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RESUMO

PLANEJAMENTO E SINTESE DE DERIVADOS HIBRIDOS ANILINICOS-
ACRIDINICOS COM POTENCIAL ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude cerca de 10 milhdes de pessoas irdo morrer
por doengas infecciosas em todo mundo até 2050 tendo esse problema associado
principalmente a resisténcia bacteriana. Neste contexto, a busca de antibidticos
estruturalmente novos surge como a melhor estratégia para enfrentar essas infecgdes.
Com isso quimica medicinal surge como uma proposta promissora para a obtencao de
moléculas cada vez ativas contra essas infec¢oes. Este estudo tem o intuito de sintetizar,
avaliar a atividade antimicrobiana e citotoxica de derivados hibridos anilinicos-
acridinicos e seus bioisosteros. Inicialmente foi sintetizado o ntcleo 5-metil-2-amino-
1,3,4-Tiodiazol a partir da condensacdo da tiossemicarbazida com anidrido acético com
equivaléncia molar de 1:1, usando como catalisador o acido acético em meio etandlico.
Em seguida realizou a condensagdo dos nucleos 5-metil-2-amino-1,3,4-Tiodiazol 2-
aminotiazol, 2-amino-1,3,4-Tiodiazol e anilinico com as acridinas através da
substituicdo nucleofilica no aromatico, com e equivaléncia molar de 1:1, usando como
catalisador o acido cloridrico e DMF como solvente. Foram realizados ensaios /n vitro
para os testes de avaliacdo da acdo antibactericida dos compostos, averiguando a
atividade dos nucleos isolados e dos seus derivados hibridos, através da determinagao
concentragdes inibitorias minimas usando a método de microdiluicdo em caldo como
proposto na pelo CLSI M7-A6, 2012, frente as cepas das bactérias Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 25922). Também foi realizado testes
de toxicididade in vitro através da avaliagdo atividade hemolitica dos compostos. Os
resultados mostram que os compostos apresentam rota sintética viavel, ja que todos os
compostos rendimentos satisfatorios (acima de 50%). Através de espectroscopia de
infravermelho ¢ RMN de 'H ¢ RMN de °C do composto LLACO02 se observou
deslocamentos determinantes para caracterizar o sucesso da reagdo. Portanto, nessa
pesquisa foi possivel sintetizar nove moléculas, um intermedidrio e oito finais,
determinar suas caracteristicas fisico-quimicas bdsicas, avaliar sua atividade
citotoxicidade através dos testes de hemolise e atividade bactericida. Os testes de
hemolise sugeriram que os compostos ndo apresentam citotoxidade significante e os
testes antibactericidas mostraram que ndo teve atividade bactericida, provavelmente
devido a dificuldade de solubilizacdo dos compostos.

PALAVRAS-CHAVE: Desenvolvimentos de farmacos; Hibridagdo molecular;
Derivados anilinicos-acridinicos; Bioisosterismo; Atividade Bacteriana; Atividade
hemolitica.



ABASTRACT

PLANNING AND SYNTHESIS OF ANILINE-ACRIDINE HYBRID
DERIVATIVES WITH POTENTIAL ANTIBACTERIAL ACTIVITY

According to the World Health Organization about 10 million people will die from
infectious diseases worldwide by 2050 and this problem primarily associated with
bacterial resistance. In this context, the search for structurally new antibiotics appears as
the best strategy to confront these infections. With this medicinal chemistry emerges as
a promising proposal to obtain molecules increasingly active against these infections.
This study aims to synthesize, evaluate the antimicrobial and cytotoxic activity of
aniline-acridine hybrid derivatives and their bioisosters. Initially, the 5-methyl-2-amino-
1,3,4-thiodadiazole nucleus was synthesized from the condensation of
thiosemicarbazide with acetic anhydride with 1: 1 molar equivalency using acetic acid
in ethanolic medium as the catalyst. It then performed the condensation of the 5-methyl-
2-amino-1,3,4-thiodiazol 2-aminothiazole, 2-amino-1,3,4-thiodiazole and aniline nuclei
with the acridines via nucleophilic non-aromatic substitution, with and molar
equivalence of 1: 1, using as the catalyst hydrochloric acid and DMF as solvent. In vitro
assays were performed for the evaluation of the antibacterial action of the compounds,
investigating the activity of the isolated nuclei and their hybrid derivatives by
determining minimum inhibitory concentrations using the broth microdilution method
as proposed in CLSI M7-A6, 2012, against Staphylococcus aureus strains (ATCC
25923) and Escherichia coli (ATCC 25922). In vitro toxicity tests were also performed
by evaluating the hemolytic activity of the compounds. The results show that the
compounds present viable synthetic route, since all compounds yield satisfactory (above
50%). Infrared spectroscopy and 1 H NMR and 13 C NMR of compound LLACO02
showed important shifts to characterize the success of the reaction. Therefore, in this
research it was possible to synthesize nine molecules, one intermediate and eight final,
determine their basic physicochemical characteristics, evaluate their cytotoxicity
activity through hemolysis tests and bactericidal activity. The hemolysis tests suggested
that the compounds did not present significant cytotoxicity and the antibacterial tests
showed that it did not have bactericidal activity, probably due to the solubilization
difficulty of the compounds.

KEYWORDS: Drug development; Molecular hybridization; Aniline-acridine
derivatives; Bioisosterism; Bacterial Activity; Hemolytic activity.
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1. INTRODUCAO

Desde que Wohler sintetizou a ureia em 1828, a sintese organica teve grande
evolucdo permitindo, assim, a sintese de compostos completos de forma mais eficiente.
Nesse sentido, a sintese de andlogos, isdmeros, isosteros ou outros processos de
modificagdo molecular, como a simplificagdo molecular, a latenciag@o, bioisosterismo,
hibridizagdo molecular, entre outros, qualificam a quimica medicinal como ferramenta
para o desenvolvimento de estruturas cada vez mais ativas em sistemas biologicos
(CERA; PANCOTE, 2012).

Uma das estratégias de sintese de novas estruturas quimicas usadas pela
industria farmacéutica ¢ a hibridagdo molecular. Essa estratégia cldssica ¢ a conjugacao
de duas entidades quimicas distintas a fim de se obter uma molécula nova com dois
grupos farmacoforicos com atividades bioldgicas e, assim, ter uma eficacia maior em
relagdo aos seus compostos de origem (ARAUJO et al., 2015).

Dentre essas entidades quimicas, destacamos os derivados dos nucleos tiodiazol
e tiazol, que apresentam amplo emprego na Farmacologia sendo usado como antiviral,
antitumoral, anti-hipertensiva, anticonvulsivante, anti-inflamatoria, antioxidante,
analgésica e com maior relevancia como antibacteriano sendo exemplificado pelas
cefolosporinas Cefdinir®, Cefozoina® (figural) que apresenta o nucleo tiazol
(EL-BEHAIRY, et al., 2014) e tiodiazol (DAS; SIKDAR; BAIRAGI, 2016) em sua

estrutura, respectivamente.

Figura 1: Estruturas da Cefdinir® e Cefazolina® com destaque para os anéis tiazol e

tiodiazol, respectivamente.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Outra entidade bastante estudada sdo as acridinas, que também sdo conhecidas
como compostos versateis que possuem ampla variedade de atividade biologica, sendo
usado como anticonvulsivantes, anti-hipertensivo, anti-inflamatorio, antimalaricos,
antileishmania e, principalmente, como antimicrobiano e antitumoral. A hibridacdo de
nucleos de acridinas com tiazol e tiodiazol ndo ¢ relatado na literatura, porém os
mesmos separados apresentam atividade antibacteriana comprovada em estudos ja
citados. E assim, seria interessante avaliar essa conjugagdo tanto na parte sintética como
na possivel atividade antibacteriana (MAKHAEVA et al., 2017)

Normalmente para a determinagdo da atividade antibacteriana preliminar de
compostos novos, tanto de origem sintética quanto de origem natural, utiliza-se a
metodologia de CIM, que determina a concentracdo mais baixa de uma entidade
quimica a qual impede o crescimento visivel de uma bactéria (BRASIL, 2017). Esse
método, que segue a normas do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLISI),
utiliza frequentemente a microdiluicdo em caldo por ser uma metodologia mais simples
e econdmica, pois utiliza uma pequena quantidade da substancia a ser testada (DE
BONA et al., 2014).
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem o intuito de sintetizar, avaliar a atividade antimicrobiana e

hemolitica dos derivados hibridos anilinicos-acridinicos € seus bioisosteros.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Sintetizar hibridos de acridinas, tiodiazol, tiazol e anilina;

b) Determinar as caracteristicas fisico-quimicas dos compostos;

¢) Elucidar a estrutura dos compostos através de técnicas de espectroscopia no
infravermelho, Ressonadncia Magnética Nuclear de hidrogénio e de carbono;

d) Avaliar preliminarmente a citotoxicidade dos compostos através de teste de
hemolise;

e) Avaliar a atividade antibacteriana dos compostos sintetizados frente a
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 25922)

utilizando a técnica da microdiluicao.
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3. REFERENCIAL TEORICO
3.1 PLANEJAMENTOS DE FARMACOS NA QUIMICA MEDICINAL

Segundo a IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) a
Quimica Medicinal ¢ a parte da quimica cuja missdo ¢ planejar, descobrir, inventar,
identificar e preparar de compostos biologicamente ativos, estudar o metabolismo,
interpretar o mecanismo de acdo a nivel molecular e construir as relacdes entre a

estrutura quimica e a atividade farmacologica (LIMA, 2007).

Inicialmente a obtencdo de novas substincias organicas para fins terapéuticos
eram feitas através de processos de fermentacdo ou isolamento de fontes naturais,
porém devido esses produtos naturais bioativos geralmente serem isolados em baixa
quantidade e muitas vezes apresentarem alta complexidade estrutural, surgiu
necessidade de obter novas fontes de compostos quimicos e assim, a sintese organica
apareceu como uma forma alternativa para as industrias farmacéuticas no

desenvolvimento de medicamentos de forma mais rapida e eficiente (SANGTI, 2016).

Um dos grandes desafios da quimica medicinal no processo de planejamento de
farmacos ¢ contribuir para o aumento da taxa de sucesso na descoberta de novas
entidades quimicas. Nesse ambito, dentre as varias técnicas utilizadas para criacao de
novas entidades quimicas podemos destacar obtengdo a partir da natureza (naturais,
animais ou microorganismos), ou novas moléculas obtidas por técnicas SBDD
(structure-based drug design), LBDD (ligand-based drug design) FBDD (fragment-
based drug discovery). Essa estratégia ligada a integragdo entre métodos experimentais
e computacionais tem enorme importancia na identificacdo e no desenvolvimento de
novas moléculas bioativas, pelo fato de agilizar varias etapas do processo. (GUIDO;

ANDRICOPULO; OLIVA, 2010).

