 h, sendo
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obtidos compostos sélidos que foram filtrados e 6leos que foram lavados com etanol. Os

produtos foram secos em linha de vacuo. As estruturas das iminas (23—32) sintetizadas estao

apresentadas na Figura 26.

Figura 25—-Esquema de obtencéo das iminas derivadas de p-nitrofeniletilenodiamina
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Fonte: o autor, 2015

Figura 26— Estrutura quimica das iminas sintetizadas
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Fonte: o autor, 2015.
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3.4— Avaliacéo da atividade biologica

3.4.1 —Atividade citotoxica

A avaliacdo do potencial citotdxico dos compostos de interesse foi realizada no
Laboratorio de Oncologia Experimental da Faculdade de Medicina da Universidade Federal
do Ceard, através da colaboragdo da pesquisadora Claudia Pessoa.

- O método

Os estudos de citotoxicidade foram realizados pelo método do MTT. E um método
rapido, sensivel e barato. Foi descrita primeiramente por Mosman (1983), tendo a capacidade
de analisar a viabilidade e o estado metab6lico da célula. E uma analise colorimétrica baseada
na conversao do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium (MTT)
em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais presentes somente nas células
metabolicamente ativas. O estudo citotoxico pelo método do MTT permite definir facilmente

a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de acao (Berridge et al., 1996).

- Linhagens utilizadas

As linhagens tumorais humanas utilizadas, OVCAR-8 (cancer de ovério), HCT-116
(cancer de colon),SF-295 (glioblastoma) e PC3 (prostata), foram cedidas pelo Instituto
Nacional do Céancer (EUA), tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com
10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibidticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera
contendo 5% de CO,.

- Estudos com os compostos de interesse

As células foram plaqueadas na concentracdo de 0,1 x 10%él/mL para a linhagem SF-
295 e OVCAR-8 e 0,7x10° cél/mL para a linhagem HCT-116. Cada composto foi previamente
dissolvido em DMSO (solucdo estoque). A concentracdo final de DMSO no meio de cultura
foi mantida abaixo de 0,1% (v/v). Os compostos foram incubados, na concentracdo de 5
pg/mL,com as células por 72 h em estufa a 5% de CO; a 37°C. Ao término deste, as mesmas
foram centrifugadas e o sobrenadante, removido. Em seguida, foram adicionados 150 uL da
solucdo de MTT (sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi
lida apos dissolucdo do precipitado com 150 uL. de DMSO puro em espectrofotémetro leitor

de placas a 595nm.
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- Determinacgéo do Clsg

O Clsg consiste da concentragdo de composto que inibe em 50% a proliferacéo celular.
Os compostos que na concentracdo de 5 pg/mL inibiram em mais de 50% o crescimento
celular foram selecionados para determinacdo do Clsy. Para isto, foi empregado novamente o
método MTT, sendo que foram utilizadas diferentes concentragdes dos compostos (5—0.009

ug/mL).

- Andlise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em ao menos trés replicatas para cada
compostoe os resultados foram expressos em porcentagem de inibi¢do do crescimento celular
(média + desvio padréo) versus o controle (crescimento celular na ausénciado composto), 0s

quais foram calculados utilizando-se o programa GraphPadPrism.

3.4.2 —Atividade antituberculose

A avaliacdo do potencial antituberculose dos compostos de interesse foi realizada no
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Fundacdo Oswaldo Cruz — FioCruz,
através da colaboracdo da pesquisadora Maria Lourenco.

A atividade dos compostos foi avaliada contra cepas de Mycobacterium tuberculosis
ATCC 27294 (Franzblau et al., 1998) usando o ensaio de microplaca Alamar Azul (MABA).
Esta metodologia € ndo tdxica, usa reagente termicamente estavel e mostra boa correlacdo
com o método radiométrico BACTEC (Vanitha, Paramasivan, 2004; Reis, 2004).
Resumidamente, 200 pL de 4gua deionizada estéril foram adicionados a todos os pogos-
perimetro exterior de placas estéreis de 96 pocos- para minimizar a evaporacao do meio nos
pocos durante a incubagdo. As placas receberam 100 pL do caldo Middlebrook 7H9 e uma
diluicdo em série dos compostos foi feita diretamente sobre a placa. As concentragdes finais
dos compostos testados foram de 100 a 3,2 ng/mL. As placas foram cobertas e seladas com
parafilme e incubadas a 37° C durante 5 dias. Apos este tempo, 25 puLL de um preparado fresco
de mistura 1:1 de azul de Alamar e reagente 10% de tween 80 foram adicionados a placa e
esta foi incubada durante 24 h. A cor azul no pog¢o foi interpretada como auséncia de
crescimento bacteriano e coloracdo cor de rosa foi classificada como de crescimento. O
resultado foi expresso em termos de concentracdo inibitoria minima (CIM ou MIC, em

inglés), a qual é definida como a menor concentragdo que impede a mudanca de coloracdo
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azul para rosa. Os farmacos antituberculose etambutol ou pirazinamida foram utilizados como

referéncia interna.
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4 - 2-PIRAZINOFORMAMIDA TIOSSEMICARBAZONA E SEUS DERIVADOS:
CARACTERIZACAO E AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANTITUBERCULOSE E
CONTRA CELULAS TUMORAIS

As tiossemicarbazonas sdo conhecidas por apresentarem diversas bioatividades, como
antibacteriana e citotoxica (Beraldo et al., 2004).

Foram sintetizadas as seguintes tiossemicarbazonas, que posteriormente foram
estudadas quanto & sua agdo contra tuberculose e células tumorais: HPzAmM4DH (1),
HPzAM4M (2), HPzAM4E(3), HPzZAm4Cex (4), HPzZAm4Ph (5)(Figura 27). Essas moléculas
contém o grupo farmacoforico da pirazinamida, a qual é um farmaco atualmente utilizado no

tratamento de tuberculose.

Figura 27— Estruturas das tiossemicarbazonas sintetizadas
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Fonte: O autor, 2015.
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O mecanismo para a formacdo dastiossemicarbazonas é mostrado na Figura 28. A

reacdo inicia-se com a desprotonacao da tiossemicarbazida pelo metoxido formado na reacdo

com sddio metélico, seguida de ataque nucleofilico do carbono da nitrila.

Figura 28— Mecanismo de reacdo de formacéo das tiossemicarbazonas
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4.1-Caracterizagéo de 2-pirazinoformamida tiossemicarbazona e seus derivados

A sintese e caracterizagdo por IV, RMN *H e **C, UV-vis dos compostos HPzAm4DH

(1), HPzZAm4M (2), HPzAMA4E (3) e difracdo de raios X por monocristais dos compostos
HPzAmM4DH e HPzAmM4M ja foram descritos na literatura (Castifieiras et al., 2014). Os

compostos HPzAm4Cex, HPzAm4Ph sdo inéditos. Neste capitulo serdo apresentadas as

caracterizagdes tanto das moléculas ja descritas na literatura, a fim de confirmar sua pureza e

obtenc¢do, quanto das moléculas inéditas. Foi determinada a estrutura do composto HPzAmM4E

(3) por difracdo de raios X por monocristal e os dados serdo apresentados na sec¢ao 4.1.5.

As cores, pontos de fusdo, massas molares, rendimentos das tiossemicarbazonas séo

apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3— Cores, temperaturas de fusdo, massas molares e rendimentos de reacfes para as

tiossemicarbazonas

Composto P.F (°C) MM (gmol™) Rendimento (%)
HPzAM4DH  271,1-2725 196,26 73
HPzAM4M 200,4-202,8 210,26 69
HPzAMAE 186,0-186,1 224,28 51
HPzAm4Cex  206,0-206,3 278,38 52
HPzAm4Ph 196,4-200,3 272,33 85

4.1.1-Espectros no infravermelho

Os espectros no infravermelho das tiossemicarbazonasforam obtidos em pastilha de
KBr, na regido de 4000 a 400 cm™. As principais bandas para o entendimento do modo de
coordenacdo das tiossemicarbazonas sdo apresentadas na Tabela 4.

Os espectros apresentam bandas entre 3460 e 3100 cm™ atribuidas aos estiramentos
dos grupos NHa(simétrico e assimétrico) e NH (West, Padhye, Sonawane, 1991; Bermejo et
al., 2004; Fostiak et al., 2003). Na regido de 2600-2500 cm™ poderia aparecer uma banda
correspondente a vibragcdo S—H, caso a tiossemicarbazona estivesse na forma tiol e ndo em
sua forma tiona. A auséncia desta banda sugere a existéncia da forma tautbmerationa C=S
(Figura 29).A presenca de bandas em torno de 798-756 cm™ que sdo atribuidas & vibracio
v(C=S) (Costa et al., 2003) confirmam essa proposicao.

Figura 29— Possiveis formas tautoméricas tiol/tiona das tiossemicarbazonas
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Fonte: O autor, 2015.

A banda devido ao estiramento da ligagdo C=N normalmente é observada acima de
1500 cm™ (Silverstein, Webster, Kiemle, 2005). Os compostos (1-5) livres apresentam uma

banda em torno de 1550 cm™ atribuida a v(C=N).
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O modo de deformacdo do anel pirazinico fora do plano deve estar proximo de 600
cm™ (Riob6, 2007). Para as tiossemicarbazonas, essa banda é observada na regido de 563 a
594 cm™. Como exemplo é mostrado na Figura 30 o espectro no IV do composto HPzAmM4M
(2) em comparacao com a tiossemicarbazida precursora. A banda em 3080 cm™ (caracteristica
de vibracdo de CH aromatico), esta ausente no espectro da tiossemicarbazida, indicando assim

a formacéo da tiossemicarbazona (Silverstein, Webster, Kiemle, 2005).

Tabela 4— Principais bandas no IV (cm™) da 2-pirazinaformamida tiossemicarbazona e seus
derivadosN(4)- H, CH3, CH,CHgs, CgH11,CeHs

Composto vNH v (CN) v (CS) vCH ouf} anel p(pz)
HPzAM4DH (1) 3439, 3341, 3289, 3157 1537 799 854 579
HPzAM4M (2) 3458, 3349, 3308, 3134 1557 777 860 563
HPzAMA4E (3) 3439, 3343, 3333, 3150 1537 777 856 571
HPzAmMA4Cex (4) 3443,3343, 3244, 3142 1539 785 858 592
HPzAmMA4Ph (5) 3414, 3309, 3275, 3225 1545 745 856 594

Legenda : v = estiramento,y = deformagcéo fora do plano, = deformacéo anel,p= deformag&o fora do plano

Figura 30— Espectro no 1V de N*-metil tiossemicarbazida e da tiossemicarbazona HPzAm4M

(2), obtidos em pastilha de KBr (4000-400cm™)
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4.1.2—Espectroscopia eletronica

As tiossemicarbazonas apresentam um maximo de absorcdo entre 353—356 nm, com
coeficiente de absortividade molar na faixa de 16712-27860Lmol*cm™. Essa banda é
atribuida a transi¢do n— m* do grupo tioamida equivalentes as encontradas por Martinez et al.

(Riob6, 2007). Como exemplo, é mostrado na Figura 31 o espectro eletrénico do composto
HPzAmM4Ph.

Figura 31— Espectros eletronicos de HPzZAm4Ph (5) em dimetilformamida (concentragdo=
5,5x10™ molL™ a 1,1x10™ molL™)
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4.1.3—Ressonancia Magnética Nuclear

Em todos os espectros de RMN das substancias sintetizadas foram observados 0s
sinais de hidrogénio e carbono consistentes com o0s grupos R. As atribui¢des para os sinais de
'H e de **C das moléculas encontram-se nas Tabelas 5 e 6.Para todas as tiossemicarbazonas
estudadas foi verificada a presenca de sinais atribuidos ao isémero configuracional E. A
numeracdo usada para a atribuicdo de hidrogénios e carbonos das tiossemicarbazonas e as

estruturas dos isdmeros configuracionais E e Z estdo representados na Figura 32.
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Figura 32 —Numeracdo utilizada para atribuicdo dos atomos de hidrogénio e de carbono das

tiossemicarbazonas e seus isdmeros configuracionais E e Z.
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Fonte: O autor, 2015.

A identificacdo dos isdbmeros E e Z pode ser feita com base no deslocamento quimico

do sinal de N(3)-H nos espectros de RMN de *H. No isémero Z este hidrogénio aminico

torna-se mais desblindado e seu sinal é observado na faixa de 12—15 ppm (Costa et al., 2003).

Este fato é explicado pela ligacdo de hidrogénio entre N(3)-H e o nitrogénio pirazinico. No

isbmero E essa ligacdo de hidrogénio ndo pode se formar, neste caso o sinal de N(3)-H

encontra-se mais blindado, ocorrendo em 10,06-10,88 ppm. A presenca desse isémero é
exemplificada pelo espectro de RMN de *H de HPzZAm4DH (Figura 33).
O caréater parcialmente duplo da ligacdo C(8)-N(4) em HPzAmM4DH pode também ser

facilmente evidenciado pelo RMN de *H, uma vez que os hidrogénios em N(4)H, aparecem

como dois sinais ndo equivalentes. I1sso acontece devido a rotagdo restrita da ligagdo C-NH;

por conta da dupla ligacéo parcial. (Tarasconi et al., 2000; Jouad et al., 2001).
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Figura 33— Espectro de RMN de *H de HPzZAm4DH (1), obtido em DMSO-ds
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Os espectros de RMN de **C indicam que as moléculas encontram-se na forma de
tiona, cujos deslocamentos quimicos referentes a C=S encontram-se mais desblindados do que
se 0s compostos estivessem na forma C-S de tiol(Lessa et al., 2010). Na Figura 34 é
apresentado, como exemplo, o espectro de RMN de *C de HPzAm4Ph. Demais espectros de
RMN referentes a outras técnicas, como COSY, APT e HSQC sdo mostrados nos Apéndice
C.

Figura 34— Espectro de RMN de *C de HPzAm4Ph (5), obtido em DMSO-ds, ampliado na
regido entre 115 e 190 ppm.
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5— Atribuicdo (A), numero de hidrogénios (N°), deslocamento quimico (),

multiplicidade?, constante de acoplamento (J,Hz) dos sinais de RMN de *H das

tiossemicarbazonas 1-5

A No 6 (ppm)
HPzAM4DH HPzAM4M HPzAM4E HPzAmM4Cex HPzAmM4Ph
€] (2 (©)) @) ®)
N(5)H 2 6,94 (s) 6,92 (s) 6,94 (s) 6,97(s) 7,14(s)
N(4)H 1 8,01 (s) 8,43 (q) 8,49 (1) 7,94(d) 10,01(s)
J=4,4 J=6,0 J=8,7
N(4)H 1 7,97 (s)
N(3)H 1 10,15 (s) 10,17 (s) 10,09 (s) 10,06(s) 10,52 (s)
C(3)H 1 9,67 (s) 9,71 (d) 9,71 (d) 9,64(d) 9,85 (d)
J=18 J=1.8 J=14 J=14
C(5)H 1 8,58 (s) 8,59 (dd) 8,59(dd) 8,61(dd) 8,63 (dd)
J=18;2,7 J=18;2,7 J=25;14 J=14;28
C(e)H 1 8,64 (d) 8,65 (d) 8,66(d) 8,68(d) 8,69 (d)
J=23 J=2,7 J=2,7 J=2,3 J=28
CH, 3 3,02 (d) 1,14(t)
J=45 J=71
CH, 2 3,60(m)
COH 1 4,22(m)
C(10)Ha 1 1,48(q) 7,57 (m)
J=12,1; 3,32
C(10)He 1 1,85(d)
J=9,7
C(11)Ha 1 1,28(m) 7,36 (m)
C(11)He 1 1,74(d)
J=13,3
C(12)Ha 1 1,14(m) 7,19 (m)
C(12)He 1 1,16(d)
J=129
C(13)Ha 1 1,28(m)
C(13)He 1 1,74(d)
J=13,3
C(14)Ha 1 1,48(q)
J=12,1; 3,32
C(14)He 1 1,85(d)
J=9,7

Legenda:*Multiplicidade: s = simpleto; d = dupleto; dd= duplo dupleto; t = tripleto; q = quadrupleto; m =

multipleto; a = axial; e = equatorial
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Tabela 6— Atribuicdes (A) e deslocamentos quimicos (ppm) dos sinais de RMN de **C das

tiossemicarbazonas 1-5

A 3 (ppm)
HPzAmM4DH HPzAM4AM HPzAM4E HPzAmM4Cex HPzAmM4Ph
1) (2) 3) 4) (5)

C5 142,50 142,54 142,55 142,58 142,59
C3 143,70 143,63 143,63 143,48 143,96
C6 144,68 144,58 144,60 144,67 144,91
C7=N 140,46 140,19 140,25 140,50 141,11
C8=S 176,96 177,09 176,02 174,99 175,11
C2 145,77 145,82 145,80 145,68 145,54

CH, 38,18

CH; 30,81 14,83
C(9) 52,50 127,90
C(10)/C(14) 31,82 126,01
C(11)/C(13) 25,00 125,07
C(12) 25,16 130,34

4.1.4—Espectrometria de massas

Com o intuito de confirmar a composicdo das tiossemicarbazonas sintetizadas
realizou-se o estudo através de espectrometria de massas com ionizacdo por electrospray.
Todos os compostos foram solubilizados em MeOH e os espectros adquiridos no modo

negativo. A Tabela 7 apresenta os dados de ESI-MS para estas substancias.

Tabela 7— Dados de ESI-MS para o ion molecular das tiossemicarbazonas 1-5

Composto m/z m/z IR(%)* Atribuicéo
experimental tedrico do ion molecular

HPzAmMA4DH (1) 195,1 195,0 100 CeH7NgS™

HPzAM4M (2) 209,0 209,1 100 C/HoNgS™

HPzAMA4E (3) 223,0 223,1 19 CgH11NgS™

HPzAmMA4Cex (4) 277,1 277,1 13 CioH17NgS

HPzAm4Ph (5) 270,9 271,1 100 CiH11NeS™

* IR = intensidade relativa, dada em %.

Em todos os espectros observa-se o pico correspondente ao ion molecular das
tiossemicarbazonas. Este pico tem uma intensidade elevada o que nos sugere uma elevada
estabilidade desses compostos, com exce¢do dos compostos HPzAM4E eHPzAmM4Cex que
apresentaram uma menor intensidade.

As tiossemicarbazonas sintetizadas apresentam um sistema de fragmentacao similar,

sendo comum a formacdo de adutos com ion sédio e a perda de grupos como NH3 ou 0s
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substituintes ligados a N(5). Na Figura 35 temos um exemplo da fragmentacdo de
HPzAmM4Ph.

Figura 35— Espectro de massas (ESI-MS) em metanol de HPzAm4Ph, obtido no modo

negativo
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4.1.5—-Estrutura cristalografica

Detalhes e condi¢cdes experimentais de cada medida estdo descritas nos capitulos e nos
apéndices. A estrutura determinada para o composto e a numeragdo proposta estdo
apresentadas na Figura 36 e 37. As distancias e angulos de ligacdo encontram-se nas tabelas 8
e 9. Na tabela 10 sdo apresentadas as ligacdes de hidrogénio para o composto HPzZAM4E.A
distancia da ligacio C—S para o composto HPzAMA4E se situa em 1,68 A, sendo notavelmente
mais curta que a distancia de uma ligacdo simples C—S (1,82 A) mas sendo maior que uma
ligacdo dupla (1,56 A), devido a uma conjugacéo do sistema (Urtiaga, 1995). Isto significa

que existe um carater parcial de ligacdo dupla, sugerindo que o composto esteja na forma de



61

tiona. O mesmo ocorre para a ligacdo C—N (1,36 A), em que a distancia é mais curta que
C(sp?)-N que seria de 1,46 A, que indica um carater parcial de dupla ligacdo

O composto HPzAm4E adota a conformacdo EE em relacéo as ligagfes C(7)-N(2) e
N(3)-C(8) como resultado da ligacdo de hidrogénio intramolecular N(4)-H(4)"N(2). A
analise mostra que a molécula é muito perto de ser plana, com angulo de 16,11(4)° entre o
esqueleto da tiossemicarbazona e o grupo pirazina.

A ligacdo de hidrogénio N(3)-H(3)"N(6) é a mais relevante interacdo no
empacotamento cristalino. Esta interacdo é responsavel pela formacdo de uma cadeia
supramolecular 1D, que estende do eixo cristalografico - b (Figura 37). No arranjo
supramolecular, observam-se também os dimeros inversos,como resultado da interacdo de
N(5)-H(5B)" S1.

Figura 36— Diagrama de Ortep de HPzAmM4E (2)

s()




Tabela 8— Distancias de ligacio selecionadas (A) de HPzZAMAE (2)

Ligacdo HPzAmM4E | Ligacdo HPzAM4E
S(1)-C(8) | 1,6765(17) | N(6)-C(5) | 1,337(2)
N(1)-C(6) | 1,335(2) | N(6)-C(3) | 1.327(2)
N(1)-C(2) | 1,331(2) | N(5)-C(7) | 1.359(2)
N(2)-N(3) | 1,3889(19) | C(5)-C(6) | 1.374(3)
N(2)-C(7) | 1,283(2) | C(2)-C(7) | 1483(2)
N(3)-C(8) | 1,359(2) | C(2)-C(3) |1.389(2)
N(4)-C(8) | 1,323(2) | C(9)-C(10) | 1,475(3)
N(4)-C(9) | 1,456(2)

Tabela 9— Angulos de ligacdo selecionados (°) de HPZAMAE (2)

Atomos HPzAM4E | Atomos HPzAMAE
C(2)-N(1)-C(6) 116,08(15) | C(3)-C(2)-C(7)  121,65(15)
C(7)-N(2)-N(3) 117,19(14) | N(2)-C(7)-N(5)  126,92(16)
C(8)-N(3)-N(2) 116,93(14) | N(2)-C(7)-C(2)  116,54(14)
C(8)-N(4)-C(9) 125,40(16) | N(5)-C(7)-C(2)  116,48(15)
C(3)-N(6)-C(5) 115,65(16) | N(3)-C(8)-S(1)  120,73(13)
N(6)-C(5)-C(6) 122,26(17) | N(4)-C(8)-S(1)  123,64(14)
N(1)-C(6)-C(5) 122,06(17) | N(4)-C(8)-N(3)  115,62(15)
N(1)-C(2)-C(7) 116,79(15) | N(4)-C(9)-C(10) 110,04(17)
N(1)-C(2)-C(3) 121,55(15) | N(6)-C(3)-C(2)  122,37(16)

Tabela 10—Parametros de ligacdo de hidrogénio em HPzAM4E (2)
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N4—H4---N2 0,86 2,15 2,564 (2) 109
N3—H3:--N6 [-x+1/2, y—1/2, ~z+3/2] 0,86 2,34 3,119 (2) 151
N5—H5A.--N1 0,85 2,28 2,692 (2) 110 (2)
N5—H5B:--S1[ —x, —y+1, ~z+1] 0,85 2,70 3,364 (2) 136 (2)
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4.2—Atividade bioldgica das tiossemicarbazonas

4.2.1-Atividade citotéxica

As tiossemicarbazonassintetizadasforam testadas quanto a atividade citotoxica frente
as linhagens de células tumorais humanas OVCAR-8 (cancer de ovario), HCT-116 (cancer
de colon) e SF—295 (glioblastoma).

A atividade antiproliferativa foi avaliada segundo método descrito na secdo 3.3.5. Os
resultados, expressos em porcentagem de inibicdo de crescimento, sdo apresentados na Tabela
11.

