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Resumo

A producao de radicais livres € uma consequéncia normal do metabolismo celular. O equilibrio
entre a producdo destas espécies e o sistema de defesa antioxidante é fundamental na manutencéao
das func@es fisioldgicas, uma vez que um excesso de oxidantes leva a uma situacdo de stress
oxidativo. Devido a este fenédmeno, a procura por antioxidantes exdgenos tem-se intensificado. As
tiossemicarbazonas tém sido estudadas em Quimica Medicinal devido as suas inimeras propriedades
biologicas, destacando-se as promissoras atividades antioxidante e anticancerigena.

Neste trabalho construiu-se uma pequena biblioteca de quinze derivados de tiossemicarbazonas
(4.a-4.0), dez dos quais novos (4.a—4.e,4.h, 4.1, 4.m — 4.0). Os compostos foram caracterizados por
RMN (*H, 13C-APT, COSY, HSQC, HMBC e, no caso de 4.b, 4.h, 4.m e 4.0 por NOESY), IV e ESI-
HRMS.

Avaliou-se a atividade antioxidante de todos os compostos segundo o método de sequestro do
radical livre DPPH. Sete compostos (4.a, 4.d, 4.f, 4.9, 4.m - 4.0) revelaram uma capacidade
antioxidante boa a moderada, com valores de ECso compreendidos entre 51,34 + 1,93 uM e 252,16 +
3,61 puM. O composto mais promissor foi a (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno)-N-fenil-
hidrazinacarbotioamida (4.0) com um ECso de 51,34 + 1,93 pM, comparavel ao da rutina 11,36 + 0,38
UM e acido ascérbico 23,66 £ 0,82 uM.

A citotoxicidade in vitro dos compostos (4.b e 4.f — 4.0), foi avaliada em células de
hepatocarcinoma humano Hep-G2, para uma indicag&o preliminar do potencial hepatotéxico e, células
de cancro da mama hormono-dependente MCF-7, segundo o método colorimétrico do MTT. Os
resultados demonstraram que, em ambas as linhas celulares, para uma concentra¢éo de 100 uM, nao
se obteve uma percentagem de morte celular significativa, portanto nenhum dos compostos testados
€ citotoxico.

Em suma, com os resultados obtidos foi possivel concluir que as tiossemicarbazonas
sintetizadas ndo apresentam citotoxicidade, nem para as células Hep-G2 nem para as MCF-7.
Contudo, sustentam que alguns dos compostos apresentam um promissor potencial antioxidante, com

destaque para o0 4.0, que podera representar uma lead para o desenvolvimento de novos antioxidantes.

Palavras-Chave: radicais livres, antioxidantes, tiossemicarbazonas, atividade antioxidante,
citotoxicidade.
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Abstract

The production of free radicals is a common consequence of cellular metabolism. The balance
between these species and the antioxidant defense system is essential in maintaining physiological
functions since an excess of oxidants, leads to a situation of oxidative stress. Due to this phenomenon,
the search for exogenous antioxidants has intensified. Thiosemicarbazones have been the subject of
studies in medicinal chemistry due to their numerous biological properties, highlighting their promising
antioxidant and anticancer activity.

In this project, a small library of fifteen thiosemicarbazones derivatives (4.a - 4.0) was built, ten
of which were new (4.a—4.e, 4.h, 4.1, 4.m — 4.0). All compounds were characterized by NMR (*H, 13C-
APT, COSY, HSQC, HMBC, and in the case of 4.b, 4.h, 4.m and 4.0 NOESY was used), IV and ESI-
HRMS.

The antioxidant activity of all compounds was evaluated according to the DPPH free radical
scavenging method. Seven compounds (4.a, 4.d, 4.f, 4.9, 4.m - 4.0) showed an antioxidant capacity
from good to moderate, with ECso values between 51,34 + 1,93 pM and 252,16 + 3,61 pM. Compound
(E)-2-((3-methyl-1H-indole-2-yl)methylene)-N-phenyl-hydrazinecarbothioamide (4.0) was the most
promising with an ECso of 51,34 = 1,93 pM, comparable to the rutin 11,36 + 0,38 uM and ascorbic acid
23,66 £ 0,82 uM.

The in vitro cytotoxicity of the compounds (4.b and 4.f — 4.0) was evaluated in Hep-G2 human
hepatocarcinoma cells, for a preliminary indication of hepatotoxic potential and, hormone-dependent
breast cancer cells MCF-7, according to the MTT colorimetric assay. The results demonstrated that, in
both cell lines, at a 100 uM concentration, a significant percentage of cell death wasn’t obtained,
therefore none of the tested compounds is cytotoxic.

In summary, with the results obtained it was possible to conclude that the synthesized
thiosemicarbazones don’t show cytotoxicity, either for Hep-G2 cells or for MCF-7. Nonetheless, they
support that some of the compounds have promising antioxidant potential, with emphasis on the 4.0,

which may represent a lead for developing new antioxidants.

Keywords: free radicals, antioxidants, thiosemicarbazones, antioxidant activity, cytotoxicity.
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1° Capitulo

1. Introducao






1.1. Radicais livres e stress oxidativo

As reagfes quimicas de oxidacédo-reducao (redox), nas quais ocorre a mudanca do estado de
oxidacdo dos atomos, representam um principal constituinte da vida.! Os organismos aerébios
consomem 0 oxigénio molecular para a producdo de energia nas mitocondrias.?® Porém, durante
diversos processos bioquimicos, existe uma pequena parte na qual a sua redugdo é incompleta,
formando-se diversas espécies intermediarias, que por vezes podem ter efeitos nocivos.*56

As células possuem a capacidade de gerar radicais livres, como resultado da producédo de ATP
(trifosfato de adenosina) pelas mitocondrias” que, a baixas concentracdes, desempenham funcdes
importantes em processos hiolégicos e bioguimicos, como a transducao de sinal, transcricdo de gene,
na regulacao da atividade do enzima guanilato ciclase sollvel, na proliferagédo, diferenciagéo e detecao
de oxigénio.®® Existem espécies, como por exemplo o 6xido nitrico, que sdo essenciais na regulagéo
da proliferacdo das células musculares, adesdo de leucécitos, angidgenese, podendo também atuar
como neurotransmissores.’® Do ponto de vista quimico, sdo moléculas com um eletrdo
desemparelhado na camada de valéncia e portanto, sdo espécies altamente instaveis e reativas.1112
O radicais livres incluem as espécies reativas de oxigénio (ROS) e de azoto (RNS).13

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo geradas através de fontes enddgenas
(mitocdndrias, peroxissomas e citocromo P-450) e exdgenas (poluentes, tabaco, radiagdo, drogas e
metais).!* Sdo pequenas moléculas derivadas de oxigénio que incluem os radicais superéxido (O2™),
hidroxilo ("OH), peroxilo (RO2) e alcoxilo (RO"), e ainda espécies ndo-radicalares como &cido
hipocloroso (HOCI), ozono (Os), oxigénio singuleto (1O2) e peroxido de hidrogénio (H202).1> A sub-
classe de espécies reativas que contém um azoto na sua composicao, RNS, provém da reacao entre
0 oxigénio molecular e éxido nitrico, e incluem o radical 6xido nitrico (NO*) e o anido peroxinitrito
(ONOO) (Figura 1.1).14

ONOO ONOOH ==NO, + OH
. NOS
NO L-arginina + O,

: H - e 22 € - S 34
HO, === 0, === 0, ===[0'+ 0’| ==20"<==H,0
1 + +

“23?2 2H 1 3H
Fe Fe2+ )
OH H,0, === OH
NO,
NO,
4 .
NO
N2O3

Figura 1.1: Formacéao de espécies reativas de oxigénio (ROS) e azoto (RNS) no corpo humano. Adaptado de 4.

Naturalmente, em organismos aerébios saudaveis, a producao de ROS é equilibrada pelo
sistema de defesa antioxidante que controla os seus niveis e a regulacao de processos celulares, por
fosforilacdo e desfosforilacdo de enzimas.’® No entanto, quando ocorre um desequilibrio entre a

producé@o de espécies reativas, isto €, ROS/RNS e, a sua eliminacéo por parte dos mecanismos de
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defesa antioxidantes endégenos, ocorre uma situacao de stress oxidativo.l” Este fenébmeno apresenta
diversas consequéncias para as células, e os danos resultantes dependem do tipo de célula ou tecido,
bem como da gravidade e do periodo de tempo de exposicdo a oxidantes. Podem também ocorrer
danos em alguns alvos moleculares como lipidos, DNA, proteinas, carbo-hidratos, entre outros, que
podem estar associados ao aparecimento de diversas patologias como doencas oncoldgicas,
arteriosclerose, doenca de Alzheimer, asma, doencas cardiovasculares, entre outras!®. O stress
oxidativo, de acordo com algumas linhas de investigagédo!%2021, podera também estar associado ao
envelhecimento e ao fenébmeno da senescéncia, isto €, morte celular, que pode ocorrer, entre outros
mecanismos, por necrose e apoptose.??

O excesso de ROS e RNS, como ja foi referido anteriormente, leva ao desenvolvimento de
lesGes tecidulares através da libertacdo de citocinas e ativacdo de enzimas, como os lipoxigenases
(LOXs), a partir de células inflamatérias. Estes enzimas desempenham um papel essencial na
inflamacé&o devido a sua envolvéncia na biossintese de mediadores lipidicos inflamatérios (leucotrienos
e prostaglandinas). A sua inibicdo é considerada como um dos alvos na prevencao de certas doengas,
cujo aparecimento e desenvolvimento estd associado ao stress oxidativo e inflamacao.?3

Para combater estes danos tecidulares surgiu a necessidade de realizar estudos que
conduzissem a uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos, e de produzir compostos que

inibissem a oxidag&o de biomoléculas por parte dos radicais livres, os denominados antioxidantes.

1.2. Antioxidantes

Um antioxidante € uma substancia que atua na prevenc¢do, reducdo ou reparacdo do dano
oxidativo induzido pelo excesso de espécies reativas num determinado alvo, como biomoléculas. As
biomoléculas, segundo os ramos da biologia e medicina, incluem proteinas, lipidos, acidos nucleicos,
entre outros.2* Assim, os antioxidantes conseguem atrasar ou inibir danos celulares através das suas
propriedades de eliminacdo dos radicais livres.?® Os antioxidantes podem ser classificados
relativamente ao seu modo de a¢do, como primarios e secundarios, bem como pela sua forma de
obtencdo, podendo ser enddgenos e exdégenos. Na manutencdo do equilibrio entre a producédo e
inativacdo de ROS, os antioxidantes apresentam mecanismos de desativacao de radicais livres, que
podem envolver ou nao atividade enzimatica.

Relativamente ao seu modo de acdo, os antioxidantes primarios atuam na quebra de reacdes
em cadeia dos radicais livres, retardando a iniciagéo ou interrompendo a propagacéo, pela conversao
de espécies radicalares em radicais mais estaveis ou espécies ndo-radicalares.?® Por outro lado, os
antioxidantes secundarios interrompem as reacfes em cadeia por mecanismos de decomposicdo dos
peréxidos, complexacdo de metais, inibicdo de enzimas oxidativos ou através da absor¢éo de radiacdo
ultravioleta, originando espécies ndo-radicalares. Os antioxidantes secundarios possuem a capacidade
de regenerar os antioxidantes primarios pela doa¢do de um atomo de hidrogénio, quelacdo com ides
metalicos e eliminacéo de oxigénio molecular.8?7

Os antioxidantes enddgenos séo produzidos pelo organismo, estando subdivididos em duas
classes: enzimaticos e ndo-enzimaticos. Os antioxidantes enddégenos enzimaticos, que existem em

todas as células eucaritticas, incluem os enzimas que atuam por mecanismos de prevengao,



impedindo e/ou controlando a formacgéo de radicais livres e espécies nao-radicalares, protegendo as
células e tecidos do stress oxidativo. Nesta classe de antioxidantes destacam-se 0s enzimas
enddgenos superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx). Os SOD
catalisam a dismutacdo do superéxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio, a CAT catalisa a
decomposicéo do perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio e o GPx tem como funcao proteger o
organismo do dano oxidativo e reduzir os hidroperéxidos lipidicos aos respetivos alcoois, bem como
na reducdo do perdxido de hidrogénio em agua.?®2°3% Nos antioxidantes enddgenos nédo-enzimaticos
estdo incluidas a glutationa (GSH), acido Urico, acido lipoico, NADPH, co-enzima Q, albumina e

bilirrubina.3!

1.3. Antioxidantes exdgenos e 0 seu impacto na sautde humana

O sistema de defesa antioxidante enddgeno por vezes ndo é suficiente para prevenir o dano
oxidativo nas células, como tal surge a necessidade de obter antioxidantes, de uma forma exdgena,
para manter a concentracdo de radicais livres num nivel baixo.3! Este grupo de compostos
antioxidantes contribuem igualmente para a manutengao ou restabelecimento da homeostasia redox.3?

Os antioxidantes exdgenos ndo-enzimaticos atuam na terminagdo de reagfes em cadeia dos
radicais livres, com a formagdo de espécies ndo-radicalares e nao-reativas. Este grupo de
antioxidantes tem também o objetivo de transferir o radical para um local da célula onde a oxidacéo
seja menos prejudicial, isto é, transferéncia de um oxidante de fases hidrofébicas para fases
hidrofilicas, por exemplo da membrana para o citosol, ou das lipoproteinas para a fase aquosa do
plasma. Este grupo de compostos antioxidantes subdivide-se em antioxidantes naturais e sintéticos.28

Os antioxidantes naturais provém naturalmente de origem dietética, sendo o seu consumo feito
a partir de frutas e vegetais. Destacam-se principalmente as vitaminas C e E, os carotenoides e
compostos fendlicos (estilbenos, acidos fendlicos, derivados do acido cinamico e hidroxicindmico e
flavonoides).®334 As plantas sdo a principal fonte de vitamina C e E, bem como de compostos
fendlicos.2® A vitamina C ou acido ascoérbico, é uma substancia derivada do metabolismo dos aclcares,
solivel em agua e atua na reducdo e neutralizacdo das ROS.1236 Este antioxidante exerce efeitos
benéficos na inibicdo da peroxidacdo lipidica, sendo considerado um dos antioxidantes de maior
relevancia.’” A vitamina E, nome genérico que abrange, na realidade, um conjunto de compostos
estruturalmente relacionados (o, B, vy € & tocoferdis e tocotriendis)3®, exerce a agdo por inibicdo da
peroxidacdo de lipidos poli-insaturados através da interrupcdo da cadeia de radicais livres, nas
membranas e lipoproteinas.®® Apesar da vitamina E parecer ser eficaz contra doengas
cardiovasculares e deméncia, pode também ser fatal se for tomada em doses excessivas.*°

Os antioxidantes sintéticos sdo produzidos através da sintese ou biossintese, no ramo da
inddstria, sendo altamente testados a fim de proteger os seus consumidores e evitar possiveis riscos
para a saide humana.*

Os compostos fendlicos apresentam na sua estrutura um anel benzénico, com pelo menos um
grupo hidroxilo, que confere & molécula um potencial antioxidante promissor, devido a sua elevada
capacidade em inibir ou eliminar radicais livres gerados in vivo, quebrando o ciclo de geracao de novos

radicais. Esta caracteristica pode ser explicada, ndo s6 pela facilidade que estes compostos possuem



em doar um atomo de hidrogénio do grupo hidroxilo, mas também pela possibilidade em quelatar i6es
metalicos.*?43 Os antioxidantes sintéticos, como hidroxianisol butilado (BHA), hidroxitolueno butilado
(BHT), galato de propilo (PG) e terc-butil-hidroquinona (TBHQ), cujas estruturas se encontram
representadas na Figura 1.2, sdo exemplos de antioxidantes desta categoria. Pensa-se que o0s
antioxidantes desta classe possuam a capacidade de evitar a deterioracdo dos alimentos bem como
nos seus efeitos benéficos nos sistemas de enzimas humanos e no DNA, 35:44.45.46
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Figura 1.2: Estrutura fendlica dos principais antioxidantes sintéticos.

1.4. Tiossemicarbazonas: caracteristicas estruturais e atividade biol6gica

As tiossemicarbazonas (R'R2N3-C1(=S)-N2(H)-N1=C2R3R*) tém sido alvo de pesquisa por parte
da comunidade cientifica, pois apresentam um leque vasto de atividades biol6gicas e como tal, tém
vindo a ser consideradas uma classe de compostos muito importante na area da Quimica Medicinal.*
Sao compostos obtidos pela rea¢do de condensacéo quimiosseletiva entre uma tiossemicarbazida e
um aldeido ou cetona, podendo apresentar estruturas muito variadas, de acordo com os substituintes
presentes na tiossemicarbazida ou no composto carbonilico de partida. A sua estrutura encontra-se

representada na Figura 1.3.
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Figura 1.3: Estrutura geral das tiossemicarbazonas.

Geralmente esta familia de compostos é obtida como uma mistura de isémeros E e Z, em torno
da dupla ligagdo do grupo imina, tal como se mostra na Figura 1.4. Em solucdo pode ocorrer a
isomerizacdo de Z para E, termodinamicamente mais estavel, devido a diminuicdo das repulsdes
eletronicas. As tiossemicarbazonas derivadas de aldeidos existem maioritariamente na forma E,
enquanto que as derivadas de cetonas assimétricas sdo obtidas como misturas de is6meros E e Z,
cuja proporc¢éo, depende dos substituintes ligados ao grupo carbonilo inicial. A distingcdo entre os dois
isdbmeros pode ser efetuada por espetroscopia de RMN H, visto que o sinal do protdo iminico na
configuracao E aparece a um campo magnético mais baixo, em relagéo ao do isomero Z, em diversos

solventes.*8
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Figura 1.4: Isbmeros Z e E das tiossemicarbazonas. O substituinte R3 tem maior prioridade que R4.