Os métodos de SBDD se baseiam no conhecimento do arranjo topologico de
alvos biologicos, logo, utilizam como pré-requisito dados 3D detalhados da
macromolécula em estudo. Essa informag¢do pode ser obtida mediante a analise de
estruturas cristalograficas, de RMN ou de modelagem por homologia (GUIDO;
ANDRICOPULO; OLIVA, 2010). A medida que se tem a cristalografia do receptor, ¢
comum aplicar o docking molecular na analise de grandes bases de dados de compostos
com o objetivo de caracterizar um espaco quimico-biologico privilegiado e permitir a

selecdo de compostos para testes bioquimicos e/ou bioldgicos macromolecular
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(proteina-alvo), seguido da avaliagdo (pontuacdo) e classificagdo do modo de ligacao
proposto (HUANG et al., 2010).

Quando a estrutura da proteina alvo ¢ desconhecida ou ndao pode ser previsto
pelas técnicas de modelagem, o desenho do farmaco baseado em uma estrutura ja
conhecida surge como solucdo. Esse método, intitulada LBDD, usa abordagens
estatisticas para correlacionar a atividade do ligante com a informagao estrutural, onde
se baseia no conhecimento de moléculas que se ligam ao alvo biologico de interesse

(APAROY; KUMAR REDDY; REDDANNA, 2012).

3.1.1 Descoberta de Drogas Baseada em Grupo Farmacofdrico (FBDD)

A descoberta de drogas baseada em fragmentos (FBDD) surgiu na ultima década
como uma ferramenta poderosa para descobrimento de novos farmacos. A primeira
abordagem ¢ identificar os pontos de partida: observar os grupos funcionais que estdo
diretamente associada a atividade biologica de uma determinado molécula ja com a
atividade consolidada. Esses fragmentos sdo, entdo, expandidos ou ligados entre si para
gerar leads com atividade bioldgica superior as moléculas de origem. Embora as origens
dessa técnica tenham decorrido hé cerca de 30 anos, foi apenas em meados da década de
1990, com técnicas experimentais suficientemente sensiveis e rdpidas, que essa
metodologia explodiu resultando em pelo menos 18 drogas que entraram na clinica

(ERLANSON, 2011)

Para estabelecer os grupamentos que sao mais eficazes para determinado alvo, ¢
necessario fazer o que chamamos de screening, que pode ser feito através de testes in
vitro e in situ. Com isso, ¢ feito o uso de estudos de relacdo estrutura-atividade (REA),
com o intuito de saber quais os grupos funcionais mais ativos. A técnica robotizada de
HTS (High-throughput screening) ajuda a rastrear os fragmentos moleculares mais
rapidamente, pois pode testar milhares de fragmentos em poucas horas, contrapondo-se
aos estudos /n vivo, que podem demorar anos (ERLANSON; MCDOWELL; O'BRIEN,
2004.)
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3.2 ESTRATEGIAS DE MODIFICACAO MOLECULAR

O sucesso das estratégias de modificacdo molecular dar-se pelo fato de ser
usado de forma significativa na otimizacdo de farmacos de diferentes classes
terapéuticas, sendo essa pratica amplamente utilizado pela industria farmacéutica para
descobrir novos analogos mais potentes que a molécula original (LIMA; BARREIRO,
2005). Dentre as principais estratégias de otimizagdo molecular se destaca o
bioisosterismo, hibridagao molecular (CERA; PANCOTE, 2012).

3.2.1 Hibridacao Molecular

A hibridagcdo molecular refere-se a incorpora¢ao de dois ou mais fragmentos
bioativos em uma molécula através de ligagcdes covalentes. Estes novos hibridos, quase
sempre, sdo dotados de atividade melhorada ou novas propriedades biologicas em
comparacdo aos seus membros individuais. A hibridacdo molecular recentemente
ganhou crescente atencdo entre a comunidade cientifica com varios exemplos bem

sucedidos (YU et al., 2016).

O hibrido de agdo sinérgica pode ser obtido pela unido de farmacos inteiros ou
apenas por grupos farmacoforicos que exibam a mesma atividade farmacologica, mas
que atuam em alvos bioquimicos diferentes, como esquematizados na figura 2. A
molécula hibrida pode ter uma unica atividade farmacolégica por diferentes
mecanismos de acdo ou pode ter atividades biologicas diferentes, mas que possuam
alguma relagdo no combate da patologia do paciente. Neste tltimo, o hibrido também
chamado de agente simbiotico, exerca duas a¢des farmacoldgicas distintas no combate

as causas e sintomas decorrentes da doenga (ARAUJO et al., 2015).
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Figura 2: Tipos de Hibridagdo Molecular

RECEPTOR 1 RECEFTOR2

Hibndugio Drogs-Divog Hibrudecho Farmmcoforics

Fonte: ARAUJO et al., 2015.

3.2.2 Bioisosterismo

O bioisosterismo ¢ outra estratégia de modificacdo molecular de um composto-
prototipo baseada na troca de fragmentos moleculares, ou seja, a troca de uma parte da
molécula por outra. Esse fragmento substituido pode apresentar propriedades fisico-
quimicas semelhantes (bioisosterismo classico) ou nao (bioisosterismo nao classico) da
porcao de origem, porém apresentarem o mesmo efeito no meio biolodgico. Esse artificio
pode ser utilizado para melhoria da farmacocinética (melhorando a absorgao,
distribui¢do, metabolismo e eliminagdo) e sua farmacodinamica, obtendo um composto

mais ativo no organismo (BARREIRO; FRAGA, 2014).

Alfred Burger classificou o bioisosterismo em duas categorias: classico e nao-
classico (Figura 3). O bioisosterismo classico consiste em permutar atomos de mesma
valéncia, grupos ou substituintes, incluindo anéis aromadticos equivalentes e o
bioisosterismo nao cldssico ndo atende as regras eletronicas e estéricas dos bioisosteros
classicos, mas podem produzir atividade biologica similar e grupos intercoversiveis

como —~SO3H, -CO,,- SO,, -CON- (BURGER, 1983).
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Figura 3: Tipos de Bioisosterismo

J'LZI Bioisosterismo IﬁL

sico Néo-cldssico
+ atomos e grupos * grupos funcionais;

(monovalentes, divalentes, + retro-isosterismo;
trivalentes e tetravalentes); + bioforos isostéricos;
* anéis equivalentes; + anelacgao e retro-anelagao;

Fonte: BARREIRO; FRAGA, 2014.

O bioisosterismo classico de anéis equivalentes ¢ utilizado para planejar séries
semelhantes de compostos principais, com o objetivo de investigagdes detalhadas sobre
as diferentes contribui¢des fisico-quimicas resultantes da permutagdo de anéis
equivalentes e, por isso, sendo uma ferramenta fundamental no desenvolvimento dos

chamados farmacos me-too (OLIVEIRA et al., 2017).
3.3 ESTRUTURAS AROMATICAS.

Estruturas que apresentam aromaticidade sdo planares ciclico e possui um
sistema de elétrons m deslocalizados, sendo essa deslocalizacdo manifestada por
algumas caracteristicas moleculares tipicas, como aumento da estabilidade
termodindmica em comparagdo com os andlogos aciclicos, equalizagdo dos
comprimentos de ligacdo, propriedades magnéticas com a inducdo de corrente ciclica de
elétrons m, quando a molécula € exposta a campo magnético externo. As peculiaridades
dessas estruturas eletronicas despertam interesse em varias dreas como na quimica
analitica e farmacéutica dada a grande aplicabilidade de compostos como flavonoides,

terpenos, porfirinas ¢ outros derivados aromaticos (CARAMORI; OLIVEIRA, 2009).

3.3.1 Substituicao Nucleofilica em Aromaticos

Uma das reagdes quimicas mais comuns ¢ a substituicdo nucleofilica em
aromatico (SNAr), representada na figura 4, pelo fato de ter mecanismo sintético
simples quando essas estruturas apresentarem bons grupos de saida como Halogéneos

(cloro, bromo, fluor, iodo), tosilatos, e grupos como NO,, C-N, entre outros. Esses
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grupos causam por efeito indutivo negativo uma deficiéncia na densidade eletronica do
carbono ligado ao grupo de saida, resultando no ataque do nucleofilo (RICARDO,
2006).

Figura 4: Mecanismo geral para SNAr

S-4--tij-
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Fonte: Elaborado pelo autor.
3.4 Heterociclicos

Os heterociclicos podem ser divididos em dois grupos principais: alifaticos e
aromaticos. Os alifaticos sdo os analogos ciclicos de aminas, éteres, amidas entre
outros, € ndo apresentam insaturagdes conjugadas em sua estrutura. Os aromaticos sdo
compostos que possuem ligacdes instauradas, tendo heteroatomos no seu anel, e
apresenta algumas propriedades comuns com as do benzeno (ARANTES, 2007).

A importancia do estudo dos compostos heterociclicos para a quimica medicinal
¢ evidente quando se observa a grande variedade de farmacos atualmente empregados
na pratica clinica que contém pelo menos um desses anéis, como por exemplo o
losartan®, ribavirina®, fluconazol®, dipirona® entre muitos outros com varias

atividades farmacologicas diferentes (MELLO, 2006).

Um grande nimero de compostos organicos como produtos naturais, firmacos
ou compostos de interesse teorico sao heterociclicos. Estas substancias desempenham
também um importante papel em muitos processos biologicos. Compostos como o
DNA, cocaina, nicotina, quinina, emetina, antibidticos como a penicilina, e at¢ uma
grande variedade de vitaminas, apresentam em sua estrutura um ou mais anéis

heterociclicos (ARANTES, 2007)

Estima-se que cerca de 80% dos farmacos presentes no mercado sao de origens

sintéticas e os outros 20% sdo de origem natural ou semissintética. (MENEGATTI;
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FRAGA; BARREIRO, 2001), sendo que 90% dos farmacos utilizados na terapéutica
apresentam pelo menos um heterociclico na sua estrutura. Os heterociclicos mais
estudados nas ultimas décadas nos campos da Quimica e Farmacia sdo o pirazol,

tetrahidroquinolinas, benzotriazol, tiazol, tiofeno, acridinicos, pirimidinas e tiodiazois

(DAI et al., 2017).