Tabela 11-Inibicdo do crescimento de células tumorais causada pelastiossemicarbazonasl-5

Composto % de inibicéo do Crescimento (média + desvio padréo)
HCT-116 OVCAR-8 SF-295
HPzAmM4DH (1) 37,05+4,49 7,74+3,87 17,67+0,22
HPzAM4M (2) 11,1945,96 23,67+10,09 24,44+1 58
HPzAMAE (3) 44,72+14,27 52,60+8,43 -7,64+42.77
HPzAMA4Cex (4) -10,30+8,25 6,17+5,00 39,10+0,49
HPzAmM4Ph (5) 15,36+6,77 19,47+4,01 29,02+1,15

De um modo geral os valores da atividade biolégica sugerem que as
tiossemicarbazonas ndo apresentam uma atividade significativa (% de inibi¢do de crescimento

maior que 50) contra as linhagens de células tumorais testadas.

4.2.2—Atividade contra Mycobacterium tuberculosis

Foram realizados testes quantitativos para determinar a atividade antimicrobiana das
tiossemicarbazonas HPzAmM4DH, HPzAmM4M, HPzAmM4E, HPzAm4Cex, HPzAmM4Ph (1-5)

contra Mycobacterium tuberculosis. Os resultados obtidos estdo na Tabela 12.
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Tabela 12 — Avaliacdo da atividade antimicobacteriana das tiossemicarbazonas 1-5

Composto 100 50 25 12,5 6,25 3,12
pg / mL pg / mL ug / Ml ug / Ml pug / mL pug / mL

HPzAmM4DH (1) Res Res Res Res Res Res

HPzAmM4H (2) Res Res Res Res Res Res

HPzAMAE (3) Res Res Res Res Res Res

HPzAmMA4Cex (4) Res Res Res Res Res Res

HPzAmM4Ph (5) Res Res Res Res Res Res

Res- Resistente

Estudo da agédo das tiossemicarbazonas frente a M. tuberculosis indicam que estes
compostos ndo sdo ativos nas concentragdes entre 100 e 3,2 pg/mL, embora apresentem o
grupo farmacoforico pirazinamida, a qual é um dos principais farmacos utilizados no
tratamento de tuberculose. Vale salientar que o proprio farmaco apresenta baixa atividade no
teste empregado, o0 que sugere que a metodologia utilizada ndo é adequada para investigar a
atividade desses compostos.
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5-COMPLEXOS DE GALIO(I11) COM TIOSSEMICARBAZONAS DERIVADAS DE
2-PIRAZINOFORMAMIDA

Neste capitulo serdo apresentadas as caracterizacoes e resultados de estudos biologicos
realizados para complexos de galio(lll) sintetizados com 2-pirazinoformamida
tiossemicarbazona (1) e seus derivados N*-metil-, etil-, cicloexil-efenil- (2-5). Os complexos
foram analisados por ponto de fusdo, andlise elementar, medidas de condutividade molar
(Tabela 13), espectroscopias no infravermelho e eletrénica, ressonancia magnética nuclear de
'H, B¥C, COSY, HSQC, APT e espectrometria de massas com ionizagdo por electrospray
(ESI-MS).

5.1- Caracterizagdo dos complexos de gélio(ll1)

5.1.1 —Caracteristicas gerais, microanalises e condutividade molar

Os dados de andlises elementares fornecem uma indicacdo de suas férmulas
moleculares que por sua vez sdo condizentes com as estruturas propostas.A partir dessa
analise, foi proposta a composicdo dos complexos contendo Ga®**, L~ (tiossemicarbazona
desprotonada) e nitrato na propor¢do 1:2:1.Para algumas estruturas também foi proposta a
presenca de agua de hidratacdo. Medidas de condutividade elétrica molar estdo acima de 65 e
abaixo de 90 ohm™cm?mol™, o que sugere que todos 0s compostos sdo eletrélitos 1:1 (Geary,
1971), e, portanto o ion nitrato estaria atuando como contra-ion. Dessa forma, os dados
sugerem a formacgdo de complexos do tipo [Ga(L),]NOs;. No processo de obtencdo do
complexo (6), também ocorre a ciclizagdo da tiossemicarbazona (1), o que seré discutido mais
adiante. Portanto, para o produto dessa sintese, serdo mostrados apenas resultados de analises

de RMN e de espectrometria de massas.



66

Tabela 13— Rendimento (R), ponto de fusdo?, massa molar (MM), analise elementar® e

condutividade molar® (DMF, 1x10® mol L) dos complexos de gélio(111)

Composto R (%) P.F (°C) MM %C %H %N AM
(gmol™)

[Ga(PzAm4M),]NO; 24  257,7-2580 550,23 30,33 333 3255 634
(200,4-202,8) (30,56) (3,30) (33,09)

[Ga(PzAMA4E),]NO5-2H,0 27 223,7-2244 61432 3151 419 29,70 759
(186,0-186,1) (31,28) (4,27) (29,64)

[Ga(PzAm4Cex),JNO33H,0 35  240,1-241,0 74051 3883 522 2403 810
(206,0-206,3) (38,93) (544) (2459)

[Ga(PzAm4Ph),]NO; H,0 37  267,9-269,1 692,39 41,71 325 26,28 658
(196,4-200,3) (41,63) (3,49) (26,30)

Legenda ®Ponto de fusdo das tiossemicarbazonas livres encontram-se entre paréntesis; °Valores tedricos entre

paréntesis; “Ohm™.cm? mol™

5.1.2—Espectroscopia no Infravermelho

As principais bandas nos espectros no infravermelho dos compostos de galio(lll) sdo
apresentados na Tabela 14. As vibragdes atribuidas a v(C=N) em 1508-1545 cm™ nos
espectros no IV das tiossemicarbazonas livres deslocam-se para 1514-1559 cm™ nos
espectros dos complexos, estando de acordo com a coordenacdo da tiossemicarbazona ao

galio por meio do nitrogénio iminico (Ismail et al., 2013).
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Tabela 14— Principais bandas no 1V (cm™) dos complexos de galio(111)

Complexos vNH, v(NO;) 7(NO3) O(NO3) Ww(CN) w(CS) yCH  p(pz)
ou
Banel
HPzAmM4M (2) 3458, 3349, 1508 777 860 563
3308, 3134
[Ga(PzAm4M),]NO;(7) 3393, 3256, 1385 843 755 1537 756 868 602
3142,3049
HPzAMA4E (3) 3439, 3343, 1537 777 856 571
3333, 3150
[Ga(PzAm4E),] NOs-2H,0 3366, 3277, 1383 841 760 1570 759 872 610
(8) 3229, 3186
HPzAmMA4Cex (4) 3443, 3343, 1539 785 858 592
3244, 3142
[Ga(PzAm4Cex),JNO3-3H,O 3428, 3318, 1394 845 744 1580 761 852 627
9) 3276, 3152
HPzAmMA4Ph (5) 3414, 3309, 1545 762 860 594
3275, 3225

[Ga(PzAm4Ph),]NO;-H,0 3355, 3312, 1382 852 760 1591 752 881 631
(10) 3273, 3243

Legenda: v = estiramento;r, y = deformagao fora do plano;d, = deformacéo anel; p = deformagdo fora do plano

A vibragio v(C=S), observada em 762-799 cm™ nos espectros das bases livres,
desloca-se para 752—761 cm™ nos espectros dos complexos 7-10, sugerindo a coordenacio
pelo enxofre. O pequeno deslocamento sugere a ligagéo do enxofre ao metal na forma de um
tiolato, ou seja, as tiossemicarbazonas encontram-se desprotonadas no N(3) nos complexos
(Kumar et al., 2014).

A banda correspondente ao modo de deformacgdo do anel pirazinico fora do plano
p(py) situada na regiio de 563-594 cm™ nas tiossemicarbazonas livres estd situada a
frequéncias maiores nos complexos metélicos (602—631 cm™), o que seria indicativo da
coordenacdo do ligante ao metal atraves do nitrogénio pirazinico (Mendes et al., 2009).

Também foram observados nas regides de 1382-1394 cm-1, 841-852 cm™ e 744-760
cm™, absorgBes caracteristicas dos modos estiramento, deformagdo fora do plano e
deformacéo no plano, respectivamente, do grupo nitrato ndo coordenado (Nakamoto, 1986).
Esses dados sugerem a presenca de nitrato na estrutura dos compostos, como também indicam

(ue este grupo atua como contra-fon.
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Na Figura 38 sdo apresentados como exemplo, os espectros no infravermelho da
tiossemicarbazona HPzAm4M (2) e do complexo [Ga(PzAm4M),] NO3(7).

Figura 38—Espectros no infravermelho a) da tiossemicarbazona HPzAmM4M (2) e b) do

complexo [Ga(PzAm4M)CIl,] NOs (7), obtidos em KBr, na regido de
4000-400cm™

6CET—

1697,
15T~
806T—
iyt EETT—
57—
6911

E
- W\

\/

NH——CH,

LyT—

LEST~.

Ly9T—
819T—

3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 40C

Ntmero de onda (cm™)

5.1.3 —Espectroscopia eletrdnica

Para se confirmar a complexacéo e caracterizar os produtos sintetizados, realizou-se a
leitura da absorcdo no UV-Vis, em DMF grau espectroscépico, para cada composto e para as
tiossemicarbazonas. Determinou-se o comprimento de onda de absor¢cdo méxima e calculou-
se a absortividade molar (g) de cada espécie (Tabela 15).
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Tabela 15 -Bandas® observadas nos espectros eletronicos das tiossemicarbazonas e

complexos de galio(IlT) em DMF e seus respectivos valores de €.

Complexos Banda | Banda Il
HPzAM4M (2) 354(16712)
[Ga(PzZAM4M),]NO; (7) 349(17352) 427(9393)
HPzAMA4E (3) 355(16725)
[Ga(PzZAMAE),]NO3-2H,0 (8) 350(18219) 426(9439)
HPzAmMA4Cex (4) 355(17826)
[Ga(PzZAMA4Cex),JNOs3H,0 (9) |  345(27860) | 433(16187)
HPzAmM4Ph (5) 356(17867)
[Ga(PzZAM4Ph),]NO3.H,0 (10) 349(26706) | 434(17753)

Legenda:*Comprimento de onda(}) em nm. PCoeficiente de absortividade molar (g) entre parénteses, em Lmol

1

-1

cm-.

O espectro eletronico das tiossemicarbazonas em DMF apresenta uma banda de

absor¢ao relacionada com as transi¢des n— ©* em 355 nm, denominada banda I, dos grupos

azometino e tioamida das tiossemicarbazonas (Riobo, 2007).

Os espectros na regidao do UV-Vis em DMF mostram diferencas significativas entre as

tiossemicarbazonas e o0s complexos,conforme pode ser observado nos espectros da
tiossemicarbazona HPzAmMAE (3) e do complexo[Ga(PzAm4E),;]NO3-2H,0O(8) (Figura 39).

Figura 39—Espectro eletronico de HPzAmM4E (3) e[Ga(PzAm4E),]-2H,0 (8) (a) e curva de

absorvéancia versus concentragdo de 8, usada para determinagdo de € (b)

0.94

Abs

06 |
‘

0.0

034\

—— HPzAmM4E 6x10°mol/L
——— [8] 4x10°mol/L
—— [8] 3x10™°mol/L
——— [8] 2x10™°mol/L
—— [8] 1x10°mol/L

T
300

——
T T T T T T T 1
350 400 450 500 550 600 650 70C

anm)

b)

0.8

® =350 nm, R’= 0.9786
® )-426 nm, R°=0.98459

0.6 4

Abs

0.2

0.0

T T T
2.0x10° 3.0x10° 4.0x10°

Conc(mol/L)

Observa-se claramente a coordenacao ao centro metalico: verificam-se o deslocamento

hipsocromico da banda | e o surgimento de uma nova banda entre 426 e 434 nm. Nos

complexos hexacoordenados, o galio(lll) possui um ambiente octaédrico ou octaédrico
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distorcido (Bandoli et al., 2009). Ha relatos na literatura de outros complexos de galio com
tiossemicarbazonas que demonstram esse mesmo perfil espectral (Chan et al., 2010; Enyedy

et al., 2015), como, por exemplo, 0 composto mostrado na Figura 40.

Figura 40— Estrutura de ion complexo de galio(lll) com tiossemicarbazona:

[Ga(L),]NOs(L=2-acetilpiridina N*-metil tiossemicarbazonato)

Fonte: CHAN et al., 2010

5.1.4 —Espectros de ressonancia magnética nuclear

Os complexos de galio(111) foram caracterizados por RMN de *H, *C, DEPT, COSY e
HMQC, utilizando-se DMSO-ds como solvente. A numeragéo utilizada para a atribuicdo de
hidrogénios e carbonos das tiossemicarbazonas é apresentada na Figura 41.

Figura 41— Esquema de numeracao para os espectros de ressonancia magnética nuclear de *H.

Grupo R
R
P 9, 11
3 /\ 077\
[ | 13
2 NH, 14 12
~F -5
.
PN
3 9
NH 72N
)\ VT
s77 8 SNH—R 1|3 M
4 \lz/

Fonte: O autor, 2016.
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Para os complexos de galio(lll) verificam-se variacGes similares nos espectros de
RMN de *H e *3C, quando comparados com seus respectivos ligantes. Nos espectros de RMN
'H dos complexos (Tabela 16), verifica-se o desaparecimento do sinal referente ao N(3)-H,
indicando que as tiossemicarbazonas encontram-se coordenadas ao metal na sua forma
desprotonada, conforme podemos ver no exemplo 42 para [Ga(PzAm4E),]NO32H,0. A
auséncia de sinais duplicados para os hidrogénios dos complexos também revela que as duas
moléculas de ligante coordenadas ao galio sdo equivalentes.

O sinal correspondente aos hidrogénios N(5)H, dos complexos sintetizados sao
equivalentes. Nos complexos, este sinal aparece em campo mais baixo em relacéo aos ligantes
de partida, sugerindo complexagdo em N(2).

Os espectros de RMN de **C dos complexos (7-10) indicam que com acoordenagéo, a
maioria dos sinais de carbono da pirazina, assim como C(7) e C(8) sofrem deslocamentos
significativos com relacdo as suas posi¢cdes nas tiossemicarbazonas livres (Tabela 17). Isto
sugere o envolvimento dos nitrogénios pirazinico e iminico e do enxofre na coordenagdo ao
centro metalico, pelo sistema Np,-N-S, indicando que as tiossemicarbazonas adotam a
configuracdo E quando coordenadas. Esta caracteristica foi observada para todos os
complexos

No que diz respeito ao sinal de C=S, este aparece entre 174,09 e 177,09 ppm nos
espectros de RMN de **C das tiossemicarbazonas sintetizadas. Nos complexos de galio(l11) ha
um deslocamento deste sinal para campo mais alto (164,23-168,34 ppm). Esta blindagem do
sinal no complexo pode ser devido a coordenacdo como tiolato, com enfraguecimento da
ligacdo C=S pela coordenacdo ao metal (Riobo, 2007). A Figura 43 apresenta o espectro de
RMN de **C do ligante (3) de do complexo (8).



Tabela 16— Atribuicdo (A), niimero de hidrogénios (N°), deslocamento quimico (8), multiplicidade®, J (Hz) dos sinais de RMN de 'H das

tiossemicarbazonas1-5 de seus complexos de galio(l1l) (6—10)

A N° o (ppm)
HPzAmM4DH (6) HPzAM4M @) HPzAmM4E (8) HPzAmM4Cex 9 HPzAmM4Ph (10)
1) (2) 3) 4) ()
N(5)H 2 6,94 (s) 8,27(s) 6,92 (s) 8,29(s) 6,94 (s) 8,28(s) 6,97(s) 8,19(s) 7,14(s) 8,45(s)
N(4)H, 1 8,01 (s) 8,43 (9) 7,22(q) 8,49 (1) 7,23(1) 7,95(d) 7,09(d) 10,01(s) 9,42(s)
6,80(s) J=44 J=44 J=6,0 J=5,9 J=8,7 J=8,6
N(4)H, 1 7,97 (s) - - - - - - - -
N(3)H 1 10,15 (s) - 10,17 (s) - 10,09 (s) - 10,06(s) - 10,52 (s) -
C(3)H 1 9,67 (s) 9,66(m) 9,71 (d) 9,68 (s) 9,70(d) 9,67(s) 9,65(d) 9,67(s) 9,85 (d) 9,83(d)
J=18 J=1,8 J=14 J=14 J=1,0
C(5)H 1 8,58 (s) 7,86(dd) 8,59 (dd) 7,84(m) 8,59(dd) 7,83(m) 8,61(m) 7,82(m) 8,62 (m) 8,02(m)
J=1,8; J=18;27 J=1,8;2,7
2,7
C(e)H 1 8,65 (d) 8,99(d) 8,65 (d) 8,97(d) 8,66(d) 8,98(d) 8,68(d) 8,99(d) 8,69 (d) 9,04(d)
J=2,3 J=2,3 J=27 J=2,7 J=27 J=2,7 J=23 J=2,6 J=2,3 J=2,9
CH; 3 3,02 (d) 2,93 (d) 1,14(1) 1,14(1)
J=45 J=49 J=71 J=7,1
CH, 2 3,60(m) 3,48(m)
COH 1 4,22(m) 4,14(m)
C(10)Ha | 1 1,48(q) 7,58 (m) 7,82(d)
J=12,1; 3,32 J=7,3
C(10)He | 1 1,85(d)
J=9,7
C(11)Ha | 1 1,28(m) 7,36 (m) 7,00(1)
J=73
C(11)He | 1 1,74(d)
J=13,3
C(12)Ha | 1 1,14(m) 7,19 (m) 7,33(m)
C(12)He | 1 1,16(d)
J=12,9
C(13)Ha | 1 1,28(m)

€L



C(13)He | 1 1,74(d)
J=13,3
C(14)Ha | 1 1,48(q)
J=121; 3,32
C(14)He | 1 1,85(d)
J=19,7
®Multiplicidade: s = simpleto; d = dupleto; dd= duplo dupleto; t = tripleto; q = quadrupleto; m = multipleto

€L
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Figura 42— Espectros de RMN de 'H de A) HPzAm4E (3) e B)
[Ga(PzAM4E),]NO32H,0 (8) em DMSO-ds.
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Tabela 17 — Atribuicdes (A) e deslocamentos quimicos (ppm) dos sinais de RMN de **C das tiossemicarbazonas ( 1-5) e dos complexos de

galio(111) (6-10)

A o (ppm)
1) (6) 2 (7) 3) (8) (4) 9) (5) (10)
C5 142,5 138,16 | 142,54 138,20 142,55 138,12 142,58 139,31 142,59 138,82
C3 143,7 143,50 | 143,63 143,40 143,63 143,39 143,48 144,67 143,96 144,58
C6 144,68 | 149,68 | 144,58 149,69 144,60 149,62 144,67 150,78 144,91 150,82
C7=N 140,46 | 144,36 | 140,19 144,11 140,25 144,47 140,50 144,92 141,11 144,58
C8=S 176,96 | 168,34 | 177,09 167,37 176,02 166,67 174,99 - 175,11 164,23
C2 145,77 | 135,61 | 145,82 135,64 145,80 136,17 145,68 137,02 145,54 135,88
CH, 38,18 37,47
CH, 30,81 29,80 14,83 14,88
C(9) 52,51 51,64 127,90
C(10)/C(14) 31,82 33,79 126,01
C(11)/C(13) 25,00 26,04 125,07
C(12) 25,16 26,65 130,34

74
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Figura 43— Espectros de RMN de **C de A) HPzAMA4E e B) [Ga(PzZAm4E),]NO52H,0(8)em
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Para o produto (6) além dos sinais do ligante HPzAm4DH desprotonado, percebemos
o aparecimento de trés sinais no RMN de 'H e seis sinais no RMN de **C, que sugerem a
ciclizacdo do ligante. Esse composto ciclizado ndo estd ligado ao metal, uma vez que
integracbes para os hidrogénios mostram relacdo fracionada de complexo para composto
ciclizado (Figuras 44, 45).

Figura 44—Espectro de RMN de 'H de Produto (6)obtido em DMSO-ds. Ampliagéo entre 6,0

e 10,0ppm.
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Figura 45—Espectro de RMN de *3C do produto (6)
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No caso de tiossemicarbazonas substituidas sobre o nitrogénio tioamida, a ciclizacéo
deste tipo de tiosemicarbazonas pode conduzir a formacdo de dois tipos de anéis
heterociclicos distintos para o ligante HPzAm4DH (1) (Figura 46).

Figura 46— Tipos de ciclizacdo da tiossemicarbazona HPzAm4DH (1)

O O

5-(pirazin-2-il)-1,3,4-tiadiazol-2-amina 5-(pirazin-2-il)-2H-1,2,4-triazol-3(4H)-tiona

Fonte: RIOBO, 2007.

Para o produto (6) formado foi proposto através da analise de RMN, que a ciclizacdo
ocorreu entre o enxofre e o carbono iminico, devido a presenca do grupo NH; no espectro de
'H.

Para este mecanismo de ciclizacdo € proposto que, a partir da forma tiol da
tiossemicarbazona, um ataque nucleofilicodo atomo de nitrogénio da amina (N5) sobre o
atomo de hidrogénio do grupo tiol, com ruptura heterolitica da ligacdo carbono-nitrogenio da
amida, sequido do ataque nucleofilico intramolecular do enxofre no atomo de carbono C7,
gerando assim o ciclo (Riobo, 2007) (Figura 47).

Figura 47— Reagéo de ciclizacdo do ligante HPzAm4DH

/N \ c//N_NH\c—NH N
Sl O L)
\ 3 V N NH,

Fonte: O autor, 2016.



79

Ap0s Vvérias tentativas de purificacdo e de sintese utilizando outros solventes (etanol e
acetona) nao foi possivel obter este produto puro. Devido a este fato, ndo foi possivel realizar

estudo biologico.

5.1.5 —Espectrometria de massas

A espectrometria de massas € uma importante ferramenta para caracterizacao
estrutural e dessa forma foi utilizada como uma das técnicas de caracterizagdo dos compostos
sintetizados neste trabalho.

Na Tabela 18 sdo apresentados os dados de ESI-MS para os complexos de galio(lll).
Todos os compostos foram dissolvidos em metanol. Os espectros foram adquiridos no modo

positivo.

Tabela 18— Sinal mais significativo dos espectros de massas para os complexos de galio(l11)

Composto m/z / abundancia relativa
(atribuicdo)
Produto(6) 459,0 (83%)
[C1H14GaN;,S]*
[Ga(PzAm4M),INOs (7) 489,2 (100%)
( C1aH15GaN1,S;) NO; [C14H18GaN;,S,]"
[Ga(PzAMA4E),]NO;-2H,0 (8) 515,2 (100%)
( C16H2GaNy,S;) NO3-2H,0 [CisH2,GaN;,S,]"
[Ga(PzAm4Cex),]JNO33H,0 (9) 623,3(100%)
(C24H34GaN;,S;) NO33H,0 [C24H3,GaNy,S,]"
[Ga(PzAm4Ph),]NOzH,0 (10) 610,9(100%)
( C2aH2,GaN,S;) NO; [C2H2GaN;,S,]"

Nos espectros de massas foi possivel determinar o pico do fon molecular [Ga(L),]*
como 0 mais abundante para todos os complexos de galio(lll). Através do espectro de massas
do composto (6) foi confirmada ainda a presenca da tiossemicarbazona ciclizada néo
coordenada ao metal, em m/z 179,5 (CsHsNsS™) (ver no Apéndice D). Na Figura 48 temos o

exemplo do espectro de massas do composto [Ga(PzAm4Cex)CI;]NO33H,0 (9).
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Figura 48— Espectro ESI-MS de[Ga(PzAm4Cex)CI;]NO33H,0 (9), obtido no modo positivo
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5.2—Atividade bioldgica

No presente trabalho foi investigada a acdo citotdxica e antituberculose dos complexos
degalio(lll) e tiossemicarbazonas. Para o composto (6) ndo foi realizado teste bioldgico por

apresentar um composto ciclizado em sua composicao.