Adicionalmente, as tiossemicarbazonas substituidas e nao-substituidas na posicdo N3, em
solugcdo, apresentam duas conformacbes possiveis cis e trans (Figura 1.5, estruturas a e b),
relativamente a posi¢éo entre o &tomo de enxofre e 0 azoto da fungéo imina. As tiossemicarbazonas
nao substituidas ou mono-substituidas em N3, apresentam uma estrutura aproximadamente planar e
0 seu arranjo estrutural é favorecido na conformacéo trans (Figura 1.5, estrutura b). Esta conformacéo
permite a formacao de uma ponte de hidrogénio intramolecular entre o hidrogénio da fun¢éo tioamida
e 0 azoto da imina, que a torna mais estavel. Porém, a substituicdo completa em N3, torna impossivel
a formacédo de uma ponte de hidrogénio e portanto, a tiossemicarbazona adota a conformacéo cis
(Figura 1.5, estrutura a).*°

A semelhanca de outros compostos carbonilicos e tiocarbonilicos, nas tiossemicarbazonas
existe ocorréncia em solucdo de tautomeria tiona-tiol, cujo equilibrio est4 apresentado na Figura 1.5,
estruturas ¢ e d. A forma tiona é predominante no estado sélido, enquanto que, em solugéo, pode
existir um equilibrio entre as formas tiona e tiol. Este equilibrio € comprovado pelos comprimentos das
ligacbes em N-C-N e C=S, visto que o primeiro fragmento possui um comprimento de ligacéo
semelhante ao das duplas ligacdes e o grupo tiocarbonilo, apresenta um comprimento de ligacao
proximo ao de uma ligagéo simples.*® Este equilibrio é especialmente favorecido no sentido da forma
tiona. Diversos estudos reportaram que o equilibrio tautomérico depende da natureza do solvente bem
como da respetiva polaridade.505152 A existéncia dos tautdmeros pode também ser confirmada por
espetroscopia de 1V, visto que o aparecimento de uma banda de streching S-H na regido de 2500 —
2600 cm* confirma a presenca da forma tiol e portanto, a auséncia desta banda e aparecimento de

um banda intensa de estiramento C=S indica a predominancia da forma tiona.53
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Figura 1.5: Estrutura geral das conformagdes das tiossemicarbazonas (a e b) e respetivas formas tautoméricas
(c e d). O substituinte Rz tem maior prioridade que Ra.

O interesse por esta familia de compostos manifestou-se no inicio do século XX, sendo que em
meados da década de 1950, surgiram as suas primeiras aplicacdes médicas contra a tuberculose e a
doenca de Hansen®4.55 Nos anos 60, foram descobertas as suas propriedades antivirais.>® Nos Ultimos
anos, o estudo das tiossemicarbazonas tem-se intensificado devido ao reconhecimento do seu largo
espetro de acdo bioldgica, que abrange propriedades antibacterianas, antifingicas®”:%8:59, antivirais®°,

anticancerigenas e antioxidantes.>

1.4.1. Tiossemicarbazonas com atividade antibacteriana

As propriedades antibacterianas dos compostos da familia das tiossemicarbazonas foram
descobertas por Domagk et al.%1, em 1946. Neste estudo os autores tinham como principal objetivo
sintetizar um conjunto de sulfatiadiazéis e testar a sua atividade antitubercular. Durante a sintese
ocorreu a formacdo de dois compostos, o produto final e um composto intermediario - uma
tiossemicarbazona - que demonstrou ser ativa contra a Mycobacterium tuberculosis.®? Os autores
demonstraram que algumas tiossemicarbazonas, derivadas de aldeidos ou cetonas aromaticos/as,
exibiam atividade antitubercular in vitro e, nalguns casos, in vivo. Desde entdo, tém vindo a ser
estudados os efeitos que as alteracbes estruturais tém na atividade antibacteriana das
tiossemicarbazonas, principalmente nas que sédo derivadas de benzaldeidos com substituintes na
posicdo para ou aldeidos heterociclicos.®?

O Unico composto das tiossemicarbazonas a ser testado clinicamente foi a 4-
acetamidobenzaldeido tiossemicarbazona, comercialmente reconhecida como tiacetazona (Figura
1.6). Foi sintetizada por Behnisch e Schmidt e clinicamente estudada por Domagk em meados de 1940,
sendo ativa contra a Mycobacterium tuberculosis. E considerado um farmaco antitubercular de
segunda-linha, exibindo um MIC (concentragéo inibitoria minima) compreendido entre 0,1 e 0,5 pg/mL,
e de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude esté inserida no Grupo 5.646566 No inicio da década

de 90, o uso da tiacetazona foi restrito devido a sua toxicidade e ao aparecimento de reacdes cutaneas



graves, que podem ser mortais em pessoas portadoras do virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
bem como a ampla disponibilidade de alternativas mais seguras e acessiveis, como a isoniazida.t” Em
paises subdesenvolvidos, a tiacetazona é ainda utilizada no tratamento da tuberculose, combinada

com a isoniazida, devido aos seus baixos custos e facilidade de producéo.®
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Figura 1.6: Estrutura quimica da tiacetazona.

Recentemente, Marvadi et al.68, em 2020, publicaram um estudo no qual reportaram a sintese
de 22 derivados de tiossemicarbazona, como se pode observar na Figura 1.7, e a respetiva avaliagdo
das atividades antibacterianas, in vitro e in vivo, na estirpe Mycobacterium tuberculosis (Mtb) H37Rv.
Estes investigadores observaram que a substituicdo em Ri ndo contribuia favoravelmente para o
aumento da atividade antibacteriana, e que o valor de MIC variava consoante o substituinte em R:
naftilo, clorotiofenilo (MIC = 0,39 pug/mL) < fenilo, 4-cloro-fenilo, bromotiofenilo (MIC = 0,78 pug/mL) < 4-

metil-fenilo, 4-metoxi-fenilo, 4-fluor-fenilo, 4-bromo-fenilo e tiofenilo (MIC = 3,13 pg/mL).

. ¢ Composto R R:1 Composto R R1

armacoforo ativo
da tiacetazona 4a Ph H Al Ph CHs
4b p-CHs-Ph  H 4m p-CHs-Ph  CHs
4c p-OCHs-Ph H 4n p-CHs-Ph  CHs
4d p-Ph-Ph H 40 p-Ph-Ph CHs
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antitubercular 4e CioH7 H 4p C1oH7 CHs
| 4f p-F-Ph H 4q p-F-Ph CHs
Z 4g p-Cl-Ph  H 4r p-Cl-Ph  CHs
S | R 4h p-Br-Ph  H 4s p-Br-Ph  CHa
RT| °N "Ry 4i C4H3S H 4t CaHsS CHs
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4 4 4k 5-Br-CsH2S H 4v 5-Br-C4H2S CHs
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Figura 1.7: Tiossemicarbazonas sintetizados pelo grupo de Marvadi et al., adaptado de ©8.

1.4.2. Tiossemicarbazonas com atividade antiviral
Hamre et al.®?, em 1950, foram os primeiros a avaliar a atividade antiviral de tiossemicarbazonas
derivadas de benzaldeidos.
O primeiro composto da classe das tiossemicarbazonas a ser formalmente considerado antiviral
foi a metisazona, comercialmente reconhecida como Marboran® (Figura 1.8). Este farmaco foi utilizado
no tratamento da variola e infegcdes causadas pelo virus herpes simplex (HSV), sendo o0 seu modo de

acao a inibicdo da sintese de mRNA viral.5®



Figura 1.8: Estrutura quimica do Marboran®.

Recentemente, em 2020, Sevingli et al.”® publicaram um estudo sobre o potencial antiviral de
derivados de 5-fluor-1-metil/ etil-1H-indole-2,3-diona-3-[4-(fenilo substituido) tiossemicarbazona],
Figura 1.9, baseando-se na estrutura quimica do Marboran®, contra o virus herpes simplex 1 e 2 (HSV-
1 e HSV-2), HSV-1 TK- KOS ACV'e VV em células de fibroblasto de pulmao embrionario humano HEL.
De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que os compostos com um grupo metilo no azoto
inddlico (R2 = CHs), revelaram-se inativos contra todos os virus testados. Por outro lado, os autores
concluiram que os compostos mais potentes apresentam na sua estrutura um substituinte eletroatrator
como p-CF3, p-OCHs, m-Cl e p-Br no anel aromético ligado a N3, bem como a substituicdo do azoto

endociclico com um grupo etilo.
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Figura 1.9: Compostos 7a-7n sintetizados e estudados por Sevingli et al. Adaptado de 7°.

1.4.3. Tiossemicarbazonas com atividade anticancerigena

Entre os atuais tratamentos existentes para o cancro, a quimioterapia € o mais comum, contudo
nao é eficaz em certos cancros mais agressivos.

As tiossemicarbazonas tém vindo a ser estudadas nesta area devido a sua capacidade em
formar complexos metalicos, bem como na interagdo com alvos, que poderdo ser responsaveis pelo
aparecimento de doengas oncolégicas, com destaque para o enzima ribonucleotido reductase (RR) e
o complexo clivavel topoisomerase Il — DNA.”* O enzima ribonucleotido reductase (RR) esta presente
em todas as células vivas e comporta-se como um catalisador na reducao dos ribonucleotideos nos
correspondentes desoxirribonucleotideos, através da substituicdo do grupo hidroxilo na posi¢ao 2’ por
um hidrogénio, sendo responsavel por fornecer os percursores necessarios para a replicagdo e
traducao do DNA.7273 As topoisomerases sao enzimas responsaveis pela resolugdo de intermediarios
topologicos de DNA, formados durante as etapas de replicacéo, transcrigdo e tradugdo, como DNA

superenrolado, relaxed, knotted e catenated.™

10



Brockman et al. em 1956 75, foram os primeiros a avaliar a atividade anticancerigena de
tiossemicarbazonas, derivadas de heterociclicos aromaticos. Neste ensaio in vivo, os investigadores
relataram que a (E)-2-(piridin-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida foi a mais promissora no
prolongamento de tempo de vida de ratinhos xenoenxertados com a linha celular L1210 (leucemia).
Como consequéncia dos resultados obtidos nesta investigacéo, foi possivel o desenvolvimento de
diversos estudos SAR (Relacdo Estrutura-Atividade), nos quais se verificou que a atividade
anticancerigena nesta familia de compostos se manifesta essencialmente em tiossemicarbazonas que
contenham na sua estrutura grupos fendlicos, bem como as que sao derivadas de heterociclos
aromaticos, ligados em posigao a relativamente a fungéo tiossemicarbazona.”677

Posteriormente, no estudo da otimizacdo da solubilidade de tiossemicarbazonas derivadas de
isoquinolina e piridina, os investigadores Sartorelli et al. descobriram, em 1992, a Triapina® ou 3-AP
(Figura 1.10).7® Esta tiossemicarbazona foi inicialmente sintetizada como um farmaco potente na
inibicdo do enzima ribonucleotido reductase 7° e apresentou a capacidade em inibir o crescimento de
células leucémicas L1210, em ensaios in vivo e in vitro.?° Para além disso, em ensaios in vivo
demonstrou um potencial antitumoral muito promissor em ratinhos xenoenxertados, com as linhas
celulares L1210 (leucemia), M109 (carcinoma pulmonar) e A2780 (carcinoma do ovario). Devido ao
sucesso nos ensaios preliminares, esta tiossemicarbazona ja passou por ensaios clinicos de fase | e
Il 8, Nos ensaios clinicos foi avaliada a toxicidade associada a esta tiossemicarbazona, onde se
registou diversos efeitos secundarios. Atualmente a Triapina® encontra-se em ensaios clinicos de fase

Il 82, combinada com a cisplatina e radioterapia, em pacientes portadores de cancro no colo do Utero

ou vaginal.
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Figura 1.10: Estrutura quimica da tiossemicarbazona Triapina®.

A Triapina® é considerada um eficiente agente quelante de ferro, por meio do &tomo de enxofre
e dos dois atomos doadores de azoto. Um estudo publicado em 2006, por Shao et al.83 reporta a
eficacia que o complexo Triapina-Fe(ll) possui na inibicdo do enzima RR ao contrario da Triapina®.8*
Assim, devida a fraca inibicdo do enzima RR pela Triapina®, observada por Shao et al., aliada aos
efeitos secundarios registados nos ensaios clinicos, foi necessario o desenvolvimento de uma série de
compostos providos de maior eficicia e seletividade para quelarem com o ido ferro, derivados de di-2-

piridilcetona tiossemicarbazonas (Figura 1.11).

Composto R’ R”
DpT H H
Dp4mT H CHs
Dp44mT CHs CHs
Dp4eT H CaHs
Dp4aT H CsHs
Dp4pT H Ph

Figura 1.11: Estrutura geral dos derivados de di-2-piridilcetona tiossemicarbazona.
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Num estudo preliminar in vitro, realizado em 2006, dos analogos da série de compostos DpT,
0 Dp44mT quelatado ao ferro foi 0 que mais se destacou na medida em que revelou uma atividade
anticancerigena muito promissora em 28 linhas celulares incluindo em células humanas K562
(leucemia), SK-Mel-28 (melanoma) e T-47D (cancro da mama) com valores de ICso de 0,01, 0,009 e
0,009 uM, respetivamente. Num estudo publicado em 2009 86, verificou-se que a Dp44mT é citot6xica
contra a linha celular do adenocarcinoma da mama humano ndo hormono-dependente MDA-MB-231
devido ao seu carater inibitério da atividade enzimatica do topoisomerase lla, com concentracdes na
ordem do nanomolar. Adicionalmente, verificou-se que esta tiossemicarbazona é também citotéxica
em células leucémicas Nalm-6.87 Contudo, a administracdo do composto Dp44mT em doses elevadas
e sobredosagem induziu fibrose cardiaca em ratinhos de testes, o que levou a sintese de uma segunda
geracdo de derivados tiossemicarbazonas. O design desta familia de compostos foi baseado em
estudos SAR, nos quais se constatou que a substituicio em N3 com um grupo alquilo melhorava a
atividade anticancerigena. Desta nova familia de compostos, o di-2-piridilcetona-4-ciclo-hexil-4-metil-
3-tiossemicarbazona (DpC) foi o candidato mais promissor.888990 Em ensaios in vivo, em ratinhos
xenoenxertados com células da linha celular do adenocarcinoma do pancreas PANC-1, a DpC
demonstrou um potencial anticancerigeno mais eficaz do que o farmaco Gemcitabina, utilizado no
tratamento deste tumor.®® Adicionalmente, verificou-se que a sua administracdo por via oral e
intravenosa ndo revelou ser toxica, bem como ndo desenvolveu fibrose cardiaca em ensaios in vivo e
in vitro.? Em 2016 esta tiossemicarbazona entrou em ensaios clinicos de fase | para o tratamento de
tumores resistentes e num estado avangado.%?

Simultaneamente, a Cotinga Pharmaceuticals desenvolveu uma nova tiossemicarbazona, de
terceira geragdo, estruturalmente diferente das anteriores: a 4-(piridin-2-il)-N-([(8E)-5,6,7,8-
tetrahidroquinolin-8-ilidenoJamino)piperazina-1-carbotioamida ou COTI-2 (Figura 1.12). Estudos in vitro
e in vivo, realizados em 2016 * e 2019 °4, demonstraram a eficacia desta tiossemicarbazona em
diversos tipos de tumores, com valores de ICso na escala nanomolar. Descobriu-se ainda que o seu
modo de ac¢do se baseia no restauro das fungBes do gene supressor de tumor p53, e por conseguinte
da proteina p53, que regula o ciclo celular e, portanto, funciona como um supressor tumoral.®®> A COTI-
2 entrou em ensaios clinicos de fase Ib/lla, como monoterapia ou combinado com a cisplatina, para o

tratamento de diversos cancros vaginais, do pulméo, do pancreas entre outros.%

DpC COTI-2

Figura 1.12: Estrutura quimica de duas tiossemicarbazonas em ensaios clinicos: DpC e COTI-2.
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O grupo de Ribeiro et al.®” em 2019, sintetizou 12 tiossemicarbazonas derivadas de 4-quinolina
substituidas na posicdo N3, Figura 1.13, com o intuito de determinar a citotoxicidade in vitro dos
compostos em duas linhas celulares do cancro da mama, MCF-7 e T-47D. Obtiveram-se valores de
ICso compreendidos entre 0,81 — 1,10 pM e 1,07 — 1,48 uM, para as linhas celulares MCF-7 e T-47D,
respetivamente, o que pode ser indicativo que sdo compostos seletivos para o cancro da mama
hormono-dependente, por demonstrar um intervalo de valores de ICso inferior ao da linha celular T-
47D. Os compostos JF-89, JF-90 e JF-92 apresentaram-se como potenciais “leads” pois revelaram
um grau de citotoxicidade muito promissor, com valores de ICso de 0,88, 0,81 e 0,82 uM,
respetivamente. Os autores verificaram também que a ndo substituicdo e a presenca de pelo menos
um atomo de halogénio no anel aromatico, diminui o grau citotéxico dos compostos na linha celular
MCF-7. Estudos de docking molecular realizados com o composto JF-92 indicaram que esta
tiossemicarbazona inibe parcialmente a topoisomerase lla podendo ser considerado como um inibidor

anti tumoral interfacial.