3.4.1 Anel Tiodiazol

O tiodiazol de formula molecular C;H;N,S tem uma di-insaturagdo em seu anel
de cinco membros. Por apresentarem essa dupla instauragdo, esse anel apresenta as
formas isoméricas 1,2,3-tiodiazol, 1,2,5-tiodiazol, 1,2,4-tiodiazol e 1,3,4-tiadiazol
(figura 5), sendo o composto 1,3,4-tiodiazol, descoberto por Kuh e Freund em 1890, o
isomero que foi mais concentrado as investigagdes no campo farmacolégico (GUR et
al., 2017).

Esse heterociclico ¢ muito usado na industria farmacéutica pelo fato de exibir
grande variedade de atuacdes farmacoldgicas como atividade antimicrobiana, antiviral,
antitumoral, anti-hipertensiva, anticonvulsivante, anti-inflamatoria, antioxidante,

analgésica, antituberculose, antidepressiva e anticancer (EL-BEHAIRY, et al., 2014).

Figura 5: Isomeros do Tiodiazol
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1,2,3-Tiodiazol 1,2,5-Tiodiazol
/ N N——N
N s
1,2,4-Tiodiazol 1,3,4-Tiodiazol

Fonte: Elaborado pelo autor.

Sobre a estrutura desse anel, pode-se dizer que a presenga dos heteroatomos,
enxofre e dois dtomos de nitrogénio aumentam a permeabilidade da membrana
biologica, bem como a capacidade de atuar como aceptores de ligagdes de hidrogénio,
além da aromatizagdo desse anel, que contribui para uma menor toxicidade e

durabilidade in vivo (BAUMANNA; BAXENDALE,2017).
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As metodologias comumente utilizadas para sintese do 1,2,3-tiodiazol incluem
aqueles partidos das monoacil-hidrazinas, diacil-hidrazinas, tiosemicarbazidas,
tiocarbazidas, ditiocarabazatos, tiohidrazinas, assim como na transformagao de 1,3,4-
oxadiazois. Os métodos requerem um reagente de sulfuracdo para introduzir o d&tomo de
enxofre seguida da utilizagdo de um reagente, geralmente um 4cido forte, para a

ciclizacdo (SHAHCHERAGH; HABIBI; KHOSRAVI, 2017).

Varios derivados tiodiazol substituidos apresentam atividade bioldgica como o
anel 2-amino-1,3,4-tiadiazol que tem agdo diurética, inibidor da anidrase carbonica,
antiparkinsoniano, antibacteriano em infeccdo no trato gastrointestinal. Sdo também
intermedidrios chave na sintese de firmacos comercialmente disponiveis tais como

Megazol ®, acetozolamida®, furidiazina® (PANDEY et al., 2012).

3.4.2 Anel Tiazol

O anel tiazol é encontrado nas formas 1,3-tiazol e 1,2-tiazol, também chamado
isotiazol (figura 6). O isdmero 1,3-tiazol ¢ a forma mais comum, sendo encontrado
principalmente ligado a grupos aril ou heteroaril e, por isso, tem aplicacdes em
diferentes campos, como nas ciéncias dos materiais na preparagao de cristais liquidos,
interruptores moleculares, sensores, na indistria de cosméticos (protetores solares),

como também na industria farmacéutica (FRIJA; POMBEIRO;KOPYLOVICH, 2016).

Figura 6: Isomeros do tiazol
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Sobre a estrutura do tiazol, o mesmo possui um grupo doador de elétrons
(Enxofre) e um grupo elétron-retirado (C-N). Esse anel ¢ um aromatico com
deslocalizagdao de um par de elétrons isolados no atomo de enxofre com 67 que cumpri a
regra de Huckel sobre aromaticidade (MISHRA; KUMARI; TIWARI, 2015). Com o
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enxofre e nitrogénio nas posi¢des 1,3 respectivamente ¢ encontrado em produtos
naturais como a vitamina tiamina (B1). Decorrendo o uso amplo na industria
farmacéutica, estando presente na Famotidina® (antiulcerogénico), Abafungina®
(antifingico), Cefedinir® (antibacteriano-cefolosporina) entre outros. (DAS; SIKDAR;
BAIRAGI, 2016).

Esta classe de compostos apresenta, também, potencial aplicacdo em sintese
organica, podendo ser utilizada em reagdes de condensagao, oxidacao, transformacao de
grupos funcionais e formagdo de ligagdo carbono-carbono. A primeira metodologia de
obtengdo do anel tiazol foi desenvolvida com Hantzsch em 1887 que se baseia na
condensacao de compostos alfa-halocarbonilicos com tioamidas ou tiouréias

substituidas (AGUILAR; MEYERS, 1994).

3.4.3 Anel Acridinico

A acridina ¢ uma molécula triciclica, linear e aromatico sendo formada por uma
piridina central e dois anéis de benzenos fundidos. O anel acridina pode apresentar trés
niveis de oxidagdo, que sdo: acridina, acridan e acridona, sendo praticamente impossivel

a separagdo dessas formas (ALMEIDA, 2015).

Figura 7: Estados de oxidagdo das acridinas
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As acridinas sdo uma das classes mais importantes de compostos heterociclicos

que contem nitrogénio. Desde que foi extraido do alcatrdo de hulha por Carl Grabe e
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Heinrich Caro em 1871, tem sido muito estudado, sua sintese e aplicagdo. Pelo fato
dessa molécula ser aromatica triciclica e planar, a mesma possue a capacidade de se
intercalar, reversivelmente, com a estrutura helicoidal do DNA e, por isso, tem agdo
como antiprotozodrio, antibacteriana, antitumoral e antileshimania, como também tém
relatos na literatura de atividade antivirais, anti-inflamatério e inibidor da
acetilcolinesterase (SVITKOVA et al., 2017; ZHANG, et al., 2014).

As acridinas sdo estruturas extremamente reativas, tendo diferentes
possibilidades de obtencdo de derivados. Essa estrutura policiclica estd sujeita a ataques
eletrofilicos nas posi¢des C-1 e C-4 e a ataques nucleofilicos nas posi¢des C-9 e C-10.
Tendo como posi¢do C-9 a opgdo mais utilizada recentemente, principalmente quando
adiciona grupos de saida (/eaving grups) como cloro e aldeidos que permite que a
reacdo seja mais espontanea (SCHMIDT, LIU; 2015).

Mesmo o anel acridinico sendo obtido de forma natural, a forma de obtengao por
via sintética ¢ a mais usada atualmente. Uma das formas de sintese ¢ o método de
Radchenko et al., 2010, onde se observa uma reagdo de acoplamento catalisada por
cobre, brometo e 2-aminoacetofenona, como também a ciclizacao eletrofilica da amina

para formagao do anel acridinico (RADCHENKO et al., 2010).

3.5 AS BACTERIAS

Bactérias sdo organismos simples, unicelulares que nao apresentam membrana
nuclear (procariontes), mitocondria, complexo de golgi ou reticulo endoplasmatico e
que se reproduzem por divisdo assexuada. A classificacdo mais basica destes seres esta
associado, a sua complexa parede celular, consistindo em duas formas bdsicas: uma
parede celular com uma camada fina de peptidioglicano, nas bactérias gram-positivas e
uma membrana externa sobreposta nas bactérias gram-negativas (MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2015).

Louis Pasteur através dos seus experimentos descobriu que as bactérias sdo
importantes para processos de fermentacdo e, também, que as mesmas eram de ampla
distribui¢do pelo meio ambiente. Porém, somente no século XIX, o pesquisador Robert
Koch sugeriu a hipotese que as bactérias poderiam ser os causadores de processos
infecciosos como tuberculose, colera e febre tifoide. Desta forma, comegou o interesse
de desenvolver medicamentos que combatesse essas doencas, surgindo a Penicilina® e

a Salvarsan® primeiro antibidtico de origem sintética (GUIMARAES et al., 2010).
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3.5.1 Staphylococcuos aures

O Staphylococcuos aureus atua normalmente em comensalismo com o ser
humano, no entanto, por vez, algumas de suas cepas sdo capazes de causar relagdes
desarmonicas em condi¢des em que o hospedeiro encontra-se fragilizado, resultando em
infeccdes. Os grupos de pessoas mais suscetiveis a riscos de acometimentos por este
patégeno sao usudrios de drogas endovenosas, portadores de insuficiéncia renal,
insulino-dependentes, pacientes internados em unidades de terapia intensiva (UTI) ou
com doengas dermatologicas, usuarios de cateteres, idosos € imuno comprometido

(SILVA, 2014).

Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria esférica, do grupo dos cocos gram-
positivos, frequentemente encontrada na pele e nas fossas nasais de pessoas saudaveis.
Entretanto pode provocar doencas, que vao desde uma simples infec¢do como espinhas,
furinculos e celulites ou infecgdes graves como pneumonia, meningite, endocardite,

sindrome do choque toxico, septicemia etc (DOS SANTOS et al., 2017).

5.2.2 Escherichia coli

A Escherichia coli ¢ um bacilo gram-negativo, anaerdbio facultativo, que
habitam normalmente no intestino humano e de alguns animais. Nem todas as cepas de
E. Coli sao inofensivas, certos tipos sdo nocivos e causa uma gastroenterite com intensa
diarreia com muco, semelhante ao catarro ou sangue, ou uma infec¢do urindria (MARIA

et al., 2012)

3.5.3 Resisténcia Bacteriana

Segundo o Centro Europeu de Prevencao e Controle das Doengas (ECDC) cerca
de 25.000 pessoas morrem de infecc¢des causadas por bactérias multirresistentes por
ano e acrescentou que esses microrganismos custam 1,5 bilhdes de euros anualmente
em servigos extras de saude. Além disso, segundo a OMS, esses custos chegam a 35
bilhdes de dolares por ano apenas nos Estados Unidos. A Alianca Mundial contra a
Resisténcia Antibidtica (WAAR) estipula que os antibidticos podem perder sua eficacia
completamente nos proximos cincos anos devido ao uso indescriminado desses agentes
terapéuticos, o que leva o desenvolvimento de cepas de bactérias resistentes a todos os

antibioticos disponiveis no mercado. (RIOS et al., 2016)
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Segundo a Anvisa (2017) as bactérias multirresistentes sdo definidas como
microorganismos que sao resistentes a varias classes de antimicrobianos. Os principais
patdgenos caracterizados como multirresistentes sao:

- Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii resistentes aos
carbapenémicos;

- Enterobactérias produtoras de ESBL (beta-lactamase de espectro
ampliado);

- Enterococcus spp. resistente a vancomicina (VRE);

- Staphylococcus aureus resistente a oxacilina ou meticilina (MRSA);

- Identificagdo de patdogenos com novos mecanismos de resisténcia, nao
encontrados na microbiota da institui¢ao.