5.2.1-Atividade citotoxica

As tiossemicarbazonas derivadas de 2-pirazinoformamida e seus complexos de
galio(111) foram testados quanto a atividade citotdxica frente a linhagens de células tumorais
HL-60 (leucemia), HCT—116 (cancer c6lon humano), MCF7 (adenocarcionoma de mama) e
PC3 (cancer de prostata).

A atividade antiproliferativa foi avaliada segundo metodo descrito na se¢do 3.4.1. Os
resultados, expressos em porcentagem de viabilidade celular na concentragdo de 10 uM, sdo
apresentados na Figura 49, em comparacdo com o0s dados para as tiossemicarbazonas livres e
para o0 sal Ga(NOz3); e pirazinamida. Cisplatina (Cis) e etoposideo, farmacos de referéncia,

foram usados como controles positivos.



81

Figura 49— Porcentagem de viabilidade celular das tiossemicarbazonas, seus complexos (7-
10), pirazinamida (PZA), nitrato de galio (NGA) contra linhagens de células
MCF7, PC3, HCT-116, HL-60.
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De acordo com a Figura 49, em geral, as tiossemicarbazonas e seus complexos de
galio(111) (7-10) ndo demonstraram efeitos citotoxicos significativos contra as linhagens de
células tumorais, com excecdo dos compostos (5) e (9), os quais foram mais citotoxicos as
linhagens MCF7, PC3 e HCT-116quando comparados com a cisplatina e etoposideo. Os
compostos ainda foram téo ativos quanto os farmacos de referéncia contra a linhagem HL-60,
a qual parece ser a linhagem mais sensivel a5 e 9.

A concentracdo dos compostos que inibe em 50% o crescimento das células tumorais
(Clso) foi determinada para os compostos (5) e (9) para as linhagens de células tumorais
MCF-7, HCT-116, HL-60. Com o intuito de avaliar a toxicidade dos compostos sobre
células normais, também foi determinado seu valor de Clsy contra células VERO (rim de
macaco). Os valores de Clsy para os compostos contra células tumorais e sadias (nao-

tumorais) encontram se na Tabela 19.
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Tabela 19 — Efeito citotdxico (CI50) (uM) contra células MCF-7, HCT-116 e HL-60 e

VERO da tiossemicarbazona (5) e o complexo de galio(lll) (9)

Compostos MCF-7 HCT-116 HL-60 VERO
Clsg IS Clsg IS Clsg IS Clsg
(5) >50 ND >50 ND >50 ND >50
9) >50 ND 7,433 6,7 14,1493 9,8 >50
Etoposideo >100 ND >100 ND 0,7 71 >100

Legenda: ND = ndo determinado para concentra¢des 1Csq maior que 50 uM, IS = indice de seletividade estimado

nas linhagens tumorais em relagdo a linhagem ndo tumoral VERO

De acordo com a Tabela 19, foi observado que o composto (5) foi menos ativo do que
0 composto de referencia nas células tumorais testadas. O composto (9) apresentou melhor
atividade que o farmaco etoposideo contra células HCT—-116, sendo ainda cerca de seis vezes
menos toxico as células VERO. Para a linhagem de células HL—60 apresentou boa atividade,
sendo porém menos ativo que etoposideo. Todos os compostos apresentaram igual ou baixa

toxicidade as células VERO.

5.2.2 —Atividade contra Mycobacterium tuberculosis

Foram testadas as atividades antimicrobianas das tiossemicarbazonas e seus
complexos de galio(lll) com o objetivo de avaliar o efeito da coordenacdo sobre a acéo
antimicrobiana de tiossemicarbazonas. Os resultados obtidos estdo na Tabela21. Os valores de
CIM determinados para os compostos estéo listados na Tabela 23, juntamente com o nitrato
de galio e pirazinamida (PZA), farmaco de referéncia.

Assim, a indicagdo “Sen” representa que as bactérias foram sensiveis aos compostos,
de modo que houve sua interferéncia no crescimento ou na viabilidade bacteriana. E a
indicacdo “Res” indica que as bactérias foram resistentes aos compostos estudados, ou seja,
esses ndo interferiram em seu crescimento ou viabilidade.Para cada composto, a menor
concentracdo na Tabela 20 com a indicagdo “Sen” corresponde a CIM, a qual esta apresentada

na Tabela 21 em unidade de concentracdo molar.
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Tabela 20— Awvaliacdo da atividade antimicrobiana dos complexos de galio(lll) em

comparagdo com as tiossemicarbazonas livres, nitrato de galio e pirazinamida

(PZA)

100 50 25 12,5 6,25 3,12
Composto
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL  pg/mL

HPzAM4M (2) Res Res Res Res Res Res
[Ga(PzZAm4M),]NO; (7) Sen Res Res Res Res Res
HPzAMAE (3) Res Res Res Res Res Res
[Ga(PzAm4E),]NO3.2H,0 (8) Sen Sen Res Res Res Res
HPzAmMA4Cex (2) Res Res Res Res Res Res
[Ga(PzAm4Cex),] NO3.3H,0 (9) Sen Sen Res Res Res Res
HPzAmM4Ph (3) Res Res Res Res Res Res
[Ga(PzAm4Ph),]NO3.H,0 (10) Sen Res Res Res Res Res
Ga(NO3)3H,0 Sen Res Res Res Res Res
PZA Res Res Res Res Res Res

Sen- Sensivel/Res- Resistente

Tabela 21-Atividade in vitro® dos complexos 7-10, suas respectivas tiossemicarbazonas

livres, do sal Ga(NOs)s e do farmaco pirazinamida (PZA)contra M. tuberculosis

H37Rv
Composto CIM(umol L™) Composto CIM(umol L™
HPzAM4M (2) > 475,60 [Ga(PzAm4Cex),]NO3.3H,0 (9) 67,52
[Ga(PzZAM4M),]JNO5(7) 181,74 HPzAM4Ph (5) >367,20
HPzAMA4E (3) > 445,85 [Ga(PzAm4Ph),]NOs.H,0 (10) 144,43
[Ga(PZAMAE),JNO;.2H,0 (8) 81,39 Ga(NO;)3.H,0 >390,95
HPzAmMA4Cex (4) >359,22 PZA > 812,28

Legenda:® Atividade antimicobacteriana expressa como Concentragao Inibitéria Minima (CIM).

Conforme apresentado anteriormente, as tiossemicarbazonas ndo sdo ativas contra as
especies M. tuberculosis nas concentracdes estudadas e utilizando-se 0 método MABA. O sal
do metal também ndo mostrou atividade. A baixa ou ndo atividade de sais de metais pode
estar relacionada a sua limitacdo quanto a passagem para o meio intracelular, o que pode ser

contornado por meio da coordenacéo a ligantes adequados.
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Comparando-se os valores de CIM das tiossemicarbazonas livres com o0s valores
obtidos para 0s complexos, pode-se observar que a atividade dos complexos é melhor que a
das tiossemicarbazonas ndo coordenadas. Os complexos (8) (CIM= 81,39umol L™) e (9)
(CIM= 67,52 pumol L™) mostraram-se mais ativos que os demais, confirmando que a
coordenacdo ao Ga®* melhorou a atividade biolégica em relacio a Mycobacterium
tuberculosis e foram melhores que a pirazinamida.

Poucos relatos séo verificados na literatura para compostos de galio contendo
tiossemicarbazonas com atividade antituberculose (Machado et al., 2014; Chitambar, 2016).
Assim, este estudo inicial com estes compostos vem a contribuir para uma posterior avaliacdo
de outras atividadescomo antileishmaniose, antifingica e investigar a relagéo entre estrutura e

atividade com o intuito de se produzir farmacos mais ativos e menos toxicos.
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6—COMPLEXOS DE BISMUTO(I11) COM TIOSSEMICARBAZONAS DERIVADAS
DE 2-PIRAZINOFORMAMIDA

Neste capitulo serdo apresentadas as caracterizacoes e resultados de estudos biologicos
realizados para complexos de bismuto(lll) sintetizados com 2-pirazinoformamida
tiossemicarbazona (1) e seus derivados N*-metil-, etil-, cicloexil- efenil- (2-5). Os complexos
foram analisados por ponto de decomposicdo, andlise elementar, medidas de condutividade
molar (Tabela 22), espectroscopias no infravermelho e eletrdnica, ressonancia magnética

nuclear de *H e espectrometria de massas com ionizagao por electrospray (ESI-MS).

6.1— Caracterizagéo dos complexos de bismuto(l11)

6.1.1 —Caracteristicas gerais, microanalises e condutividade molar

Os dados de analises elementares fornecem uma indicacdo de suas férmulas
moleculares que por sua vez sdo condizentes com as estruturas propostas. Os dados de
condutividade molar em metanol abaixo de 80 ohm™-cm?-mol™*sugerem que os compostos de
bismuto(Ill) sdo ndo-eletrélitos. Assim, de acordo com andlise elementar e condutivimetria,
os compostos apresentam a formula geral [Bi**(L)Cl,], sendo L correspondente a
tiossemicarbazona desprotonada. Dessa forma, foi proposto que o ion metalico esta

coordenado a um tiossemicarbazonato e a dois ligantes cloro.
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Tabela 22 — Rendimento (R), ponto de decomposicdo®, massa molar (MM), analise

elementar®(C, H e N) e condutividade molar® (em metanol) dos complexos de

bismuto(l11)
Composto R(%) P.D(°C) MM %C  %H %N  AM
(gmol™)

[Bi(PzAM4DH)CI,] (11) 90  2352-237,1 47511 1473 156 17,20 16,15
(271,1-272,5) (1517) (1,49 (17,69)

[Bi(PzAmM4M)CI,] (12) 70  2555-2557 489,14 17,19 185 16,86 6,11
(200,4-202,8) (17,19) (1,85) (17,18)

[Bi(PzZAM4E)Cl;] (13) 67 266,1-267,1 503,16 1885 217 1656 8,33
(186,0-186,1) (19,10) (2,20) (16,70)

[Bi(PzAm4Cex)Cl,]-3H,0 (14) 71 2258-226,8 611,30 2393 320 1357 10,09
(206,0-2086,3) (23558) (3,79) (13,75)

[Bi(PzAm4Ph)Cl.] (15) 50 259,0-259,4 551,20 26,26 2,10 1530 6,97
(196,4-200,3) (26,15) (2,01) (15,25)

Legenda:*Pontos de fusdo das tiossemicarbazonas livres encontram-se entre parénteses;°Valores tedricos entre

parénteses; ®Valorem em Ohm™.cm? mol™

Nesta secdo serdo discutidos ainda os dados obtidos pelas espectroscopias no
infravermelho e eletrdnica, RMN e espectrometria de massas (ESI-MS) com o objetivo de

elucidar as estruturas dos complexos sintetizados neste trabalho.

6.1.2 —Espectroscopia no Infravermelho

As principais bandas nos espectros vibracionais no infravermelho dos compostos de
bismuto(l11) sdo reportadas na Tabela 23. As vibragoes atribuidas a v(C=N) em 1508-1545
cm™ nos espectros das tiossemicarbazonas livres deslocam-se para 1539-1564 cm™ nos
espectros dos complexos, estando de acordo com a coordena¢do ao ion metalico pelo

nitrogénio iminico (Rebolledo et al., 2005).
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Tabela 23 — Principais bandas no 1V (cm™) das tiossemicarbazonas e dos complexos de

bismuto(l11)

Complexos vNH, NH, v(CN) v(CS) yCHou p(pz)

B anel
HPzAmM4DH (1) 3439, 3341, 3289, 3157 1537 799 854 579
[Bi(PzAm4DH)CI,] (11) 3395, 3348, 3292, 3264 1541 748 858 584
HPzAmM4M (2) 3458, 3349, 3308, 3134 1508 777 860 563
[Bi(PzAmM4M)Cl,] (12) 3389, 3289, 3225 1547 752 856 615
HPzAM4E (3) 3439, 3343, 3333, 3150 1537 777 856 571
[Bi(PzAM4E)CI,] (13) 3397, 3294 1539 752 856 619
HPzAmMA4Cex (4) 3443,3343, 3244, 3142 1539 785 858 592
[Bi(PzAm4Cex)Cl,]-3H,0 (14) 3381,3327, 3258,3205 1564 746 850 639
HPzAmM4Ph (5) 3414, 3309, 3275, 3225 1545 762 860 594
[Bi(PzAm4Ph)Cl,] (15) 3410, 3321 1562 748 856 594

Legenda:v=estiramento,y= deformagio fora do plano,= deformacéo anel,p=deformacao fora do plano

A vibragdo v(C=S), observada em 762-799 cm™ nos espectros das bases livres,

desloca-se para 748-752 cm™ nos espectros dos complexos, sugerindo a coordenacdo pelo

enxofre. O deslocamento significativo estd de acordo com a complexacdo do enxofre na

forma de tiolato, ou seja, as tiossemicarbazonas encontram-se desprotonadas no N(3) nos

complexos (Rebolledo et al., 2003).

A banda correspondente ao modo de deformacdo do anel pirazinico fora do plano

p(pz) situada na regido de 563-594 cm™ das tiossemicarbazonas livres esta situada a

frequéncias maiores nos complexos metalicos, 0 que seria indicativo da coordenacdo do

ligante ao metal atraves do nitrogénio pirazinico (Zhang et al., 2012).

Na Figura 50 séo apresentados, como exemplo, os espectros no infravermelho da

tiossemicarbazona HPzAm4M e de seu complexo [Bi(PzAM4M)CI,].
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Figura 50-Espectros no IV da tiossemicarbazona HPzAmM4M (a) e do complexo
[Bi(PzAM4M)CI;] (b), respectivamente, obtidos em pastilha de KBr (4000-
400cm™)
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6.1.3 —Espectroscopia eletrdnica

Para se confirmar a complexacao e caracterizar os complexos sintetizados, realizou-se
a leitura da absorcdo na regido UV-Vis, em metanol grau espectroscopico, para cada
composto e para as tiossemicarbazonas. Determinou-se 0 comprimento de onda de absorgéo
méaxima e calculou-se seu respectivo coeficiente de absortividade molar (g).

As posicoes das bandas mais relevantes dos espectros eletronicos das

tiossemicarbazonas e dos compostos de bismuto(l11) sdo reportadas na Tabela 24.
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Tabela 24— Bandas® observadas nos espectros eletronicos em metanol das tiossemicarbazonas

e complexos de bismuto(Ill)e seus respectivos valores de .

Complexos Banda | Banda Il Banda Il
HPzAM4DH (1) 257(11401) | 342(19120) -
[Bi(PzZAM4DH)Cl,] (11) 270(6547) | 311(3843) | 436(1813)
HPzZAM4M (2) 257(12531) | 345(18241) -
[Bi(PzAM4M)CI,] (12) 270(10118) | 319(6575) | 431(3750)
HPzZAMA4E (3) 257(10443) | 345(15200) -
[Bi(PzZAM4E)CI,] (13) 270(12524) | 315(6985) | 432(4219)
HPzAmMA4Cex (4) 258(13366) | 346(16647) -
[Bi(PzAm4Cex)Cl,]-3H,0 (14) | 271(15602) | 317(8505) | 443(4941)
HPzAmM4Ph (5) 258(15983) | 347(17447) -
[Bi(PzZAm4Ph)Cl,] (15) 271(21970) | 321(8391) | 426(6103)

Tiossemicarbazonas mostram dois maximos de absorcdo na regido do ultravioleta do
espectro eletrénico. Um maximo de intensidade em 257 nm pode ser atribuida a uma transicao
n—m*. Esta absor¢do é caracteristica de compostos que contém tanto sistemas wt, quanto pares
de elétrons isolados, como é o caso de uma amida (Pavia et al., 2010). Esta banda no espectro
eletronico dos complexos de bismuto(l11) com tiossemicarbazonas mostrou alteracdes, como
podem ser vistos na Figura 50. Houve deslocamento dessa banda de absor¢éo para cerca de
270 nm, para todos os complexos, para regido de menor energia (efeito batocrémico).

A segunda banda com maximo de absorcdo entre 342 e 347 nm corresponde as
transi¢des n— m* dos grupos azometino e tioamida das tiossemicarbazonas (West et al.,
1997). Com a complexacdo, em todos os casos houve um deslocamento desta banda para
regido de maior energia (efeito hipsocrémico), que podemos visualizar na Figura 51(a e b)
para HPzAm4Cex (4) e[Bi(PzAm4Cex)Cl,]-3H,0 (14).
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Figura 51-Espectro eletronico de HPzAm4Cex (4) e [Bi(PzAm4Cex)Cl,]-3H,O (14) (a) e

curvas utilizadas para determinagdo de € para (14)(b)
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Nos complexos obtidos neste trabalho, foi possivel observar bandas de transicdo de
transferéncia de carga do ligante para o metal, na faixa de 426 e 443 nm (Saad et al., 2007).
Estas bandas apresentaram intensidade alta, caracteristica deste tipo de transi¢cdo, com
absortividade molar entre 1813 e 6103 Lmol™cm™,

6.1.4 —Ressonancia Magnética Nuclear

Em todos os espectros de RMN de *H das substancias sintetizadas foram observados
os sinais de hidrogénio consistentes com os grupos R utilizados. Todas as analises foram
realizadas em metanol deuterado, devido a isso os sinais de NH n&o foram visualizados.
Aminas sdo compostos que estdo sujeitos a ligacGes de hidrogénio e na presenca de solvente
deuterado como metanol, seus hidrogénios sdo trocados deixando de ser visiveis num espectro
de 'H (Silverstein et al., 2005). Foi observado um sinal para cada tipo de hidrogénio,
indicando que a presenca de um Unico isdbmero, que ndo foi identificado devido a auséncia de
sinais de hidrogénio aminico. No entanto, espera-se que esse seja 0 isdmero E, o qual foi o
unico observado em espectro de RMN obtido em outro solvente (DMSO-dg).

Os deslocamentos quimicos e suas respectivas atribuicdes estdo compilados na Tabela
25. Analisando-se o espectro de RMN *H do ligante HPzZAm4DH (Figura 52) notam-se dois
sinais em campo baixo referentes aos hidrogénios do anel pirazinico:um dupleto em 9,47 ppm
atribuido ao hidrogénio ligado a C(3)e um multipleto ocorrendo em 8,59 ppm, atribuido
aC(5)H e C(6)H.
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Tabela 25— Atribuicdo (A), nimero de hidrogénios (N°), deslocamento quimico (9),

multiplicidade®, J (Hz) dos sinais de RMN de 1H das tiossemicarbazonas 1-5
edos complexos de bismuto(l1l) 11-15, obtidos a partir de seus espectros em

metanol deuterado.

A N° o (ppm)
o ay @ (12) ®) (13) (4) (14) () (15)
C(3)H 1 947 932 953() 9,30(m) 9,51(d) 9,30(m) 9,42(m) 9,45(m) 9,59(d) 9,36(d)
d () J=13 J=12 J=15 J=13
J= J=
1,2 1,6
C(5)H 1 859 896 8,58(m) 8,61
(m)  (d) 8,61(m) (m)
J= 8,85(m)
2,4 8,60(m) 8,91(m) 863
C(6)H 1 8,85 8,59(m) 8,82(m) (m)
(s) 8,59(m)
CH; 3 3,16 (s) 3,07(m) 1,25(t) 1,62(m)
J=7,09
CH, 2 3,70(q) 3,17(m)
J=7,09
COH 1 4,09(m) 4,29(m)
C(10)Ha 1,39(m) 1,43(m) 7,64(m) 7,61(d)
J=7,7
C(10)He 1 2,05(d) 2,03(m)
J=9,8
C(l1)Ha 1 1,3(m) 1,29(m) 7,39(m) 7,38(t)
J=7,9
C(11)He 1 1,8(m) 1,79(m)
C(12H 1 1,23(d) 1,28(m) 7,09(t)  7,1(t)
J=11,7 J=7,3 J=7,1
C(12)Ha 1 1,23(d) 1,28(m)
J=11,7
C(13)He 1 1,3(m) 1,29(m)
C(13)Ha 1 1,8(m) 1,79(m)
C(l4)He 1 1,39(m) 1,43(m)
Cl4H 1 2,05(d) 2,03(m)

J=9,8

Legenda®Multiplicidade: s = simpleto; d = dupleto; t = tripleto; q = quadrupleto; m = multipleto
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Os espectros de RMN de H dos complexos s&o bem semelhantes e indicam a
coordenacdo do ligante ao metal, devido ao deslocamento significativo dos sinais referentes
ao anel da pirazinamida. Como exemplo, na Figura 52 no espectro do complexo
[Bi(PzAmM4DH)CI;] (11) podemos visualizar que houve um deslocamento de C(3)H para
regido de campo mais alto,de 9,47 ppm para 9,32 ppm, em relacdo a tiossemicarbazona livre.
No caso de C(5)H e C(6)H, seus sinais deslocaram-se para regides de campo baixo,de 8,59

para 8,96 e 8,85 ppm, respectivamente.

Figura 52— Espectros ampliados (8 a10 ppm) de RMN de *H em MeOD-d,de A) HPzZAm4DH
(4), e B) [Bi(PzAm4DH)Cl,] (11)
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6.1.5 —Espectrometria de massas
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Para os complexos de bismuto(l11), as melhores condi¢Bes de anélise foram no modo

negativo, em solugdo de metanol, uma vez que possibilitou a observagdo do pico a que se

atribuiu ao ion molecular do complexo. A Tabela 26 apresenta os dados do ion molecular e

dos picos observados por ESI-MS para os complexos de bismuto. Na Figura 53 observa-se o

espectro de massas do [Bi(PzAM4E)CI;](7), obtido em metanol no modo negativo.

Tabela 26— Sinais mais significativos dos espectros de massas (ESI-MS) para os complexos

de bismuto(l11) e suas respectivas atribui¢es

m/z (abundancia relativa)

Composto
[atribuicéo]
[Bi(PzZAM4DH)CI,] (11) 473,0 (100%) 437,1 (4%) 195,1 (5%)
(CeHBiCI,NgS) [CeHeBiCI,NgS] [CeHsBiCINGS] [CeHNgS]
[Bi(PzZAM4M)CL,] (12) 486,9 (100%) 451,0 (15%) 209,2 (18%)
(C;HgBICI;NgS) [C;HgBIiCI,NgST [C/HBICINgS] [C/HyN6ST
[Bi(PzZAM4E)CI,] (13) 501,0 (100%) 465,0 (11%) 223,2 (15%)
(CgH11BIiCI;NgS) [CgH10BiCINgST [C/HBICINgS] [CeH11N6ST
[Bi(PzAm4Cex)Cl,]-3H,0 (14) 555,1 (91%) 519,2 (4%) 254,1 (100%)
(C12H23BiCl;NgSO3) [C1oH16BICILNgST [C1,H1sBICINGST [C1,H15BICINGST

[Bi(PzZAm4Ph)Cl,] (15) 549,1 (62%) 393,5 (100%) 365,5 (93%)

(C12H11BICI;NgS)

[C12H10BICINGST

[CeH;BiCINs]

[CsHsBICIN,]

Figura 53— Espectro de massas (ESI-MS) de [Bi(PzAm4E)CI;] (13), obtido em metanol no

modo negativo.
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A Figura 54 mostra a distribuicdo isotdpica para o ion molecular aniénico do

complexo [Bi(PzAM4E)CI,](13). Como pode ser observado nesta figura, o espectro obtido

apresentou trés picos de relacdes m/z iguais a 501, 503 e 505. Esta informacdo é coerente com

a estrutura quimica do composto 13, que possui massa molar exata de 501,99 g/mol, Soma-se

a esta informacdo o fato de que os trés picos apresentam intensidades condizentes com a

distribuicdo isotdpica de substancia que apresenta dois &tomos de cloro em sua estrutura, visto

que este elemento quimico esta presente na natureza com abundancia de 76% para 3sCl e 24%

para 0 37Cl.O pico referente ao ion molecular encontrado, o qual é o mais abundante, sugere

que, assim como proposto com base na condutivimetria, de fato os cloretos estdo coordenados

ao fon metalico e ndo atuando como contra-ions.