Composto R Composto R
s JF-85 p-F-Ph JF-91 p-CHa-Ph
< )k \ JF-86  CoHaPh  JF92  p-CoHsPh

~N -
H H JF-87 CsH4N JF-93 p-Br-Ph
JF-88 p-Cl-Ph JF-94  p-OCHs-Ph
JF-89 CioH7 JF-95 CsHs
JE-85 - JF-96 JF-90 p-NO2-Ph JF-96 Ph

Figura 1.13: Estruturas dos compostos estudados por Ribeiro et al. Adaptado de %7.

1.4.4. Tiossemicarbazonas com atividade antioxidante

Varios estudos reportados na literatura comprovam que os derivados de tiossemicarbazonas
apresentam uma atividade antioxidante in vitro e in vivo muito promissora. Bakherad et al.?8, em 2019
sintetizaram 16 tiossemicarbazonas (Figura 1.14) possuindo um nudcleo de indole. A atividade
antioxidante dos compostos 6a — 6p foi avaliada segundo o método colorimétrico do DPPH, tendo os
autores constatado que os compostos 6a — 6l apresentam uma promissora capacidade em reduzir o
radical de DPPH (semelhante & do acido ascérbico usado como controle), sendo os compostos 6a e
6h os mais promissores com valores de ECso de 0,117 + 0,01 uM e de 0,043 + 0,001 pM. Os autores
atribuiram & presenca de um grupo fenilo na posicdo N3 ao acréscimo da atividade antioxidante.
Adicionalmente, verificou-se que a presenca de substituintes volumosos no anel aromético, ligado na
posicao 2 do grupo indolilo, provoca um decréscimo na atividade antioxidante, e que a presenca de
substituintes eletrodadores, como é o caso do grupo hidroxilo, em 6b, 6i e 6m, acrescem o potencial

antioxidante.
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Composto Composto Composto
R2 R2 Rz
(R1 = p-N(CHs)2-Ph) (R1 = p-CHs-Ph) (R1 = CHs)
6a H 6h H 6m p-OH
6b p-OH 6i p-OH 6n p-OCHs
6c 0, m, p-OCHs 6] p-OCH3 60 p-Cl
6d p-OCH3 6k p-Cl 6p p-Br
6e p-Cl 6l p-Br
6f p-Br
69 p-CHs

Figura 1.14: Tiossemicarbazonas sintetizadas pelo grupo de Bakherad et al, adaptado de .

Por outro lado, a quimica dos derivados de tiossemicarbazonas com uma sub-unidade
glicosidica tem vindo a ser considerada muito interessante. A glicosilacdo, por norma, melhora as
propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas de potenciais farmacos, uma vez que pode reduzir
a toxicidade associada a farmacos néo glicosilados.5®

Nguyen et al.?° publicaram em 2013 um estudo que demonstrou que os derivados de glicosil
tiossemicarbazona também tém propriedades antioxidantes. Neste trabalho de investigagcdo, os
autores reportaram a sintese de 13 derivados de glicosil tiossemicarbazona, Figura 1.15, e avaliaram
o efeito do tipo de substituinte no anel aromatico e respetiva posicao, na atividade antioxidante in vitro
e in vivo. Os autores constataram que 0S cOmpostos que possuem na sua estrutura substituintes
eletrodadores no anel aromético, 4a, 4b, 4c e 4f, apresentam uma capacidade antioxidante muito
promissora, com valores de ECso de 56, 71, 75 e 108 UM, o que se deve a elevada estabiliza¢do do

radical formado, valores inferiores ou proximos ao do Resveratrol, um conhecido antioxidante natural.

Composto R Composto R

H PAe 4a p-N(CHz)2 4h p-CHa

o o ] ] H 4b m-OCzHs; p-OH 4i p-Br

AcO - ~) N N\N/ N 4c m-OCHgs; p-OH 4j p-Cl

! 1 \H/ l 4d m-OH; p-OCHs 4k p-F
S F{/ Z 4e m-OCHj al m-NO:
Af p-OH 4m p-NO2

49 p-'CsH7

Figura 1.15: Estruturas dos compostos sintetizados por Nguyen et al. Adaptado de 2°.

14



Posteriormente, em 2016 Thanh et al.®® publicaram um estudo que demonstrou que as
tiossemicarbazonas derivadas de isatina (Figura 1.16) com um fragmento glicosidico apresentaram
eficacia no aumento da atividade de enzimas como o superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GSH-Px), em ensaios in vivo, realizados em ratos. Neste ensaio, o resveratrol
foi utilizado como controle positivo.

4y OAc
H o
AcO H
AcO N
0AC
H H s
Composto R, Composto .
(R1=H) (R2=H)
4da H 4am CHs
4b 5-NO2 4n C2Hs
4c 5°-CI-7-NO2 40 n-CsHz
4d 5°-Br-7"-NO2 4p Nn-CaHg
de 5, 7-Br 4q i-C4aHo
4f 5-F Ar CsHs
49 5'-Cl 4s CHz-Ph
4h 5-Br 4t (CH2)2-Ph
4i 5-1
4j 5°-CHs
4k 7-CHs
41 5’-iCsH7

Figura 1.16: Estrutura dos derivados de glicosil tiossegr;icarbazonas sintetizadas por Thanh et al. Adaptado de

Os autores constataram que a presenca de halogénios, com excec¢éo do fllor, contribui para o
aumento do potencial antioxidante dos compostos, enquanto que a presenc¢a de grupos alquilo na
posigdo 1’ da isatina, assim como a presenga de grupo volumosos, em 4m — 4t, tinham um efeito
negativo na atividade antioxidante, devido, possivelmente, a efeitos estereoquimicos. O composto mais
ativo nos trés enzimas foi a 5, 7’-di-bromoisatina N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)
tiossemicarbazona, 4e, cuja concentragéo inibitdria minima foi de 10,76 + 0,33 unit/mg proteina para o
enzima SOD. Para 0s enzimas GSH-Px e CAT os compostos mais promissores foram o 4r e 4i com
valores de concentracdo inibitéria minima de 0,27 + 0,01 unit/mg proteina e de 399,75 + 12,12 unit/mg

proteina, respetivamente.
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1.5. Enquadramento do presente trabalho
Apesar da existéncia de diversos tipos de antioxidantes naturais, este grupo de compostos

apresenta uma fraca biodisponibilidade e baixa eficacial® derivado a sua instabilidade®?,
permeabilidade e solubilidade fraca e ainda degradacéo extracelular®2, Assim, o principal objetivo na
investigacao na area dos radicais livres e stress oxidativo envolve a necessidade de explorar novos
antioxidantes, mais eficientes e seletivos, de modo a ultrapassar as desvantagens associadas aos
antioxidantes naturais, sendo uma area que continua em expanséo.

Decorrente dos resultados promissores publicados sobre a atividade antioxidante e
anticancerigena dos derivados de tiossemicarbazonas, propds-se para o presente trabalho a sintese
de quinze derivados de tiossemicarbazonas, dez dos quais novos (4.a — 4.e, 4.h, 4.1 — 4.0)%, Figura
1.17, e avaliar o seu potencial antioxidante e anticancerigeno. Pretende-se sintetizar uma série de
novas tiossemicarbazonas derivadas de aldeidos heteroaromaticos (indole, benzofurano, benzotiofeno
e benzotiazol), variando a sua posi¢éo relativamente a funcédo tiossemicarbazona, bem como o grupo

substituinte ligado ao azoto N3 (grupo glicosidico per-acetilado, fenilo ou um hidrogénio).

Composto R1 R, Composto Ri R
S .
. N 4.a 4 OAc a 4. H o]
N2 i
R1\N N/N\ Ry 4.b Ho b 4. H e
H H 4.c AcO (o4 4.k H f
H 4.d S % d 4 H
. OA . g
4.e H H e 4.m Ph b
4.f H a 4.n Ph f
4.9 H d 4.0 Ph ¢
4.h H b

Substituinte (R2)

a b c d e f g
éé 7 “NH ; 7 SN )\
Z Swv & o 7 s 57 Ny Z S\

Figura 1.17: Estrutura dos derivados de tiossemicarbazona sintetizados neste trabalho.

A atividade antioxidante de todos os compostos serd determinada segundo o método in vitro de
captura do radical livre de DPPH. As atividades anticancerigenas serdo avaliadas na linha celular do
carcinoma hepatocelular humano Hep-G2, para uma indicagdo preliminar do seu potencial
hepatotéxico, bem como na linha celular do cancro da mama hormono-dependente MCF-7, com
recurso ao método colorimétrico do MTT. A sintese dos quinze compostos possibilita a criagdo de uma

pequena biblioteca de derivados de tiossemicarbazonas, para a realizacdo de um estudo preliminar de

10s compostos 4.d e 4.e foram anteriormente sintetizados em projetos de licenciatura.
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Relagdo Estrutura-Atividade (SAR), que permitird antever quais as particularidades estruturais que
poderdo conferir melhor atividade contra os alvos estudados.

O trabalho realizado no decorrer desta dissertacdo de mestrado esta descrito nos capitulos
seguintes. No capitulo 2 apresenta-se a sintese e a caracterizacéo por técnicas espetroscopicas de
RMN (H, 13C-APT, COSY, HSQC, HMBC e NOESY) e IV dos compostos sintetizados, bem como os
resultados obtidos dos estudos in vitro da atividade antioxidante e dos ensaios de citotoxicidade. A
descricao experimental é incluida no capitulo 3, onde esté inserida uma explicagéo pormenorizada de
todos os reagentes utilizados, das sinteses efetuadas e o protocolo experimental dos métodos
colorimétricos do DPPH e MTT. Finalmente, a conclusdo e trabalho futuro sdo apresentados no
capitulo 4 deste trabalho, seguido do capitulo 5 e 6 onde estdo incluidos a bibliografia utilizada e os

apéndices, respetivamente.
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2° Capitulo

2. Apresentacao e discussao
de resultados
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2.1. Sintese de derivados de glicosil tiossemicarbazona

Como ja foi referido, um dos principais objetivos do presente trabalho foi elaborar uma pequena
biblioteca de novos derivados de glicosil tiossemicarbazona e avaliar a sua capacidade antioxidante,
bem como a sua atividade citotoxica nas linhas celulares do cancro da mama hormono-dependente
(MCF-7) e do carcinoma hepatocelular humano (Hep-G2).

Primeiramente, foram sintetizadas cinco novas glicosil tiossemicarbazona que se diferenciam
pelo anel heterociclico ligado ao azoto N1. As glicosil tiossemicarbazonas 4.d e 4.e foram
anteriormente sintetizadas no grupo de investigacdo onde este trabalho foi desenvolvido, contudo
foram utilizados no presente trabalho para se poderem avaliar as respetivas atividades biolégicas.103.104

A sintese dos derivados de glicosil tiossemicarbazona (4.a - 4.e) foi realizada em trés passos
reacionais, Esquema 2.1. No primeiro passo reacional efetuou-se a sintese do isotiocianato de 2,3,4,6-
tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil (2), por meio de duas reacdes de substituicdo nucleofilica Sn2 entre o
brometo de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil (1), brometo de tetrabutilamdnio ((n-CsHo)4NBr) e,
posteriormente com o tiocianato de potassio (KSCN). O segundo passo da via sintética consistiu na
sintese da N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil) tiossemicarbazida (3.a), por reacao de adi¢do
entre o composto (2) e hidrazina hidratada (NH2NH2.H20). O terceiro, e Ultimo passo reacional &
caracterizado pela sintese de derivados de glicosil tiossemicarbazona (4.a - 4.e), que consiste numa
reacdo de substituicdo no grupo carbonilo com perda de oxigénio, entre a N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-3-

D-glucopiranosil) tiossemicarbazida (3.a) e o aldeido correspondente.

H OAc H OAc
ACO KSCN n C4 )4NBL AcO NH2NH2 55 A)
AcO CHsCN, MW AcO N=C=—5 “EtOH absoluto.
10°C
(1
H OAc % H OAc
)}\ , Acido acético H
AcO R glacial > AcO
AcO T i, Metanol, 70-85 °oc AcO
R
3 a) (4.a-d.e)
(4.a) Indole-3-carboxaldeido N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil) tiossemicarbazona R=CsHsN
(4.b) Indole-2-carboxaldeido N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-b-glucopiranosil) tiossemicarbazona R=CsHsN
(4.¢) 2-benzofurano carboxaldeido N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-3-d-glucopiranosil) tiossemicarbazona R=CsgHsO
(4.d) 1-metilindole-3-carboxaldeido N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-dD-glucopiranosil) tiossemicarbazona R=CgoHsN

(4.e) 2-benzolbltiofeno carboxaldeido N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-b-glucopiranosil) tiossemicarbazona R=CsHsS

Esquema 2.1: Esquema reacional de sintese dos derivados de glicosil tiossemicarbazonas, 4.a-4.e.

Do ponto de vista mecanistico, Esquema 2.2, o primeiro passo da via sintética consiste,
primeiramente numa reacdo de substituicdo nucleofilica Sn2, com a prévia ativacdo da posicao

anomérica através do brometo de tetrabutilamoénio (PTC). Posteriormente, ocorre a formagéo de uma
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ligacao glicosidica 1,2-trans, presente no composto 2, com a participagédo do grupo vizinho, que neste
caso é um grupo acetilo. Esta reagdo de glicosilacdo ocorre por meio da formacao de um composto
intermediario ciclico, o ido oxénio que, posteriormente é aberto pelo ataque nucleofilico Sn2 anti do
isotiocianato, com a correspondente inversdo de configuracdo do carbono anomérico, passando de

anomero a para anémero 3 e, portanto a formagao estereosseletiva de um derivado de glicosilo 1,2-

trans.105
H OAc
AcO —_—
AcO = Cor B
H OAc
AcO
AcO

N=—=C=—=S

H
H \( !
()

Esquema 2.2: Mecanismo de sintese do isotiocianato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-8-p-glucopiranosil, 2.

Este passo reacional requer o uso de um catalisador de transferéncia de fase (PTC), como é
considerado o brometo de tetrabutilamoénio ((n-CsHe)sNBr), embora a reacéo se dé apenas numa
fase.1% Pensa-se que o brometo de tetrabutilaménio seja utilizado com dois propdsitos: atuar como
um catalisador nucleofilico permitindo a conversédo do a-Br inicial em B-Br, mais labil; e, promover a
conversao in situ do tiocianato em isotiocianato sob condicGes moderadas.1%” Esta conversao revelou
ser muito Util na medida em que veio solucionar um problema proveniente da reagdo entre o brometo
de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil com sais de tiocianato, visto que, sem 0 uso de
catalisadores de transferéncia de fase, o produto resultante desta sintese seria o isdmero de tiocianato
cineticamente mais estavel. Os sais de tiocianato de baixo custo vieram substituir o tiocianato de prata
utilizado num estudo publicado por Emil Fisher em 1914.108.109

Em trabalhos anteriores 193104 tentou-se trés abordagens para a obtencdo do composto 2. Numa
primeira abordagem, optou-se por realizar a sintese sob condi¢cdes anidras e sem uma pré-secagem
dos reagentes. Posteriormente, tentaram-se outras duas alternativas de sintese, a primeira em meio
anidro, atmosfera inerte de azoto, bem como uma pré-secagem da acetobromo-a-D-glucose e 0 uso
de acetonitrilo anidro, e a segunda sintese em meio ndo anidro. Constatou-se na primeira abordagem
efetuada, a formacdo dos anémeros a e 3, numa propor¢gdo de 1:1. Ja na segunda e na terceira
sinteses, através dos espetros de RMN 'H da misturas reacionais, pela integracdo dos protGes
homdélogos, verificou-se que a reacdo nao foi completa, visto que a propor¢édo entre o composto 2 e a
acetobromo-a-D-glucose foi de aproximadamente 2:1 e 1:1, indicando que a realizacdo da reacdo em
ambiente anidro é um fator importante. Na primeira abordagem o composto 2 foi obtido com
rendimentos efetivos muito baixos de 3 — 5% e na segunda abordagem obtiveram-se rendimentos

efetivos, igualmente fracos de 13% e 17% na 12 e 22 sintese, respetivamente. Estes baixos valores de
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rendimentos poderdo ser explicados pela decomposicdo do brometo de glicosilo, uma vez que, sendo
o bromo um excelente grupo rejeitado é facilmente suscetivel ao ataque da agua em condi¢gBes que
nao sejam rigorosamente anidras. Devido a atual situacdo de pandemia nédo foi possivel o céalculo do
rendimento efetivo na 32 aproximacao.