As bactérias possuem um arsenal de mecanismos de resisténcia aos
antibacterianos, podendo muitas vezes gerar falha terapéutica. Existe varios
mecanismos de resisténcia bacteriana, que podem ser classificados em trés tipos:
primeiro, os microrganismos sintetizam enzimas capazes de degradar o antibidtico ou
modificar grupos funcionais farmacologicamente importantes na estrutura; segundo,
genes mutantes superexpressam proteinas transportadoras capazes de expulsar o
farmaco para meio extracelular e, assim, mantem uma concentracdo insuficiente dentro
da célula para bloquear as fungdes celulares; e por fim, a modificacao da estrutura dos
alvos macromoleculares do antibidtico e, com isso, afetando o reconhecimento do

farmaco pelo alvo e diminuindo a sua poténcia (SILVEIRA et al., 2006).

3.5.4 Técnica de Microdiluicao

O método de microdilui¢do ¢ usado amplamente nos dias atuais na pesquisa da
atividade /n vitro de novos antimicrobianos. Os agentes antimicrobianos sdo geralmente
testados em dilui¢des sucessivas, com os objetivos de determinar a menor concentragao
capaz de inibir crescimento de um organismo, sendo essa concentracdo chamada de
concentracado inibitoria minima (CIM). Para realizar esse teste preparam-se varias placas
com meio caldo ou agar, aos quais sdo acrescentadas diversas concentracdes dos
agentes antimicrobianos. A seguir, as placas sao inoculadas com uma suspensao padrao
do organismo a ser testado. Apds incubacdao overnight a 35 °C examinam a CIM do
agente. Esse pardmetro pode ser detectado tanto a “olho nu” ou através de aparelhos de

leitura optica (ALVES et al., 2008).



32

3.6 TESTE DE CITOTOXICIDADE ATRAVES DA ATIVIDADE HEMOLITICA

A membrana eritrocitica ¢ uma estrutura delicada que pode ser significantemente
alterada por interacdes com drogas. O teste de hemolise /n vitro ¢ usado como método
de triagem para toxicidade de substancias estimando o dano, que podem induzir /in vivo,
nos eritrocitos. (PITA, 2010)

Varios estudos indicam que certos compostos, principalmente os isolados de
plantas, tais como polifenois, glicosideos, saponinas e triterpenoides podem causar
alteragdes nas membranas das células vermelhas do sangue e, posteriormente, produzir
hemolise. A partir deste fato, ¢ possivel inferir que a estabilidade mecanica da
membrana dos eritrocitos ¢ um indicador para avaliagdo da citotoxicidade de uma
droga, fornecendo por meio de seus resultados indicios para uma possivel toxicidade in
vivo (SOUZA, 2013).

Agéncias regulatorias, a exemplo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) recomendam a realizacdo de ensaios desta natureza para a aprovacao de
medicamento e principalmente em produtos cosméticos. O ensaio permite quantificar e
avaliar os efeitos adversos dos componentes da formulacdo sobre a membrana
plasmatica das hemadcias ¢ a consequente liberagdo da hemoglobina (hemolise), sendo
possivel ser quantificada por espectrofotometria. A relagdo entre a hemolise e oxidagdo
da hemoglobina fornece um parametro de caracterizacao dos efeitos dessas substancias

in vitro (BRASIL, 2003).
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4. METODOLOGIA

4.1 SINTESE DO 5-METIL-2-AMINO-1,3,4-TIODIAZOL

Inicialmente foi sintetizado o nucleo 5-metil-2-amino-1,3,4-Tiodiazol (NL) a
partir da condensagdo da tiossemicarbazida com anidrido acético com equivaléncia
molar de 1:1, usando como catalisador o acido acético (10 gotas) em meio etanolico
(10,0 mL) na temperatura de 78°C em refluxo, como ilustrado no esquema 1. A reagdo
foi acompanhada através de cromatografia em camada delgada (CCD), usando acetato
de etila PA como a fase movel. Apos notar que os reagentes de partida ndo apareceram
na placa cromatografica, pois ja foram consumidos, caracterizando o fim da reagdo. Em
seguida o precipitado formado no meio reacional foi filtrado, secado em temperatura

ambiente e por fim pesado.

Esquema 1: Sintese do nucleo 5-metil-2-amino-1,3,4-Tiodiazol.

N—N
JL Acido acetico, ETOH / \
S NH,

Fonte: Elaborado pelo autor

4.2 SINTESES DOS DERIVADOS HIBRIDOS ANILINICOS-ACRIDINICOS E
SEUS BIOISOSTERES

Foi realizado a condensacdo dos nucleos 5-metil-2-amino-1,3,4-Tiodiazol
(esquema 2), 2-aminotiazol (esquema 3), 2-amino-1,3,4-Tiodiazol (esquema 4) e
anilinico (esquema 5) com as acridinas através da substituicdo nucleofilica no
aromatico. No procedimento da sintese adicionou com um dos nucleos acima com a
acridina na equivaléncia molar de 1:1, juntamente com acido cloridrico (1 gota), usando
como solvente o Dimetilformamida (DMF) sob refluxo a 100°C. A reagdo foi
acompanhada através de cromatografia em camada delgada (CCD), usando
hexano/acetato de etila (1:1) como a fase movel. Apds notar que os reagentes de partida
ndo apareceram na placa cromatografica, pois ja foram consumidos, decretou o fim da
reacdao. Em seguida o precipitado formado foi filtrado, secado em temperatura ambiente

e pesado.
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Esquema 2: Obtencdo dos derivados no nucleo 5-metil-2-amino-1,3,4-Tiodiazol

N\N

— A

N-N
) S ool
S NH2 HCl 100°C
1

RI=H,Cl R2=H, OCH,

Fonte: Elaborado pelo autor.

Esquema 3: Obtencdo dos derivados nucleo 2-amino-1,3,4-Tiodiazol

</k/

N-N
8 > seol
NH2 HCl 100°C
1

R1=H,Cl R2=H, OCH;
Fonte: Elaborado pelo autor

Esquema 4: Obtencdo dos derivados no niicleo 2-aminotiazol

{3

() D \
NH2 HCl 100°C
1 1

R1=H,Cl R2=H, OCH;4

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Esquema 5: Obtencao dos derivado no nucleo anilinico

Cl R N
2
NH, n O \ DMF O \ 2
= HCI 100°C Z
N
@ R N Ri

RI=H,Cl R2=H, OCH,

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 PROCEDIMENTO PARA O TESTE DA ATIVIDADE HEMOLITICA.

A atividade hemolitica dos compostos foi realizada em eritrocitos humanos
frescos (tipo A+). As células foram lavadas trés vezes em solucdo salina tamponada
com fosfato e 100ul desta suspensdo (1% hematocrito) e foi distribuido em cada
cavidade de uma placa de 96 pocos. Depois, com 100ul de cada composto sintetizado
previamente dissolvido em uma solucdo tampdo fosfato salino com 1% de DMSO.
Foram testados em triplicata, adicionados a placa e incubadas durante 1 h. O 4cido
acético a 5% LT foi utilizado como droga hemolitica padrdo. Apo6s a incubagdo, as
amostras serdo centrifugadas (1500 rpm durante 10 min.), 100ul de cada sobrenadante
serd transferido para outra placa de microtitulo. A hemoglobina libertada sera
monitorizada através da medicdo da absorbancia a 540 nm num espectrofotometro. E

sera mensurada a partir da equagao abaixo:

absorbincia da amostra — absorbincia do branco

Yohemolise = absorbincia do controle da dcido acético @ 5% LT

Figura 8: Amostras na microplaca de 96 pocos utilizada nos testes de hemolise.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.4 PROCEDIMENTO PARA O TESTE DE ATIVIDADE BACTERICIDA
4.4.1 Preparo das solucdes a serem testadas

Para o preparo das solugdes dos nucleos isolados e dos seus hibridos testados,
pesou-se 0,02 g (20 mg) da molécula a ser testada e solubilizou-se em 2,0 mL de
Dimetilsulféxido (DMSO). Para melhorar a solubilidade das moléculas no meio aquoso,
adicionou-se trés gotas de tween 20 obtendo a solu¢do mae na concentragdo de 10.000
pg/mL da molécula e 99,9% de DMSO.

Com o objetivo de diminuir a concentragdo do DMSO, pois o mesmo ¢
considerado altamente toxico para as células bacterianas em concentragdes de igual ou
acima 20%, foram preparadas outras trés solu¢des. Na primeira solugdo (10.000 pg/mL
da molécula e 99,9% de DMSO) retirou 1,00 mL dessa solucao e adicionou-se 1,00 mL
de agua destilada estéril, tendo entdo a segunda solu¢do na concentragdo de 5.000
ug/mL da molécula e 0 DMSO em 50%. Na terceira solugdo retirou 1,00 mL da solucao
anterior e adicionou 1,00 mL de 4gua destilada estéril obtendo a solugdo estoque da
molécula na concentragdo de 2.500 pg/mL e o DMSO em 25%. Ja a diluicdo seguinte
foi a prepara¢do da solugdo teste,0 qual se adicionou 1230 uL da solugdo estoque e
1770uL de caldo Mueller Hinton, obtendo-se o volume de 3,00 mL, ficando o DMSO
na concentragdo de 10% e a solugdo final na concentragdo de 2.048 pg/mL. Esta foi a
solucdo utilizada para se realizar os testes em triplicata nas microplacas.

Também foi preparado solugdo estoque do antibidtico controle na concentragao
de 10.000 pg/mL, ao volume total de uma ampola de amicacina que tinha concentragao
de 50.000 pg/mL foi adicionado 8 mL de 4gua destilada estéril obtendo-se assim a
solucdo na concentragdo desejada. A partir desta, foi preparada a solucdo teste com 205
uL (0,205 mL) e 795 uL (0,795 mL) de agua destilada estéril, de forma a se obter o

volume desejado de 1 mL na concentragao de 2.048 pg/mL.