Figura 54— Perfil isotopico para ion [Bi(PzZAM4E)CI,] .
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6.2—Atividade biologica dos complexos de bismuto(l11)

6.2.1 —Atividade citotoxica

95

Os complexos de bismuto(l11)com tiossemicarbazonas foram testadas quanto a atividade

citotoxica frente as linhagens de células tumorais humanas HCT—116 (cancer de cdlon), PC3

(cancer de prostata) e SF—295 (glioblastoma).

A atividade antiproliferativa foi avaliada segundo método descrito na secéo 3.3.5. Os

resultados, expressos em porcentagem de inibicdo de crescimento, sdo apresentados na Tabela

217.

Tabela 27— Avaliacdo da atividade citotoxica das tiossemicarbazonas e dos complexos de

bismuto(l11)
Composto % de Inibi¢do do Crescimento (média + desvio padréo)
HCT-116 PC3? SF-295

HPzAmMA4DH (1) 37,05+4,49 - 17,67+0,22
[Bi(PzAm4DH)CI,] (11) 19,01+11,23 17,13+8,59 24,7442 54
HPzAM4M (2) 11,1945,96 - 24,44+1,58
[Bi(PzAM4AM)CI,] (12) 15,3848,64 15,87+4,13 22,16+0,77
HPzAMAE (3) 44,72+14,27 - -7,64+42,77
[Bi(PzAM4E)CI,](13) 29,15+8,64 20,44+1,90 24,83+0,77
HPzAmM4Cex (4) -10,30+8,25 - 39,10+0,49
[Bi(PzAm4Cex)Cl,] 3H,0(14) 62,21+0,58 38,50+6,02 43,34+14,60
HPzAmM4Ph (5) 15,3646,77 - 29,02+1,15
[Bi(PzAm4Ph)Cl,](15) 25,40+1,96 15,63+6.24 17,41+3,01
BiCls; 6,81+1,30 -6,51+2,22 6,81+1,30

PZA -0,03+1,06 -4,11+5,36 -0,03+1,06

Legenda:*Nao realizado com as tiossemicarbazonas

De acordo com a Tabela 27, em geral as tiossemicarbazonas e seus complexos (11-15)

ndo apresentaram uma atividade significativa contra as linhagens de células tumorais testadas.
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6.2.2 —Atividade contra Mycobacterium tuberculosis

Foram realizados testes quantitativos para determinar a atividade antimicrobiana das
tiossemicarbazonas e de seus complexos de bismuto(lll) (11-15) contra Mycobacterium
tuberculosis. Os resultados obtidos estdo na Tabela 28, os quais permitem determinar a
concentracdo minima dos compostos que inibem a proliferacdo bacteriana (CIM), com base
no método empregado. Assim, a indicagdao “Sen” representa que as bactérias foram sensiveis
aos compostos, de modo que houve sua interferéncia no crescimento ou na viabilidade
bacteriana. E a indicagdo “Res” indica que as bactérias foram resistentes aos compostos
estudados, ou seja, esses ndo interferiram em seu crescimento ou viabilidade.Para cada
composto, a menor concentracdo na Tabela 28 com a indica¢do “Sen” corresponde a CIM, a

qual esta apresentada na Tabela 29 em unidade de concentracdo molar.

Tabela 28— Avaliacdo da atividade antimicobacteriana dos complexos de bismuto(lll) em

comparagdo com as tiossemicarbazonas livres, o sal BiCl; e pirazinamida (PZA)

100 50 25 125 6,25 3,12
Composto

ug / mL png / mL png / mL ug / mL pug / mL ug / mL
HPzAmM4DH (1) Res Res Res Res Res Res
[Bi(PzAM4DH)CI,] (11) Res Res Res Res Res Res
HPzAmM4M (2) Res Res Res Res Res Res
[Bi(PzAM4M)CI,] (12) Res Res Res Res Res Res
HPzAMA4E (3) Res Res Res Res Res Res
[Bi(PzAM4E)CI,] (13) Res Res Res Res Res Res
HPzAmMA4Cex (2) Res Res Res Res Res Res
[Bi(PzAm4Cex)Cl,].3H,0(14) Sen Res Res Res Res Res
HPzAmM4Ph (3) Res Res Res Res Res Res
[Bi(PzAm4Ph)Cl,] (15) Sen Res Res Res Res Res
BiCl; Sen Res Res Res Res Res
PZA Res Res Res Res Res Res

Sen- Sensivel/Res- Resistente
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Tabela 29— Atividade in vitro® dos complexos 11-15, suas respectivas tiossemicarbazonas
livres, do sal BiClse do farmaco pirazinamida (PZA) contra M. tuberculosis
H37Rv suscetiveis a ambas rifampicina e isoniazida

CIM CIM
Composto (umol L) Composto (umol LY
HPzAMA4DH (1) > 509,61 HPzAMA4Cex (4) >359,22
[Bi(PzZAM4DH)CI,] (11) > 210,48 [Bi(PzZAm4Cex)Cl,].3H,0(14) 163,59
HPzZAMAM (2) > 475,60 HPzAmMA4Ph (5) >367,20
[Bi(PzAM4M)CI,] (12) >204,44 [Bi(PzAm4Ph)Cl,] (15) 181,42
HPzAMA4E (3) >445,85 BiCl 438,37
[Bi(PzAM4E)CI,] (13) >198,74 PZA > 812,28

As tiossemicarbazonas e 0s complexos de bismuto(l11) ndo sdo ativos ou apresentaram
baixa atividade contra o microorganismo testado. Uma melhor, porém baixa atividade foi
verificada para os complexos 14 e 15 (CIM 163,59 e 181,42umol L™ respectivamente).
Portanto, a coordenacdo ao Bi** ndo resultou em compostos candidatos a farmacos

antituberculoses.
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7-COMPLEXOS DE ANTIMONIO(IIl) COM  TIOSSEMICARBAZONAS
DERIVADAS DE 2-PIRAZINOFORMAMIDA

Neste capitulo serdo apresentadas as caracterizacoes e resultados de estudos biologicos
realizados para complexos de antiménio(lll) sintetizados com 2-pirazinoformamida
tiossemicarbazona (1) e seus derivados N*-metil-, etil-, cicloexil- efenil- (2-5). Os complexos
foram analisados por ponto de fusdo, analise elementar, medidas de condutividade molar
(Tabela 30), espectroscopias no infravermelho e eletr6nica, ressonancia magnética nuclear de

solido e espectrometria de massas com ionizacao por electrospray (ESI-MS).

7.1-Caracterizacao dos complexos de antimonio(l11)

7.1.1—Caracteristicas gerais, microanalises e condutividade molar

Na secdo 3.3.4 foram descritas as sinteses dos complexos de antiménio(lll) com 2-
pirazinoformamida tiossemicarbazona (1) e seus derivados N*-metil, -etil, -cicloexil, -fenil,
(2-5). Para os demais compostos, os dados de microanalises estdo apresentados na Tabela 31.
Os dados de analises elementares fornecem uma indicacdo de suas formulas moleculares que
por sua vez sdo condizentes com as estruturas propostas. Os dados de condutividade elétrica
molar em dimetilformamida abaixo de 650hm™.cm?-mol™confirmam que os compostos de
antiménio(lll) sdo neutros. Assim, de acordo com andlise elementar e condutivimetria, 0s
compostos apresentam a férmula geral [Sb*'(L)Cl,], sendo L correspondente a
tiossemicarbazona desprotonada. Dessa forma, foi proposto que o ion metalico esta

coordenado a um tiossemicarbazonato e a dois ligantes cloro.
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Tabela 30—Rendimento (R), ponto de fusdo, massa molar (MM), analise elementar (C, H e
N)* e condutividade molar (DMF, 1x10° mol L%) dos complexos de

antimonio(l1l)

Composto R (%0) P.F (°C) MM (gmol™®)  %C %H %N Am

[Sb(PzZAM4DH)CI,] (16) 55  249,4-250,4 387,89 1851 1,75 21,22 3781
(271,1-272,5) (18,58) (1,82) (21,67)

[Sb(PzAM4M)CI,] (17) 79  236,9-237,3 401,92 2195 233 21,28 17,18
(200,4-202,8) (21,92) (2,26) (20,91)

[Sb(PzAMA4E)CI,] (18) 59  236,0-236,4 415,94 2305 281 20,08 15,89
(186,0-186,1) (23,10) (2,67) (20,20)

[Sb(PzAm4Cex)Cl;] (19) 66 215,5-216,6 470,03 31,00 3,62 17,83 19,69
(206,0-206,3) (30,66) (3,65) (17,88)

[Sb(PzAmM4Ph)Cl] (20) 52 230,2-230,4 463,99 31,15 261 17,87 17,69
(196,4-200,3) (31,06) (2,39) (1811)

Legenda:*Pontos de fusdo das tiossemicarbazonas livres encontram-se entre parénteses;°Valores tedricos entre

parénteses; ®°Valorem em Ohm™.cm? mol™

Nesta secdo serdo discutidos ainda os dados obtidos pelas espectroscopias no
infravermelho, RMN de solido e espectrometria de massas com o objetivo de elucidar as
estruturas dos complexos sintetizados neste trabalho.

7.1.2 —Espectroscopia no Infravermelho

As principais bandas nos espectros no IV dos compostos de antimdnio(lll) sdo
reportadas na Tabela 31. As vibragdes atribuidas a v(C=N) em 1508—1545 cm™ nos espectros
no IV das tiossemicarbazonas livres deslocam-se para 1529-1545cm™ nos espectros dos
complexos, estando de acordo com a coordenacdo ao ion metélico pelo nitrogénio iminico
(Lessa et al., 2011).
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Tabela 31— Principais bandas no IV (cm™) dos complexos de antiménio(lll) 16—20,em

comparagdo com as tiossemicarbazonas 1-5

Complexos v NH, NH, v(CN) v(CS) yCH oup anel p(pz)
HPzAmMA4DH (1) 3439, 3341, 3289, 3157 1537 799 854 579
[Sb(PzAM4DH)CI;] (16) 3466, 3375, 3246, 3130 1547 741 854 615
HPzAM4M (2) 3458, 3349, 3308, 3134 1508 7 860 563
[Sb(PzAM4AM)CI,] (17) 3444, 3361, 3273 1547 752 862 625
HPzAMAE (3) 3439, 3343, 3333, 3150 1537 777 856 571
[Sb(PzAM4E)CI;] (18) 3361, 3275, 3232 1539 755 864 631
HPzAmMA4Cex (4) 3443,3343, 3244, 3142 1539 785 858 592
[Sb(PzAM4Cex)Cl,] (19) 3376, 3266, 3230, 3207 1529 747 863 643
HPzAmM4Ph (5) 3414, 3309, 3275, 3225 1545 762 860 594
[Sb(PzAmM4Ph)CI,] (20) 3371, 3275, 3211, 3175 1544 752 856 661

Legenda: v = estiramento,’deformagéo fora do plano,p = deformacaoanel,p= deformagéo fora do plano

A vibragio v(C=S), observada em 762-799 cm™ nos espectros das bases livres,
desloca-se para 741-755 cm™ nos espectros dos complexos, sugerindo a coordenacdo pelo
enxofre. O deslocamento significativo estd de acordo com a complexacdo do enxofre na
forma de tiolato, ou seja, as tiossemicarbazonas encontram-se desprotonadas no N(3) nos
complexos (Reis et al., 2010;Parrilha 2012).

A banda correspondente ao modo de deformacdo do anel pirazinico fora do plano
p(pz) situada na regido de 563-594 cm™ das tiossemicarbazonas livres esta situada a
frequéncias maiores nos complexos metalicos, 0 que seria indicativo da coordenagdo do
ligante ao metal através do nitrogénio pirazinico (Castineiras et al., 2014).

Na Figura 55 sdo apresentados como exemplo, os espectros no infravermelho da

tiossemicarbazona HPzAmMA4E e de seu complexo [Sb(PzAmM4E)CI,] .
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Figura 55— Espectro no IV da tiossemicarbazona HPzAM4E (a) e do complexo

[Sb(PzAM4E)CI,] (b), respectivamente, obtidos em pastilha de KBr (4000-400
-1
cm™)

v.6—

N

6EvE—
s lEl~
98

ST

910T—

S HN

L3T—

N

& a. . N| AR
“” o1

S “Sh—"" 38

S NHCH,CH,

3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 40C

Ntmero de onda (cm™)

7.1.3—Ressonancia Magnética Nuclear de Solido

Os complexos de antimoénio(lll) ndo tém boa solubilidade em CDCI; e CD30D,
enquanto que também devido a limitagdes da solubilidade, foram obtidos seus espectros
apenas de RMN de 'H em DMSO-ds.De acordo com os espectros, confirma-se a formagéo
dos complexos, no entanto também observa-se que parte desses compostos descomplexaram
em solucdo, uma vez que também foram observados sinais das tiossemicarbazonas livres.
Essa proposta de que as tiossemicarbazonas livres ndo sdo impurezas, mas sim provenientes
da descomplexacdo dos compostos de antimonio(lll), sdo corroborados por analise elementar,

cujos dados tiveram boa concordancia com os dados teoricos, e por espectroscopia no 1V,
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uma vez que ndo foram observadas bandas das tiossemicarbazonas livres nos espectros dos
complexos. Como exemplo, é mostrado na Figura 56 o espectro da tiossemicarbazona
HPzAmMAE e de seu complexo [Sb(PzZAM4E)CI;] em DMSO-de.

Figura 56— Espectro ampliados (6 a 11 ppm) de RMN **H de em DMSO-d¢ de HPzZAmM4DH
(1) e do complexo [Sb(PzZAm4DH)CI,](16)
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Para confirmar que ndo ha impureza das tiossemicarbazonas nos complexos em seu
estado sdlido, procuramos obter os espectros de RMN de sélido desses compostos.

Diferentemente dos espectros de RMN em solugéo, que apresentam uma acentuada isotropia
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em seus sinais, 0 RMN no estado sélido ndo se apresenta da mesma forma pelo fato de
apresentar espectros largos e muitas vezes com baixa resolucdo, o que dificulta sua anélise
qguando comparada aos sinais em solucdo. Esse fato € justificado pelas propriedades
intrinsecas do estado sélido, em que os movimentos sdo minimizados (Tishmack, Bugay,
Byrn, 2003;Dybowski, Bai, Bramer, 2004).

Como aplicacdo de RMN de sélidos tem-se a caracterizacao estrutural de complexos
inorganicos, dentre outras. Os nlcleos mais estudados sdo *C, ©°N, 'O, #Si (Fyfe, 1998;
Veloso, Menezes, 1999). NaFigura 57 temos o exemplo de espectros de RMN de *C de

solido de e de seu complexo

Figura 57— Espectro de RMN **C de sélido de HPzZAm4E e do complexo [Sh(PzZAM4E)Cl,]

[Sb(PzZAMAE)CI,]
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Os resultados na analise mostram-se coerentes com resultados descritos por Raul
(2007) em comparagdo com complexos semelhantes em solucdo. Os sinais 6= 17 e 38 ppm
sdo referentes aos carbonos nos grupos CHjz e CH,, respectivamente. A regido em torno de
150 ppm corresponde aos carbonos pirazinicos, que pela baixa resolucdo ndo podem ser
identificados. O sinal em o= 175 ppm € correspondente a C=S. Os demais sinais que
apareceram sdo chamados de bandas laterais, que aparecem quando ndo ha boas condicdes de
obtencdo do espectro. Pela comparacdo dos deslocamentos do ligante com o complexo

podemos afirmar que houve complexacdo, colaborando com resultados de espectroscopia no
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infravermelho. Os dados mostram ainda que ndo h& sinais da tiossemicarbazona livre no

complexo.

7.1.4—Espectrometria de massas

Todos os compostos foram solubilizados em metanol grau espectroscopico e 0s
espectros foram obtidos no modopositivo.Para os complexos de antiménio(lll) n&o foram
observados os sinais correspondentes aos ions moleculares, para os complexos 18, 19 e 20 um
sinal é atribuido a uma espécie contendo a tiossemicarbazona duplamente desprotonada, um
fon Sb* e uma molécula de metanol. Por outro lado, os espectros apresentam em comum a
presenca da espécie [Sh(L),]"(espécie produzida no processo de ionizagdo), onde podemos
confirmar a presenca do ion metélico. Os dados e atribuicGes para esses picos sdo mostrados
na Tabela 32.

Tabela 32—-Dados de ESI-MS para os complexos de antimonio(l11)

Composto m/z (abundancia relativa)
[atribuicéo]
[Sb(PzAm4DH)CI,] (16) 508,9 (13%)
(CoH7SbCILNGS) ) [C1oH1sSbN2S]"
[Sb(PZAMAM)CI,] (17) 539,0 (11%)
(C1HoSbCILNGS) ) [C1sH1SbN2S]"
[Sb(PzZAMA4E)Cl,] (18) 375(15%) 567(33%)
(CgH11SbCI;N,S) [Sb(CsH10SbNgS)(CH30H)]" [C16H22SbN1,S,]"
[Sb(PzZAmA4Cex)Cl] (19) 429,9(58%) 675(38%)
(C12H17SbCI;NgS) [Sb(C12H16SbNgS)(CH;OH)]* [C24H34SbN1,S,]"
[Sb(PzAm4Ph)Cl,] (20) 422,9(100%) 662,3(25%)
(C12H11ShCI;NGS) [Sb(C12H10SbNgS)(CH;OH)]* [C24H2SbN;,S,]"

Na Figura 58 mostramos como exemplo o0 espectro de massas do complexo
[Sb(PzAmMA4Ph)ClI,].
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Figura 58— Espectro ESI-MS de [Sb(PzAm4Ph)Cl,] em metanol, obtido no modo positivo.
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7.2—Atividade bioldgica

No presente trabalho foi investigada a acdo citotdxica e antituberculose dos complexos
em comparagdo com seus compostos de coordenacao, 0s quais serdo apresentados e discutidos

a sequir.

7.2.1 —Atividade citotoxica

Os complexos sintetizados (16-20) foram testados quanto a atividade citotdxica frente
as linhagens de células tumorais HCT-116 (cancer de colon humano), OVCAR-8 (cancer de
ovario humano), e SF-295 (glioblastoma humano).

A atividade antiproliferativa foi avaliada segundo método descrito na se¢do 3.3.5. Os
resultados, expressos em porcentagem de inibigcdo de crescimento séo apresentados na Tabela
33, em comparacdo com os dados para as tiossemicarbazonas livres,para o sal SbCl; e para a

pirazinamida (PZA).
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Tabela 33—Avaliacdo da atividade citotoxica das tiossemicarbazonas e dos complexos de

antimonio(l1l), em comparagdo com o sal SbCl; e pirazinamida (PZA)

Composto % de Inibicdo do Crescimento (média + desvio padréo)
HCT-116 OVCAR-8 SF-295
HPzAmM4DH (1) 37,05+4,49 7,74+3,87 17,67+0,22
[Sb(PzZAM4DH)CI,] (16) 29,27+1,36 1,83+0,44 0,24+4,32
HPzAM4AM (2) 11,1945,96 23,67+10,09 24,44+1 58
[Sb(PzAM4M)CI,] (17) 32,72+4,73 3,98+0,65 16,57+0,29
HPzAMAE (3) 44,72+14,27 52,60+8,43 -7,64+42,77
[Sb(PzAM4E)Cl,](18) 41,53+0,58 18,68+3,37 24,90+4,22
HPzAm4Cex (4) -10,30+8,25 6,17+5,00 39,10+0,49
[Sb(PzAm4Cex)Cl,] (19) 87,53+2,07 56,09+2,70 -
HPzAmM4Ph (5) 15,36+6,77 19,47+4,01 29,02+1,15
[Sb(PzZAm4Ph)Cl,](20) 31,11+11,57 47,04+3 31 _
SbCl, 42,17+3,18 27,83+0,44 16,29+0,49
PZA 7,93+0,93 34,72+6,27 -

Apenas o complexo [Sh(PzAm4Cex)Cl,](19) apresentou atividade citotoxica frente a
célula HCT-116 superior a exercida pela tiossemicarbazona. Neste caso, a coordenagdo ao
antimoénio(l11) aumentou a atividade citotoxica do composto HPzAm4Cex.

De um modo geral os baixos valores de % de inibi¢cdo do crescimento dos compostos
(16-18 e 20) sugerem que os complexos de antimonio(lll) ndo apresentam uma atividade
significativa contra as linhagens de células tumorais testadas, semelhantes as
tiossemicarbazonas livres. Os resultados foram semelhantes a atividade apresentada pelo

cloreto de antiménio(lll).

7.2.2—Atividade contra Mycobacterium tuberculosis

Foram realizados testes quantitativos para determinar a atividade antimicrobiana dos
complexos de antimoénio(lll) contra Mycobacterium tuberculosis. Os resultados obtidos estdao
na Tabela 34, os quais permitem determinar a concentracdo minima dos compostos que
inibem a proliferacdo bacteriana (CIM), com base no método empregado. Para cada
composto, a menor concentragao na Tabela 35 com a indicagdo “Sen” corresponde a CIM, a

qual esta apresentada na Tabela 36 em unidade de concentragdo molar.
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Tabela 34— Avaliacdo da atividade antimicobacteriana dos complexos de antiménio(lll) em

comparagdo com as tiossemicarbazonas (1-5), SbCl; e pirazinamida (PZA)

100 50 25 12,5 6,25 3,12
Composto
pg/mL  pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL  pg/ Ml
HPzAM4DH (1) Res Res Res Res Res Res
[Sb(PzAmM4DH)CI,] (16) Res Res Res Res Res Res
HPzAM4M (2) Res Res Res Res Res Res
[Sb(PzAM4M)CI,] (17) sem Sen Sen Res Res Res
HPzAMA4E (3) Res Res Res Res Res Res
[Sb(PzAmM4E)CI,] (18) Sen Sen Sen Res Res Res
HPzAmMA4Cex (2) Res Res Res Res Res Res
[Sb(PzAm4Cex)Cl,] (19) Sen Sen Sen Sen Res Res
HPzAmM4Ph (3) Res Res Res Res Res Res
[Sb(PzAM4Ph)Cl,] (20) Sen Sen Res Res Res Res
SbhCl, Sen Res Res Res Res Res
PZA Res Res Res Res Res Res

Sen- Sensivel/Res- Resistente

Tabela 35-Atividade in vitro® dos complexos 16-20, suas respectivas tiossemicarbazonas
livres, do sal SbClze do farmaco pirazinamida(PZA) contra M. tuberculosis

H37Rv suscetiveis a ambas rifampicina e isoniazida

Composto CIM(umol L™) Composto CIM(umol L™
HPZAM4DH (1) > 509,61 HPZAM4Cex (4) >359,22

[Sb(PzZAMADH)CI,] (16)  >257,81  [Sb(PzAmACex)Cl,](19) 26,60

HPzZAM4M (2) > 475,60 HPzAM4Ph (5) >367,20
[Sb(PzZAMAM)CI,] (17) 62,20 [Sb(PzAm4Ph)CI,] (20) 107,78

HPzZAMA4E (3) > 445,85 ShCl, 438,37
[Sh(PzAMAE)CI,] (18) 60,10 PZA > 812,28

Legenda:* Atividade antimicobacteriana expressa como Concentragao Inibitéria Minima (CIM)

Conforme apresentado anteriormente, as tiossemicarbazonas ndo sao ativas contra as
espéecies M. tuberculosis nas concentracOes estudadas e utilizando-se o método MABA. Por
outro lado, o sal do metal mostrou atividade, ainda que baixa. A baixa atividade de sais de
metais pode estar relacionada a sua limitagdo quanto a passagem para o meio intracelular, o

que pode ser contornado por meio da coordenacéo a ligantes adequados.O estudo da acdo do
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complexo [Sb(PzAm4DH)CI;] frente a M. tuberculosis indica que este composto foi o Unico
inativo nas concentragdes entre 100 e 3,2 pg/mL.