Assim, no presente trabalho, tentou-se primeiramente melhorar o rendimento deste passo
reacional, fazendo diversas aproximacBes. Numa primeira aproximacdo, a reacdo foi realizada
igualmente em meio anidro e atmosfera inerte de azoto, bem como um pré-tratamento de todos os
reagentes e do solvente reacional. Num segunda abordagem manteve-se as condi¢des experimentais
utilizadas anteriormente, mas utilizou-se um excesso de tiocianato de potassio (6 mmol). Em ambas
as sinteses os espetros de RMN 'H das misturas reacionais eram igualmente complexos e a proporgéo
dos dois anémeros manteve-se 1:1. Foi ainda efetuada uma 32 sintese utilizando o método de solvent-
free, porém este protocolo experimental ndo foi eficaz na medida em que o composto se degradou.
Por Gltimo, ensaiou-se a sintese assistida por micro-ondas, que efetivamente demonstrou ser mais
promissora. Nesta Ultima abordagem todos o reagentes foram submetidos a uma pré-secagem, a
mistura reacional foi preparada em atmosfera inerte de azoto e usou-se acetonitrilo recém-destilado.
Este procedimento experimental, para além de ser considerado mais sustentavel em relacéo aos
anteriormente reportados, levou a obtencdo de misturas reacionais menos complexas, bem como a
formagao maioritaria do anémero 3. Nesta abordagem o composto 2 foi obtido com rendimentos
efetivos superiores aos das sinteses descritas anteriormente, de 28,2% e 38,4%. Estes valores de
rendimento poderéo ser explicados pela forma como estas rea¢des ocorrem - a irradiagdo de micro-
ondas produz um aquecimento dielétrico direto dos reagentes e solventes da reacéo, que possuem a
capacidade de transformar a radiacdo eletromagnética em calor, acelerando as rea¢cfes quimicas
devido & absorcéo seletiva de energia micro-ondas por moléculas polares. A reacdo é realizada num
vial adequado para que o aumento de temperatura seja uniforme por toda a amostra, levando
consequentemente a menos produtos secundarios ou a sua decomposicdo, resultando em
rendimentos superiores quando comparados a métodos convencionais.110.111

O isotiocianato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosilo (2) foi utilizado na formagé&o da N-
(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil) tiossemicarbazida (3.a) por adicdo de hidrazina hidratada
(NH2NH2.H20). Do ponto de vista mecanistico, Esquema 2.3, este passo reacional consiste na adi¢cao
nucleofilica da hidrazina ao carbono da func¢édo isotiocianato, seguida de uma transferéncia de protdo
mediada pelo meio reacional.

Geralmente, procede-se a conversdo do composto (2) em (3.a) usando um solvente aprotico,
porém, o rendimento desta reacdo demonstrou ser superior num solvente prético, como o etanol
absoluto. Esta reagéo deve ser também realizada a temperaturas baixas (< 10 °C), de modo a evitar,
a decomposicao do isotiocianato em derivados do &cido tiocarbamico. O uso de etanol absoluto nesta
etapa reacional revelou ser uma vantagem, devido a baixa solubilidade do composto (3.a) neste

solvente (a baixas temperaturas), levando a sua precipitacdo a medida que se vai formando. 99112
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Esquema 2.3: Mecanismo de sintese da N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-8-p-glucopiranosil) tiossemicarbazida, 3.a a
partir do respetivo isotiocianato.

O composto 3.a foi utilizado na sintese de derivados de glicosil tiossemicarbazonas (4.a - 4.e),
numa reagéo de substitui¢éo nucleofilica no aldeido correspondente, com perda do oxigénio, Esquema
2.4. Esta reacao inicia-se com a protonacgéo do oxigénio do grupo carbonilo, levando a formacgéo de
um ido oxonio intermediério. De seguida, o atague nucleofilico do &tomo de azoto N1 da N-(2,3,4,6-
tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil) tiossemicarbazida (3.a) leva a formacdo de um intermediério
hemiaminal protonado que, apdés eliminagdo de uma molécula de dgua e desprotonacédo da origem
aos derivados de glicosil tiossemicarbazona (4.a - 4.e). A formagédo deste tipo de compostos da-se
mais rapidamente se for efetuada em condi¢8es de catalise acida com valores de pH entre 4 e 5, visto
gue a valores de pH inferiores a 4 pode ocorrer a protonacdo de N1 da tiossemicarbazida e a um pH
superior a 5 a protonacéo do grupo carbonilo € menor. Estes dois efeitos levam, consequentemente, a

uma diminuicdo da velocidade reacional.113
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Esquema 2.4: Mecanismo de sintese dos derivados de glicosil tiossemicarbazona, 4.a-4.e a partir da
correspondente hidrazida.
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2.1.1. Caracterizacdo do isotiocianato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil (2)

O composto 2 foi obtido segundo o procedimento geral descrito em 3.3.1 e 0 seu rendimento é

reportado a quantidade de produto bruto purificado. Na 1% e 22 sintese foram purificados,

respetivamente, 0,387 g e 0,349 g de produto bruto obtendo-se o produto purificado com um

rendimento efetivo de 28,2% e 38,4%. A Figura 2.1 ilustra a estrutura e numeracdo do composto 2,

para efeitos de caracterizacdo espetroscépica. A atribuicdo dos sinais de RMN 1H e 13C-APT, Tabela
2.1 e Tabela 2.2, realizou-se recorrendo as experiéncias de RMN 1H, 22C-APT, COSY, HSQC e HMBC,

estando os respetivos espetros reunidos no Apéndice 1 (Figura 6.1 — Figura 6.5).

Tabela 2.1: Dados de RMN, *H e COSY, do composto 2 em CDCls.

Figura 2.1: Estrutura e numerac¢ao do composto 2.

Integragdo [H], multiplicidade (m), constante de

1 o
6 'H (ppm) acoplamento J (Hz) COosy Atribuicéo
2,02 6H, multipleto - OAc Chs-C-2
OAc CHs-C-3
2,11 6H, singuleto - OAc CHs-C-4
OAc CHs-C-6
3,74 1H, multipleto - H-5
4,14 1H, dupleto de dupletos, J =12,5
3,74 H-6a; H-6b
4,24 1H, dupleto de dupletos, J =12,5
5,02 1H, dupleto, 3 =9,0 511 H-1
5,11 2H, tripleto, J = 9,2 3,74; 5,02 H-2; H-4
5,20 1H, tripleto, J = 9,3 511 H-3
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Tabela 2.2: Dados de RMN, 3C-APT, HSQC e HMBC, do composto 2 em CDCls.

& 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuicio
170,51 C - 4,14; 4,24 OAc C-6
170,25 C - 5,20 OAc C-3
169,23 C -

511 OAc C-2; OAc C-4
169,06 C -
144,15 C - 5,02 C=S
83,46 CH 5,02 5,11 C-1
74,01 CH 3,74 - C-5
72,45 CH 5,20 5,02; 5,11 C-3
71,81 CH 511 5,20 C-2
67,58 CH ’ 4,14; 5,20 C-4
61,46 CH2 4,14; 4,24 511 C-6
20,71 CHs . OAc CHs-C-2,
2.02: 2,11 OAc CH3s-C-3;
20,53 CHa . OAc CHs-C-4;
OAcC CH3-C-6

A analise dos espetros de RMN permitiu a identificac@o de todos os sinais de protéo e carbono
pertencentes ao composto 2. Segundo o espetro de HMBC, o sinal de °C-APT a & 144,25 ppm
correlaciona-se com sinal de protdo a 6 5,02 ppm que, como se pode observar no espetro de RMN 'H
€ um dupleto, que integra para um protao e possui uma constante de acoplamento de 9,0 Hz. O sinal
de carbono a & 144,25 ppm esta em conformidade com o valor descrito na literatura para o carbono
N=C=S.114 Assim, o sinal a & 5,02 ppm corresponde ao protdo anomérico H-1 que, no espetro de
HSQC, acopla com o carbono a 6 83,46 ppm.

A constante de acoplamento Ju-1,H2 permite identificar a configuracdo do carbono anomérico,
visto ser diretamente proporcional ao angulo diedro. No anémero a, o protdo anomérico encontra-se
em posi¢do equatorial, estando cis em relagéo a H-2 que esta em posi¢éo axial, originando assim, um
angulo diedro de 60° e, consequentemente, um valor de J de aproximadamente 4 Hz. No anémero 3
os protdes mencionados encontram-se em posicdo trans-diaxial, resultando num angulo diedro de
180°, implicando assim um valor de J superior: 7- 8 Hz.115116.117 Q valor de 9,0 Hz no sinal a § 5,02
ppm, atribuido ao protdo anomérico, indica que o composto 2 se encontra na forma de anémero 8 e,
portanto, ocorreu a esperada inversado de configuracdo no centro anomérico durante a reacgao.

No espetro de HSQC, verifica-se que os dois sinais a 6 4,14 ppm e 4,24 ppm correlacionam-se
com o mesmo carbono, a & 61,46 ppm, que no espetro de 13C-APT se apresenta como um carbono
secundario, correspondendo portanto a C-6. A partir dos sinais de H-6a/ H-6b e através do espetro de
COSY foi possivel estabelecer as correlagdes H-H direta, Figura 2.2. Os protdes diasterotopicos H-6a/
H-6b correlacionam-se, no espetro de COSY, um com o outro, bem como, com o sinal a & 3,74 ppm,
correspondente a H-5. Este protdo, no espetro de HSQC acopla com o carbono a & 74,01 ppm que se
atribui a C-5.
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5,20 5,02

Figura 2.2: Correlagdes observadas no espetro de COSY do composto 2.

O sinal de protdo a 6 5,02 ppm, atribuido a H-1 e, o sinal a & 3,74 ppm, atribuido a H-5,
correlacionam ambos, em COSY, com o tripleto a 6 5,11 ppm que integra para 2 protdes, pelo que,
este sinal devera ser atribuido aos protdes H-2 e H-4. A correlagao no espetro de COSY entre o sinal
a 65,11 ppm e o tripleto a 5 5,20 ppm, permite atribuir este Gltimo sinal a H-3, que no espetro de HSQC,
correlaciona-se com o sinal de carbono a & 72,45 ppm. A distin¢gdo entre dois sinais de carbono a &
67,58 e 71,81 ppm, acoplados em HSQC com o tripleto a & 5,11 ppm, foi feita com recurso ao espetro
de HMBC onde é possivel verificar uma correlagéo entre o sinal a 5 67,58 ppm com um dos protdes H-
6 (8 4,14 ppm), que deverd portanto corresponder a C-4, enquanto que o sinal a & 71,81 ppm
correlaciona apenas com sinal a 6 5,20 ppm, e portanto devera ser atribuido a C-2.

Os sinais a 6 2,02 e 2,11 ppm integram cada um para 6 protdes, correspondendo aos protdes
dos grupos acetilo. Por Gltimo, a atribuicdo dos carbonos quaternarios dos grupos acetilo foi feita de
acordo com as respetivas correlacdes de HMBC com os protBes do carbono da glucose a que estao

ligados, representadas na seguinte figura:

O
169,23/169%
O

(@]
771029

Figura 2.3: Correlag8es observadas no espetro de HMBC do composto 2 para atribuicdo dos sinais de RMN
13C dos carbonos quaternarios.
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2.1.2. Caracterizagdo da N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil) tiossemicarbazida
(3.9

Os composto 3.a foi obtido pela reacéo entre o correspondente derivado de isotiocianato e
hidrazina hidratada segundo o procedimento geral descrito em 3.3.2. O composto foi obtido com um
rendimento de 97,0%, 98,6% e 100% na 12, 22 e 3?2 sinteses, respetivamente. A Figura 2.4 representa
a estrutura e numeracao do composto 3.a, de acordo com as regras utilizadas para o composto 2.

O composto 3.a foi caracterizado pelas mesmas técnicas espectroscopicas utilizadas para o
composto 2, estando a atribuicdo do sinais de RMN 1H e 13C-APT nas Tabelas 2.3 e 2.4. Os espetros
de RMN (*H, 3C-APT, COSY, HSQC e HMBC) podem ser observados no Apéndice 2 (Figura 6.6 —
Figura 6.10).

Figura 2.4: Estrutura e numeracgao do composto 3.a.

Tabela 2.3: Dados de RMN, *H e COSY, do composto 3.a em CDCls.
Integracgéo [H], multiplicidade (m), constante de

1 o
o 'H (ppm) acoplamento J (Hz) COosYy Atribuicéo
2,04 9H, multipleto - OAc CHx-C-2
OAc CHs-C-3
2,09 3H, singuleto - OAc CHs-C-4
OAc CHs-C-6
3,79 2H, singuleto - N(1)-H
3,89 1H, dupleto, J = 10,0 - H-5
4,12 1H, dupleto, J = 12,1 - H-6a: H-6b
4,33 1H, dupleto, J = 13,0 4,12; 3,88 ’
5,07 i - H-2
2H, multipleto
5,12 3,89 H-4
5,38 1H, tripleto, J=9,5 5,07; 5,12 H-3
5,77 1H, tripleto, J = 9,2 5,07 H-1
7,44 1H, singuleto - N(2)-H
8,15 1H, dupleto, J =7,6 5,77 N(3)-H
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Tabela 2.4: Dados de RMN, 3C-APT, HSQC e HMBC, do composto 3.a em CDCls.

5 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuicdo
184,292 C - 7,44 C=S
171,19 C - 2,04;5,07;5,12 OAcC-2; OAc C-4
170,72 C - 2,09; 4,12; 4,33 OAc C-6
170,042 C - 2,04; 5,38 OAc C-3
169,91 C - 2,04;5,07;5,12 OAcC-2; OAc C-4

82,16 CH 577 5,07 C-1
73,53 CH 3,89 5,12 C-5
72,74 CH 5,38 5,07; 5,12 C-3
70,71 CH 5,07 5,38 C-2
68,26 CH 5,12 5,38; 4,12 C-4
61,64 CH: 4,12; 4,33 - C-6
20,81 CHs - OAc CHs-C-2;
20,79 CHs 2.04: 2,09 - OAc CHs-C-3;
OAC CH3-C-4;
20,63 CHs - OAC CHy-C-6

A fracéo glicosidica no composto 3.a, ndo sofreu alterac¢des significativas nos desvios quimicos
de RMN, com excecado do protdo anomérico, pelo que as principais diferencas nos desvios quimicos
entre os compostos 2 e 3.a estdo associadas a fungédo tiossemicarbazida.

Comparando os valores de desvios quimicos do protdo anomérico dos compostos 2 e 3.a, 6 5,02
e 6 5,77 ppm, respetivamente, verifica-se que no composto 3.a o sinal estd mais desblindado, o que
pode ser explicado, em parte, por um efeito eletroatrator mais forte do grupo tiossemicarbazida. O sinal
correspondente ao protdo anomeérico, apresenta um valor de constante de acoplamento de 9,2 Hz
indicando assim a presenga do anémero 3, como previsto.

A Figura 2.5 apresenta as principais correlagdes COSY e HMBC no composto 3.a.

'H
H OAc 13C
COSY
H
—0 8,15 7,44
AcO H H
AcO . N N_ 3,79
H OAc 184,29\NH2
H H
577 S

Figura 2.5: Principais correla¢des observadas nos espetros de COSY e HMBC do composto 3.a.

Os sinais de protao a 6 3,79, 7,44 e 8,15 ppm ndo acoplam com carbonos, pelo que deveréo ser
atribuidos aos protfes diretamente ligados a 4tomos de azoto. O sinal do protdo anomérico a 6 5,77
ppm acopla em COSY com o sinal a 3 8,15 ppm, o qual devera corresponder, portanto, a N(3)-H. No
espetro de HMBC, o sinal do carbono quaternario a & 184,29 ppm, atribuivel ao carbono do grupo

tiocarbonilo, apresenta uma correlacdo a duas liga¢cdes com o sinal a & 7,44 ppm, que integra para um

2 Desvio quimico retirado do espetro de HMBC
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protdo, sendo este sinal atribuido a N(2)-H. Verifica-se que os sinais protdo de N(1)-H e N(2)-H
apresentam um elevado valor de desvio quimico, que podera ser explicado pela desblindagem causada
pelo efeito indutivo do grupo tiocarbonilo. Por dltimo, o singuleto a 8 3,79 ppm, com integracdo de 2

protdes, devera corresponder a N(1)-H .
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2.1.3. Caracterizacédo da indole-3-carboxaldeido N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-

glucopiranosil) tiossemicarbazona (4.a)

O terceiro passo reacional da sintese para a obtencao do composto 4.a foi conseguido com um
rendimento de 51,1% e seguiu o procedimento geral descrito em 3.3.3. Os derivados de glicosil
tiossemicarbazona foram caracterizados recorrendo as técnicas de IV, RMN !H, 13C-APT, COSY,
HSQC e HMBC e ESI-HRMS. A estrutura do composto 4.a apresenta-se na Figura 2.6, com a respetiva

numeracao, para fins de caracterizacdo espetroscoépica.

N (3) N (2)
H H
AcO . N N \N/

N (1)

&'

Figura 2.6: Estrutura e numeragao do composto 4.a.

A andlise dos espetros de RMN em CDCIz permitiu atribuir os sinais de RMN 'H e 13C-APT,
Tabela 2.5 e Tabela 2.6, estando 0s espetros apresentados no Apéndice 3 (Figura 6.11 — Figura 6.15).

Tabela 2.5: Dados de RMN, H e COSY, do composto 4.a em CDCls.

Integracéo [H], multiplicidade (m), constante de

& H (ppm) acoplamento J (Hz) COosy Atribuicéo
2,04 3H, singuleto OAc CHs-C-2
2,06 6H, singuleto OAc CH3z-C-3

_ ) OAc CH3-C-4
2,09 3H, singuleto OAC CH-C-6
3,03 1H, dupleto de dupletos de dupletos J = 10,2; 4,4, 5,17, 4,38; H-5

2,0 4,15
4,15 1H, dupleto de dupletos, J =12,5; 2,0

3,93; 4,15 H-6a; H-6b

4,38 1H, dupleto de dupletos, J =12,5; 4,4
517 1H, tripleto, J = 9,8 3,93 H-4
5,28 1H, tripleto, J = 9,5 - H-2
5,43 1H, tripleto, J =9,4 5,17; 5,28 H-3
5,82 1H, tripleto, J =9,3 5,28 H-1
1,32 2H, multipleto - H-6
7,39 - H-5
7,43 1H, dupleto, J=7,5 7,32 H-7’
7,53 1H, dupleto, J = 2,7 - H-2’
7,95 1H, singuleto - N=CH
8,06 1H, dupleto, J=9,1 5,82 N(3)-H
8,24 1H, dupleto, J=7,4 7,39 H-4
8,54 1H, singuleto 7,53 N-H (indole)
9,06 1H, singuleto - N(2)-H
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Tabela 2.6: Dados de RMN, *3C-APT, HSQC e HMBC, do composto 4.a em CDCls.