4.4.2 Bactérias utilizadas

Foram realizados ensaios in vitro para os testes de avaliagio da agdo
antibactericida dos compostos, averiguando a atividade dos nucleos isolados e dos seus
derivados hibridos, frente as cepas das bactérias Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
e Escherichia coli (ATCC 25922) da Colecdo do Laboratorio de Microbiologia de

Resisténcia Microbiana Clinica ¢ Contemporanea (LaRMiCC) do Centro de Ciéncias
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Biologicas e da Saude da Universidade Estadual da Paraiba, determinando-se as

concentragdes inibitorias minimas (CIM) através do método de microdiluicdo em caldo.

4.4.3 Cultura e preparo da suspensao bacteriana

Foi utilizado o método de suspensdo direta de colonias proposta pelo CLSI M7-
A6, 2012, ap6s 24 horas de incubagdo a 35 + 2 °C preparou-se o indculo fazendo
suspensdo direta, em solucdo salina, a partir de coldonias previamente isoladas em agar
Brain Heart Infusion (BHI). No dia do teste foi preparada uma nova suspensao em caldo
BHI, ajustando-se a turbidez segundo a escala 0,5 de McFarland através da leitura em
espectrofotometro. A leitura foi realizada em comprimento de onda 625 nm, para que a

solucdo viesse a apresentar uma varia¢ao de absorbancia de 0,08 — 0,10%.

4.4.4 Testes de sensibilidade in vitro para bactérias

As concentracdes utilizadas dos derivados compostos nucleos isolados e dos
seus derivados hibridos testados variaram entre 1.024 e 1 pg/mL. O meio de cultura
utilizado nos testes foi o Caldo Mueller Hinton (MH). A droga controle utilizada foi a
amicacina® e alguns pogos foram reservados para os testes de esterilidade do meio e
controle do crescimento bacteriano.

Os orificios das microplacas (96 pogos) foram preenchidos com 100 pL de
Caldo Mueller Hinton, em seguida foi adicionada 100 pL da solugdo teste no pogo 12
das linhas A até F, seguindo entdo a homogeneizacdo dentro do pocgo e retirada de 100
pL que foram transferidos para o poco vizinho, po¢o 11 da mesma linha, e assim
sucessivamente até o pogo 2. A concentracdo da molécula a ser testada ficou entre 1 a
1.024 pL, respectivamente da coluna 2 a coluna 12; foi realizado triplicata para cada
molécula testada. A coluna 1 foi destinada ao controle de crescimento bacteriano.
Foram adicionados ainda, 100 pl do antibidtico controle (amicacina®) do poco 12 da
coluna G até o poco 4 da mesma linha, ¢ do poco 12 da linha H até o pogo 4 da mesma.

A concentracdo do antibiotico variou de 0,0078125 a 1024 pg/mL. Foram
adicionados ainda 10 pL das suspensdes dos micro-organismos em cada orificio das
microplacas, com excegdo dos pogos 1 da linha G e H, que foram destinados ao teste de
esterilidade. Foram reservados ainda os pocos 2 e 3 das linhas G e H para o controle

negativo referente aos solventes.
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Figura 9: Amostras na microplaca de 96 pocos utilizada nos testes microbianos.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

4.6.5 Leitura do Experimento

ApOs a realizagdo dos experimentos e incubagdo da placa na estufa, por 20 + 2
horas a 35 + 2° C, adicionou-se 20 ul do corante resazurina na concentragao de 0,010%
para facilitar a realizagdo da leitura. Apos o periodo de aproximadamente 4 horas, foi
feito a leitura das placas, na qual a cor azul representava a auséncia do crescimento
bacteriano e a cor rosa o crescimento bacteriano (PALOMINO et al. 2002).

Para interpretar a atividade da amicacina®, que ¢ o antibidtico controle, foi
utilizado o Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST)
2017, que considera como sensivel CIM < 8 pg/mL, intermediario CIM=16 pg/mL e
resistente > 16 pg/mL. Ja o documento CLSI M100-S27 considera como sensivel < 16
ug/mL, intermediario = 32 pg/mL e resistente > 64 pg/mL.

A resazurina (7-hidroxi-3H-phenoxazin-3-ondal0-6xido) ¢é considerada o
indicador mais utilizado em condigdes de redugdo em meios de cultura (PALOMINO et
al. 2002). A forma reduzida ¢ azul (ndo fluorescente/ célula ndo viavel) e a forma

oxidada ¢ rosea (fluorescente/célula viavel), conforme indicado na figura 1.
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Figura 10: Reacdo de redugdo da Resazurina

Resarurina Resorufina
Emute fluosrescéncta a

590 nm

Fonte: http://www.sscdt.org/tuberculose/ Acessado em: 25/03/2018
4.5 ELUCIDACOES ESTRUTURAIS
4.5.1 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Para verificacdo das faixas de absorbancia correspondente aos grupos funcionais
presentes no derivado, a amostra foi analisada pela técnica de refletancia total atenuada
(ATR) na faixa espectral de 700 a 4000 cm™. Foi usada a balanca analitica no modelo
AUW220D-SHIMADZU, espectrofotometro modelo SP-2000 UV, Spectrum ¢ o
espectrofotometro de FTIR modelo IR Prestige-21, SHIMADZU-Japao.

4.5.2 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de 'H e °C foram obtidos em espectrometro: Bruker
Avance 400 MHz e 100MHz, Ultrashied. Esses espectros foram obtidos no laboratorio
de sintese da UFPE.
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5.1 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS COMPOSTOS.

Os compostos sintetizados estdo descritos com seu codigo, nome segundo a

IUPAC e estrutura na tabela 1.

Tabela 1: compostos sintetizados com suas respectivas estruturas.

Cadigo
NL

LLACO1

LLACO02

LLACO03

LLACO04

LLACO05

LLACO06

Nome segundo a IUPAC

5-metil-1,3,4-tiodiazol-2-amina

N-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-il)tiazol-2-amina

N-(acridin-9-il)tiazol-2-amina

N=(6=cloro=2-metoxiacridin=9-il)=5-metil-1,3,4-tiodiazol=
2-amina

N-(acridin-9-i1)-5-metil-1,3,4-tiodiazol-2-
amina

N-(6-cloro-2-metoxiacridin-9-il}-1,3,4-tiodiazol-2-
amina

N-(acridin-9-il)-1,3,4-tiodiazol-2-amina

Estrutura

N——N

L

S
|

H
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LLACO7 6-cloro-2-metoxi-/N -fenilacridina-9-amina @\
_H
N OCH;,
X
200
cl N
LLACO08 N-fenilacridina-9-amina @\
H
N 7~

N
O /O
N

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Tabela 2: Estrutura dos nticleos usados nas reagdes

Codigo Nome segundo a IUPAC Estrutura

cl

AC 9-cloroacridina

c

ACMO 6,9-dicloro-2-metoxiacridina
| l\ | OCH,
O = O
cl N

/
9

TIOD 1,3,4-tiodiazol-2-amina 7—'{
HzN/&s)

TIAZ tiazol-2-amina /Z \\
H,N

ANL anilina

Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 3: Propriedades fisico-quimicas dos compostos sintetizados.

Composto Rendimento Log Rf Peso Formula Faixa Cor
(%) P molecular  molecular de
(9/mol) fusao
NL 67,50 1,38 0,40 115,15 C3HsNsS 310 - Branco
312°C
LLACO1 86,74 5,15 0,60b 341,04 Ci7Hi,CIN;OS  ND Laranja
LLACO02 57,78 472 0,60° 27734 CisH11N3S ND Amarelo claro
LLACO3 69,20 558 0,60° 356,83 C;7Hj3CINOS  ND Amarelo

LLACO04 56,40 5,15 0,60b 292,36 Ci6Hi2N4S ND Amarelo claro
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LLACO05 86,73 491 0,60° 342,03 CicH;1CIN4OS  ND Marrom

LLACO06 50,00 448 0,52° 27833 CysH;oN4S 330 — Laranja
334°C

LLACO7 52,20 544 046° 334,78 CyoHisCIN,OS 212 - Amarelo
215°C queimado

LLACO08 83,46 5 0,50 270,32 CoH (N, ND Amarelo

Rend (%): Rendimento; Rf: Fator de Retenc¢ao; Log P: Coeficiente de Particdo; ND: ndo determinado; a = Acetato de Etila; b = Hexano/Acetato de
Etila(7:3) ¢ Hexano/Acetato de Etila(8:2)

Fonte: Elaborado pelo Autor.

A tabela 3 mostra que todos os compostos obtiveram rendimentos satisfatorios,
ou seja, maior que 50%, variando de 50 a 86,74%. As moléculas tiveram coeficiente de
particdo variando seu log P de 1,38 a 5,58. No entanto apena os compostos NL,
LLACO02, LLACO5 ¢ LLACO06 obtiveram Log P < 5 e assim respeitaram a regra dos 5
de Lipinsk, que estima que valores iguais ou menores que 5 apresentaram uma boa
biodisponibilidade /n vivo. Esse grau de lipofilicidade ja era esperado pelo fato da
acridina isolada ja contribuir com Log P de 3,51 e que mediante seu coeficiente de
particdo, uma alternativa seria a adi¢do de radicais mais hidrofilicos nas estruturas com

o intuito de diminuir sua lipofilicidade. (MENEGATTI; FRAGA; BARREIRO, 2001)

Referente aos pesos moleculares observou que os pesos da série LLAc variaram
de 292,36 g/mol e 356,83 g/mol. O fator de retengdo (Fr) variou de 0,46 a 0,6 nas fases

moveis de hexano/acetato (7:3) e hexano/acetato (8:2)

Tabela 4: Resultados da solubilidade aparente dos compostos sintetizados.