No entanto, a atividade antimicrobiana dos complexos[Sb(PzAm4M)Cl,],
[Sb(PzAM4E)CI;], [Sb(PzAmM4Cex)Cl;] e [Sb(PzAm4Ph)Cl,]foi melhor do que a das
tiossemicarbonas livres nas concentragdes de 100 a 25 pg/mL. A coordenacdo ao
antimonio(l1l) promoveu uma melhora significativa na atividade no caso destes compostos,
indicando que a complexacdo foi uma boa estratégia para obter compostos com melhor agédo
antituberculose.

Vale salientar ainda a escolha do ion metélico como algo determinante para a
atividade antituberculose. Bismuto(l11) e antiménio(l1l) pertencem a0 mesmo grupo na tabela
periddica e portanto tém algumas propriedades quimicas em comum. No entanto, oS
complexossintetizados neste trabalho com esses ions apresentam propriedades bioldgicas
distintas: os compostos de bismuto(l11) sdo inativos frente a M. tuberculosis, enquanto que em
geral os complexos de antimonio sdo potentes. Esses dados evidenciam a seletividade dos

compostos no que se refere ao tipo de ion metdlico empregado.
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8—-AMINAS E BASES DE SCHIFF DERIVADAS DE p-
NITROFENILETILENODIAMINA

O composto p-nitrofeniletilenodiamina (21) e seus derivados foram caracterizados por
IV, RMN *H, *3C e espectrometria de massas. Os dados obtidos pelas técnicas utilizadas para
caracterizacdo desses compostos estdo apresentadas nas Tabelas 36—39.

O mecanismo de formacéo das iminas (Figura 59), de maneira simplificada, comeca
com a adicdo nucleofilica da amina sobre o carbono eletréfilo do aldeido, formando um
aminoalcool como intermediario, o qual na continuacdo perde uma molécula de &gua para

formar a imina.

Figura 59—Mecanismo de reacdo de formacéo de iminas.
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Fonte: O autor, 2016.

8.1- Caracterizagdo das aminas e Bases de Schiff

8.1.2—Espectroscopia no Infravermelho

A banda devida ao estiramento da ligacdo N-H de aminasnormalmente € observada na
regido entre 3000 e 3500 cm™. Em iminas, espera-se uma banda entre 1630-1700 cm™

correspondente a vibracdo da ligacdo C=N (Silverstein et al., 2005). Os compostos (21-32)
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apresentam bandas entre 3416 e 3170 cm™ atribuidas a v(N-H) e a banda de v(C=N) das bases

de Schiff (23—32) ocorre em torno de 1640 cm™.

Tabela 36— Principais bandas no IV (cm™) das aminas e bases de Schiff derivadas da p-

nitrofeniletilenodiamina

Composto vNH v(C=N) vu5 (NO,) v (C-N)/vs (NO,)
(21) 3360 3170 - 1507 1285
(22) 3372, 3175 - 1538 1281
(23) 3336 1628 1541 1274
(24) 3416 1644 1522 1266
(25) 3338 1648 1498 1207
(26) 3289 1647 1503 1246
27) 3340 1645 1498 1266
(28) 3358 1632 1503 1242
(29) 3348 1640 1513 1250
(31) 3323 1644 1503 1240
(30) 3289 1647 1503 1246
(32) 3355 1644 1515 1277

Legenda: v,,= estiramento assimétrico vs= estiramento simétrico

8.1.3 —Ressonancia Magnética Nuclear de *H e *C

As andlises dos compostos (21-32) por RMN foram realizadas em DMSO-ds. Na

Figura 60 é apresentada a numeracdo utilizada para atribuicdo dos atomos de hidrogénio e

carbono. Como exemplo s&o apresentados os espectros de RMN de *H e *C da imina (23) nas

Figuras 61 e 62, respectivamente. As atribuicdes dos sinais de *H e *3C para os compostos

21-32 sdo encontradas nas Tabelas 37 e 38.
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Figura 60— Numeracdo utilizada para atribuicdo dos atomos de hidrogénio e de carbono das

aminas e iminas.
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Figura 62— Espectro de RMN de »*C da base de Schiff(31), obtido em DMSO-ds
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Tabela 37— Atribui¢do (A), nimero de hidrogénios (N°), deslocamento quimico (8), multiplicidade?, J (Hz) dos sinais de RMN de *H das aminas

e iminas derivadas dap-nitrofeniletilenodiamina

A Ne o (ppm)
(21) (22) (23) (24) (25) (26) (27) (28) (29) (30) (31) (32)
H5 2 3,23(t) 3,40(m) 353(q) 3,51(q) 3,47(q) 350(q) 3,45(m)  3,53(s) 3,49(q) 357(q) 3,51(q)  3,53(m)
J=6,1 J=5,9 J=55 J=58 J=59 J=7,09 J=59 J=59
H6 2 2,79(t) 3,79 (t) 3,80 (t) 3,70(1) 3,77 (t) 3,69(t) 3,77(m)  3,74(m) 3,82(t)  3,81(1) 3,83(m)
J=6,4 J=5,6 J=5,6 J=58 J=56 J=59 J=58 J=55
H7 8,54 (s) 8,48(s) 8,34(s) 8,98(s) 8,11(s)  8,51(s) 8,38(s) 8,69(s)  8,52(s) 8,31(s)
NIH 1 733() 7,37 (m) - 8,88(m) 9,93(m)  8,88(m) 8,88(m) 7,37(m)  7,26(m)
J=49
N2H 2 397(m) 7,37(m) - - - - - - - - - -
OCH; 3 - - - - - - - 3,77(m)  3,74(m) - - -
H2 2 666() 670m) 671(d) 6,71(d) 6,71(d) 6,71(d) 6,69(m)  6,71(d) 6,71(d) 6,74(d) 6,71 (m)  6,71(m)
J=95 J=9,3 J=9,3 J=9,3 J=9,3 J=95 J=9,3 J=9,3
H3 2 799(m) 800(m) 7,98(m) 7,99(d)  7,99d) 7,98(m) 7,98(m)  7,99(d) 7,99(d) 8,00d) 7,98(m)  7,77(m)
J=9,3 J=9,3 J=9,29 J=9,3 J=9,05
H9 6,74(d)
J=8,07
H10 1 6,88 (M) 7,43(1) 7,43(m) 6,32(d) 6,66(d) 8211(m)  7,99(m)
J=55 J=25 J=95
H11 1 7,32(m) 7,45 (m) 6,79(t) 6,98(m) 7,48(t)  7,55(m)  7,39(m)
J=32 J=59
H12 1 6,88 (m) 6,64 (t) 6,27(t) 6,96(m)  6,79(m) 7,26(d)
J=178 J=8,6 J=8,6
H13 1 7,42(m) 6,83(m) 7,17(d) 6,98(m) 7,17(d)  7,44(m) 6,38(d) 8,40(m)
J=83 J=873 J=8,8

®Informacdes sobre multiplicidade encontram-se entre paréntesis. s = simpleto; d= dupleto; t= tripleto; g=quarteto; m= multipleto

ETT



Tabela 38— Atribuicdes (A) e deslocamentos quimicos (ppm) dos sinais de RMN de *C das aminas e bases de Schiff (21-32).

A o (ppm)
(21) (22) (23) (24) (25) (26) @7) (28) (29) (30) (31) (32)
C5 45,85 41,31 43,02 43,06 43,09 43,10 43,09 42,89 42,98 41,97 42,63 42,73
C6 40,48 57,25 56,24 55,92 57,48 55,92 55,66 55,14 51,78 58,84 59,37
c7 167,12 167,29 165,96 166,86 161,81 167,14 165,82 176,13 156,10 152,10
OCH, 56,68 55,50

C1 154,67 154,39 154,48 154,45 154,37 152,95 154,37 154,35 154,36 154,12 154,39 154,32
c2 110,55 110,97 110,92 110,85 106,78 110,85 106,78 110,85 111,92 111,04 110,83 110,85
C3 126,16 126,23 126,21 126,21 126,11 126,22 126,11 126,11 126,10 132,02 126,06 126,08
C4 135,32 135,82 135,76 135,80 135,63 135,74 13563 13565 135,66 134,25 135,62 135,65
c8 118,66 117,53 108,51 124,52 10851 114,71 110,79 122,12 148,25 151,17
c9 160,51 151,26 164,22 154,49 164,22 147,91 163,18 167,54 151,79 151,90
C10 116,43 145,89 102,40 118,25 102,40 151,42 100,87 114,08 130,11

ci1 132,35 117,61 161,64 119,89 161,64 118,25 151,90 129,03 130,27 116,24
C12 118,66 118,09 115,11 149,28 11511 117,60 136,02

C13 131,69 121,86 133,30 116,49 13330 123,10 126,08

viT
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A andlise dos dados de RMN de 'H e de **C confirmam a estrutura proposta para 0s
compostos. O sinal em aproximadamente 6= 160,0 ¢ um simpleto, integrado para um

hidrogénio, o qual corresponde ao hidrogénio do grupo imina (H3).

8.1.4—Espectrometria de massas (ESI-MS)

Com o intuito de confirmar a composicdo dos compostos (21-32) sintetizados
realizou-se o estudo através de espectrometria de massas com ionizagdo por electrospray.
Todos os compostos foram solubilizados em metanol e os espectros adquiridos nos modos
positivo e negativo dependendo do composto. Em todos os espectros observa-se 0 pico
correspondente ao ion molecular das aminas e iminas (ver Apéndice D). Os dados encontram-
se sumarizados na Tabela 40.

Tabela 39— Dados de ESI-MS para p-nitrofeniletilenodiamina (21) e seus derivados (22—-32)

Composto m/z% m/z Atribuicdo Composto m/z m/z Atribuicao®
experimental  teorico experimental  tedrico

(21) 181,8 (100) 181,2 [M-HT* (27) 300,2 (100) 300,3 [MT

(22) 324,9 (82) 325,3 [M-HT* (28) 337,9 (100) 337,3 [M-H]*
(23) 284,0 (100) 284,3 MT (29) 337,9 (100) 337,3 [M-H]*
(24) 300,1 (100) 300,3 MT (30) 352,9 (100) 352,3 [M-H]*
(25) 323,9 (100) 324,3 [M-HT* (31) 342,9 (100) 343,3 [M-H]*
(26) 323,9 (100) 3243 [M-HT* (32) 327,0 (100) 327,3 [M-H]*

Legenda:*IR = intensidade relativa entre paréntesis, dado em %; °[M-H]" = fon molecular protonado; [M] = ion

molecular desprotonado

8.2—Atividade biologica das bases de Schiff

8.2.1 —Atividade citotoxica

As bases de Schiff e as aminas sintetizadas foram testadas quanto a atividade
citotoxica frente as linhagens de células tumorais OVCAR-8 (cancer de ovario humano),

HCT-116 (cancer de colon humano) e SF—295 (glioblastoma humano).
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A atividade antiproliferativa foi avaliada segundo o método descrito na se¢do 3.3.5. Os
resultados, expressos em porcentagem de inibig&o de crescimento séo apresentados na Tabela
40.

Tabela 40— Avaliacdo da atividade citotoxica de 21, 22 e das bases de Schiff (23—32) frente a
HCT-116, OVCAR-8 e SF-295

Composto % de inibicao do crescimento (média + desvio padréo)

HCT-116 OVCAR-8 SF-295
21 95,65+1,70 96,63+0,91 88,62+2,23
22 6,65+10,48 -2,75%1,02 35,13+10,56
23 -4,65+4,98 -1,87+0,45 43,65+1,81
24 8,68+15,98 6,41+1,02 36,94+14,60
25 14,52+16,90 24,48+5,45 30,35+6,60
26 7,76%8,12 -0,90+1,36 51,12+4,78
27 37,86+8,78 48,83+7,61 38,40+2,31
28 96,30+0,79 94,54+0,45 73,28+1,32
29 18,04+3,01 7,21+2,39 49,19+1,07
30 92,78+4,19 68,91+33,97 55,61+2,06
31 2,20%3,67 0,46+3,07 40,85+1,98
32 96,20+3,01 74,21+8,98 60,92+3,30

Os melhores resultados obtidos foram para os compostos 21, 28, 30 e 32 contra as
células tumorais. Os demais compostos ndo tiveram resultados significativos. Estes
compostos mais ativos foram selecionados para testes posteriores de determinacdo de
concentracdo de composto que inibe em 50% o crescimento celular (Clsp).

O composto 21 é consideravelmente mais potente do que 22, indicando que a
substituicdo de um hidrogénio da amina por outro grupo p-nitrofenil faz com que haja uma
diminuicdo da atividade.

Comparando-se as estruturas dos compostos 24, 25 e 26 podemos perceber que a
substituicdo das hidroxilas no anel aromatico em posi¢des orto, meta ou para ndo faz
diferenga quanto a atividade citotoxica, sendo esta em geral baixa para esses isdbmeros de
posicdo. Por outro lado, foi observado que o composto 28, em que grupo substituinte OCHj3
encontra-se na posigédo orto em relagéo a hidroxila, inibiu em mais de 70% o crescimento das
células tumorais, enquanto que seu isdbmero meta(29) nao € ativo.

Também € observada significativa diferenca no comportamento bioldgico quando
substituimos um heterodtomo em anel aromatico. Assim, o composto 31, que contém um
grupo tiofeno ndo apresenta atividade contra as células tumorais, enquanto que o composto
equivalente 32, que contém um grupo furano, é altamente tdxico para as linhagens de células

tumorais.
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8.2.2 —Atividade contra Mycobacterium tuberculosis

Foram realizados testes quantitativos para determinar a atividade antimicrobiana das
aminas e bases de Schiff contra M.tuberculosis. O etambutol foi utilizado como farmaco de
referencia. Os resultados obtidos estdo na Tabela 41. Para cada composto, a menor
concentracdo na Tabela 41 com a indicagdo “Sen” corresponde a CIM, a qual esta apresentada

na Tabela 42 em unidade de concentragcdo molar.

Tabela 41— Avaliacdo da atividade antimicobacteriana das aminas e bases de Schiff

c 50 25 12,5 6,25 3,12
omposto pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL  pg/mL
21 Res Res Res Res Res Res
22 Res Res Res Res Res Res
23 Res Res Res Res Res Res
24 Sen Sen Sen Res Res Res
25 Sen Res Res Res Res Res
26 Res Res Res Res Res Res
27 Sen Res Res Res Res Res
28 Res Res Res Res Res Res
29 Res Res Res Res Res Res
30 NR NR NR NR NR NR
31 NR NR NR NR NR NR
32 Sen Sen Sen Sen Sen Res

Sen- Sensivel / Res- Resistente /NR-ndo realizado

Tabela 42— Atividade in vitro® das aminas e bases de Schiff contra M. tuberculosis H37Rv

CIM Composto CIM
Composto 1 1
(umol L7) (umol L)
(21) >18,12 (27) 30,13
(22) >30,23 (28) > 30,53
(23) >28,53 (29) > 30,53
(24) 7,53 (30) NR
(25) 30,13 (31) NR
(26) >30,13 (32) 0,95
ETAMBUTOL 15,30

Legenda:®* Atividade antimicobacteriana expressa como Concentragéo Inibitéria Minima (CIM);

Pela analise da Tabela 42 que mostra a CIM para 0s compostos podemos perceber que

a maioria dos compostos ndo teve ou apresentou baixa atividade nas concentracdes testadas.
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A avaliacdo bioldgica sugere que o nimero, a posicdo e 0s substituintes sdo importantes
contra Mycobacterium tuberculosis.A posi¢do e o nimero de hidroxilas séo criticos para a
atividade bioldgica. Por exemplo, quando um grupo hidroxila esta presente no anel, ndo ha
efeito na bactéria. Contudo, o aumento no numero de hidroxilas e sua posicdo para e orto-
substituido aumentou a atividade bioldgica, como apresentado pelos compostos (27) e (24)
respectivamente.No caso do composto (32), a mudanca de enxofre por oxigénio modificou
substancialmente a atividade antimicobacteriana. Vale ressaltar que os compostos mais ativos,
24 e 32, foram inclusive mais potentes do que o farmaco etambutol, sugerindo que estes sao
promissores compostos a serem submetidos a estudos subsequentes, como os de determinacédo

do indice de seletividade e estudos in vivo.
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CONCLUSAO

O presente trabalho consistiu na sintese, caracterizacdo e investigacdo do perfil
farmacoldgico de tiossemicarbazonas derivadas da pirazinamida, seus complexos metalicos e
de bases de Schiff. Foram investigadas as atividades citotoxicas contra células tumorais
humanas e antimicrobiana contra M. Tuberculosis.

Foram sintetizadas e caracterizadas cinco tiossemicarbazonas sendo trésja descritas na
literatura e duas inéditas. Foram sintetizados 14 complexos metélicos inéditos pela reacdo dos
ligantes tiossemicarbazonas com os sais de Ga(lll), Bi(lll) e Sb(lll). As sinteses foram em
relacdo molar 1:1, exceto com nitrato de galio(lll), onde as relacGes foram 2:1 ligante entre
metal. Os dados de analises elementares estdo consistentes com as estruturas propostas.

Os espectros no IV dos complexos sintetizados, em todos 0s casos, sugerem que a
coordenacdo das tiossemicarbazonas ao centro metalico é realizada através do enxofre, do
atomo de nitrogénio iminico e do atomo de nitrogénio N(1) da pirazina. Os espectros dos
complexos de galio nos permitem indicar que o ion nitrato se comporta como contra ion.

Os sinais esperados de RMN de *3C e de 'H foram observados nos espectros dos
compostos de galio(llll) e de bismuto(lll) e confirmam as estruturas propostas.Nos
complexos de galio(lll) o deslocamento dos sinais de carbono C(7), C(8) da pirazina com
relacdo as tiossemicarbazonas livres sugerem o envolvimento dos nitrogénios pirazinico e
iminico e do enxofre na coordenacdo ao centro metalico.

Nos espectros de massas foi possivel determinar para a maioria dos compostos
sintetizados o pico do ion molecular. Para os de bismuto ainda foi possivel analisar o perfil
isotopico dos compostos.

As tiossemicarbazonas e os complexos de bismuto(ll) mostraram baixa atividade
contra as células tumorais testadas e contra Mycobacterium tuberculosis, a principal bactéria
causadora da tuberculose. A coordenacdo ao bismuto e a galio(lll) constitui uma estratégia
interessante visto que os compostos [Ga(PzAm4Cex),]NO3.3H,0, [Sb(PzAmM4M)CI,],
[Sb(PzAM4E)CI;], [Sb(PzZAm4Cex)Cl,] e[Sb(PzAm4Ph),] (9, 17-20) tiveram atividade nos
testes biologicos realizados.

As bases de Schiff foram devidamente caracterizadas e os compostos 24 e 32 foram 0s
mais ativos contra M. Tuberculosis, sugerindo que sdo promissores candidatos a estudos
posteriores in vivo.