8 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuicido
178,37 C - 9,06 C=S
171,00 C - 2,09; 2,04 OAc C-2
170,95 C - 2,09 OAc C-3
170,18 C - 2,06 OAc C-4
169,89 C - 2,06 OAc C-6
140,57 CH 7,95 9,06 N=CH
136,99 C .- 7,32;7,53; 8,24 C-7’a
129,66 CH 7,53 7,95 C-2
124,40 C - 7,53; 7,95 C-3a
124,30 CH 7,32 7,39;7,43; 8,24 Cc-6’
122,54 CH 8,24 7,32 c-4
122,34 CH 7,39 7,43 Cc-5
112,15 C - 7,53; 7,95 Cc-3
111,61 CH 7,43 7,39 C-7
82,62 CH 5,82 5,28 C-1
73,72 CH 3,93 - C-5
73,16 CH 5,43 5,28 C-3
70,47 CH 5,28 5,43 C-2
68,61 CH 5,17 4,15; 5,43 C-4
61,87 CH: 4,15; 4,38 - C-6
21,03 CHs - OAc CH3s-C-2
20,91 CHs - OAc CHs-C-3

2,04; 2,06; 2,09 OAC CHs-C-4
20,80 e ] OAc CH3-C-6

Uma vez que as Unicas diferencas entre o composto 4.a e 3.a sdo a presenca do grupo
heterociclico e a funcdo imina, as alteracdes mais notérias nos espetros de RMN foram atribuidas a
essa fracdo da molécula.

O sinal do carbono no grupo tiocarbonilo foi imediatamente identificado devido ao seu elevado
valor de desvio quimico a & 178,37 ppm, confirmando que a tiossemicarbazona foi obtida na forma
tiona ndo tendo, portanto, ocorrido tautomerizacdo tiona-tiol. Os protdes N(2)-H e N(3)-H foram
identificados de forma analoga & do composto 3.a. No espetro de HMBC, a correlacéo do protdo N(2)-
H com o sinal a 6 140,57 ppm permite atribuir este sinal ao carbono iminico (N=CH), cujo protédo
aparece a & 7,95 ppm, de acordo com o espetro de HSQC. Ambos os valores de desvio quimico deste
grupo funcional estdo concordantes com o reportado na literatura.?® Como se observa na Figura 2.7, o
singuleto a & 7,95 ppm correlaciona-se em HMBC, com os sinais de carbono a & 112,15 (C), 124,40
(C) e 129,66 (CH) ppm, sendo este Ultimo sinal atribuido a C-2’, cujo proto aparece a § 7,53 ppm.?°
Os sinais a & 112,15 ppm e 124,40 ppm sé&o referentes aos carbonos C-3’ e C-3’a, respetivamente,
encontrando-se de acordo com os valores encontrados na literatura.'® O dltimo sinal de carbono

quaternario - 4 136,99 ppm - serd consequentemente referente a C-7’a.
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Figura 2.7: Algumas correlagbes observadas no espetro de HMBC do composto 4.a.

Os sinais de protdo presentes no anel heteroaromatico, foram atribuidos de acordo com as
correlagdes COSY entre H-4’ e H-5’; H-6’ e H-7’, e HMBC entre o carbono quaternario C-7'a e o protéo
H-6’, como esté apresentado na Figura 2.8. Pelas correlagées em HSQC, identificam-se C-7°, C-5’, C-
4 e C-6’"ad 111,61, 122,34, 122,54 e 124,30 ppm, respetivamente. Por Gltimo, o sinal a & 8,54 ppm

atribui-se ao protéo diretamente ligado ao &tomo de azoto no grupo indolilo.

H OAc 1H
130
o CcosY
AcO H
AcO N
H OAc
H H

Figura 2.8: Algumas correlagfes observadas nos espetros de COSY e HMBC do composto 4.a.
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2.1.4. Caracterizacao daindole-2-carboxaldeido N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil)

tiossemicarbazona (4.b)

A semelhanca do composto 4.a, a indole-2-carboxaldeido N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-

glucopiranosil) tiossemicarbazona 4.b foi sintetizada de acordo com o procedimento geral descrito no

ponto 3.3.3. O composto foi obtido com um rendimento de 70,4%. Na Figura 2.9 apresenta-se a

estrutura numerada do composto 4.b, para posterior caracterizacao espetroscopica.

O composto 4.b foi igualmente caracterizado pelas mesmas técnicas espetroscopicas utilizadas
para o composto 4.a, de IV, RMN H, 13C-APT, COSY, HSQC e HMBC e ESI-HRMS. A analise dos
espetros de RMN em CDCIz permitiu atribuir os sinais de RMN 'H e 3C-APT, Tabela 2.7 e Tabela 2.8,

estando os espetros apresentados no Apéndice 4 (Figura 6.18 — Figura 6.23).

7
Figura 2.9: Estrutura e numerac¢ao do composto 4.b.

Tabela 2.7: Dados de RMN, H e COSY, do composto 4.b em CDCls.

Integracgéo [H], multiplicidade (m), constante de

3 *H (ppm) acoplamento J (Hz) COSY  Atribuigdo
2,07 9H, multipleto OAc CH.-C-2
OAc CHs-C-3
2,10 3H, singuleto OAc CHs-C-4
OAc CHs-C-6
3,93 1H, dupleto de dupleto de dupletos, J =10,1; 4,4; 2,0 - H-5
4,16 1H, dupleto3, J = 12,1 3.03 H-6a: H-6b
4,39 1H, dupleto de dupletos, J =12,4; 4,3
5,15 1H, tripleto, J = 9,8 3,93 H-4
5,21 1H, tripleto, J = 9,7 - H-2
5,44 1H, tripleto, J = 9,5 5,15 H-3
5,50 1H, tripleto 5,21 H-1
6,80 1H, singuleto - H-3'
7,11 1H, tripleto, J=7,5 - H-5'
7,28 1H, multipleto 7,11 H-6’
7,41 1H, dupleto, J = 8,2 7,28 H-7’
7,62 1H, dupleto, J=7,9 7,11 H-4
7,85 1H, singuleto alargado - N=CH
8,64 1H, dupleto, J=7,6 5,51 N(3)-H
9,68 1H, singuleto - N-H (indole)
10,18 1H, singuleto - N(2)-H

3 Deveria ser um dupleto de dupletos
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Tabela 2.8: Dados de RMN, 3C-APT, HSQC e HMBC, do composto 4.b em CDCls.

8 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuicéo
179,00 C - 5,50; 10,18 C=S
173,28 C - 2,07;5,21 OAc C-2
171,02 C - 2,10; 4,16; 4,39 OAc C-6
170,12 C - 2,07;5,44 OAc C-3
169,91 C - 2,07; 5,15 OAc C-4

6,80; 7,28; ,
137,92 C - 762: 9.68 C-7'a
134,77 CH 7,85 6,80; 10,18 N=CH
132,23 C - 6,80; 7,85; 9,68 C-2

6,80; 7,11, ,
128,32 - 741: 9,68 C-3a
125,10 CH 7,28 7,62 C-6’
121,84 CH 7,62 7,28 c-4
120,62 CH 7,11 7,41 C-5
111,57 CH 7,41 7,11 C-7
109,22 CH 6,80 7,62; 9,68 C-3
82,50 CH 5,50 5,21; 8,64 C-1
73,58 CH 3,93 5,15; 4,16 C-5
72,51 CH 5,44 5,21 C-3
71,44 CH 5,21 5,44, 8,64 C-2
68,71 CH 5,15 4,16; 5,44 C-4
61,83 CH: 4,16; 4,39 5,15 C-6
21,31 CHs - OAc CHs-C-2
21,04 CHs - OAc CHs-C-3
20,88 CHs 2,07, 2,10 - OAc CHs-C-4
20,86 CHs - OAc CHs-C-6

A Unica diferenca entre os compostos 4.a e 4.b € a posicao da ligagdo do grupo indolilo a fungéo

tiossemicarbazona, que no composto 4.b se encontra na posi¢édo 2, pelo que as principais diferencas

nos desvios quimicos dos espetros de RMN se encontram nos atomos do heterociclo.

Como representado na Figura 2.10, os sinais a 6 7,85 ppm e 6 134,77 ppm, acoplam em HMBC,

com & 132,23 ppm e & 6,80 ppm, respetivamente, sendo possivel atribuir-se inequivocamente, o

carbono quaternario C-2’ a § 132,23 ppm e H-3’ a 5 6,80 ppm, que se correlaciona em HSQC com o

sinal a & 109,22 ppm.

AcO
AcO

H OAc

H

Figura 2.10: Algumas correlagbes observadas no espetro de HMBC do composto 4.b.
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De acordo com a Figura 2.11, o sinal a 6 109,22 ppm (C-3’), corelaciona-se em HMBC, apenas
com o protdo H-4’, que devera portanto corresponder ao sinal a & 7,62 ppm. Os sinais a 6 7,62 e 7,41
ppm (H-7’) correlacionam-se em COSY com os sinais a 6 7,11 e 7,28 ppm, respetivamente, que se
identificam como H-5" e H-6'. Os carbonos quaternarios a 6 137,92 e 128,32 ppm correspondem a C-
7’'a e C-3’a. Esta atribuigéo foi efetuada pela existéncia de duas correlacées-chave em HMBC, entre o

protdo H-6’ e C-7’a, bem como H-5" e C-3’a.

H
13
C
A
H QAc COSY
H o
AcO H
AcO N
H OAc]
H H

7,41 7,28

Figura 2.11: Algumas correlacdes observadas nos espetros de COSY e HMBC do composto 4.b.

O sinal a 5 9,68 ppm atribui-se ao protéo diretamente ligado ao atomo de azoto no grupo indolilo.
No conjunto dos derivados de glicosil tiossemicarbazona selecionou-se o composto 4.b para a
identificacdo da geometria da dupla ligagdo C=N, com recurso a experiéncia de NOESY, Apéndice 4 -
Figura 6.23, utilizando CDCIz como solvente. De acordo com as correlacdes apresentadas na Figura
2.12, verifica-se que o isbmero predominante é o E, devido a correla¢é@o entre o protdo iminico (N=CH)

e 0 protdo em N(2)-H.

AcO
AcO .
H
H
NOESY

Figura 2.12: Correlacdes NOESY observadas para o composto 4.b.
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2.1.5. Caracterizacdo da 2-benzofurano carboxaldeido N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-

glucopiranosil) tiossemicarbazona (4.c)

A sintese do composto 4.c, Figura 2.13, foi realizada segundo o mesmo procedimento dos

compostos anteriores, tendo-se obtido o produto com um rendimento de 46,8%.

O composto 4.c foi igualmente caracterizado pelas mesmas técnicas espetroscopicas
utilizadas para os compostos anteriores, de IV, RMN 1H, 133C-APT, COSY, HSQC e HMBC e ESI-HRMS,

sendo a identificacao dos sinais de protao e carbono efetuada de forma analoga ao composto 4.b. Na

Tabela 2.9 e Tabela 2.10 estdo apresentadas as atribuicdes dos sinais de RMN H e 13C-APT em

CDCls, respetivamente, estando os espetros reunidos no Apéndice 5 (Figura 6.26 — Figura 6.30). Foi

também efetuada a caracterizacdo em DMSO-ds, estando a atribuicdo dos sinais e os espetros

correspondentes no ponto 3.3.3.3 e no Apéndice 5 (Figura 6.31 — Figura 6.35), respetivamente.

Figura 2.13: Estrutura numerada do composto 4.c.

Tabela 2.9: Dados de RMN, H e COSY, do composto 4.c em CDCls.

Integracéo [H], multiplicidade (m), constante de

S H (ppm) acoplamento J (Hz) COosy Atribuicéo
2,04 6H, singuleto OAc CHs-C-3
2,05 3H, singuleto OAc CHs-C-4

_ i OAc CHs-C-6
2,10 3H, singuleto OAC CHs-C-2
3,92 1H, dupleto de dupleto de dupletos, J = 10,2, 4,4, 2,0 - H-5
4,14 1H, dupleto de dupletos alargado, J = 12,4; 2,0 3,92 H-6a; H-6b
4,38 1H, dupleto de dupletos, J =12,5; 4,4 3,92; 4,14
5,16 1H, tripleto, J = 9,7 3,92 H-4
5,21 1H, tripleto, J = 9,6 - H-2
5,41 1H, tripleto, J =9,5 5,16; 5,21 H-3
5,81 1H, tripleto, J = 9,2 5,21 H-1
7,19 1H, singuleto - H-3’
7,28 1H, tripleto, J =7,3 - H-5
7,39 1H, tripleto de dupletos - H-6’
7,55 1H, dupleto, J = 8,3 7,39 H-7
7,63 1H, dupleto, J =7,6 7,28 H-4
7,77 1H, singuleto - N=CH
8,25 1H, dupleto, J =9,0 5,81 N(3)-H
9,54 1H, singuleto - N(2)-H
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Tabela 2.10: Dados de RMN, 3C-APT, HSQC e HMBC, do composto 4.c em CDCls.

& 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuicio
179,15 C - 5,81; 9,54 C=S
170,96 C - 2,05; 4,38 OAc C-6
170,91 C - 2,10; 5,21 OAc C-2
170,20 C - 2,04; 5,41 OAc C-3
169,81 C - 2,04; 5,16 OAc C-4
155,87 C - 7,19; 7,39; 7,63 C-7’a
150,10 C - 7,19; 7,77 C-2
133,19 CH 7,77 9,54 N=CH
128,08 C - 7,19; 7,28; 7,55 C-3a
126,79 CH 7,39 7,63 c-6
123,85 CH 7,28 7,55 C-5
122,11 CH 7,63 7,39 c-4
111,94 CH 7,55 7,28 C-7
110,52 CH 7,19 7,63; 7,77 C-3
82,57 CH 5,81 5,21 C-1
73,90 CH 3,92 4,14, 5,16 C-5
73,08 CH 541 5,16 C-3
70,82 CH 5,21 5,41 C-2
68,42 CH 5,16 4,14, 5,41 C-4
61,84 CH:2 4,14; 4,38 3,92; 5,16 C-6
21,01 CHs - OAc CHs-C-2
20,89 CHs 2.04: 2.05: 2.10 - OAc CHs-C-3

OAcC CH3-C-4
20,84 CHs - OAc CH-C-6

A atribuicdo dos sinais de RMN 1H em CDCIz foi feita com base num espetro adquirido
imediatamente a seguir a preparac¢éo da amostra, Apéndice 5 (Figura 6.26). Constatou-se que, apds o
composto 4.c estar em solugdo durante cerca de vinte minutos, o espetro de RMN 'H apresentava
mais sinais de protdo do que seria esperado, havendo uma duplicagdo de praticamente todos os sinais,
bem como o aparecimento de um singuleto a & 11,01 ppm (Apéndice 5 — Figura 6.31 e 6.32). Ao fim
de 9 horas repetiu-se a experiéncia de RMN 'H da mesma amostra e observou-se um aumento de
intensidade de todos os sinais duplicados do espetro, bem como do sinal a 6 11,01 ppm (Apéndice 5
— Figura 6.32). Estas diferencas observadas nos trés espetros de RMN 'H ao longo do tempo séo
indicativas de que o composto 4.c, em solugdo de CDCIs, sofre um processo de transformacao
tautomeria tiona-tiol. Este equilibrio encontra-se apresentado na Figura 2.14, onde é também possivel
verificar a possibilidade de existéncia de conférmeros, mantendo a configuragcdo E na dupla ligagao
C=N.5%0 O aparecimento de um sinal de prot&o a campo baixo, § 11,01 ppm?*!%, podera corresponder ao
grupo S-H no tiol ZE, cuja estabilizacdo do arranjo estrutural podera estar associada a formacgéo de
uma ponte de hidrogénio entre S-H e N1.120.121
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Figura 2.14: Possiveis estruturas, relativas aos compostos 4.c, com as diferentes conformacgdes possiveis e o
equilibrio tiona-tiol.

As fracdes glicosidica e aromética presentes no composto 3.c, ndo sofreram alteracbes
significativas nos desvios quimicos de RMN, em comparagcdo com o composto 3.b, & exce¢do dos
carbonos quaternéarios adjacentes ao heteroatomo endociclico.

Comparando os valores de desvio quimico 13C relativamente aos carbonos quaternarios C-2’ e
C-7’a, presentes nos compostos 4.b e 4.c, verifica-se que a substituicdo de um atomo de azoto pelo
oxigénio provoca o desvio do sinal para campo mais baixo, passando de & 132,23 ppm para 8 150,10
ppm e § 137,92 ppm para & 155,87 ppm, respetivamente. Esta diferenca de desvio quimico podera ser
explicada pelo facto dos carbonos C-2’' e C-7’a, em 4.c, possuirem uma densidade eletrénica inferior
aos do 4.b, devido a maior eletronegatividade do oxigénio comparativamente a do azoto, o que provoca
um desblindamento significativo do carbono.
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2.2. Sintese e caracterizacdo de derivados de tiossemicarbazona substituidos
e ndo substituidos em N3

Posteriormente, um dos principais objetivos do presente trabalho foi sintetizar um conjunto de
derivados de tiossemicarbazona N3 ndo substituida e N3 substituida com um grupo fenilo e avaliar o
seu potencial antioxidante e anticancerigeno, na linha celular do carcinoma hepatocelular humano
Hep-G2, e no cancro da mama hormono-dependente MCF-7.