Solventes Agua DMF ETOH DMSO Acetade Hexano
/Compostos Destilada Etila

NL Soluvel  Soluvel Solivel Solavel Soluvel  Insoluvel
LLACO1  Insoluvel Soluvel Soluvel Soluvel Insoluvel Insoluvel
LLACO02 Insoluvel Soluvel Soluvel Solivel Insoluvel Insoluvel
LLACO3 Insoluvel Soluvel Soluvel Solivel Insoluvel Insoluvel
LLACO04 Insoluvel Soluvel Soluvel Solivel Insoluvel —Insoluvel
LLACO05 Insoluvel Solavel Soluvel Solavel Insolavel Insoluvel
LLACO06 Insoluvel Solavel Soluvel Solivel Insoluvel Insoluvel
LLACO07 Insoluvel Soluvel Soluvel Soluvel Insoluvel Insoluvel

LLACO08 Insoluavel Solavel Soluvel Soltvel Insoluvel Insolavel

DMF: Dimetilformamida; DMSO: Dimetilsulfoxido, ETOH: Etanol.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Sobre a solubilidade dos compostos a tabela 4 mostra que o intermediario NL
teve boa solubilidade nos solventes polares, devido ao seu log p 1,38 relativamente
baixo e assim apresenta mais caracteristicas polares. Compostos LLACO01, LLACO02,
LLACO03, LLAC04, LLACO0S5, LLAC06, LLACO07 e LLACO8 tiveram solubilidade em
quase todos os solventes exceto dgua, acetato de etila e hexano, esse resultado esperado
pelo LogP > 4,48 e assim tem caracteristicas mais apolares mais ndo o suficiente para

ser soliivel em hexano que ¢ um solvente bem mais apolar comparado com os outros.
5.2 POSSIVEL MECANISMO DE REACAO PARA A SERIE LLAC

Acreditasse que o mecanismo de reac@o seja através de substituicdo nucleofilica
no aromatico. Na primeira etapa o nitrogénio da acridina captura um H' (que veio da
dissociag¢@o do HCI) e fica positivo fazendo com que os elétrons sejam convergidos para
o N da acridina, tornando a posicdo 9 mais eletrofilica. Na segunda etapa a amina da
anilinia rica em elétrons (nucleofilo) ataque o carbono com carga parcial positiva e
pobre em elétrons. Logo em seguida ocorre um estado de transi¢ao, onde o nitrogénio
da amina esta formando uma ligacdo com o carbono 9 eletrofilico e liberando H do
nitrogénio da acridina, a0 mesmo tempo, expulsa o cloro restaurando a ressonancia.

Com o fim do estado de transi¢ao institui o produto final.

Esquema 6: Mecanismo reacdo via SNAr

Primeira Etapa (Ijl 1
N R, ¢ .; R,
— - %
Ry N Ry I}\IIv)e
™M
Cl—
Segunda Etapa H

- a
eT?l‘/ R ,//
D 2 D —— @
< (11
R; N R, N

Produto Final

NH
\ R2
=
R, N

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.3 ELUCIDACOES ESTRUTURAIS

5.3.1 Elucidacao Estrutural do intermediario do 5-metil-1,3,4-tiodiazol-2-amino
(NL)

5.3.1.1 Espectroscopia de Infravermelho.

Na analise o espectro no infravermelho na figura 11 € possivel sugerir que
estrutura condiz com o que foi planejado, pois observa se duas bandas de alta
intensidade na regido de 3162 cm™ e 3036 cm'sugerindo a presenca de amina primaria,
que € muito parecido com os bandas de amina primaria observados no IV do ntucleo
1,3,4-tiodiazol-2-amino (figura 13) adquirido comercial, pela Sigma Aldrich. Assim,
como a presenca da absorbdncia em 1570 cm™, correspondente & deformagdo angular
simétrica no plano causada por ligagio NH, livre. Em 1374 cm™ observa-se uma banda
caracteristica C-H de metila (CH3) como também a presenga de bandas nas absorbancias

de 2899 e 2793 cm™ que reforgam a presenca de ligagdo C-H na estrutura.

Em 3036 cm’ visualizou-se uma banda fraca sugestiva ligacdo C-H de
aromatico que pode justificar a ocorréncia de ciclizagdo. Ressaltando que nos reagentes
de partida (tiossemicarbazida e anidrido acético) ndo apresentam aromaticidade, e sim,

estruturas alifaticas.

Figura 11: Estrutura do 5-metil-1,3,4-tiodiazol-2-amino

.

S

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 12: Espectro de Infravermelho do 5-metil-1,3,4-tiodiazol-2-amino
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Figura 13: Espectro de infravermelho do 1,3,4-tiodiazol-2-amino
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Fonte: Fornecido pela Sigma Aldrich.
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Tabela 5: Tabela dos valores de absorbancia encontrados no espectro de infravermelho
do 5-metil-1,3,4-tiodiazol-2-amino

Absorbéancia de Absorbéancia Visualizada  Grupamento Funcional
Referéncia
3.400 - 3.100 3162 cm™ Aminas livres ligadas a
anéis aromaticos
~3.030 3036 cm™ C-H presentes em
aromaticos
2.960 - 2.850 2899 € 2793 cm’! C-H de metila
1.590 - 1.550 1570 cm™ NH, livre
1500 — 1000 cm™ 1348 cm™! Ligagdo C-N

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.2 Elucidacao Estrutural do LLACO1
5.3.2.1 Espectroscopia de Infravermelho

O espectro no IV da figura 14 sugere que a estrutura requerida foi sintetizada,
pois apresenta bandas caracteristicas de grupos funcionais especificos encontrados no
composto LLACO1. Inicialmente observa-se uma banda em 3261 cm™ que ¢ sugestiva
de amina secundaria, sendo esse tipo de grupo funcional ndo se encontra presente nos

reagentes de partida.

Foi observado ainda bandas entre 3000 a 3100 cm™ e 1603 a 1451 cm’
sugestivas de ligagdo C-H e C=C de aromadticos, respectivamente largamente
encontrados na estrutura final. Além disso, foi visto uma banda de media intensidade
em 1635 cm™, uma banda em 1347 cm™ e outra em 699 cm™ caracteristica de ligacdo
C=N (imina), de C-N e C-S, respectivamente, oque corrobora a porc¢ao tiazol da

estrutura proposta.

Por fim, visualizou-se uma banda em 804 cm™ sugestiva de ligagio C-Cl e outra

banda em 1226 cm™ caracteristica de ligagio O-C de metoxila presente na acridina.
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Figura 13: Estrutura do LLACO1
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 14: Espectro de Infravermelho do LLACO1
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Fonte: Elaborado pelo Autor.

Tabela 6: Tabela dos valores de absorbancia encontrados no espectro de infravermelho

do LLACO1
Absorbancia de Absorbancia Visualizada  Grupamento Funcional
Referéncia

3.450 a 3200 cm” 3200 cm’™ Amina secundaria
3100cm™ - 3100 cm™ 3100 a 3000 cm™ C-H de aromatico

2.960 - 2.850 cm”’ 2999 cm™ C-H de metila

1690 — 1630 cm™ 1635 cm™ Ligacdo C=N

1600 — 1450 cm™ 1603 a 1451 cm™ Liga¢ao C=C de aromatico

1500 — 1000 cm'™ 1347 cm™ Ligagdo C-N
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1275 - 1200 cm™ 1226 cm ™' Ligacao C-O (metoxila)

1020 — 1075 cm™ 1067 cm ™ Ligacdo C-O (metoxila)
800 — 700 cm 806 cm ™! Ligacdo C-Cl
700-600 cm’™ 699 cm’! Ligagdo C-S

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.3 Elucidacao Estrutural do LLAC02
5.3.3.1 Espectrometria de Infravermelho

Através da andlise de espectro de infravermelho do LLACO02 foi possivel
associar que a estrutura sintetizada ¢ a requerida, pois apresenta bandas caracteristicas
dos grupos funcionais esperados. Primeiramente, observou-se uma banda de pequena
intensidade na regido de 3200 cm™ sugestiva de amina secundéria. Foram observados
também bandas sugestivas de deformacdes axiais de C-H de aromatico entre 3092 e
3000 cm™, assim como a presenca de bandas C=C de aromatico nas regides de 1590 a
1462 cm™. Em 1626 cm™ foi observado uma banda sugestiva de grupo imina, além de
bandas em 1348 cm™ ¢ 700 cm'sugestivas de ligagdes C-N ¢ C-S, respectivamente. Na
por¢do acridinica da molécula verifica as auséncias das bandas de absorcao das
metoxilas, senda essa a principal caracteristica que diferencia as estruturas LLACOI e
LLACO02.

Figura 15: Estrutura do LLAC02

HC—

/ N

(I n

(LI
N/

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 16: Espectro de Infravermelho do LLAC02
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 7: Tabela dos valores de absorbancia encontrados no espectro de infravermelho

do LLACO02
Absorbéancia de Absorbéncia Visualizada  Grupamento Funcional
Referéncia
3.450 a 3100 cm”’ 3200 cm’™ Amina secundaria
3100cm™ a 3000 cm™ 3092 cm™ C-H de aromatico
1690 — 1630 cm™ 1626 cm™ Ligacio C=N
1600 — 1450 cm™ 1590 a 1462 cm™ Liga¢ao C=C de aromatico
1500 — 1000 cm’™ 1348 cm™ Ligacdo C-N
700-600 cm”’ 700 cm’™ Ligagdo C-S

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.3.2 Ressonancia magnética de Hidrogénio e Carbono

Analisando os espectros de RMN 'H ¢ RMN "C, observou-se que ocorreu
duplicidade dos picos, provavelmente associado a presenca de dois rotdmeros do
composto LLACO02 que estdo em equilibrio, representadas na figura 17. A presenca de

rotameros deve-se ao fato dessa molécula nao conseguir completar o giro sobre o
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proprio eixo. Acredita-se que isso ocorra devido a impedimento estérico, ou seja, ao
choque entre o orbital do nitrogénio iminico da porcdo tiazol com o orbital do
hidrogénio, mais proximo, da porcdo acridinica, e assim o tendo uma rotagao de 180°.
Por isso, se faz necessaria uma analise de RMN bidimensional para uma conclusdao mais

concreta.

Figura 17: Representagéo de rotametria do LLAC02
S:
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ROTAMERO A ROTAMERO B

Fonte: Elaborado pelo autor.

O espectro da figura 19 referente ao RMN de 'H (DMSO-ds, 400 MHZ) do
primeiro rotdmero mostrou um pico em OH 11,74 (s,1H) sugestivo de hidrogénio de
amina secundaria. Foram vistos multipletos e m oH 8,24 (m, 4H) ¢ 6H 7,72 (m, 4H)
referentes aos hidrogénios das posigdes 8,7,6 ¢ 5 do nucleo acridinico, além de sinais
em OH 8,02 (m, 6H) e dH 7,63 (m, 6H) correspondentes aos hidrogénios das posi¢des
1,2,3 e 4 do ntcleo acridinica e os hidrogénios nas posi¢des 11,12 da porcao tiazol da

molécula, respectivamente.