Em estudos posteriores seria interessante avaliar o efeito citotoxico em outras

linhagens tumorais, e o mecanismo de acdo desses compostos. Finalmente, realizar outros
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ensaios biolégicos com o intuito de ampliar a investigacdo do perfil farmacoldgico tanto das

tiossemicarbazonas quanto dos complexos metalicos.
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APENDICE A —Espectros vibracionais

Figura 1 — Espectro no IR (KBr) do composto (1)
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Figura 4 — Espectro no IR (KBr) do composto (4)
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Figura 7 — Espectro no IR (KBr) do complexo (7)
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Figura 9 — Espectro no IR (KBr) do complexo (9)
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Figura 10 — Espectro no IR (KBr) do complexo (10)
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Figura 12 — Espectro no IR (KBr) do complexo (12)
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Figura 13 — Espectro no IR (KBr) do complexo (13)

2000
Wavenumber (cm-1)

2500

3000

3500

6a

S0UETIWSLIe! | %

500

1000

1500

1000

T T T
2000

2500

T
3500

4000

<
©

o
n

0
<

B0UBBILISUE) | %

500

1500

3000

Figura 14 — Espectro no IR (KBr) do complexo (14)

3

£

g

3 )

€ —

w -

: <

> kS
o
£
o
o
o
©
—~~
-
m
v
| —
x
o
[
(@]
S
o)
o
[¢B)
o
wn
L

|

Ln
—
(901
S
>
2
LL

—3321
—3410

1000

T T T T T T T T
3500 3000 2500 2000

4000

<
©

O
n

0

O
< <

B0UBPIWSUBI |9

500

1500

Wavenumber (cm-1)




138

Figura 16 — Espectro no IR (KBr) do complexo (16)
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Figura 19 — Espectro no IR (KBr) do complexo (19)
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Figura 22 — Espectro no IR (KBr) do composto (22)
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Figura 23 — Espectro no IR (KBr) do composto (23)
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Figura 24 — Espectro no IR (KBr) do composto (24)
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Figura 25 — Espectro no IR (KBr) do composto (25)
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Figura 26 — Espectro no IR (KBr) do composto (26)
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Figura 27 — Espectro no IR (KBr) do composto (27)
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Figura 28 — Espectro no IR (KBr) do composto (28)
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Figura 30 — Espectro no IR (KBr) do composto (30)
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Figura 31 — Espectro no IR (KBr) do composto (31)
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APENDICE B —Espectros Eletronicos
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Figura 33 — Espectro eletronico de (1) (a)e curvas utilizadas para determinagao de &(b)
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Figura 34 — Espectro eletronico de (2) (a) e curvas utilizadas para determinagdo de &(b)
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Figura 35 — Espectro eletronico de (3) (a) e curvas utilizadas para determinacao de g(b)
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Figura 36 — Espectro eletronico de (4) (a) e curvas utilizadas para determinagédo de g(b)
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Figura 37 — Espectro eletronico de (5) (a) e curvas utilizadas para determinagdo de &(b)
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Figura 38 — Espectro eletronico de (7) (a) e curvas utilizadas para determinacao de g(b)
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Figura 39 — Espectro eletronico de (8) (a) e curvas utilizadas para determinagédo de g(b)
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Figura 40 — Espectro eletronico de (9) (a) e curvas utilizadas para determinagdo de g(b)
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Figura 41 — Espectro eletronico de (10) (a) e curvas utilizadas para determinagdo de &(b)
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Figura 42 — Espectro eletronico de (11) (a) e curvas utilizadas para determinagido de &(b)
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Figura 43 — Espectro eletronico de (12)
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Figura 44 — Espectro eletronico de (13) (a) e curvas utilizadas para determinago de &(b)
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Figura 45 — Espectro eletronico de (14)(a) e curvas utilizadas para determinagao de &(b)
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Figura 46 — Espectro eletronico de (15) (a) e curvas utilizadas para determinagdo de &(b)
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APENDICE C - Espectros de RMN de 'H, *C, APT, COSY e HSQC

Figura 47 — Espectro de RMN de *H (600 MHz, DMSO-dg) do composto (1)
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Figura 48 —. Espectro de RMN de **C (150 MHz, DMSO-ds) do composto (1)
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Figura 49 — Espectro de APT (DMSO-ds) do composto (1)
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Figura 50 — Espectro de COSY (DMSO-dg) do composto (1)
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Figura 51 — Espectro de HSQC (DMSO-dg) do composto (1)
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Figura 52 — Espectro de RMN de'H (600 MHz, DMSO-ds) do composto (2)
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Figure 53 — Espectro de RMN de™*C (150 MHz, DMSO-dg) do composto (2)
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Figura 54 — Espectro de COSY (DMSO-dg) do composto (2)
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Figura 55 — Espectro de HSQC (DMSO-ds) do composto (2)
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Figura 56 — Espectro de RMN de'H (600 MHz, DMSO-ds) do composto (3)
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Figura 57 — Espectro de RMN de™*C (150 MHz, DMSO-dg) do composto(3)
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Figura 58 — Espectro de COSY (DMSO-dg) do composto (3)
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Figura 59 — Espectro de HSQC (DMSO-dg) do composto (3)
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Figura 60 — Espectro de RMN de *H (600 MHz, DMSO-ds) do composto (4)
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Figura 61 — Espectro de RMN de™*C (150 MHz, DMSO-ds) do composto (4)
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Figura 62 — Espectro de RMN de'H (600 MHz, DMSO-ds) do composto (5)
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Figura 63 — Espectro de RMN de™*C (150 MHz, DMSO-ds) do composto (5)
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Figura 64 — Espectro de COSY (DMSO-dg) do composto (5)
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Figura 65 — Espectro de HSQC (DMSO-dg) do composto (5)
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Figura 66 — Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) do produto (6)
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Figura 67 — Espectro de RMN de **C (100 MHz, DMSO-ds) do produto (6)
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Figura 68 — Espectro de APT (DMSO-dg) do produto (6)
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Figura 70 — Espectro de HSQC (DMSO-dg) do produto (6)
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Figura 71— Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) do complexo (7)
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Figura 72— Espectro de RMN de**C (100 MHz, DMSO-dg) do complexo (7)
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Figura 74—Espectro COSY (DMSO-ds) do complexo (7)
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Figura 75—Espectro de HSQC (DMSO-ds) do complexo (7)
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Figura 76— Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg) do complexo (8)
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Figura 77— Espectro de RMN de **C (100 MHz, DMSO-ds) do complexo (8)
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Figura 78— Espectro de APT (DMSO-dg) do complexo (8)
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Figura 79— Espectro de COSY (DMSO-ds) do complexo (8)
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Figura 80—. Espectro de HSQC (DMSO-dg) do complexo (8)
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Figura 81— Espectro de RMN de’H (400 MHz, DMSO-ds) do complexo (9)
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Figura 82— Espectro de RMN de *C (100 MHz, DMSO-ds) do complexo (9)
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Figura 83— Espectro de APT (DMSO-dg) do complexo (9)

Figura 84— Espectro de COSY (DMSO-ds) do complexo (9)
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Figura 85— Espectro de HSQC (DMSO-dg) do complexo (9)
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Figura 86— Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) do complexo (10)
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Figura 87— Espectro de RMN de *C (100 MHz, DMSO-dg) do complexo (10)
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Figura 88— Espectro de RMN de *H (400 MHz, CD;0D) do complexo (11)
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Figura 89— Espectro de RMN de *H (400 MHz, CD3;0D) do complexo (12)

Figura 90 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, CD;0D) do complexo (13)

[N Yol N r~ —
M O © — ©
Sy O oo o i
) r
T T T T T T T T T T T T T T
9 8 7 6 5 4 3 2 1 (o]
Chemical Shift (ppm)

Figura 91- Espectro de RMN de'H (400 MHz, CD;0D) do complexo (14)
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Figura 92- Espectro de RMN de’H (400 MHz, CD;0D) do complexo (15)
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Figura 94— Espectro de RMN de *C (100 MHz, DMSO-dg) do composto (21)
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Figura 95— Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds) do composto (22)
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Figura 96— Espectro de RMN de **C (100 MHz, DMSO-dg) do composto (22)
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Figura 98— Espectro de RMN de **C (100 MHz, DMSO-dg) do composto (23)
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Figura 101— Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg) do composto (25)
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Figura 102— Espectro de RMN de **C (100 MHz, DMSO-ds) do composto (25)
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Figura 104— Espectro de RMN de **C (100 MHz, DMSO-ds) do composto (26)
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Figura 106— Espectro de RMN de **C (100 MHz, DMSO-dg) do composto (27)
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Figura 107— Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg) do composto (28)
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Figura 108— Espectro de RMN de **C (100 MHz, DMSO-ds) do composto (28)
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Figura 110— Espectro de RMN de **C (100 MHz, DMSO-ds) do composto (29)
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Figura 112— Espectro de RMN de **C (100 MHz, DMSO-ds) do composto (30)
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Figura 113— Espectro de RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg) do composto (31)
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Figura 116— Espectro de RMN de **C (100 MHz, DMSO-ds) do composto (32)
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APENDICE D - Espectros de Massas (ESI-MS)

Figura 117— Espectro de massas (MeOH) do composto (1), obtido no modo negativo.
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Figura 118— Espectro de massas (MeOH) do composto (2), obtido no modo negativo.
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Figura 119— Espectro de massas (MeOH) do composto (3), obtido no modo negativo

100+ 206 0 6495
=]
1781

231

1

|
ol 11 L0 ! L | .

J T T T T T T 1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T L T T T T T T T T T T LS

100 1220 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 430 440 450 480 500 520 540 560 580 600

173



174

Figura 120— Espectro de massas (MeOH) do composto (4), obtido no modo negativo
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Figura 121— Espectro de massas (MeOH) do composto (5), obtido no modo negativo
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Figura 122— Espectro de massas (MeOH) do complexo (6), obtido no modo positivo
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Figura 123— Espectro de massas (MeOH) do complexo (7), obtido no modo positivo
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Figura 124— Espectro de massas (MeOH) do complexo (8),obtido no modo positivo
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Figura 125— Espectro de massas (MeOH) do complexo (9), obtido no modo positivo
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Figura 126— Espectro de massas (MeOH) do complexo (10), obtido no modo positivo
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Figura 127— Espectro de massas (MeOH) do complexo (11), obtido no modo negativo
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Figura 128— Espectro de massas (MeOH) do complexo (12), obtido no modo positivo
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Figura 129— Espectro de massas (MeOH) do complexo (13), obtido no modo positivo
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Figura 130— Espectro de massas (MeOH) do complexo (14), obtido no modo positivo
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Figura 131— Espectro de massas (MeOH) do complexo (15), obtido no modo positivo
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Figura 132— Espectro de massas (MeOH) do complexo (16), obtido no modo positivo
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Figura 133— Espectro de massas (MeOH) do complexo (17), obtido no modo positivo
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Figura 134— Espectro de massas (MeOH) do complexo (18), obtido no modo positivo
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Figura 135— Espectro de massas (MeOH) do complexo (19), obtido no modo positivo
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Figura 136— Espectro de massas (MeOH) do composto (20), obtido no modo positivo
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Figura 137— Espectro de massas (MeOH) do composto (21), obtido no modo positivo
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Figura 138— Espectro de massas (MeOH) do composto (22), obtido no modo positivo
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Figura 139— Espectro de massas (MeOH) do composto (23), obtido no modo positivo
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Figura 140— Espectro de massas (MeOH) do composto (24), obtido no modo positivo
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Figura 141— Espectro de massas (MeOH) do composto (25), obtido no modo positivo
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Figura 142— Espectro de massas (MeOH) do composto (26), obtido no modo positivo
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Figura 143— Espectro de massas (MeOH) do composto (27), obtido no modo positivo
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Figura 144— Espectro de massas (MeOH) do composto (28), obtido no modo positivo
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Figura 145— Espectro de massas (MeOH) do composto (29), obtido no modo positivo
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Figura 146— Espectro de massas (MeOH) do composto (30), obtido no modo positivo
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Figura 147— Espectro de massas (MeOH) do composto (31), obtido no modo positivo
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Figura 147— Espectro de massas (MeOH) ESI-(+)- do composto (32)
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APENDICE E - Dados Cristalogréaficos de HPzAm4E

TabelakE —Dados cristalograficos de HPzZAmM4E (2)

184

Composto HPzAM4E (2)
Formula molecular CgH1oNgS
Massa molecular, gmol™ 224,30
Temperatura, K 296,92
Sistema cristalino Monoclinico
Grupo de espago P2,/n
Dimensdes da célula unitaria alA 7,4889(3)
b/A 12,5626(5)
c/A 11,8649(4)
o/° 90,00
p/e 105,358(2)
v/° 90,00
Volume/A® 1076,39(7)
VA 4
Peatcg/cm’ 1,384
wmm'™ 0,278
472.0

Tamanho do cristal/mm?®

0,330 x 0,330 x 0,252

Radiacdo MoKa (A =0,71073)
4,82 2523
20 range for data collection/°
'9 S h S 97
-15<k <15,
Index ranges
-14<1<14
Reflexdes coletadas 16447
Reflexdes independentes 2144 [Rin; = 0.0341, Ryigma = 0.0175]
Dados/restri¢des/parametros 2144/3/143
Goodness-of-fit on F* 1.094
. . R; =0,0365,
Final R indexes [I>=2¢ (1)]
wR, = 0,0885
] ) R; =0,0478,
Final R indexes [all data]
wR, = 0,0972
Largest diff. peak/hole / e A 0,24/-0,28
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Cytotoxicity and Leishmanicidal Activity of Isoniazid-Derived Hydrazones and
2-Pyrazineformamide Thiosemicarbazones

Raquel S. Amim,® Gisele S. S. Firmino,” Ana C. P. D. Rego,” Adriane L. Nery,?
Silvia A. G. Da-Silva,’ Marcus V. N. de Souza,* Claudia Pessoa, Jackson A. L. C.
Resende,® José D. Figueroa-Villar' and Josane A. Lessa™®

“Departamento de Quimica Geral e Inorgdnica, Instituto de Quimica, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro (UERJ), 20550-900 Rio de Janeiro-RJ, Brazil
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Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ), 20551-030 Rio de Janeiro-RJ, Brazil
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Instituto de Quimica, Universidade Federal Fluminense (UFF), 24020-141 Niteroi-RJ, Brazil
nstituto Militar de Engenharia (IME), 22290-270 Rio de Janeiro-RJ, Brazil

The isoniazid-derived hydrazones 2-pyridinecarbaldehyde- (HPCIH), 2-acetylpyridine- (HAPIH),
2-benzoylpyridine- (HBPIH), 2-pyridineformamide- (HPAmIH) and 2-pyrazineformamide-
(HPzAmIH) isonicotinoyl hydrazones, as well as the pyrazinamide-derived thiosemicarbazones
2-pyrazineformamide- (HPzAm4DH), N(4)-methyl-2-pyrazineformamide- (HPzAm4M),
N(4)-ethyl-2-pyrazineformamide- (HPzAm4E) and N(4)-phenyl-2-pyrazineformamide-
(HPzAm4Ph) thiosemicarbazones, were assayed for their action against intracellular amastigote
form of Leishmania (Viannia) braziliensis strains and the glioblastoma multiforme (SF-295), colon
adenocarcinoma (HCT-116), ovarian cancer (OVCAR-8) and acute myeloid leukemia (HL-60)
human tumor cell lines. All compounds exhibited leishmanicidal effects, with concentrations
at which 50% of parasites were inhibited (ICs,) in the 10.70-18.84 uM range. Moreover, the
compounds were up to 30-fold less toxic to macrophages than to the parasites. Pyrazinamide-
derived thiosemicarbazones proved to have poor activity against the tumor cell lines at 5 ug mL™",
whereas, in general the isoniazid-derived hydrazones presented good activity, being HAPIH and
HBPIH the most potent compounds (ICy, = 0.42-1.5 uM).

Keywords: antileishmanial activity, cytotoxicity, isoniazid, hydrazone, thiosemicarbazone

Introduction consequent reduction of undesirable side effects and the

high incidence of cell resistance,” which demonstrate

Cancer is one of the leading causes of death worldwide,
with about 14 million new cases and 8.2 million cancer
related deaths in 2012. Africa. Asia and Central and
South America together correspond to 70% of the world’s
deaths.! Although chemotherapy has been an important
form of cancer treatment, it presents some challenges
such as need to improve the selectivity of drugs and

*e-mail: josane @uerj.br

the urgency for the development of new anticancer
agents.

Leishmaniases are another set of diseases that require
attention. They are caused by protozoa of the genus
Leishmania. and present a spectrum of clinical forms.
including cutaneous, mucosal and disseminated and
diffuse cutaneous leishmaniasis.? Leishmania braziliensis
is one of the most important species that cause American
tegumentary leishmaniasis and the major agent causing the
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mucosal forms in Brazil* Although regarded as neglected
disease, leishmaniasis occurs in 98 countries, with an
annual incidence of 1 to 1.5 million people worldwide.!®
The treatment of leishmaniasis is restricted to a few
drugs. quite costly and increasingly challenged by the
development of parasite resistance.® In this scenario, the
search for drugs that are less toxic, more effective, and
less costly is critical for the treatment of leishmaniasis in
endemic countries.

Hydrazones and their thiosemicarbazone derivatives
constitute a class of chelating agents which present
antileishmanial™ and cytotoxic!®! activities, among
others.'*" There are a few works on antileishmanial
activity of hydrazones and their thiosemicarbazone
derivatives, whereas their potential as anticancer agents
has been extensively investigated. 3-Aminopyridine-2-
carboxaldehyde thiosemicarbazone (triapine), for example,
is one promising candidate for anticancer drug, which is
in clinical trial for the treatment of some kinds of cancer,
such as pancreatic, cervical and ovarian."” We recently
demonstrated that 2-acetylpyridine thiosemicarbazones
present cytotoxic activity in nanomolar doses against
malignant gliomas.'® It has been proposed that the
mechanism of anticancer action of thiosemicarbazones
involves inhibition of ribonucleoside diphosphate reductase
(RDR). a rate-limiting enzyme in DNA syntheses,
which catalyzes the conversion of ribonucleotides into
deoxyribonucleotides.'

In this work. the isoniazid (INH)-derived
hydrazones 2-pyridinecarbaldehyde- (HPCIH, 1),
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2-acetylpyridine- (HAPIH, 2), 2-benzoylpyridine-
(HBPIH. 3). 2-pyridineformamide- (HPAmIH, 4) and
2-pyrazineformamide- (HPzAmIH, 5) isonicotinoyl
hydrazones, as well as the pyrazinamide (PZA)-
derived thiosemicarbazones 2-pyrazineformamide-
(HPzAm4DH, 6). N(4)-methyl-2-pyrazineformamide-
(HPzAm4M, 7)., N(4)-ethyl-2-pyrazineformamide-
(HPzAmA4E, 8) and N(4)-phenyl-2-pyrazineformamide
(HPzAm4Ph, 9) thiosemicarbazones (Figure 1), were
assayed for their action against Leishmania (Viannia)
braziliensis strains and the glioblastoma multiforme
(SF-295). colon adenocarcinoma (HCT-116), ovarian
cancer (OVCAR-8) and acute myeloid leukemia (HL-60)
human tumor cell lines. Cytotoxicity of 2 against SK-N-MC
(human neuroepithelioma cell line) has been demonstrated
by Bernhardt et al..'"” which stimulated us to study the
biological action of this and other compounds.

INH and PZA (Figure 1), along with ethambutol and
rifampin, are some of the most important drugs used in
the treatment of tuberculosis.'® Mendez et al.'” revealed
that PZA displays in vitro antileishmanial activity on both
promastigotes and amastigotes forms of Leishmania major
with half maximal inhibitory concentration (ICy,) of 16.1
and 8.2 uM, respectively, after 48 h treatment. Moreover.
PZA dramatically decreased lesion development and
the parasite burden in C57BL/6 mice infected with the
parasite.'” Thus, we have been interested in evaluating the
effects of structural modification of PZA, as well as INH,
by including a hydrazone or thiosemicarbazone scaffold
on its antileishmanial action.
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Figure 1. Structures of isoniazid (INH), pyrazinamide (PZA) and their derivatives 1-9.
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Experimental
Physical measurements

All common chemicals were purchased from Aldrich
and used without further purification. Melting points
were determined on a Uni-Melt capillary melting point
apparatus (Arthur Hoover Thomas Company). Infrared (IR)
spectra were recorded on a Perkin Elmer Fourier transform
infrared (FTIR) Spectrum GX spectrometer using KBr
plates (4000-400 cm™). Electronic spectra were recorded
on an Agilent Technologies 8453 spectrophotometer
at room temperature, using spectrophotometric grade
solvents (dimethylformamide (DMF) or dimethylsulfoxide
(DMSO)). Nuclear magnetic resonance (NMR) spectra
were obtained on a Varian multinuclear UNITY-300
(600 MHz), for compounds 1-3 and 5-9, or on a Bruker
(400 MHz) spectrometer, for compound 4, using DMSO-d
as solvent and tetramethylsilane (TMS) as internal
reference. The 'H resonances were assigned based on
chemical shifts and multiplicities of 'H NMR and 2D
NMR correlation spectroscopy (COSY). The carbon
type (C. CH,) was determined by using attached proton
test (APT) experiments. Assignments of the protonated
carbons were made by 2D heteronuclear single quantum
coherence (HSQC). Information on the configurational
arrangement of compound 4 was obtained by using nuclear
Overhauser effect spectroscopy (NOESY) experiment.
High resolution mass spectra of the novel compounds in
methanol solution were obtained in the negative ion mode
on a Bruker micrOTOF-Q) Il electrospray ionization-tandem
quadrupole-time-of-flight (ESI-Qq-TOF) (for compounds 8
and 9) or in the positive ion mode on a Bruker TOF Compact
Electrospray (for compound 4) instrument.

Synthesis of isoniazid and/or pyrazinamide-based
molecules

Synthesis of HPCIH (1).* HAPIH (2)'" HBPIH (3),""*!
HPzAmIH (5)® as well as HPzAm4DH (6)* and
HPzAm4M (7)* are described in the literature. IR and
NMR data were compatible with the proposed structures
(Supplementary Information).

The novel compounds 2-pyridineformamideisonicotinoyl
hydrazone (HPAmIH. 4), N(4)-ethyl-2-pyrazineformamide-
thiosemicarbazone (HPzAm4E, 8) and N(4)-phenyl-2-
pyrazineformamide-thiosemicarbazone (HPzAm4Ph, 9)
were prepared following the literature procedure for the
reduction of 2-cyanopyridine and 2-cyanopyrazine.” Thus,
sodium (0.0493 g, 2.1 mmol) was solubilized in 25 mL of
dry methanol. 2-Cyanopyridine (1.249 g, 12.0 mmol. for
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production of compound 4) or 2-cyanopyrazine (1.261 g.
12.0 mmol, for production of compounds 8 and 9) was then
added. and the mixture was stirred for 0.5 h. After that, for
the production of 4, 8 and 9. equimolar amount of isoniazid
(1.645 g). N(4)-ethyl-3-thiosemicarbazide (1.430 g) or
N(4)-phenyl-3-thiosemicarbazide (2.006 g). respectively.
was added in small portions over a period of 0.5 h.
The mixture was refluxed for 4 h and stirred for 24 h.
The resulting solids were then filtered off. washed with
methanol followed by diethyl ether, and dried in vacuo.

2-Pyridineformamideisonicotinoyl hydrazone (4)

White solid; yield: 40%: m.p.: > 240 °C; UV-Vis
(DMSO) A, / nm 325; IR (KBr) v, / em 3392, 3180,
3133, 1546, 1621, 842, 804, 749; 'H NMR (400 MHz,
DMSO-d,) 6 (E isomer (90%)) 7.03 (s, 2H, N5H,), 7.51
(m, 1H, H5), 7.82 (s, 2H, H10), 7.92 (t, I1H, J 7.5 Hz, H4).
8.18(d, IH,J7.8 Hz, H3),8.62 (d. IH.J4.4 Hz, H6). 8.73
(d, 2H, J 5.6 Hz, HI1), 1041 (s, 1H, N3H): 6 (Z isomer
(10%)) 6.83 (s, 2H, N5H,), 7.42 (m, |H. H5), 7.71 (d, 2H.
J 4.2 Hz, H10), 7.66-7.72 (m. |H. H4), 7.77-7.85 (m, [H,
H3), 8.56 (d, 1H, J 4.7 Hz, H6), 8.75-8.70 (m, IH, H11),
10.63 (s, 1TH, N3H): '*C NMR (100 MHz, DMSO-d,)
o (Eisomer (90%)) 120.83, 121.70, 124.98, 137.01, 141.54,
148.16, 149.32, 149.99, 150.37, 161.34: 6 (Zisomer (10%))
120.08, 123.18, 124.57. 136.96, 142.36, 143.69, 148.07,
149.41, 150.16, 167.19; ESI-TOF caled. for C;,H,N;O
[M]*: 242.1042: found: 242.1044.

N(4)-Ethyl-2-pyrazineformamide thiosemicarbazone (8)

Yellow solid: yield: 50%: m.p.: 180-183 °C; UV-Vis
(DMF) A, / nm 354, 1.80 x 10°; IR (KBr) v, / cm’
3439, 3342, 3327, 3149, 2964, 1655, 1537, 778, 566;
'H NMR (600 MHz, DMSO-d;) 6 1.14 (t, 3H, J 7.1 Hz,
CH,), 3.60 (m, 2H, CH,), 6.94 (s, 2H, N5-H), 8.49 (t, 1H,
J 6.0 Hz, N4-H), 8.59 (m, IH, H5). 8.66 (d, 1H, J 2.7 Hz,
He), 9.70 (d, 1H, J 1.8 Hz, H3), 10.09 (s, 1H, N3-H);
BC NMR (150 MHz, DMSO-d,;) 6 14.83, 38.18, 140.25,
142.55, 143.63, 144.60, 145.80, 176.02; ESI-TOF calcd.
for CgH NS [M]*: 223.0766: found: 223.0991.

N(4)-Phenyl-2-pyrazineformamide thiosemicarbazone (9)

Yellow solid: yield: 85%: m.p.: 180-182 °C; UV-Vis
(DMF) A, / nm 358, 1.68 x 10°; IR (KBr) v, / cm’!
3414, 3275, 3225, 3165, 3028, 2962, 1638, 1545, 744,
594;'H NMR (600 MHz, DMSO-d,) 6 7.14 (s, 2H, N5-H),
7.19 (m, IH.H12),7.36 (m, 2H, H10), 7.58 (m, 2H. H1 1),
8.63 (m. 1H, H5), 8.69 (d, 1H,J 2.3 Hz, H6), 9.85 (d. 1H.
J 1.4 Hz, H3), 10.01 (s, |H, N4-H), 10.52 (s, |H, N3-H):
3C NMR (150 MHz, DMSO-d,) 6 125.07, 126.01, 127.90,
130.34, 141.11, 142.59, 143.96, 14491, 145.54, 175.11:
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ESI-TOF caled. for C,H, NS [M]*: 271.0766: found:
271.0984.