Foram sintetizados dez derivados tiossemicarbazonas, cinco dos quais novos (4.h, 4.1, 4m —
4.0) que se diferenciam pelo anel heterociclico e pelo substituinte ligados aos azotos N1 e N3,
respetivamente.

A sintese dos derivados de N3 H-tiossemicarbazona (4.f - 4.1) e N3-fenil-tiossemicarbazona (4.m
- 4.0) foi realizada num Unico passo reacional, Esquema 2.5, por reacdo de condensacédo entre a

tiossemicarbazida ou N4-fenil-tiossemicarbazida e o aldeido pretendido.

s 0 s
R )J\ NH * )J\ » R )k N Rz
™\ N H R,  EtOH absoluto S\ N X
H H 80 °C H H

H
(3.b) Ri=H 4.-4.0)
(3.c) Ri= CeHs

(4.1) (E)-2-((1H-indole-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida Ri1=H, R2=CsHsN
(4.9) (E)-2-((1-metil-1H-indole-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida Ri1=H, R2=CgoHsN
(4.h) (E)-2-((1H-indole-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida R1=H, R2=CsHsN
(4.1) (E)-2-((benzofuran-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida R1=H, R2=CsHs0O
(4.)) (E)-2-((benzo[b]tiofen-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida Ri=H, R2=CsgHsS
(4.k) (E)-2-((benzo[d]tiazol-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida Ri1=H, R2=C7H4NS
(4.1) (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida R1=H, R2=CgHsN
(4.m) (E)-2-((1H-indole-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida R1=CeHs, R2=CsHsN

(4.n) (E)-2-((benzo[d]tiazol-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida R1=CeHs, R2=C7H4NS
(4.0) (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida Ri1=CsHs, R2=CoHsN

Esquema 2.5: Esquema reacional da sintese dos derivados de N3 H-tiossemicarbazona e N3-fenil-
tiossemicarbazona, 4.f-4.0.

Do ponto de vista mecanistico, a sintese dos compostos 4.f — 4.0 da-se de forma analoga aos
derivados de glicosil tiossemicarbazonas, como representado no Esquema 2.4.

Os derivados de N3 H-tiossemicarbazona (4.f — 4.1) e N3-fenil-tiossemicarbazona (4.m - 4.0)
foram conseguidos com rendimentos compreendidos entre 41,1 - 94,0% e 31,7 - 83,5%,
respetivamente. Os compostos 4.f, 4.h, 4.1 e 4.m foram obtidos com rendimentos mais baixos de
48,6%, 60,9%, 41,1% e 31,7%, respetivamente. Estes baixos valores de rendimento poderdo ser
explicados pela auséncia de acido acético glacial na reacdo e, consequentemente o pH da reacéo
possivelmente ndo ser o adequado.

Todos os derivados de tiossemicarbazona (4.f — 4.0) foram caracterizados recorrendo as
técnicas de IV, RMN 1H, 13C-APT, COSY, HSQC e HMBC e, no caso de 4.h, 4.m e 4.0 por NOESY, e
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também por HRMS. A atribuigcdo dos sinais de protédo e carbono das tiossemicarbazonas 4.f, 4.g, 4.i e
4.j foi confirmada de acordo com o que esta descrito na literatura.122.123.124,125,126

Tendo em conta as semelhancas estruturais entre 0s compostos sintetizados, a atribuicdo dos
sinais iniciou-se pela identificacdo do protao iminico e dos protdes diretamente ligados a atomos de

azoto, estando os respetivos desvios quimicos apresentados na Tabela 2.11.

Tabela 2.11: Comparagéo dos dados de RMN 'H, em DMSO-des, dos N(3)-H, N(2)-H e protdo iminico, nos
compostos 4.f-4.0.

& 'H (ppm)
Composto N(3)-H N(2)-H N-H N=CH
P (endociclico) =
Rl =H
4.f 7,41, 8,03 11,60 11,18 8,30
R = Grupo
heteroaromatico _
|igad0 na pOSiQéO 3 4g 7,41, 8,00 11,14 - 8,27
4.h 8,19; 8,34 11,59 11,42 8,01
Ri=H 4. 7,80; 8,36 11,66 - 8,10
Rz = Grupo 4] 7,62; 8,34 11,64 - 8,36
heteroaromatico :
ligado na posicao 2 4.k 8,00; 8,62 11,96 - 8,36
4. 8,18; 8,31 11,49 11,12 8,18
R1 = CsHs 4.m 10,19 11,98 11,51 8,14
R = Grupo
heteroaromatico 4.n 10,23 12,33 - 8,48
ligado na posicéo 2
4.0 10,20 11,91 11,25 8,32

Nos espetros de RMN H é possivel constatar que todos 0os compostos sintetizados, a excegéo
do 4.f, apresentam dois singuletos caracteristicos dos grupos funcionais imina (N=CH) e hidrazona
(N(2)-H), com desvios quimicos compreendidos entre & 8,01 — 8,48 ppm e 8 11,14 — 12,33 ppm,
respetivamente, a integrar para 1H. O valor destes dois sinais esta de acordo com os desvios
reportados na literatura.#” No composto 4.f, o sinal do protdo iminico apresenta-se como um dupleto
devido, possivelmente, a um acoplamento 4J a distancia do tipo alilico. Para os compostos 4.j e 4.1 o
sinal do protdo iminico encontra-se sobreposto com um dos protées N(3)-H. Na Tabela 2.11, pode
ainda verificar-se que, para os compostos 4.f, 4.h, 4.1, 4.m e 4.0, 0s espetros apresentam um singuleto,
com desvios quimicos entre 5 11,12 e 11,51 ppm, a integrar para 1H, correspondente ao protédo
diretamente ligado ao 4&tomo de azoto endociclico. Esta atribuicdo é confirmada pela correlagdo em
HMBC com o carbono quaternario C-2, para 4.h, 4.1, 4.m e 4.0, como é exemplificado na Figura 2.15.

Os protdes (N3)-H da funcao tioamida em 4.f — 4.1 foram atribuidos através da correlacdo em
HMBC com o carbono quaternério do tiocarbonilo e, das correlagbes COSY (Figura 2.15). Estes dois
protbes aparecem como dois singuletos com desvios quimicos compreendidos entre & 7,41 e 8,62
ppm, sendo, portanto, magneticamente ndo-equivalentes. Este facto deve-se a deslocalizagéo
eletrénica nas tioamidas, que confere a ligagdo C-N um carater parcial de ligacdo dupla, fazendo com
gue a rotacdo da ligacdo seja restrita e, se for suficientemente lenta, provoque o surgimento de dois

sinais distintos de protdo no espetro de RMN.127.128,129
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Figura 2.15: Correla¢des de COSY e HMBC, do composto 4.h, relativas a N(3)-H e N-H (endociclico).

Verifica-se ainda na Tabela 2.11, que o desvio quimico do protdo iminico nos compostos 4.j, 4.k
e 4.n esta ligeiramente menos blindado, sendo o sinal desviado para campo mais baixo,
comparativamente com o sinal de N=CH nos restantes compostos. Este fendmeno pode ser explicado
pelo facto destes protdes possuirem baixas densidades eletronicas, devido ao efeito eletronegativo
induzido pelos atomos de azoto e enxofre, presentes no anel heteroaromatico,

Ap0s a atribuicao dos protdes anteriores prosseguiu-se com a identifica¢éo dos protdes do grupo

heterociclico (H-4; H-5; H-6 e H-7), cujos desvio quimicos se encontram reunidos na Tabela 2.12.

Tabela 2.12: Comparacéo dos dados de RMN 'H, em DMSO-ds, do anel heterociclico dos compostos 4.f-4.0.

& 'H (ppm)
Composto H-2 H-3 H-4 H-5 H-6 H-7 N-CHs3 H-8
Ri=H 4.f 7,81 - 8,22 7,12 7,19 7,42 - -
R2 = Grupo - -
heteroaromatico
ligado na 4.9 7,79 8,23 7,17 7,26 7,48 3,80
posicédo 3
R = H 4.h - 6,77 7,54 7,00 717 7,35 - -
1=
R = Grupo 4. - 740 7,69 7,28 7,38 7,59 - -
heteroaromatico 4. - 7,76 7,83 7,38 7,39 7,93 - -
ligado na 4.k - - 801 754 748 811 - -
posicdo 2 41 ; . 752 699 717 7,30 - 2,31
R; = CeHs 4.m - 6,86 7,58 7,03 7,20 7,40 - -
R.> = Grupo 4.n - - 8,03 7,54 7,49 8,13 - -
heteroaromatico -
ligado na 4.0 - 756 7,02 721 7,36 - 2,36
posicéo 2

A identificacdo dos protdes H-2 e H-3 foi possivel através da correlagdo em HMBC com o
carbono iminico (atribuido através da correlacdo em HQSC com o protdo correspondente), como é
exemplificado na Figura 2.16, para os compostos 4.f e 4.h. Os sinais correspondentes aos protdes H-
2 e H-3 apresentam-se como um singuleto, com desvios quimicos compreendidos entre 6 7,79 — 7,81

ppm e 8 6,77 — 7,76 ppm, respetivamente, cada um a integrar para 1H.
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Figura 2.16: Correlagcdes de HMBC dos compostos 4.f e 4.h relativas aos protées H-2 e H-3, respetivamente.

Quando se insere um grupo metilo no anel heterociclico, o aparecimento de um singuleto, com
desvios quimicos compreendidos entre § 2,31 — 3,80 ppm, cada um a integrar para 3H, evidencia este
tipo de substituicdo nos compostos 4.g, 4.1 e 4.0. Para além disso, na Tabela 2.12, verifica-se que o
sinal de protédo do grupo metilo no composto 4.g, apresenta um ligeiro desvio para campo mais baixo,
em comparagdo nos compostos 4.1 e 4.0, 0 que podera ser explicado pelo facto do grupo metilo, em
4.9, estar diretamente ligado a um azoto.

Os restantes sinais de protdo no grupo heterociclico (H-4; H-5; H-6; H-7) variam entre & 6,99 e
8,23 ppm que, segundo a literatura, sdo caracteristicos da zona heteroaromatica.’®° A identificagéo
destes protdes foi corroborada através das correlacdes em HMBC, entre o carbono C-3 e um dos
dupletos no anel (H-4) e, em COSY nos quais se verificou a existéncia de correlacdes entre os protdes

H-4 e H-5, bem como, H-7 e H-6, como é apresentado Figura 2.17, para os compostos 4.f e 4.h, a
titulo de exemplo.

H
13C
COSY

Figura 2.17: Correlagdes de COSY e HMBC dos compostos 4.f e 4.h relativas a zona heteroaromética.

O sinal de carbono quaternario do tiocarbonilo foi imediatamente identificado em todos os
compostos, devido ao seu elevado valor de desvio quimico, o que era esperado desta fun¢édo quimica.
A presenca deste sinal confirma assim, a existéncia dos compostos na forma de tiona e, portanto, ndo
ocorreu a tautomerizacao para a forma tiol.

Igualmente, a andlise dos espetros de HMBC, permitiu proceder a atribuicdo dos sinais dos
carbonos quaternarios C-7a, C-3a, C-2 (4.h, 4.i, 4.j, 4.k, 4.1, 4.m, 4.n e 4.0) e C-3 (4.f, 4.9, 4.1 e 4.0),
cujos desvios quimicos se encontram na Tabela 2.13. Os carbonos quaternarios C-7a e C-3a,
presentes em todos os compostos, podem ser identificados através das correlagées em HMBC com
H-6 e H-5, respetivamente (Figura 2.18); os sinais correspondentes aos carbonos C-2 e C-3 podem

ser atribuidos, por apresentarem uma correlagdo em HMBC, com o protdo do grupo imina (Figura
2.18).
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Figura 2.18: Correlagdes de HMBC, dos compostos 4.f e 4.h, para a identificagdo dos carbonos quaternarios,
presentes no anel heterociclico.

Tabela 2.13: Comparagdo dos dados de RMN *3C, em DMSO-ds, dos carbonos quaternarios presentes no anel
heterociclico dos compostos 4.f-4.0.

8 °C (ppm)
Composto C=S C-7a C-3a C-2 C-3
R:=H 4.f 176,46 137,03 123,95 - 111,12
R2 = Grupo heteroaromatico ligado

na posicdo 3 49 176,47 137,55 124,32 - 110,12

4.h 177,91 137,13 127,97 133,84 -

Ry =H 4. 178,05 154,67 127,92 151,27 -

R, = Grupo heteroaromético ligado 4] 177,79 139,39;139,33 139,17 -

na posigao 2 4.k4 178,36 134,24 153,14 164,65 -
4. 177,68 136,76 128,50 130,04 114,25

R; = CgHs 4.m 175,63 137,22 128,05 133,55 -

Rz = Grupo heteroaromatico ligado 4.n% 176,41 134,40 153,14 164,49 -
na posicao 2 4.0 175,34 136,85 128,54 129,81 115,14

De acordo com a tabela anterior, é possivel verificar que a variagdo do heteroatomo no anel
aromatico faz com que os desvios quimicos de 13C, associados aos carbonos quaternarios também
variem. Os carbonos C-7a (4.i), C-3a (4.k e 4.n) e C-2 (4.i, 4.k e 4.n), em comparagdo com 0s restantes
compostos, sofreram um desblidamento significativo e, consequentemente um desvio do respetivo
sinal de 12C para campo mais baixo, aparecendo a & 154,67, 153,14, 151,27, 164,65 e 164,49 ppm,
respetivamente. Este fenémeno podera ser explicado pelo facto destes carbonos possuirem baixas
densidades eletrénicas devido ao efeito de eletronegatividade induzido pelos heteroatomos, efeito esse
que provoca um desvio para campo mais baixo dos sinais carbonos adjacentes. E de salientar que o
desvio quimico do carbono quaternario C-2, em 4.k e 4.n, é ligeiramente superior devido & presenca
de dois atomos eletronegativos, azoto e enxofre, no anel heteroaromético.

Por ultimo, a atribuicdo dos sinais correspondentes da zona aromética nos derivados de N3-
fenil-tiossemicarbazona (4.m — 4.0), foi conseguida através das correlagdes apresentadas na Figura

2.19, tendo como exemplo o composto 4.0.

4 A numeracgdo da zona heteroaromatica nos compostos 4.k e 4.n foi efetuada de forma distinta dos
restantes compostos.
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Figura 2.19: Correla¢Bes de COSY e HMBC do composto 4.0 relativas ao anel aromatico.

A identificacdo dos sinais de carbono C-2’ e C-1’ foi conseguida através da correlagdo em HMBC
com o protdo N(3)-H, como é exemplificado na Figura 2.19. Os restantes sinais de protdo do anel
aromatico foram atribuidos pelas correlacdes COSY entre H-2' e H-3', e H-3’e H-4’, encontrando-se
concordantes com os valores descritos na literatural®, para protdes de anéis benzénicos sem
substituicBes no anel, entre 5 7,24 — 7,64 ppm.

Os compostos 4.h, 4.m e 4.0 foram selecionados para a identificagdo da geometria da dupla
ligacdo C=N, por NOESY, utilizando DMSO-ds como solvente (Apéndice 8 — Figura 6.57 e Apéndice
13 — Figura 6.91, Apéndice 15 — Figura 6.106, respetivamente). De acordo com as correlacdes
apresentadas na Figura 2.20, verifica-se que o isémero predominante é o E, devido a presenca das
correlagcdes entre o protdo iminico (N=CH) e o protdo em N(2)-H. Nas tiossemicarbazonas ja
sintetizadas anteriormente no grupo de investigagdo, verificou-se igualmente a predominancia do
isémero E.'3! Foi ainda possivel verificar que os compostos 4.m e 4.0 apresentam uma conformacao
trans entre a posi¢cdo do atomo de enxofre e o azoto da fungcdo imina, devido a presenca de uma
correlacdo entre o protao diretamente ligado ao &tomo de azoto endociclico e o protdo N(3)-H. Esta

conformacéo sera igualmente expectavel no composto 4.n.

NOESY

Figura 2.20: Correlacdes NOESY observadas para os compostos 4.h, 4.m e 4.0.

De seguida apresentam-se as tabelas referentes as atribuicdes dos sinais nos espetros de RMN

compostos 4.f — 4.0.
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Na Figura 2.21 apresenta-se a estrutura numerada do composto 4.f e nas Tabelas 2.14 e 2.15

apresentam-se 0s dados obtidos nos espetros 1D e 2D de RMN. Os espetros estdo apresentados no
Apéndice 6 (Figura 6.40 — Figura 6.44).

Figura 2.21: Estrutura numerada da (E)-2-((1H-indole-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.f).

Tabela 2.14: Dados de RMN, 'H e COSY, da (E)-2-((1H-indole-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.f), em

DMSO-ds.

5 H (ppm) Integragéo [H],agnouplitgﬂlg:qtinge(ﬁn;)), constante de CcoOsY Atribuicéo
7,12 1H, tripleto - H-5
7,19 1H, tripleto de dupletos® - H-6
7,41 1H, singuleto - N(3)-H
7,42 1H, dupleto, J=7,9 7,19 H-7
7,81 1H, singuleto - H-2
8,03 1H, singuleto 7,41 N(3)-H
8,22 1H, dupleto, J=7,7 7,12 H-4
8,30 1H, dupleto, J=1,5 - N=CH
11,18 1H, singuleto - N-H (indole)
11,60 1H, singuleto - N(2)-H

Tabela 2.15: Dados de RMN, **C-APT, HSQC e HMBC, da (E)-2-((1H-indole-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida

(4.f), em DMSO-ds.