Para o segundo rotdmero observou-se mesmo padrido de deslocamentos das
mesmas posi¢des do primeiro rotdmero, sendo um singleto em 6H 11,70 (s,1H)
referente ao hidrogénio de amina secundaria, um multipleto em 6H 7,55 (m, 6H) e
outro em 0H 7,26 (m, 6H) que representam os quatro hidrogénios presentes na porgao
acridinico, como também multipletos em o6H 7,50 (m, 6H) e 6H 7,15 (m, 6H), que
correspondem a seis hidrogénio, dentre os quais, quatro sdo para porg¢do acridinica e

dois porgdo tiazol da molécula.
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Espectro de RMN 'H (DMSOd) 400 MHz do LLAC02
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 19: Espectro de RMN 'H (DMSOd) 400 MHz do LLACO02 (Ampliado)
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Na analise do espectro de RMN °C na técnica APT do LLACO02 da figura 20,
observou a presenca de todos os dezesseis carbonos da estrutura esperada, destacando-
se o sinal em 163,81, referente ao carbono aminico da posi¢do 9. Notando que todos os
carbonos foram considerados dessemelhantes entre si, ou seja, ndo ocorreu a simetria
que ¢ comum nos compostos que apresentam a acridina ndo substituida em sua
estrutura, como observado no estudo de Machado 2016. Isso pode ser explicada pela
presenca dos rotameros que podem ter deixado esses carbonos em ambientes quimicos

distintos e com isso o aparelho os leu como diferentes entre si.

Figura 20: Espectro de RMN "*C (DMSOd) 100 MHz do LLAC02
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Os espectros de RMN 'H e RMN "°C dos compostos dos reagentes de partida, ou
seja, 2-amino-tiazol (figura 21) e 9-cloroacridina (figura 22 e 23) fornecidos por
Machado (2017) e pelo Sigma Aldrich respectivamente, apontam que a reacdo
aconteceu, pois quando comparados com os espectros da LLAC02, mostram que
apresentam deslocamentos muitos parecidos, porem com a presenga de sinais

caracteristicos da reagdo de acoplamento, como o valor de NH.
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Valores de deslocamento quimico do N-(acrdin-9-il)tiazol-2-amina.

RMN'H  611,74; 11,70 (2s, 2H, NH) 8,24; 7,72 (2m, 4H, 4CH acridinico) 8,02; 7,63(2m, 6H,
(DMSQd6 4CH acridinico; 2CH tiazolinico); 7,55; 7,26; (2m, 4H, 4CH acridinico) 7,50; 7,15; (2m
400 MHz) 6H, 4CH acridinico; 2CH tiazolinico).

RMN C 5 163.81, (Co) 156.11(Cyg), 141.35 (C), 141.35 (C,), 140.27(Cyy), 137.99(Cyy),
(101 MHz,  133.92(Co). 133.21 (Cy), 129.12(Cy), 127.12(Cy), 126.47(Cs), 121.60(Co), 121.47 (Cy),
DMSO ds), 120.95(C,), 117.97 (Cys), 117.79(C}3), 117.30(C 4).

Figura 21: Espectro de RMN "H e RMN °C (DMSOdy) do 2-amino-tiazol
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Fonte: Sigma Aldrich
Figura 22: Espectro do RMN "*C (DMSOdg) do 9-cloro-acridina
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Fonte: MACHADO, 2017.
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Figura 23: Espectro do RMN 'H (DMSOd) do 9-cloro-acridina.
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Fonte: MACHADO, 2017.
5.3.4 Elucidacao Estrutural do LLACO03

5.3.4.1 Espectroscopia de Infravermelho

Foi possivel através da analise do espectro de infravermelho (figura 18) sugerir
que o LLACO3 ¢ a estrutura desejada, pois o IV mostra grupos funcionais
caracteristicos desse composto. Primeiramente nota-se uma banda de baixa na regido de
3224 cm™ que lembra sinais de amina secundaria. Nota-se também estiramentos de
ligagdo C-H de aromético nos comprimentos de 3000 a 3013 cm™', da mesma maneira, a
presenga deformagdes axiais de ligagdo C=C de aromadtico nas regides de 1559 a 1468

cm™, sendo essas bandas de aromaticos ja esperadas na estrutura proposta.

A porcdo tiodiazol da estrutura desejada ¢ confirmada pela presenca de uma
deformacio axial sugestiva de imina (C=N) em 1613 cm™, do mesmo modo que uma
banda na regido de 1321 cm™ que indica a ligagio C-N, também observa estiramentos

na regido de 2960 cm™ representativa para ligagio C-H de metil, e por fim a percebesse
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uma banda de baixa intensidade em 700 cm™ que representa a ligacdo C-S, ja esperada.

O espectro mostra uma bande de media intensidade na regido de 818 cm™ que indica,

possivelmente, a ligagio C-Cl e as bandas em 1083 cm™ e 1226 cm™ que caracterizam a

presenca de metoxilas, tendo estes grupos funcionais presente na acridinica da molécula

desejada.
Figura 24: Estrutura do LLACO03
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Figura 25: Espectro de Infravermelho do LLACO3
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 8: Tabela dos valores de absorbancia encontrados no espectro de infravermelho

do LLACO3
Absorbéancia de Absorbéancia Visualizada  Grupamento Funcional
Referéncia
3.450 a 3100 cm” 3224cm’™ Amina secundaria
3100cm™ a 3000 cm™ 3103 cm™ C-H de aromatico
2.960 - 2.850 cm’™ 2980 cm’ C-H de metil
1690 — 1630 cm™ 1621 cm™ Ligagio C=N
1500 — 1000 cm’™ 1348 cm™ Ligagdo C-N
1600 — 1450 cm™ 1559 a 1468 cm™ Liga¢do C=C de aromatico
1275 - 1200 cm™ 1226 cm ™! Ligacdo C-O (metoxila)
1020 — 1075 cm'™ 1083 cm ™! Ligacdo C-O (metoxila)
800 — 700 cm’ 818 cm ™! Ligacdo C-Cl
700-600 cm”’ 700 cm’™ Ligagdo C-S

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.5 Elucidacao Estrutural do LLAC04
5.3.5.1 Espectroscopia de Infravermelho

Grupos funcionais caracteristicos do LLAC04 foram encontrados na analise de
espectro de infravermelho da figura 21. Onde se observou a presenca de bandas de
baixa intensidade sugestivas de amina secundaria encontradas na regido de 3300 cm™.
Da mesma forma a existéncia de ligagdes do tipo aromatica, como no estiramento de
ligagdo C-H de aromaticos entre 3000 ¢ 3110 cm™ e deformagdes axiais de ligagio C=C
de aromatico nas regides de 1590 a 1461 cm™. A porgdo tiodiazol da molécula é
confirmada pela presenca de banda de iminas (C=N) na regido de 1635 cm™, existéncia
de banda de ligagdo C-N em 1333 cm™ e por fim o estiramento de C-H de metil na
absorbancia de 2929 cm™, assim como a auséncia das bandas de metoxilas nas regides

de 1020 — 1200 cm' diferenciando as estruturas LLAC03 ¢ LLAC04.

Figura 26: Estrutura do LLAC04
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 27: Espectro de Infravermelho do LLAC04
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 10: Tabela dos valores de absorbancia encontrados no espectro de

infravermelho do LLAC04
Absorbancia de Absorbancia Visualizada  Grupamento Funcional
Referéncia

3.450 a 3100 cm”’ 3330 cm’™ Amina secundaria
3100 a 3000 cm™ 3110 cm™ C-H de aromaticos
2.960 - 2.850 cm”’ 2929 cm™ C-H de metil

1690 — 1630 cm”™” 1635 cm™ Ligagdo C=N

1600 — 1450 cm™ 1590 a 1461 cm’™ Ligagdo C=C de aromatico
1500 — 1000 cm’™ 1333 cm™ Ligagdo C-N

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.3.6 Elucidacao Estrutural do LLACO05
5.3.6.1 Espectroscopia de Infravermelho

Observa mais uma vez o padrdo de grupos funcionais, sugerido no espectro de
infravermelho da figura 18, que condiz que se obteve a estrutura desejada. Nas areas de
maiores absorbancias do espectro se constata a presenca de uma banda de intensidade
baixa na regido de 3340 cm™ sugerindo a presenca de amina secundaria, da mesma
maneira a existéneia de estiramentos de C-H de aromaticos entre 3000 e 3103 cm™,

sendo esses picos ja esperados na estrutura do LLACOS.

No meio do espectro, inicialmente nota-se grupos funcionais presentes na por¢ao
tiodiazol como uma banda de intensidade media na regido de 1628 cm™ sugestivo de
imina (C=N) ¢ deformacdo axial na regido de 1363 cm™ que indica a ligagdo C-N.
Descendo um pouco no espetro percebe deformagdes axiais entre 1590 a 1465 cm™ de
ligacdo C=C de aromatico. Na parte final do espectro nota a existéncia de picos de
metoxilas em 1227 cm™, deformagdo axial de baixa intensidade em 818 cm™ sugestiva

ligagdo C-CI que estdo presentes na por¢ao acridinica da molécula.

Figura 26: Estrutura do LLACO05
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 28: Espectro de Infravermelho do LLACO5
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 11: Tabela dos valores de absorbancia encontrados no espectro de

infravermelho do LLACO5
Absorbéancia de Absorbancia Visualizada  Grupamento Funcional
Referéncia
3.450 a 3100 cm” 3340 cm™ Amina secundaria
3100cm™ a 3000 cm™ 3103 cm™ C-H de aromaticos
1690 — 1630 cm™ 1628 cm™ Ligacio C=N
1600 — 1450 cm’™ 1590 a 1465 cm’™ Ligagdo C=C de aromatico
1400 — 1000 cm’™ 1363 cm’ Ligacdo C-N
1275 - 1200 1227 cm ™! Ligagdo C-O (metoxila)
800 — 700 cm™ 818 cm ™! Ligagio C-Cl

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.7 Elucidacao Estrutural do LLAC06

5.3.7.1 Espectroscopia de Infravermelho
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A partir da analise de espectro de infravermelho (figura 26) foi possivel propor
que se obteve a estrutura sintetizada. Pois a principio verifica uma banda de intensidade
baixa em 3365 cm™ que é caracteristica de amina secundaria, do mesmo modo como
estiramentos de ligagio C-H de aromatico entre 3000 e 3110 cm™ e deformagdes axiais
de ligagdo C=C de aromatico entre 1575 e 1622 cm’ que j& eram esperadas, pois a

estrutura terem anéis aromaticos com muitas ligagdes duplas.

A absorbancia banda em 1622 cm™ caracteristica de ligagio tipo imina (C=N)
como também deformagdo axial na regido de 1413 cm™ que indica a ligagio C-N da
estrutura proposta que esta presente por¢ao tiodiazol. Como também foi confirmada
nesse espectro a auséncia das bandas de metoxilas que diferenciam os compostos

LLACO5 e LLACO6.