X-Ray diffraction analysis

Single crystals of [H,PCIHINO;-H,0 (1a) and
HPzAm4E (8) were obtained by slow evaporation of 1
and 8 in an ethanolic solution, in the presence and absence
of nitrate, respectively. Data were collected at room
temperature on a Bruker D8 VENTURE equipped with
Mo Kat high-brilliance microfocus source (IpS) radiation
(A =0.71073 A) and a PHOTON 100 CMOS detector.
The instrument was controlled with the APEX2 software
package.” Data were processed using the integrated
plug-in in the controlling software package (SAINT).” and
corrected for absorption by the multiscan semi-empirical
method implemented in SADABS.” Using Olex2,% the
structure was solved with the SHELXS-97% structure
solution program using direct methods and refined with
the SHELXL-2013% refinement package using least
squares minimization. Positional and anisotropic atomic
displacement parameters were refined for all non-hydrogen
atoms. Hydrogen atoms were placed geometrically and the
positional parameters were refined using a riding model.

Leishmanicidal activity

Antileishmanial activity studies were performed against
intracellular amastigote forms of Leishmania (Viannia)
braziliensis (MCAN/BR/98/R619). For this. resident
macrophages were obtained from peritoneal cells of
Swiss Webster mice after a peritoneal injection of 5 mL
of Roswell Park Memorial Institute (RPMI) medium.
For adherence. the peritoneal cells (2 x 10° per mL) were
plated onto glass coverslips placed within the wells of
a 24-well culture plate (0.5 mL well') and incubated at
37°C in 5% CO, for 1 h. After removing the non-adherent
cells. the monolayers of macrophages were infected with
promastigotes of L. braziliensis (ratio of 5 promastigotes
for each macrophage) for 4 h at 37 °C and 5% CO,. The
infected macrophages were washed and incubated with
different concentrations of the tested compounds in RPMI
medium supplemented with 10% of fetal bovine serum for
48 hat 37 °C and 5% CO,. Each compound was previously
dissolved in DMSO (stock solution). The final concentration
of DMSO in the RPMI culture medium was kept below 0.3%
(v/v). Controls were incubated with medium alone or with
0.3% of DMSO. The monolayers were then stained with
Giemsa stain, and at least 100 infected macrophages per
sample were counted under optical microscopy. After that,
the infection index (% infected macrophages x number of

J. Braz. Chem. Soc.

amastigotes / total number of macrophages) was calculated.
1C, was determined by logarithmic regression analysis using
GraphPad Prism 5. All assays were performed in at least
three replicates and the results are shown as mean of three
independent experiments.

To evaluate the toxicity of INH and PZA derivative
molecules on mammalian cells, monolayers of murine
macrophages (4 x 10° in 200 uL) were incubated with the
compounds (1.5-400 umol L) dissolved in RPMI medium
supplemented with 10% of fetal bovine serum for 48 h at
37 °C and 5% CO,. Controls were treated with medium or
1% of DMSO (the major final concentration of the diluent).
Viability of macrophages was then assessed by measuring
the mitochondrial dependent reduction of 3-(4.5-dimethyl-
2-thiazol)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) to
formazan. For this purpose, MTT (10 pL at 10 mg mL")
was added and monolayers of macrophages were incubated
at 37 °C and 5% CO, for 3 h. The medium was removed
and formazan crystals were dissolved in 180 pL of DMSO.
The absorbance was read at 570 nm using a microplate
spectrophotometer. The 50% of cytotoxic concentration
(CCy) was determined by logarithmic regression analysis
using GraphPad Prism 3.

Tumor cell culture and cytotoxic activity

SF-295, HCT-116. OVCAR-8 and HL-60 cancer cell
lines, from the National Cancer Institute, were maintained
in RPMI 1640 medium supplemented with 10% fetal bovine
serum, 2 mmol L glutamine, 100 g mL"! penicillin, and
100 pg mL! streptomycin at 37 °C and 5% CO,. Each
compound was previously dissolved in DMSO (stock
solution). The final concentration of DMSO in the RPMI
culture medium was kept below 0.1% (v/v). PZA.INH and
1-9 (5 ug mL") were incubated with SF-295, HCT-116
and OVCAR-8 cell lines, for 72 h. The cell viability was
determined by reduction of MTT to formazan.”

Compounds that inhibited the proliferation in more than
50% were selected for determination of 1C; against SF-295,
HCT-116, OVCAR-8 and HL-60 tumor cell lines. To this
end, 5-0.009 ug mL' range for compound concentration
was used. All experiments were performed in at least three
replicates per compound and results shown are the average
of three independent experiments.

Results and Discussion
Characterization of 4, 8 and 9

Compound 4, as well as 5, melts at a temperature
above 240 °C. The similar hydrazones 1-3, in turn, present
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melting point lower than 200 °C. The higher melting
point values for 4 and 5 are probably due to the presence
of NH, group. which may be involved in intermolecular
hydrogen bonds. Vibrations in the infrared spectrum of 4
attributed to v,(NH,), v.(NH,) and v(N-H) were observed
at 3392-3133 em'. Absorptions at 1659 and 1621 em
were attributed to v(C=0) and 8(NH,). respectively. These
absorptions are shifted in relation to those present in the
infrared spectrum of INH. One absorption at 1546 cm!
attributed to v(C=N) was observed in the spectrum of 4,
but is absent in the IR spectrum of INH. suggesting that the
condensation reaction took place, giving rise to an imine
group in the molecular structure of 4. The C—H out-of-plane
bending (y-CH) or ring bending (B-ring) absorptions from
pyridine rings were present at 842, 804, 750 and 679 cm.

Vibrations attributed to v,(NH,), v,(NH,) and v(N-H)
were observed at 3275-3414 cm in the IR spectra of 8 and
9. Absorptions at 1655, 1533 and 778 cm™ in the spectrum
of 8 were attributed to 8(NH,), v(C=N) and v(C=S),
respectively. These bands were observed at 1658, 1545 and
748 e, respectively, in the spectrum of 9. The in-plane
deformation mode of the pyrazine ring was present at 566
and 594 cm! in the spectra of 8 and 9. respectively.

We observed duplicated signals in the 'H and “C NMR
spectra of 4, suggesting a mixture of two isomers, with
the major one accounting for 90%. An analysis of the 'H
NMR spectrum of 4 shows that the maximum difference in
o between the signals of the isomers is observed for C3H
proton of the ertho-pyridine group (A(6H(3)) = 0.4 ppm).
For other protons of both pyridine rings, the difference in
chemical shifts between the two isomers is significantly
smaller and in general does not exceed 0.1 ppm. For the
amines N3H and N5H,, we observed a difference in 6 of
0.22 and 0.20 ppm. respectively. In order to obtain more
information about the identity of the isomers, NOESY
analysis was performed (Supplementary Information). For
the major isomer, we observed spatial interaction between
N5H, and H3, as well as between N3H and N5H,. These
interactions were not observed for the minor isomer.
Thus, according to the analysis, the major isomer adopts
the E configuration in solution, whereas the minor one
corresponds to the Z configurational isomer. The proposed
arrangements justify the most significant differences
observed between chemical shifts of C3H and amine groups
in both isomers. NMR spectra of similar hydrazones with
the same behavior in solution had previously been observed
and duplicated signals had been attributed to the presence of
E and Z configurational isomers in solution®* (Figure S16).

Only one signal for each proton was observed in the
'H NMR spectra of 8 and 9. The N3H chemical shifts at
10.09 and 10.52 ppm for 8 and 9, respectively, indicate
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the molecules adopt the E configuration. Chemical shifts
higher than 175 ppm observed for the signals of C8 in
both compounds are typical of C=S. which suggest the
thiosemicarbazones are in the thione form in solution.'®

X-Ray diffraction analysis

X-Ray crystal dataof compounds [H,PCIH|NO;-H,0(1a)
and HPzAmM4E (8) are summarized in Table S1. Selected
intra-molecular bond distances and angles for 1a and
8, as well as for HBPIH (3),! HPzZAm4DH-H,0* and
HPzAm4M-2H,0% are given in Tables S2 and S3. Selected
dihedral angles, hydrogen bond distances (A) and angles (°)
for 1a and 8 are shown in Tables S4 and S5, respectively. The
Oak Ridge thermal ellipsoid plot (ORTEP) representation
of asymmetric unit, showing ellipsoids displayed at 50%
probability level, is shown in Figure 2.

Figure 2. ORTEP representation of asymmetric unit of [H,PCIH]NO,-H,O
(1a) (a) and HPzAm4E (8) (b), with ellipsoids at the 50% probability level.

The crystaline form of 1a is a nitrate salt monohydrate
(Figure 2a). The molecule is protonated at p-pyridine ring
of the isoniazid bulk. which is hydrogen bonded with a
nitrate ion (Figures 2a and 3). The C7-N2 and C8-01
bond lengths, 1.220(2) and 1.272(2) A, respectively, are
expected for formally double bonds, whereas N2-N3 and
N3-C8 lengths of 1.375(2) and 1.345(2) A agree with the
single character of these bonds.?' Thus, 1a is in the keto
form, the same tautomer observed in crystal structure of
its analog HBPIH (3).*' Both compounds present similar
values of bond distances and bond angles. The dihedral
angles C2—C7-N2-N3 and N2-N3-C8-01 are 178.83(18)
and —1.8(3)°, respectively. for 1a and suggest the molecule
is in the EZ conformation, in relation to the C2-C7 and
N3—C8 bonds. HBPIH (3), in turn, adopts ZZ conformation,
probably to minimize steric hindrance due to the benzoyl
bulk.”
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Figure 3. Hydrogen bond in [H,PCIH]NO,-H,O (1a) along a axis.

Bond distances and angles for HPZAm4E (8) are
similar to those ones observed in the crystal structures of
HPzAm4DH-H,0% and HPzAm4M-2H,0.% N3-C8 and
C8-S1 bonds of 1.359(2) and 1.6765(17) A, respectively,
are in agreement with the thione form for 8.!° According to
values of N1-C2-C7-N2and N2-N3-C8-S1 dihedral angles
for 8, the thiosemicarbazone adopts the EE conformation in
relation to the C2—C7 and N3-C8 bonds (see Figure 2b).
This conformation may occur. in part, as a result of the
intramolecular N(4)-H(4)----N(2) hydrogen bond. Another
relevant interaction, N(3)=H(3)----N(6)I%3 —% =03 +y. 15 -z
forms the chain along b axis (Figure 4). In the supramolecular
arrangement, the inverse dimers as result of the
N(5)—=H(5B)---S 1= y+ L2+ ipteraction are also observed.

Antileishmanial activity

To evaluate the antileishmanial effect of compounds we
used intracellular amastigote of L. braziliensis, since this

Figure 4. Hydrogen bond in HPzZAmA4E (8) along b axis.

J. Braz. Chem. Soc.

parasite form is relevant for infected host treatment. All the
compounds, including PZA and INH. reduced the infection
index in relation to untreated control (p < 0.05), with 1Cy,
in the 33.36-10.70 uM range (Table 1). The isoniazid-
derived hydrazones 1-5 were as potent as INH, while the
thiosemicarbazone derivatives were in general more active
than PZA. HPzAm4M (7) (IC5, = 10.70 + 2.84 uM), for
example, was about 3-fold more active than the original
molecule PZA (IC,, = 33.36 = 7.60 uM).

Microscopic observation of stained infected
macrophages (Figure 5) illustrates the antiparasitic activity
of tested compounds without apparent toxicity to host cell.
The treatment with 25 pmol L-1 of HPzZAm4M (7) induces
a major reduction in the number of amastigotes inside
macrophages (Figure 5b) when compared to untreated
control (Figure 5a). Under these experimental conditions,
the antileishmanial effect of compounds was independent
of nitric oxide production by infected macrophages (data
not shown).

Meglumine antimonate (glucantime), a drug of choice
for the treatment of leishmaniasis, was used as control. Its
structure and composition is not completely understood
and, in aqueous solution, it exists as a complex mixture
in equilibrium.” Thus, the IC;, value for glucantime was
expressed as pg mL-! units. We found that all compounds are
more potent against L. braziliensis than the antileishmaninal
drug.

Toxicity studies of the tested compounds on macrophage
allow us to evaluate its selectivity index (SI). INH, PZA and
their derivatives were selectively active against intracellular
amastigote of L. braziliensis. The compounds with better
SI values are HAPIH (2, SI = 30.00) and HPzAm4DH (6,
SI=20.83). These results suggest the studied hydrazones
and thiosemicarbazones have potential application as
antileishmanial agents.
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Table 1. Data of toxicity of PZA and its derivatives 1-9 against Leishmania braziliensis (1Cs;) and macrophages (CCsy,) and the respective selectivity index

Compound IC,, =+ SD/ (pg mL) IC,, + SD/ pM CC,, £ SD/pM SI

INH 2.33+0.60 17.04 £ 44 3364+21.74 19.74
HPCIH (1) 3.25+0.79 1441 £3.47 273.8 £136.47 19.00
HAPIH (2) 4.01 £0.49 16.71 £2.04 501.38 + 124.80 30.00
HBPIH (3) 4.86 £2.55 16.10 £ 8.44 126.24 + 59.46 7.84
HPAmIH (4) 354133 14.66 + 5.53 108.63 + 34.79 7.41
HPzAmIH (5) 5.02 + 0.67 2075+ 2.76 127.98 +56.23 6.17
PZA 4.11 094 33.36 7.6 4142x48.21 124
HPzAm4DH (6) 3.66 + 1.63 18.67 £ 8.28 389 +47.94 20.83
HPzAmAM (7) 2.25 + 0.60 10.7+2.84 153.18 + 54.89 1431
HPzAm4E (8) 4.63 £3.29 20.63 + 14.69 235.8 +82.87 1143
HPzAm4Ph (9) 513217 18.84 +7.99 76.64 + 19.62 4.05
Glucantime 337+ 94 > 10 (mg mL") -

IC5;: Half maximal inhibitory concentration; SD: standard deviation; CCj;: half maximal cytotoxic concentration; SI: selectivity index (CCs, / 1C5;): INH:

isoniazid; PZA: pyrazinamide.

Figure 5. Aspect of infected macrophages: monolayers of murine
macrophages were infected with promastigote form of L. braziliensis (ratio
5:1) during 4 h. After washing three times the infected monolayers were
incubated with HPzAm4M (7) for 48 h. The monolayers were stained with
Giemsa. The photographs show infected macrophages that (a) received no
drug treatment (control) or (b) were treated with 25 uM of HPzAm4M (7).

Activity against human tumor cell lines

The cytotoxic effects of the studied compounds at the
5 ng mL! concentration are listed in Table 2. In general,
the thiosemicarbazones exhibit low cytotoxicity against all
cell lines, except HPZAmA4E (8). which presents moderate
action against HCT-116 and OVCAR-8 cells. HAPIH (2)
and HBPIH (3) are the most potent hydrazones, whose
activity is superior to INH.

Compounds 2 and 3 were selected for further
determining 1Cs, of SF-295, HCT-116, OVCAR-8 and
HL-60 cells (Table 3). The hydrazones present similar
activity against all cell lines and are only approximately 1.6

Table 2. Growth inhibition (%) of human tumor cell lines by INH, PZA and their derivatives 1-9

Growth inhibition® / % (mean + SD)

Compound

HCT-116 OVCAR-8 SF-205
INH 1447 +642 -3.79+0.33 21.01+£2.85
HPCIH (1) 1574 +£3.82 15.47+2.76 —6.31£21.46
HAPIH (2) 49.79 +31.21 9453+£346 72204374
HBPIH (3) 78.69+3.22 98.63+3.18 3498 £46.73
HPAmIH (4) 2237+891 27.10+6.91 38.39+0.72
HPzAmIH (5) 15.88 +0.27 691 +1.73 2.60+0.79
PZA ND» ND# ND*#
HPzAm4DH (6) 37.05+£449 7.74+£3.87 17.67+£0.22
HPzAm4M (7) 11.19 +5.96 23.67+10.09 2444 £ 1.58
HPzAm4E (8) 4472+ 1427 52.60+£8.43 -1.64£42.77
HPzAm4Ph (9) 1536 £6.77 19.47 £4.01 2902+ 1.15

“Cell lines: HCT-116 (colon adenocarcinoma), OVCAR-8 (ovarian cancer) and SF-295 (glioblastoma multiforme); "ND: not determined. SD: standard

deviation; INH: isoniazid; PZA: pyrazinamide.
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Table 3. Cytotoxic activity (1Cs. in uM) of HAPIH (2) and HBPIH (3) against SF-295, OVCAR-8, HCT-116 and HL-60 tumor cell lines, in comparison

with doxorubicin

IC,, / uM (confidence interval, 95%)

Compound

SF-295 OVCAR-8 HCT-116 HL-60
2 144 (1.13 to 1.83) 0.78 (0.72 to 0.88) 0.82 (0.66 to 1.01) 0.44 (0.04 to 0.49)
3 1.53 (1.24 t0 1.90) 0.81 (0.69 to 0.96) 0.90 (0.73 to 1.11) 0.42(0.37 10 0.48)
Doxorubicin 0.42 (0.35 10 0.46) 0.49 (0.31 to 0.56) 0.23 (0.16 t0 0.31) 0.04 (0.02 to 0.04)

1C,;: Half maximal inhibitory concentration; SF-295: glioblastoma multiforme; OVCAR-8: ovarian cancer; HCT-116: colon adenocarcinoma; HL-60:

acute myeloid leukemia.

up to 10-fold less effective than the control (doxorubicin)
in inhibiting the cell growth.

Conclusions

PZA. INH and their derivatives exhibit leishmanicidal
effects on Leishmania braziliensis. All compounds were
more potent than glucantime and selectively active against
intracellular amastigote of L. braziliensis in relation to
macrophages.

Pyrazinamide-derived thiosemicarbazones have proved
to have poor activity against SF-295, OVCAR-8 and
HCT-116 cell lines. On the other hand, the isoniazid-derived
hydrazones showed activity against the tumor cell lines at
the tested concentration. The hydrazones HBPIH (3) and
HAPIH (2) are the most efficient cytotoxic compounds,
whose activities against the three cancer cell lines were
higher than isoniazid. These compounds have also proved to
be only approximately 1.6 up to ten times less effective than
the control (doxorubicin) to inhibit the SF-295, OVCAR-8,
HCT-116 and HL-60 tumor cell lines growth. Thus, the
studies indicate the structural modification of isoniazid was
an interesting strategy to improve its cytotoxicity against
the tested cell lines.

Supplementary Information

Supplementary information (spectra used for the
identification of synthesized and novel compounds.
as well as X-ray crystal data of [H,PCIH|NO;-H,O
(1a) and HPzAmA4E (8)) is available free of charge at
http://jbes.sbq.org.br as PDF file.

CCDC 1046288 and 1046289 contain supplementary
crystallographic data for 1a and 8, respectively. These
data can be obtained free of charge via http://www.ccdc.
cam.ac.uk/conts/retrieving.html, or from the Cambridge
Crystallographic Data Centre, 12 Union Road. Cambridge
CB2 1EZ, UK fax: (+44) 1223-336-033; or e-mail:
deposit@ccde.cam.ac.uk.
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Abstract: Background: Schiff bases have been greatly studied in biological field due to their wide
range of pharmacological activities, such as antitubercular and antitumour. In the search of novel an-
titubercular agents. several compounds containing pharmacophoric group of ethambutol have been
synthesized and evaluated agamst mycobacteria species causing tuberculosis. In this work, we mves-
tigate whether ethylenediamine, Schiff base as well as nitro group together could contribute to the
formation of novel molecules with dual biological activities: antitubercular and anticancer.

Methods: A series of Schiff bases (3—12) denived from p-nitrophenylethylenediamine (1) as well as
N N-bis(4-nitrophenyl)ethane-1.2-diamine (2) were synthetized and assayed for their action against
Myvecobacterium tuberculosis H3TRv strain and the human tumour cell lines SF-295 (glioblastoma
multiforme). HCT-116 (colon adenocarcinoma) and OVCAR~-8 (ovarian cancer).

Resulrs: Among the compounds that showed antimycobacterial effects. 4 was more active than eth-
ambutol, the antitubercular drug used as positive control. Also. compounds 1. 8. 10 and 12 were able
to reduce strongly the viability of the tumour cell lines at 5 pgmL™.

Conclusion: According to studies, some modifications on p-nitrophenylethylenediamine (1) were an
effective strategy to obtain compounds with antiproliferactive activities. Also, Schuff base 4 proved
to be the lead antitubercular compound.

Keywords: Schiff bases, anticancer agent, ethylenediamine, antiftubercular activity, nitro compound.

1. INTRODUCTION

Diamines constitute a versatile class of compounds with a
wide range of applications in Medicinal Chenustry field.
Considening that, 1,2-ethylenediamine. e.g., 1s a pharma-
cophore group of ethambutol (EMB), a front-line antituber-
cular drug, so that several compounds containing this group
have been synthesized and evaluated against mycobacteria
species causing tuberculosis (TB) [1-3]. Among these com-
pounds, SQ109 deserves aftention due fo its activity to
multidrug resistant strains (MDR-TB), which includes the
EMB resistant ones. The mechanism of action of SQ109
seems to be different of this antitubercular drug [4]. TB
killed 1.5 mullion people only in 2014 and around 1 billion
people are mfected with the disease every year [1, 5]. It has
become more prevalent due to a variety of factors such as

*Address correspondence to this author at the Departamento de Quimica
Geral e Inorganica. Instituto de Quimica, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro—UERJ, CEP 20550-900. Rio de Janeiro, Brazil; TelFax: +5521-
23340563, +55-21-23340104; E-mail: josane@uerj.br

1573-4064/17 $58.00+.00

AIDS, lowered immunity and widespread drug resistance
[6]. In addition, the standard treatment for adult respiratory
TB has a long-term duration and 15 connected with several
adverse effects like hepatotoxicity, skin reactions, gastroin-
testinal and neurological disorders [7-9]. Due to this life-
threatening situation, an intense effort has been addressed to
the development of new drugs and strategies that could ef-
fectively shorten the duration of chemotherapy and combat
the emergence of resistant strains [10]. In the search for new
drugs against TB and cancer, several classes of compounds
containing the group nitro have been synthesized and evalu-
ated [11]. In this context, it can be mentioned PA-824, a ni-
tro imidazole derivative compound, which 1s in phase II trial
against TB [12]. In the cancer field, nitro compounds have
been recently studied as radio sensitizers i antitumour ther-
apy, due to the bioreduction capacity of the nitro group,
which releases intermediates in the redox process [13—15].

Cancer 1s responsible for at least 13% of deaths world-
wide Current statistics indicate that 1 in every 3 people will

© 2017 Bentham Science Publishers
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Scheme 1. Scheme for the synthesis of N -(4-nitrophenyl)ethane-1.2-diamine (1) and its derivatives 2—12.

develop some form of cancer during their lifetime [16]. Sur-
gery and radiotherapy dominated cancer treatment during the
first half of the 20th century, whereas chemotherapy was first
considered as a viable alternative in the 1940s. Nonetheless,
despite the success of chemotherapy for cancer treatment, it
faces some challenges such as, the search for novel ap-
proaches to improve drug selectivity and reduce undesirable
side effects and high incidence of cell resistance [17-19].