8 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuicéo
176,46 C - 7,41; 8,03 C=S
140,81 CH 8,30 7,81 N=CH
137,03 C - 7,19; 7,81; 8,22 C-7a
131,00 CH 7,81 8,30 C-2

7,12;7,42;7,81;
123,95 C - 822 C-3a
122,63 CH 7,19 8,22 C-6
122,17 CH 8,22 7,19 C-4
120,62 CH 7,12 7,42 C-5
111,74 CH 7,42 7,12; 7,19 C-7
111,12 C - 7,81; 8,22; 8,30 C-3

5 N&o é possivel retirar o valor de J.
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Na Figura 2.22 apresenta-se a estrutura e respetiva numeracao do composto 4.g. A andlise dos
espetros 1D e 2D de RMN permitiu atribuir os desvios quimicos reunidos nas Tabelas 2.16 e 2.17. No

Apéndice 7 (Figura 6.46 — Figura 6.50) estdo apresentados os espetros de RMN deste composto.

Figura 2.22: Estrutura numerada da (E)-2-((1-metil-1H-indole-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.9).

Tabela 2.16: Dados de RMN, *H e COSY, da (E)-2-((1-metil-1H-indole-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.g),
em DMSO-ds.

Integragéo [H], multiplicidade (m), constante de

& H (ppm) acoplamento J (H2) COosy Atribuicéo
3,80 3H, singuleto - N-CHs
7,17 1H, tripleto de dupletos® - H-5
7,26 1H, tripleto de dupletos® - H-6
7,41 1H, singuleto - N(3)-H
7,48 1H, dupleto, J = 8,1 7,26 H-7
7,79 1H, singuleto - H-2
8,00 1H, singuleto 7,41 N(3)-H
8,23 1H, dupleto, J =7,9 7,17 H-4
8,27 1H, singuleto - N=CH
11,14 1H, singuleto - N(2)-H

Tabela 2.17: Dados de RMN, 13C-APT, HSQC e HMBC, da (E)-2-((1-metil-1H-indole-3-
il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.g), em DMSO-ds.

5 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuicéo
176,47 C - 11,14 C=S
140,33 CH 8,27 7,79 N=CH
137,55 C - 3,80; 7,26; 7,79; 8,23 C-7a
134,62 CH 7,79 3,80; 8,27 C-2
124,32 C - 7,17;7,48; 7,79; 8,27 C-3a
122,70 CH 8,23 7,26 C-4
122,32 CH 7,26 8,23 C-6
120,86 CH 7,17 7,48 C-5
110,12 C - 7,79; 8,27 C-3
110,10 CH 7,48 7,17; 7,26 C-7
32,80 CHs 3,80 7,79 N-CH3
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A estrutura numerada do composto 4.h, encontra-se apresentada na Figura 2.23 e nas Tabela
2.18 e 2.19, os dados obtidos dos espetros de 1D e 2D de RMN. Os espetros estdo reunidos no
Apéndice 8 (Figura 6.52 — Figura 6.57).

Figura 2.23: Estrutura e numeracédo da (E)-2-((1H-indole-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.h).

Tabela 2.18: Dados de RMN, H e COSY, da (E)-2-((1H-indole-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.h), em
DMSO-ds.

Integragéo [H], multiplicidade (m), constante de

3 *H (ppm) acoplamento J (Hz) COSY Atribuic&o
6,77 1H, singuleto - H-3
7,00 1H, tripleto, J=7,4 - H-5
7,17 1H, tripleto® 7,00 H-6
7,35 1H, dupleto, J = 8,2 7,17 H-7
7,54 1H, dupleto, J=8,0 7,00 H-4
8,01 1H, singuleto - N=CH
8,19 1H, singuleto - N(3)-H
8,34 1H, singuleto 8,19 N(3)-H
11,42 1H, singuleto - (in'\g;e)
11,59 1H, singuleto - N(2)-H

Tabela 2.19: Dados de RMN, 3C-APT, HSQC e HMBC, da (E)-2-((1H-indole-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida
(4.h), em DMSO-ds.

5 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuicéo
177,91 C - 8,19; 8,34 C=S
137,13 C - 6,77;7,17;7,54; 11,42 C-7a
133,84 C - 6,77; 8,01; 11,42 C-2
133,15 CH 8,01 6,77 N=CH

6,77; 7,00; 7,35; 7,54;
127,97 C - 11,42 C-3a
123,50 CH 7,17 7,00; 7,54 C-6
120,93 CH 7,54 7,17 C-4
119,47 CH 7,00 7,35 C-5
111,11 CH 7,35 7,00; 7,17; 7,54 C-7
106,06 CH 6,77 7,00; 7,54; 11,42 C-3
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A Figura 2.24 representa a estrutura numerada do composto 4.i. O dados dos espetros de RMN
1D e 2D estéo inseridos nas Tabelas 2.20 e 2.21, que permitiu atribuir os sinais de cada espécie,
estando os espetros apresentados no Apéndice 9 (Figura 6.60 — Figura 6.64).

Figura 2.24: Estrutura numerada da (E)-2-((benzofuran-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.i).

Tabela 2.20: Dados de RMN, H e COSY, da (E)-2-((benzofuran-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.i), em
DMSO-ds.

Integragéo [H], multiplicidade (m), constante de

S H (ppm) acoplamento J (Hz) COosy Atribuicéo
7,28 1H, tripleto® - H-5
7,38 1H, multipleto 7,28 H-6
7,40 1H, singuleto - H-3
7,59 1H, dupleto, J = 8,2 7,38 H-7
7,69 1H, dupleto, J=7,8 7,28 H-4
7,80 1H, singuleto - N(3)-H
8,10 1H, singuleto - N=CH
8,36 1H, singuleto 7,80 N(3)-H
11,66 1H, singuleto - N(2)-H

Tabela 2.21: Dados de RMN, 13C-APT, HSQC e HMBC, da (E)-2-((benzofuran-2-ilmetileno)
hidrazinacarbotioamida (4.i), em DMSO-ds.

& 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuicéo
178,05 C - - C=S
154,67 C - 7,40; 7,38; 7,59; 7,69 C-7a
151,27 C - 7,40; 8,10 C-2
132,23 CH 8,10 7,40 N=CH
127,92 C - 7,28; 7,40; 7,59 C-3a
126,04 CH 7,38 7,69 C-6
123,60 CH 7,28 7,59 C-5
121,85 CH 7,69 7,38 C-4
111,37 CH 7,59 7,28 C-7
109,18 CH 7,40 7,69; 8,10 C-3
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Na Figura 2.25 apresenta-se a estrutura numerada composto 4.j. A analise dos espetros de RMN

1D e 2D, permitiu a atribuicdo dos respetivos desvios quimicos, Tabela 2.22 e Tabela 2.23. Os espetros

estdo apresentados no Apéndice 10 (Figura 6.67 — Figura 6.71).

Figura 2.25: Estrutura e numeracao da (E)-2-((benzo[b]tiofen-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.)).

Tabela 2.22: Dados de RMN, 'H e COSY, da (E)-2-((benzo[b]tiofen-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.j), em

DMSO-ds.
5 'H (ppm) Integracéo [H];?Ouplltg?:gg::sd\]e(f_'rg, constante de CcoOsY Atribuico
7,38 ) - H-5
2H, multipleto

7,39 - H-6
7,62 1H, singuleto - N(3)-H
7,76 1H, singuleto - H-3
7,83 1H, multipleto 7,38 H-4
7,93 1H, multipleto 7,39 H-7
8,34 1H, singleto aberto 7,62 N(3)-H
8,36 1H, singuleto - N=CH
11,64 1H, singuleto - N(2)-H

Tabela 2.23: Dados de RMN, 33C-APT, HSQC e HMBC, da (E)-2-((benzo[b]tiofen-2-il)metileno)

hidrazinacarbotioamida (4.j), em DMSO-de.

8 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuicéo
177,79 C - - C=S
139,39 C - 7,83

C-7a; C-3a

139,33 C - 7,93

139,17 C - 7,76 C-2
137,82 CH 8,36 - N=CH
127,78 CH 7,76 7,83; 8,36 C-3
126,02 CH 7,39 7,83 C-6
124,86 CH 7,38 7,93 C-5
124,33 CH 7,83 7,38; 7,76 C-4
122,61 CH 7,93 7,39 C-7
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A Figura 2.26 apresenta o composto 4.k, devidamente numerado e nas Tabelas 2.24 e 2.25 os
dados obtidos dos espetros de 1D e 2D de RMN. No Apéndice 11 (Figura 6.73 — Figura 6.77) estédo

reunidos os espetros de RMN deste composto.

H,N
N (3)

S N
N (1) [

/N
N2

N@

Figura 2.26: Estrutura numerada da (E)-2-((benzo[d]tiazol-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.k).

Tabela 2.24: Dados de RMN, *H e COSY, da (E)-2-((benzo[d]tiazol-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.k), em

DMSO-ds.
5 H (ppm) Integracéo [H],agnouplltgalﬁ:g:igd\]e(ﬁn;;, constante de CcoOsY Atribuicdo

7,48 1H, multipleto - H-6
7,54 1H, multipleto - H-5
8,00 1H, multipleto 8,60 N(3)-H
8,01 1H, dupleto, J=7,5 7,54 H-4
8,11 1H, dupleto, J = 8,0 7,48 H-7
8,36 1H, singuleto - N=CH
8,62 1H, singuleto 8,01 N(3)-H
11,96 1H, singuleto - N(2)-H

Tabela 2.25: Dados de RMN, *3C-APT, HSQC HMBC, da (E)-2-((benzo[d]tiazol-2-

il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.k), em DMSO-ds.

5 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuicao
178,36 C - 8,00; 8,62; 11,96 C=S
164,65 C - 8,36 C-2
153,14 C - 7,54; 8,11 C-3a
136,79 CH 8,36 11,96 N=CH
134,24 C - 7,48; 8,01 C-7a
126,66 CH 7,54 8,11 C-5
126,47 CH 7,48 8,01 C-6
123,15 CH 8,01 7,48 C-4
122,41 CH 8,11 7,54 C-7
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Na Figura 2.27 apresenta-se a estrutura e respetiva numeragcdo do composto 4.l. Nas Tabelas

2.26 e 2.27 estdo reunidos os dados obtidos nos espetros de 1D e 2D de RMN, cujos espetros se

encontram apresentados no Apéndice 12 (Figura 6.79 — Figura 6.83).

Figura 2.27: Estrutura e numeracao da (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.1).

Tabela 2.26: Dados de RMN, 'H e COSY, da (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.1),

em DMSO-ds.

5 'H (ppm) Integracao [H];ur:nouplltg;l]lg:]ci?d‘]e(f_'rr;;, constante de CosY Atribuicéo
2,31 3H, singuleto - H-8
6,99 1H, tripleto, J =7,5 - H-5
7,17 1H, tripleto® 6,99 H-6
7,30 1H, dupleto, J = 8,1 7,17 H-7
7,52 1H, dupleto, J=8,0 6,99 H-4

. N(3)-H;
8,18 2H, singuleto alargado N(:)Cﬂ
8,31 1H, singuleto 8,18 N(3)-H
11,12 1H, singuleto - N-H (indole)
11,49 1H, singuleto - N(2)-H

Tabela 2.27: Dados de RMN,

hidrazinacarbotioamida (4.1), em DMSO-de.

3C-APT, HSQC e HMBC, da (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno)

8 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuicio
177,68 C - 8,18; 8,31; 11,49 C=S
136,76 C - 7,17, 7,52; 11,12 C-7a
131,98 CH 8,18 11,49 N=CH
130,04 C - 2,31;8,18; 11,12 C-2

2,31; 6,99; 7,30,

128,50 C - 752:11.12 C-3a
123,87 CH 7,17 6,99; 7,52 C-6
119,23 CH 7,52 7,17 C-4
118,83 CH 6,99 7,30 C-5
114,25 C - 2,31;7,52; 11,12 C-3
110,87 CH 7,30 6,99; 7,52 C-7

8,27 CHs 2,31 - C-8
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A Figura 2.28 representa o composto 4.m devidamente numerado. A analise dos espetros de
RMN 1D e 2D, Tabela 2.28 e Tabela 2.29, em DMSO-ds, permitiu atribuir os sinais de cada espécie,
estando os espetros apresentados no Apéndice 13 (Figura 6.86 — Figura 6.91).

Figura 2.28: Estrutura numerada da (E)-2-((1H-indole-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida (4.m).

Tabela 2.28: Dados de RMN, H e COSY, da (E)-2-((1H-indole-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida (4.m),
em DMSO-ds.

Integracéo [H], multiplicidade (m), constante de

& H (ppm) acoplamento J (Hz) COSsY Atribuicéo
6,86 1H, singuleto - H-3
7,03 1H, tripleto, J = 7,4 7,58; 7,20 H-5
7,20 1H, tripleto, J =7,6 7,40; 7,03 H-6
7,25 1H, tripleto, J =7,4 7,44 H-4’
7,40 1H, dupleto, J =75 7,20 H-7
7,44 2H, tripleto, J=7,6 7,61; 7,25 H-3'/ H-5’
7,58 1H, dupleto, J =7,9 7,03 H-4
7,61 2H, dupleto, J = 7,7 7,44 H-2'/ H-6’
8,14 1H, singuleto - N=CH
10,19 1H, singuleto - N(3)-H
11,51 1H, singuleto - N-H (indole)
11,98 1H, singuleto - N(2)-H

Tabela 2.29: Dados de RMN, BC-APT, HSQC e HMBC, da (E)-2-((1H-indole-2-il)metileno)-N-fenil-
hidrazinacarbotioamida (4.m), em DMSO-ds.

8 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuicéo
175,63 C - 11,98 C=S
138,76 C - 7,44;7,61; 10,19 C-1
137,22 C - 6,86; 7,20; 7,58; 11,51 C-7a
133,84 CH 8,14 - N=CH
133,55 C - 6,86; 8,14; 11,51 C-2
128,31 CH 7,44 7,25; 7,61 C-3; C-5
128,05 C - 6,86; 7,03; 7,40; 11,51 C-3a
125,74 CH 7,61 7,25; 10,19 C-2’; C-6’
125,58 CH 7,25 7,61 C-4
123,74 CH 7,20 7,58 C-6
121,05 CH 7,58 7,20 C-4
119,58 CH 7,03 7,40 C-5
111,17 CH 7,40 7,03; 7,20 C-7
106,89 CH 6,86 7,58; 11,51 C-3
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Na Figura 2.29 apresenta-se a estrutura e respetiva numeragédo do composto 4.n. Nas Tabelas
2.30 e 2.31 estéo apresentados os dados obtidos dos espetros de RMN 1D e 2D, reunidos no Apéndice
14 (Figura 6.94 — Figura 6.98).

4 2
7 6
5 N (3) 3a 5
e NH N
)\ e l ¢
N 7a
H
N

Figura 2.29: Estrutura e numeracéo da (E)-2-((benzo[d]tiazol-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida (4.n).

Tabela 2.30: Dados de RMN, H e COSY, (E)-2-((benzo[d]tiazol-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida
(4.n), em DMSO-ds.

Integracgdo [H], multiplicidade (m), constante

S H (ppm) de acoplamento J (Hz) COosy Atribuicéo
7,24 1H, tripleto, J =7,3 - H-4
7,40 2H, tripleto® 7,24 H-3'/ H-5’
7,49 1H, tripleto de dupletos® 8,13 H-6
7,54 1H, tripleto de dupletos® H-5
7,58 2H, dupleto, J=7,6 - H-2'/H-6’;
8,03 1H, dupleto, J = 8,0 7,54 H-4
8,13 1H, dupleto, J = 7,6 7,49 H-7
8,48 1H, singuleto - N=CH
10,23 1H, singuleto - N(3)-H
12,33 1H, singuleto - N(2)-H

Tabela 2.31: Dados de RMN, 3C-APT, HSQC e HMBC, da (E)-2-((benzo[d]tiazol-2-il)metileno)-N-fenil-
hidrazinacarbotioamida (4.n), em DMSO-ds.

8 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuicao
176,41 C - - C=S
164,49 C - 8,48 C-2
153,14 C - 7,54; 8,13 C-3a
138,86 C - 7,40; 7,58 c-1
134,18 CH 8,48 - N=CH
134,40 C - 7,49; 8,03 C-7a
128,28 CH 7,40 7,24;7,58 C-3'/C-5
126,69 CH 7,54 8,13 C-5
126,52 CH 7,49 8,03 C-6
125,82 CH 7,57 7,24; 10,23 C-2'/C-6’
125,74 CH 7,24 7,40; 7,58 c-4
123,18 CH 8,03 7,49 C-4
122,44 CH 8,13 7,54 C-7
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A Figura 2.30 apresenta a estrutura numerada do composto 4.0. Os dados obtidos nos espetros
de 1D e 2D de RMN, apresentados no Apéndice 15 (Figura 6.101 — Figura 6.106) , estdo reunidos nas
Tabelas 2.32 e 2.33.

5

Figura 2.30: Estrutura e numeracgéo da (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida
(4.0).

Tabela 2.32: Dados de RMN, H e COSY, (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida
(4.0), em DMSO-ds.

Integracéo [H], multiplicidade (m), constante de

3 *H (ppm) acoplamento J (Hz) COSY Atribuig3o
2,36 3H, singuleto - H-8
7,02 1H, tripleto, J =7,5 - H-5
7,21 1H, tripleto, J = 7,4 7,02; 7,36 H-6
7,25 1H, tripleto, J=7,4 - H-4’
7,36 1H, dupleto, J = 8,2 7,21 H-7
7,43 2H, tripleto, J=7,9 7,25 H-3'/ H-5
7,56 1H, dupleto, J=7,9 7,02 H-4
7,64 2H, dupleto, J=7,9 7,43 H-2’/H-6’
8,32 1H, singuleto - N=CH
10,20 1H, singuleto - N(3)-H
11,25 1H, singuleto - N-H (indole)
11,91 1H, singuleto - N(2)-H
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Tabela 2.33: Dados de RMN, ¥C-APT, HSQC e HMBC, da (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno)-N-fenil-
hidrazinacarbotioamida (4.0), em DMSO-de.