Figura 29: Estrutura do LLACO06
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 30: Espectro de Infravermelho do LLACO06
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 11: Tabela dos valores de absorbancia encontrados no espectro de
infravermelho do LLAC06

Absorbancia de Absorbancia Visualizada  Grupamento Funcional
Referéncia
3.450 a 3100 cm” 3365 cm™ Amina secundaria
3100 a 3000 cm™ 3111 cm™ C-H de aromaticos
1690 — 1630 cm™ 1622 cm™ Ligagio C=N
1600 — 1450 cm™ 1575 a 1443 cm™ Ligacdo C=C de aromatico
1500 — 1000 cm™ 1356 cm™ Ligacdo C-N

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3.8 Elucidacao Estrutural do LLACO07
5.3.8.1 Espectroscopia de Infravermelho

O espectro de infravermelho (IV) da figura 26 sugere que a estrutura requerida
foi sintetizada, pelo fato de apresentar bandas caracteristicas para grupos funcionais

especificos encontrados no composto LLACO7. Inicialmente se observa uma banda de
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intensidade média na regido de 3245 cm™ de forma mais larga que é sugestiva de amina
secundaria ligada aromatico, sendo esse tipo de ligagdo ndo esta presente nos reagentes

de partida e sim formada a partir da reagdo quimica, como esperado.

O espectro mostra uma deformagao axial de baixa intensidade na regido de 826
cm’' que indica, possivelmente, a ligacdo C-Cl assim como bandas em 1063 cm™ ¢ 1211
cm™ que caracterizam a presenca de metoxilas, tendo estes grupos funcionais presentes
na porgio acridinica. Mostra também absorbancias entre 1500 e 1600 cm™ que
demonstra a presenga de ligagdes C=C em aromaticos. Também se observa a
absorbancia de intensidade fraca na regido 2980 cm™ é caracteriza a existéncia de C-H
de metilenos, porém bem menos significante em relagdo aos outros compostos, sendo

que provavelmente os anéis heterociclicos podem influencia os sinais nessa regiao.

Figura 31: Estrutura do LLACO7
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 31: Espectro de Infravermelho do LLACO7
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 12: Tabela dos valores de absorbancia encontrados no espectro de

infravermelho do LLACO07
Absorbéancia de Absorbéancia Visualizada  Grupamento Funcional
Referéncia
3.450 a 3100 cm” 3245 cm™ Amina secundaria
2.960 - 2.850 cm™ 2999 cm’! Ligagdo C-H de metil
1600 — 1500 1548 cm™ Ligacdo C=C de aromatico
1275 - 1200 1227 cm ™ Ligacao C-O (metoxila)
1020 — 1075 cm™ 1063 cm ™! Ligacao C-O (metoxila)
800 — 700 cm™ 826 cm ™! Ligacdo C-Cl

Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.4 Testes Bioldgicos
5.4.1 Resultados dos testes microbiologicos

Os resultados da tabela 13 mostram que tanto os nucleos de partida como os
derivados hibridos ndo apresentaram atividade antibacteriana significante para as cepas
de E. coli (gram negativa) e S. Aureus (gram-positiva). Esse resultado inesperado,
contrariou a literatura, como nas revisdoes de Hu et al., e de SCHMIDT; LIU, 2015 que
relatam atividade antibacteriana tanto de nucleos azo (tiazol e tiodiazol) ¢ do nucleo
acridinico, respectivamente.

Essa auséncia de atividade pode ser explicada devido a baixa solubilidade dos
compostos em agua, pois mesmo com boa solubilidade em DMSO, quando as solugdes
entravam em contato com o meio de cultura (Agar Mueller Hinton) ocorria precipitagdo,

entdo sugere que as moléculas ndo conseguiram exercer sua atividade.

Tabela 13: Resultados dos testes microbiologicos dos nucleos isolados e dos seus
derivados hibridos.

Compostos Testados S. Aureus ATCC 25923 E. Coli ATCC 25922

CIM (ug mL™) CIM (pug mL™)

AC >1024 >1024
ACMO >1024 >1024
TIOD >1024 >1024
TIAZ >1024 >1024
ANLA >1024 >1024
NL >1024 >1024
LLACO1 >1024 >1024
LLACO02 >1024 >1024
LLACO3 >1024 >1024

LLACO04 >1024 >1024
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LLACO05 >1024 >1024
LLACO06 >1024 >1024
LLACO7 >1024 >1024
LLACO08 >1024 >1024

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4.2 Resultado da avaliagdo preliminar da citotoxicidade através da atividade

hemolitica

Usando o teste de hemolise foi possivel ter uma avaliagdo preliminar da
toxicidade dos compostos sintetizados. Utilizou as concentragdes de 1000pg mL™”, pg
mL", e 250 pg mL'que sdo relativamente altas, segundo Serafim (2014), para
determinar se os compostos sdo capazes de quebrar as membranas celulares de forma

significante.

Tabela 14: Resultado dos testes de hemolise dos derivados sintéticos no sangue tipo A™.

Grau de Hemolise 1000 pg mL™ 500 pg mL™ 250 g mL™
/Compostos

Hemolise (%) do 30,40 19,80 14,33
LLACO1

Hemdlise (%) do 15,85 12,95 12,89
LLACO02

Hemodlise (%) do 17,17 14,69 14,66
LLACO3

Hemdlise (%) do 18,69 15,19 13,18
LLACO04

Hemodlise (%) do 14,58 13,66 12,75
LLACO05

Hemdlise (%) do 17,79 11,37 11,36
LLACO06

Hemolise (%) do 13,94 13,03 11,84
LLACO7

Hemodlise (%) do 15,49 11,09 10,74
LLACO08

Liquido de Turk 100,00 100,00 100,00

(Controle Positivo)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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J4 se sabe pela literatura que acridinas e seus derivados tem um grande potencial
antitumoral, por ser estruturas planares capazes de intercalar o DNA (ALMEIDA,
2015). Os testes de citotoxicidade in vitro, os quais direcionam a pesquisa para
moléculas com potencial de matar células tumorais em cultura, sdo os mais amplamente
utilizados. Esse tipo de andlise, por ter condigdes de avaliar grande nimero de
substancias em pouco tempo, € uma técnica relativamente simples, barata, reprodutivel
e, ainda, auxilia na elucida¢do de um provavel mecanismo de acdo da droga (SOUZA,

2013).

Sobre a avaliacdo da citoxicidade dos compostos foi possivel verificar que as
moléculas demonstraram atividade hemolitica, na concentragdo de 1000 pg mL™,
variando de 15,49% a 30,40% (tabela 14 e 15). Sendo que todos os compostos, exceto o
LLACO1, tiveram hemolise mediana mesmo em concentragdes altas comparadas a
outros estudos. Pois segundo o estudo, também utilizando derivados acridinicos,
realizado por Serafim, 2014, que usou a concentracdo de 50pg/mL, tiveram resultados
semelhantes. Pelo fato das moléculas ndo causarem hemolise tdo significantes (abaixo
de 30%) demonstra que a atividade hemolitica das mesmas ndo ¢ devido a danos de

membrana.

Os resultados mostraram que os hibridos com heterociclicos tiveram maior
atividade hemolitica, no sangue A" na concentragdo de 1000 pg mL™", em relagdo aos
compostos com a anilina, sendo que hibrido com anel tiazol conjugado com a acridina
clorada e metoxilada (LLACO1) teve maior citotoxicidade com 30,40%, seguido dos
seus bioisosteres S-metil-Tiodiazol (LLACO0S5) com 17,17% e Tiodiazol (LLACO03) com
14,58% como demostrado na figura 32. Esse sugere que a atividade pode também
associada a grupamentos de alquilicos pelo fato do LLACO]1 ter um alceno e o LLACOS

ter um grupamento metil em suas estruturas.
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Figura 32: Ilustracdo da interferéncia da troca de anéis bioisosteres, na acridina clorada

e metoxilada, na atividade hemolitica na tipagem A"
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Como ¢ ilustrada na figura 33, a atividade hemolitica no sangue A" também na
maior concentragio (1000 pg mL™") dos derivados com porgio acridinica sem o cloro e
a metoxila tendo que hibrido com anel 5-metil-tiodiazol conjugado com a acridina teve
maior citotoxicidade com 18,69%, seguido dos seus bioisosteres tiodiazol com 17,79%
e tiazol com 15,85% apontando que a atividade esta associada com o aumento do
coeficiente de particdo. Também se nota os atomos de cloro e a metoxila podem
favorecer uma maior hemolise do o bioisostero tiazol, pelo fato de praticamente teve sua

atividade dobrada, partindo de 15,85% para 30,40%.
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Figura 33: Ilustragdo da interferéncia da troca de anéis bioisosteres, na acridina nao

substituida, na atividade hemolitica na tipagem A",
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Fonte: Elaborado pelo autor.

6. CONCLUSOES

Portanto, nessa pesquisa cumpriu o objetivo sintetizar nove moléculas, um
intermedidrio e oito finais. Tendo todos os compostos rendimentos satisfatorios (acima
de 50%) oque viabiliza as rotas sintéticas. Determinou-se suas caracteristicas fisico-
quimicas basicas como Log P, faixa de fusdo, Rf, peso molecular, formula molecular e

solubilidade em agua e nos principais solventes organicos.
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Foi possivel analisar oito moléculas (NL, LLACO1, LLACO02, LLACO03,
LLACO04, LLACOS5, LLAC06, LLACO7,) através espectro de infravermelho onde
percebeu a existéncias de absorbancias caracteristicas de grupos funcionais especificos.
Na analise do espectro de RMN 'H do LLAC02, observou a existéncias de multipletos
em campo baixo que sugerem as ligagdes CH das estruturas arométicas no RMN °C do
mesmo composto, notou a presenga de todos os dezesseis carbonos da estrutura
desejada, destacando o carbono aminico que ¢ resultante da ligagdo formada na reagao.
Porém ainda ¢ necessdrio a realizagdo as técnicas de espectrometria de massa e
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear, dos outros compostos, para a

caracterizagao total das estruturas.

Como também avaliar sua atividade citotoxicidade através dos testes de
hemolise e atividade bactericida. Os testes de hemolise sugeriram que os compostos nao
apresentam citotoxidade significante, ou seja, ndao sdo capazes de romper as membranas
plasmaticas das hemacias de forma significante. Os testes antibactericidas mostraram
que ndo teve atividade bactericida, provavelmente devido a dificuldade desolubilizagdo

dos compostos.
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