In this sense, Schiff bases have received special attention
m biological field due to their simple methods of preparation
and versatility [20]. Many Schiff bases have been reported to
display diverse pharmacological activities such as anti-
fungal, antitubercular, anti-inflammatory, anti-viral, anti-
malarial, antitumour, anti-bacterial, anfi-proliferative, anti-
convulsant, antidepressant and angiotension-II receptor an-
tagonists [15, 20-22]. Among different types of pharmaco-
logically active Schiff bases, their anticancer activity alone
or as metal complexes 1s one of the hottest topics of research
worldwide [23].

In this work, Nl—(4—nitrophenyl)ethane—l,2—diamj.ue (1),
Nl, Nz-bis(él-nitrophenyl)ethane—l,Z-dlam.me (2) and the
Schiff bases derivatives 3—12 were synthetized and assayed
for their action against Mycobacterium tuberculosis H37Rv
strain and the human tumour cell lines SF-295 (glioblastoma
multiforme), HCT-116 (colon adenocarcinoma) and
OVCAR-8 (ovaran cancer). Our interest consists i mvesti-
gating whether the nitro, ethylenediamine and imine groups
together could contribute to the formation of novel mole-
cules with dual, antituberculosis and anticancer, biological
activities.

2. RESULTS AND DISCUSSION

2.1. Chemistry

The general synthetic scheme of the target compounds 1s
described i Scheme 1. p-Nitrophenylethylenediamine (1)
was first prepared from the reaction of 1-fluoro-4-

nitrobenzene and 1,2-ethylenediamine and used as precursor
for the formation of 2—12. Syntheses of 1 [24] and 2 [25] are
described in the literature, then spectroscopic data confirm
the formation and purity of these compounds. The aldehydes
employed for the Schuff bases synthesis were selected based
on our previous studies of its anticancer and antitubercular
activities [26, 27]. The novel Schiff bases 3—12 were ob-
tamed as yellow solid at room temperature m 55-88%
yields.

2.2. Characterization

Only one band attributed to NH stretching of secondary
amine is present at 3289-3416 em? in the IR spectra of
3—12. Besides, absorptions atfributed to C=N stretching at
1632-1648 cm™ are present in the IR spectra of 3—12, but
absent in the IR spectrum of 1, which confirms that the reac-
tion of condensation has taken place, giving rise to Schiff
bases.

The most thermodynamically favourable isomer, E, 1s the
predominant form observed in the "H NMR spectra of 3-12
[19,28]. The signals attributed to hydrogen and carbon of the
imine group occur at 8.34-8.98 gpm and 156.19-176.19
ppm, respectively in the 'H and “C NMR spectra of the
Schiff bases. For all the compounds, it was possible to ob-
serve a majority peak attributed to the molecular ion in its
mass spectra.

2.3. Antimycobacterial Activity

According to the results (Table 1), the precursor (1) does
not exhibit antunycobacterial activity at the tested concentra-
tions. The biological action is observed for 4, 5 and 7. in
which the presence and the positions of hydroxyl substitu-
ents seem to be important for the bioactivity.

Compound 4 showed higher mhibitory activity than eth-
ambutol, the antifubercular drug used as positive control. It
was not possible to correlate antitubercular activity with par-
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Table 1. In vitre activity of 1-12 against M. mberculosis H3TRv strain and its calculated logP values.

Compound m;‘:&_]) LogP*
1 =1812 144071
2 =3023 1.66 £ 0.63
3 =28.53 3.06+081
4 753 0.79+0092
5 30.13 -0.90+041
6 -30.13 0.00£0.73
7 30.13 -0.62+£0.36
8 31.53 -0.71+0.23
9 »31.53 -0.95+0.30
10 ND* ND
11 ND* NDF
12 ND* ND
Ethambutol 153
*Antimycobacterial activity expressed as Minimum Inhibitory Concentration (MIC).
*LogP = logarithm to the base 10 of the partition coefficient (P), calculated using ALOGPS online program [29.30].
© ND not determined due to solubility limitations.
Table 2. Growth inhibition (%) of human tumour cell lines® by 1-12.
Growth Inhibition (%)
Compound
HCT-116 OVCAR-8 SF-195
1 05.65=1.70 06.63=0.91 88.62+2.23
2 6.65=10.48 -2.75=1.02 35.13=10.56
3 -4.65+4.98 -1.87=0.45 43.65+1.81
4 8.68=15.98 6.41=1.02 36.94=14.60
5 14.52+16.90 24482545 30.35=6.60
] 776+8.12 -0.90=1.36 51.12+4.78
7 37.86=8.78 48.83+7.61 38.40=2.31
8 96.30=0.79 04.54+0.45 73282132
9 18.04=3.01 7.212.39 49.19+1.07
10 02.78=4.190 68.01+33.97 55.61=2.06
1 2.20=3.67 0.46=3.07 40.85=1.98
12 96.20=3.01 74.21+8.98 60.92+3.30

* Cell lines: HCT-116 (colon adenocarcinoma). OVCAR-8 (ovarian cancer) and SF-293 (glioblastoma multiforme)

tition coefficient, a physicochemical property widely used as
parameter for structure-activity relationship studies

2.4. Cytotoxic Activity

Cytotoxic action of 1-12 against the human tumour cell
lines OVCAR—8 (ovanan cancer), HCT-116 (colon adeno-
carcinoma) and SF—-295 (glioblastoma multiforme) was pes

formed according to Mosmans’s MTT assay [31] and the
results are shown as percentage of cell viability (Table 2).

Compounds 1. 8, 10 and 12 were able to reduce i more
than 50% the viability of the three tumour cell lines at the
tested concentration. One substitution on the primary amine
m compound 1 by another p-mitrophenyl group, in compound
2, results m its mactivation. For compounds 5-7, differences
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at the positions ortho, meta or para of the substituents on
phenyl bulk do not promote significant changes in their ac-
tivities. On the other hand, we observe that 8 is a potent cy-
totoxic compound, whereas its isomer mera (compound 9) is
not active.

Differences in biological behavior were also observed
when the heteroatom 1s changed: compound 11, which con-
tains an o-nitro-thiophene as substituent, is inactive against
HCT-116 and OVCAR-8 cells and presents moderate activ-
ity against SF-295 cells, whereas the equivalent compound
12, m which there 1s a furan group mnstead of a thiophene
one, is highly potent to all cell lines.

3. CONCLUSION

Some modifications on p-nitrophenylethylenediamine (1)
were an effective strategy to obtamn compounds with
antitubercular and antiproliferactive activities. Among the
tested compounds, 1, 8, 10 and 12 showed the most
significant activities against the tumour cell lines. Regarding
antimycobacterial action studies, Schiff base 4 was more
potent than ethambutol, suggesting that it 15 a pronmusing
compound. Further studies of selected compounds as ligands
for the synthesis of metal complexes, such as iron, copper
and zince ones, should be carried on in order to evaluate the
effect of coordination on its bioactivities

4. EXPERIMENTAL
4.1. Chemistry

All the chemicals were purchased from Sigma-Aldrich.
Infrared (IR) spectra were recorded on Thermo Scientific
Nicolet FT-R 6700 series mfrared spectrophotometer using
KBr plates (4000—400 cm™). Nuclear magnetic resonance
(NMR) spectra were obtained on a Bruker (400 MHz) spec-
trometer, using DMSO-ds as solvent and tetramethylsilane
(TMS) as nternal reference. Low resolution mass spectra
(MS) were obtained by electron-spray ionisation in a Mi-
croMass ZQ 4000, using methanol as solvent.

4.2. General Procedure for the Synthesis of amine ;’\"'-(4-
nitrephenyllethane-1,2-diamine

A solution of 1-fluoro-4-nmitrobenzene (0.2 ml, 1.5 mmol)
m ethanol (10 ml) was added dropwise to ethane-12-
diamine (0.1 ml, 1.5 mmol). The mixture was stirred for 1 h.
The yellow solid obtained was filtered, washed with ethanol
and dried under reduced pressure for 1 day.

421 N- (4-Nitrophenyl)ethane-1,2-diamine (1)

Yield: 80%; IR (KBr): v = 3360, 3170,1507, 1285 cm™";
'H-NMR (400 MHz, (Ds)DMSQ): & = 2.79 (t, J= 636 Hz,
2H, H1), 3.23 (t, J= 6.11 Hz, 2H_ H2), 3.97 (m, 2H, N1H),
6.66 (d, J= 9.54, 2H_ H4), 7.33(t, J=4.89, 1H, N2H), 7.99
(m, 2H, H5) ppm; “C-NMR (100 MHz.(DgDMSO): & =
4048, 4585, 110.55, 126.16, 13532, 154.67 ppm; ESI-MS-
m/z cale. for [CgH11N30,]": 181.2, found: 181.8.

4.3. General Procedure for the Synthesis of amine ;\’1,_-’\-":-
bis(4-nitrophenyl)ethane-1,2-diamine:

1-Fluoro-4-nitrobenzene (0.03 ml, 0.6 mmol) in ethanol
(10 ml) was added dropwise to N*-(4-nitrophenyl)ethane-1,2-
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diamme (109 mg, 0.6 mmol). The mixture was stirred for 1
h at 80° C. The yellow solid obtamed was filtered, washed
with ethanol and dried under reduced pressure for 1 day.

4.3.1. ;’\-"t,‘\-‘?-b.f's (4-Nitrophenyl)ethane-1,2-diamine (2)=

Yield: 66%:; IR (KBr): v =3373, 3176, 1591, 1538, 1281
em’; 'TH-NMR (400 MHz, (Dg)DMSO):5 = 2.98 (t, J= 6.24
Hz, 2H, H1), 3.40 (m, 2H, H2), 6.70 (m, 4H, H4), 7.37(m,
2H, N1H and N2H), 8.00 (m, 4H, H5) ppm; “C-NMR (100
MHz,(Dg)DMSO): § =40.13, 41.31, 110.97, 126.23, 135.82,
15439 ppm; ESI-MS: m/z calc. for [Cy4H;4N,O,Na] "> 3253,
found: 324 9.

4.4. General Procedure for the Synthesis of imines 3-12+

Solution of the aldehyde appropriate (0.6 mmol) in etha-
nol (10 ml) was added to N -(4-nitrophenyl)ethane-1,2-
diamme (109 mg, 0.6 mmol). The mixture was stirred for 1
h. After that, the solid obtamed was filtered, washed with
ethanol and dried under reduced pressure for 1 day.

4.4.1. 2-ff{2-[(4-Nitrophenyl)aminojethyl}imino)methylj
phenol (3)=

Yield: 58%; IR (KBr): v = 3336, 2047, 1629, 1541, 1274
cm’; "H-NMR (400 MHz, (De)DMSO0)5 = 3.53 (q, /= 5.87
Hz, 2H, H2), 3.79 (t, J= 5.62 Hz, 2H, H1), 6.71 (d, J= 9.29
Hz, 2H, H4), 6.88 (m, 2H, H10, H12), 7.32 (m, 1H, H11),
742 (m, 2H, H11, H13), 7.98 (m, 2H, H5), 8.54 (s, 1H, H7)
ppm; “C-NMR (100 MHz(DgDMSO): 6 = 43.02, 57.25,
110.92, 11644, 118.53, 118.66, 126.21, 131.69, 132.36,
135.76, 15448, 160.51, 167.12 ppm; ESI-MS: m/z calc. for
[C15HsN;05] 7 284 3, found: 284.0.

4.4.2. 3-[({2-f(4-Nitrophenyl)aminojethyljimino)methyl]
benzene-1,2-diol (4)=

Yield: 85%:; IR (KBr): v =3416, 1644, 1522, 1266 cm™.
'H-NMR (400 MHz, (Ds)DMSO): & = 3.51 (q, J= 5.54 Hz,
2, H2), 3.80 (t, J= 5.62 Hz, 2H, HI1), 6.64 (t, /=7.83 Hz,
1M, H12), 6.69 (s, 2H, OH), 6.71 (d, J= 9.29 Hz, 2H, H4),
6.83 (m, 1H, H13), 7.45 (m, 2H, H11), 7.99 (d, /=9.29 Hz,
2H, H5), 8.48 (s, 1H, H7), 8.88(m, H, N2H) ppm; “C-NMR
(100 MHz (Dg)DMSO):5 = 43.06, 56.24, 11085, 117.53,
117.61, 118.09, 121.86, 12621, 135.80, 145.89, 151.26,
154.45, 167.29 ppm; ESI-MS: m/z cale. for [C;5H;sN;O4]™:
300.3, found: 300.1.

4.4.3. 4-[({2-[(4-Nitrophenyl)aminojethyljimino)methyl]
benzene-1,3-diol (3)=

Yield: 59%; IR (KBr)v =3338. 1648, 1498, 1207 cm’’;
'H-.NMR (400 MHz, (Ds)DMSO): & = 3.47 (q, J= 5.79 Hz,
21, H2), 3.70 (t, J= 5.75 Hz, 21, H1), 6.71 (d, J= 9.29 Hz,
2H, H4). 6.27 (t, J=8.56 Hz, 1H, H12), 7.17 (d, /=8.31 Hz,
1H, H13), 7.43 (t, J=5.50 Hz, H10), 7.99 (d, J=9.20 Hz, 2H,
HS), 8.34 (s, 1H, H7), 9.93 (m, 3H, N2H, OH) ppm; “C-
NMR (100 MHz(Dg)DMSO):5 = 43.09, 5592, 102.40,
106.78, 108.51, 111.17, 110.85, 115.11, 126.11, 133.30,
132.61, 135.63, 154.37, 161.64, 164.22, 163.12, 165.96 ppm.,
ESI-MS: m/z cale. for [C,sH;sN;O,Na]™ 3243, found:
323.9.
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4.4.4. 2-[({2-[(4-Nitrophenyl)aminafethyl}imino) methyl]
benzene-1,4-diol (6)=

Yield: 63%, IR (KBr)-v = 3289, 1647, 1503, 1246 cm’™;
'H-NMR (400 MHz, (Dg)DMSO0): 6 = 3.50 (q, J= 5.87 Hz,
2H, H2), 3.77 (t, J= 5.62 Hz, 2H, H1), 6.71 (d, /= 9.29 Hz,
JH, H4), 6.79 (t, /=3.18 Hz, 1H, H11), 6.98 (m, 1H, H13),
743 (m, 1H. H10), 7.98 (m. 2H, H5), 8.98 (s, 1H, H7).
8.88(m, 3H. N2H. OH) ppm: “C-NMR (100 MHz(Ds)
DMSO): 6 = 57.48, 110.85, 11266, 11649, 116.84, 11825,
118.60, 119.89, 126.22, 12452, 13574, 14928, 15295,
15449, 15395 166.86 ppm; ESI-MS: m/z cale. for
[(2‘15H15N304Na]+: 324.3, found: 323 9.

4.4.5.  4-[({2-[((4-Nitrophenyl)aminofethyljimino)methyl]
benzene-1,2-diol (7):

Yield: 55%; IR (KBr): v =3340, 1645, 1498, 1266 cm™;
'H-NMR (400 MHz, (Dg)DMSO): & = 3.47 (q, J= 5.79 Hz,
2H, H2), 3.70 (t, J= 5.75 Hz, 2H, H1), 6.71 (d, J= 9.29 Hz,
2H, H4), 627 (t, =8 56 Hz, 1H, H12) , 7.17 (d, /=831 Hz,
1H, H13), 7.43 (t, J=5.50 Hz,1H, H9), 7.99 (d, J=9.29 Hz,
2H, H5), 8.34 (s, 1H, H7), 9.93 (m, 3H, N2H, OH) ppm; *C-
NMR (100 MHz,(DgDMSO): & = 43.35, 5591, 11081,
113.73, 11520, 1195, 121.15, 126.09, 1302, 13546,
14547, 15450, 1618 ppm; ESI-MS: m/z cale. for
[C15HsN30,]7- 300 3, found: 3002

4.4.6. 2-Methoxy-6-[({2-[(4-
nitrophenyl)aminojethyllimine) phenol (8)

Yield: 75%; IR (KBr): v =3358, 1632, 1503, 1242 cm’l;
'H-NMR (400 MHz, (Dg)DMS0):6 = 3.53 (s, 2H, H2), 3.77
(m, SH, H1 e OCH;), 6.71 (d, J=9.54 Hz, 2H, H4), 6.79 (m,
1H, H12), 6.98 (m, 1H, H11), 7.44 (m, 2H, H13), 799 (d,
J=9.29 Hz, 2H, H5), 8.51 (s, 1H, H7) ppm;>C-NMR (100
MHz,(D,)DMSO):5 = 42.89, 55.66, 56.68, 110.85, 114.71,
117.60, 118.25, 123.10, 126.11, 13565, 14791, 15142,
15435, 167.14 ppm; ESI-MS: m/z cale. for
[(2‘15H13N304Na]+: 337.3, found:337.9.

4.4.7. J-Methoxy-2-[({2-[(4-nitrophenyl)aminofethyi}
methylphenol (9)=

Yield: 88%; IR (KBr)-v = 3348, 1640. 1513, 1250 cm™;
'H-NMR (400 MHz, (D)DMSO0):5 = 3.49 (q, J=7.09, 2H,
H2), 3.74 (m, SH, H1, OCHj), 6.32 (d, /=2 45 Hz, 1H, H10),
6.38 (d, J= 8.80 Hz, 1H, H13), 6.71 (d, J=0.29 Hz, 2H, H4),
7.26 (d, J=8.56 Hz, 2H, H12), 7.99 (d, J=9.29 Hz, 2H, H5),
838 (s, 1H, H7) ppm; “C-NMR (100 MHz, (Dg)DMSO0):5 =
4298, 55.14,55.50, 100.87, 105.70, 110.79, 111.92, 126.10,
133.12, 135.66, 154.36, 163.18, 165.25, 165.82 ppm; ESI-
MS: m/z cale. for [C,¢H7N30,Na] - 337.3, found: 337.9.

4.4.8. 4-Nitro-2-[({2-[(4-nitrophenyl)aminojethyl}imino)
methyljphenol (10)=

Yield: 83%; IR (KBr): v =3323, 1644, 1503, 1240 cm™;
'H-NMR (400 MHz, (Ds)DMS0):6 = 3.57 (q, J= 5.87 Hz,
2H, H2), 3.82 (t, J= 5.75 Hz, 2H, H1), 6.66 (d, /=9.54 Hz,
1H, OH), 674 (d, J= 929 Hz 2H, H4), 8.05 (dd,
J=9.66/3.06 Hz, 1H, H10), 7.48 (t, J=5.87 Hz. 1H, H13),
8.00 (d, /=9.05 Hz, 2H, H5), 8.40 (d, 1H, H12), 8.69 (s, 1H,
H7), 8.88(m, 3H, N2H, OH) ppm; “C-NMR (100 MHz, (Ds)
DMS0):5 = 41.97, 51.78, 111.04, 114.08, 122.12, 126.08,
129.03,132.02, 13425, 136.02, 154.12, 167.54, 176.19 ppm;
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ESI-MS: m/z cale. for [C,sH,N,OsNa]™ 3523, found:
3529.

4.4.9. N-(4-Nitrophenyl)-N-[(5-nitro-2-thienyl)methylene]
ethane-1,2-diamine (11)=

Yield: 58%; IR(KBr): v = 3389, 1647, 1503, 1246 cm™;
'H-NMR (400 MHz, (Dy)DMS0):5 = 3.51 (q, = 5.87 Hz,
2H, H2), 3.81 (t. J= 5.50 Hz, 2H, H1), 6.71 (m, 2H, H4),
7.37 (t. J= 5.87 Hz, 15, N2H ), 7.55 (d, /= 4.40, 1H, H11),
7.98 (m, 2H, HT), 8.11 (d, 1H, H10), 8.52 (s, 1H, H7) ppm;
BC NMR (100 MHz,(D;)DMSO): § = 42.73, 58.95, 110.92,
126.16, 130.19, 130.36, 135.72, 14835, 151.90, 15449,
156.19 ppm; ESI-MS: m/z cale. for [C;3H;N;0,SNa]™
3433, found: 342.9.

4.4.10.  N-[(5-Nitro-2-furyl)methylene)-N-(4-nitrophenyl)
ethane-1,2-diamine (12)=

Yield:63%; IR (KBr)v = 3355, 1644, 1515, 1277 cm’;
'H-NMR (400 MHz, (Dg)DMSO): & = 3.53 (q, /= 5.80 Hz
2H, H?), 3.83 (t, J= 5.60 Hz, 2H, H1), 671 (m, 2H, H4),
726 (t, J= 5.80 Hz, 1H, N2H ), 739 (d, J= 5.70 Hz 1H,
H11), 7.77 (m, 2H, H5), 7.99 (d, J= 5.80 Hz, 1H, H10), 8.31
(s. 1H. H7) ppm; “C-NMR (100 MHz(DgDMSOQ): & =
4273, 5895, 11092, 126.16, 130.19, 13036, 135.72,
148.35, 151.90, 15449, 156.19 ppm; ESI-MS: m/z calc. for
[C13H12N405N{1]+i 327,37 found: 327.0.

4.5. Antitubercular Activity Assay

Anti-mycobacterial activities of compounds 1-12 were
assessed against Mycobacterium tuberculosis Hy7Rv ATCC
27294 using the micro plate Alamar Blue assay (MABA)
[32]. This methodology 1s nontoxic, uses a thermally-stable
reagent and shows good correlation with proportional and
BACTEC radiometric methods [33,34] The method 1s de-
scribed as follows: 200 ml of sterile deionized water was
added to all outer-perimeter wells of 96 sterile well plates
(falcon, 3072: Becton Dickinson, Lincoln Park, NIJ) to
minimize evaporation of the medium in the test wells during
incubation. The 96 plates received 100 mL of the Middle-
brook 7H9 broth (Difco laboratories, Detroit, MI, USA) and
successive dilution of the compounds was performed directly
on the plate. The final drug concentrations tested were
0.01-20.0 mgmL". Plates were covered and sealed with
parafilm and incubated at 37 °C for five days. A freshly pre-
pared 1:1 mixture (25 mL) of Alamar Blue (Accumed Inter-
national, WestlakeOhio) reagent and 10% tween 80 was then
added to the plate and incubated for 24 h. A blue color in the
well was interpreted as no bacterial growth, and a pink color
was scored as growth The minimal inhibition concentration
(MIC) was defined as the lowest drug concentration which
prevented a color change from blue to pink. Ethambutol
(EMB) was used as positive control in the tests.

4.6. Cytotoxic Activity Assay

All cancer cell lines were mamtaimed in RPMI 1640 me-
dium supplemented with 10% fetal bovine serum, 2 mM
glutamine, 100 pg/mL penicillin, and 100 pgmL™ strepto-
mycm at 37 °C with 5% CO,. Each compound was previ-
ously dissolved mm DMSO (stock solution). The final concen-
tration of DMSO 1 the RPMI culture medium was kept be-
low 0.1% (v/v). Compounds 1-12 (5 ugmL’l) were incu-
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bated with the SF—295 (glioblastoma multiforme), HCT-116
(colon adenocarcinoma) and OVCAR-8 (ovarian cancer)
human tumour cell lines, from National Cancer Institute (Be-
thesda, MD, USA), for 72 h. The cell viability was deter-
mined by reduction in the yellow dye 3-(4,5-dimethyl- 2-
thiazol)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT) to a
blue formazan product as described by Mosmann [31]. All
experiments were performed in at least three replicates per
compound and results shown are the average of three inde-
pendent experiments.
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