5 13C (ppm) Tipo de carbono HSQC HMBC Atribuicdo
175,34 C - 11,91 C=S
138,84 C - 7,43; 7,64; 10,20 cC-1
136,85 C - 7,21; 7,56; 11,25 C-7a
132,61 CH 8,32 11,91 N=CH
129,81 C - 2,36; 8,32; 11,25 C-2

2,36; 7,02; 7,36;

128,54 C - 11,25 C-3a
128,35 CH 7,43 - C-3/C-%
125,68 CH 7,64 7,25; 7,43; 10,20 C-2'/ C-6’
125,55 CH 7,25 7,64 Cc-4
124,14 CH 7,21 7,02; 7,36; 7,56 C-6
119,37 CH 7,56 7,21 C-4
118,96 CH 7,02 7,21 C-5
115,14 C - 2,36; Zf26é8’32’ C-3
110,95 CH 7,36 7,02; 7,56 C-7

8,33 CHs 2,36 - C-8

56



2.3. Caracterizacéo por espetroscopiade IV dos compostos 4.a-4.ce4.f-4.0

Os espetros de IV dos compostos 4.a - 4.c (Apéndices 3, 4, 5 — Figuras 6.16, 6.24, 6.38,
respetivamente) e 4.f - 4.0 (Apéndices 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 — Figuras 6.45, 6.51, 6.58, 6.65,
6.72, 6.78, 6.84, 6.92, 6.99 e 6.107, respetivamente) permitiram a confirmag&o dos principais grupos
funcionais presentes nas moléculas. Apresentam-se nas Tabelas 2.34 e 2.35 as frequéncias de
vibracdo dos principais grupos funcionais presentes nos compostos sintetizados, que se encontram
dentro dos correspondentes valores tabelados.132.133

Como ja foi referido anteriormente os compostos do tipo tiossemicarbazona, em solucdo podem
existir como um equilibrio tautomérico entre as formas tiona e tiol. Em todas as tiossemicarbazonas
sintetizadas verifica-se a existéncia de um conjunto de bandas nas regides 1225 — 1232 cm* (4.a —
4.e), 1095 — 1254 cm! (4.f — 4.]) e 1186 — 1200 cm* (4.m — 4.0), atribuiveis as vibracBes da ligacédo
C=S. Nos espetros de |V, pode-se observar a auséncia de bandas entre 2550 a 2600 cm-
caracteristica da vibracdo da ligacdo S-H e, portanto, pode-se confirmar que, no estado soélido, os
compostos 4.a — 4.0 encontram-se na forma de tiona.

A presenca dos grupos acetilo na fragdo glicosidica, nos compostos 4.a — 4.c foi também

confirmada a partir das bandas a 1745 — 1751 cm, caracteristica da vibracao da ligagdo C=0 (éster).

Tabela 2.34: Principais bandas de absorcéo de IV para os compostos 4.a, 4.b e 4.c.

Composto Vc=s (cm?) Ve=n (cm™) Vc=0 (cm™) Un (m™)
4.a 1228 1614 1749 3413 — 3350
4.b 1232 1618 1751 3467 — 3261
4.c 1225 1618 1745 3467 — 3294

Tabela 2.35: Principais bandas de absorcéo de IV para os compostos 4.f - 4.0.

ComPOStO Vc=s (cm’l) Ve-=N (cm‘l) UnH (cm‘l)
4f 1252 1612 3452; 3330; 3311; 3234
49 1254 1595 3367; 3248, 3221
4.h 1232 1603 3491; 3280; 3244; 3111
4. 1254 1595 3454; 3330; 3307
4. 1232 1591 3402; 3276, 3163
4.k 1120 1620 3400; 3261, 3130
4. 1095 1606 3492; 3332; 3275; 3161
4.m 1200 1604 3346, 3313; 3267
4.n 1186 1616 3317; 3124
4.0 1198 1599 3388; 3286, 3151
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2.4. Determinacéo da atividade antioxidante: capacidade de redugéo do radical
DPPH

Neste trabalho pretendeu-se estudar a capacidade antioxidante dos compostos sintetizados (4.a
— 4.0), usando método de captura do radical livre DPPH. O ensaio in vitro do DPPH é um método
colorimétrico, amplamente usado para avaliar a capacidade antioxidante de um composto, por ser
considerado um método rapido, simples, reprodutivo e de custo relativamente baixo.2?:134

O DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazilo) é um radical livre estavel, devido a deslocalizagdo do
eletrdo desemparelhado por toda a molécula. Esta deslocalizacdo é responsavel pela coloragao
parpura da molécula, que apresenta um espetro de visivel um maximo de absor¢cdo ao comprimento
de onda de 517 nm. Quando o radical DPPH reage com um agente redutor ocorre a formacao de uma
nova ligacao, com vista a tornar-se uma molécula diamagnética estavel, ocorrendo simultaneamente
a mudanca da coloracéo purpura para uma tonalidade amarela. Esta descoloracdo é proporcional ao
ndmero de eletr6es que sado transferidos (Figura 2.31).135136.137 Assim sendo, quanto menor for a
absorvancia ao comprimento de onda de 517 nm, maior serd a capacidade antioxidante do composto
em estudo. Esta metodologia, originalmente desenvolvida por Blois em 1958 138, foi posteriormente
submetida a diversos desenvolvimentos e melhorias, por Brand-Williams, em 1995,1%° de modo a
tornar-se adaptavel a cada caso cinético.13¢

OoN NO, OoN NO,
NO, NO,
DPPH oxidado DPPH reduzido
(roxo) (amarelo)

Figura 2.31: Esquema geral do ensaio da capacidade de redugéo do radical DPPH na presenca de uma
amostra com propriedades antioxidantes. Adaptado de 135,

O ensaio in vitro do DPPH pode ocorrer de acordo com dois mecanismos: transferéncia de um
atomo de hidrogénio (HAT) e/ou transferéncia de um eletrdo (ET), Figura 2.32.140 Em ambos os
mecanismos a cinética da reagdo e as reacdes colaterais sdo distintas. Para além disso, a reacdo entre
o DPPH e um composto antioxidante pode dar-se segundo uma combinacdo entre 0s mecanismos
HAT e ET, contudo o mecanismo reacional é determinado pela estrutura, solubilidade e coeficiente de
partilha do antioxidante, bem como pelo sistema de solventes. A energia de dissociacéo da ligacéo e
o potencial de ionizagédo sdo dois parametros que determinam o mecanismo de reacdo e o potencial
antioxidante dos compostos.?#1142 A reacdo por meio de HAT é definida como um mecanismo
concertado de um protdo e de um eletrdo numa Unica etapa cinética, na qual é avaliada a capacidade
gue o radical livre possui, em remover um atomo de hidrogénio do antioxidante, tornando-se num
radical. A entalpia de dissociacéo da ligacdo (BDE) € um parametro importante neste mecanismo, visto

gue quanto menor for a BDE do grupo dador de hidrogénio, mais simples serd a inativacédo dos radicais
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livres. No caso da reacdo ser baseada em ET, o composto antioxidante transfere um eletrdo para o
radical livre, tornando-se num catido radicalar. Neste mecanismo o potencial de ionizag&o (Pl)
associado ao antioxidante é o fator energético a ter em consideracéo, visto que quanto menor for o PlI,

mais facil seré a transferéncia do eletrdo.143

— +.
é\\ A + BH
S .
© (SET) A’ = radical livre
A"+ B—H HY B—H = antioxidante

\&.
(7
% .
A—H + B

Figura 2.32: Mecanismos gerais HAT e ET que ocorrem entre os compostos antioxidantes e radicais livres.
Adaptado de 43,

Os ensaios de reducéo do radical de DPPH desenvolvidos neste trabalho, permitiram obter uma
informacgé&o preliminar sobre a potencialidade dos compostos sintetizados como antioxidantes, bem
como tentar identificar as particularidades estruturais que podem influenciar a eficicia antioxidante.

De acordo com a literatura 22144, a presenca de pelo menos um grupo N-H, pertencente a
hidrazona ou a fun¢éo tioamida, pode sofrer uma quebra homolitica e doar um atomo de hidrogénio,
por meio de um mecanismo HAT, levando & neutralizacéo dos radicais livres. Assim, os derivados de
tiossemicarbazonas podem tornar-se espécies radicalares e a sua estabilizacdo sucede devido a
deslocalizacdo do eletrao desemparelhado pelo(s) grupo(s) aromético(s), produzindo hibridos de
ressonancia estaveis.

Para a determinacdo da atividade antioxidante de cada composto em estudo, recorreu-se ao
procedimento descrito no ponto 3.5. Os resultados obtidos foram expressos graficamente,
correlacionando-se as concentracdes das solu¢cdes dos compostos com a correspondente
percentagem de atividade antioxidante, de modo a obter por interpolacdo o valor de ECso. O valor de
ECso é definido como a concentragdo molar de composto necesséria para produzir 50% na absorc¢éo,
correspondendo a uma reducéo do radical de DPPH. Os valores obtidos de percentagem de atividade
antioxidante e ECso sdo apresentados no Apéndice 16 — Tabela 6.1, como uma média de quatro
ensaios independentes e o desvio padrdo associado as medi¢bes, que permitiu construir o grafico
apresentado na Figura 2.33. Foram usados como controlos positivos quercetina, rutina e &cido
ascorbico, antioxidantes disponiveis no mercado, que serviram ndo s6 para validar o protocolo
experimental, como também como termo de comparac¢éo para os valores de ECso dos compostos 4.a
—4.0.

Nos ensaios in vitro da atividade antioxidante, todos os compostos foram primeiramente testados
numa gama de concentragédo de 12,5 — 300 uM, na qual se obteve uma relagéo de linearidade entre a
percentagem de atividade antioxidante com a correspondente concentragdo, a excecao de 4.0. Nesta
tiossemicarbazona verificou-se que, a partir de uma concentracdo superior a 90 pM, atingiu-se um
nivel de saturagdo de redugdo do radical de DPPH, com valores de percentagem de atividade

antioxidante superiores a 80%. Assim sendo, foi necessario testar esta tiossemicarbazona numa gama
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de concentracgéo inferior, 12,5 — 85 uM. O mesmo sucedeu para a quercetina, rutina e acido ascoérbico
gue foram testados em gamas de concentracédo ainda mais baixas de 2 — 12,5 yM, 4 - 15 pM e 6 — 25

UM, respetivamente.
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u25 UM
o 80 - - 80 g
% e =m50uM
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S 60 - L 60 2 m200pM
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S X
~ 20 4 B
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0 - -0

4a 4b 4c 4d 4e 4f 49 4h 40 4) 4k 41 4m 4.n 4o

Compostos
Figura 2.33: Capacidade antioxidante (%) dos compostos 4.a - 4.0, testados em diferentes concentragdes (UM).

Determinados os valores de ECso para todos os compostos, Figura 2.34 é possivel verificar que
as tiossemicarbazonas 4.a, 4.d, 4.f, 4.9, 4.m, 4.n e 4.0 exibem uma atividade antioxidante boa a
moderada, apresentando valores de ECso compreendidos entre 51,34 + 1,93 uM e 252,16 * 3,61 UM,

enquanto que os restantes compostos possuem valores de ECso superiores a 300 puM.

1600 -
1400 -
1200 -
1000 A
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200 +

20 08 a0 2 2 S W D R Q00 & e 0
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Figura 2.34: Valores de ECso (UM) para a atividade antioxidante, segundo o método de DPPH, dos compostos
4.a - 4.0 e dos controlos positivos (quercetina, rutina e acido ascoérbico) com o respetivo desvio padrao.
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Foi realizado um tratamento estatistico dos valores de ECso, pela analise de variancia de um
fator (ANOVA), disponivel no programa Microsoft Excel, utilizando-se um nivel de probabilidade de p
< 0,05, como uma diferenca significativa entre os derivados de tiossemicarbazonas. Em primeiro lugar,
verificou-se que 0os compostos que possuem, na sua estrutura, os substituintes benzofurano (4.c e 4.i)
e benzotiofeno (4.e e 4.)), ligados na posicdo 2 relativamente a tiossemicarbazona, apresentam um
valor de ECso superior a 300 pM e, por isso, ndo sdo considerados compostos ativos. Como se pode
observar na Figura 2.35, para os compostos substituidos com o grupo indolilo (4.a e 4.f) e 1-
metilindolilo (4.d e 4.9) ligados na posicao 3 a funcdo tiossemicarbazona, contendo na posicdo N(3)
um grupo glicosilo per-acetilado, ou um hidrogénio, obtiveram-se os seguintes valores de ECso: 139,21
+1,80 uM, 120,41 + 0,59 uM, 207,11 £ 11,92 uM, e 211,62 + 11,58 uM, respetivamente. Verifica-se
gue a existéncia de um grupo metilo no atomo de azoto endociclico, em 4.d e 4.g provoca um
acréscimo no valor de ECsp, que podera estar relacionado com o facto do radical, neste anel
heteroaromatico, néo ser téo estabilizado por ressonancia, como em 4.a e 4.f. Contudo, os valores de
ECso obtidos para os compostos 4.d e 4.g séo estatisticamente semelhantes, pelo que ndo se pode
correlacionar, para estes dois compostos, o papel do substituinte em N(3) e a atividade antioxidante.
Adicionalmente, entre os compostos 4.a e 4.f, verifica-se que a presenca em N(3) de um grupo
glicosidico per-acetilado, em 4.a, provoca um acréscimo no valor de ECso. Portanto, neste subconjunto

de derivados de tiossemicarbazonas, o composto 4.f foi 0 que se revelou ser mais promissor.
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Figura 2.35: Comparacéo dos valores de ECso, segundo 0 método de DPPH, para os compostos 4.a, 4.d, 4.f e 4.g.
Para um nivel de confianca de 95%, A, B e C sdo estatisticamente diferentes.

Para avaliar o efeito da posicao da ligacdo do anel de indole & funcéo tiossemicarbazona, foram
comparados os valores de ECso dos compostos com este substituinte na posicédo 3 (4.a e 4.f) e na
posicdo 2 (4.b e 4.h), contendo em N(3), um grupo glicosidico per-acetilado, ou um hidrogénio. Na
Figura 2.36 pode verificar-se que os compostos 4.a e 4.f apresentam valores de ECso inferiores aos
dos compostos 4.b e 4.h, que possuem valores de ECso superiores a 300 pM. A discrepancia entre os
valores de ECso destes dois pares de compostos, podera estar associada a estabilidade das estruturas
de ressonancia originadas pela deslocalizacdo do eletrdo desemparelhado: quando o grupo indolilo se

encontra ligado na posi¢céo 2, relativamente a tiossemicarbazona, o efeito de ressonancia do eletrdo
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provoca a rutura da estrutura aromatica do anel benzénico, e a estrutura radicalar perde a sua
estabilidade; quando o anel inddlico se encontra ligado na posigédo 3 a funcéo tiossemicarbazona o
eletrdo desemparelhado fica apenas deslocalizado no anel de 5 membros, o que torna o radical mais

estavel. H OAc
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Figura 2.36: Comparacgéo dos valores de ECso, obtidos segundo o método de DPPH, para os compostos 4.a,
4.b, 4.f e 4.h. Para um nivel de confianga de 95%, A, B e C sao estatisticamente diferentes. Os valores de ECso
dos compostos 4.a e 4.f foram retirados da figura anterior, para comparar com 4.b e 4.h.

Posteriormente, avaliou-se o efeito da substituicdo de um hidrogénio por um grupo fenilo em
N(3) no valor de ECso. Apresenta-se na Figura 2.37 um gréfico com a comparag¢do dos ECso dos
derivados de N3-fenil-tiossemicarbazona, 4.m, 4.n e 4.0 e a respetiva N3 H-tiossemicarbazona, 4.h,
4.k e 4.1. Ficou evidente neste caso, que a substituicdo em N(3) com um grupo fenilo, faz diminuir o
valor de ECso em relagdo aos compostos com um hidrogénio na mesma posi¢éo. Esta variacdo podera
estar associada a presencga de dois substituintes aromaticos, em 4.m, 4.n e 4.0, com a capacidade de
estabilizar por ressonancia o radical formado, tornando-o mais estavel. Verifica-se igualmente, que os
compostos 4.h, 4.k e 4., apresentam um valor de ECso superior a 300 uM, pelo que ndo sdo
considerados ativos. De acordo com esta andlise, para este subconjunto de compostos, é possivel

constatar que a presencga de um grupo fenilo diminui significativamente os valores de ECso.
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Figura 2.37: Comparacéo dos valores de ECso, obtidos pelo método de DPPH, para os compostos 4.h, 4.m,
4.k, 4.n, 4., 4.0. Para um nivel de confianca de 95%, A, B, C, D, E e F s&o estatisticamente diferentes.
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Os compostos 4.b, 4.h e 4.m diferem entre si pelo substituinte em N(3), que varia entre um
hidrogénio, grupo fenilo ou grupo glicosilo per-acetilado, respetivamente. A partir do grafico
apresentado na Figura 2.38, verifica-se que o composto 4.m é o que apresenta o menor valor de ECso,
possivelmente devido a presenca de dois substituintes aromaticos capazes de estabilizar o radical
tornando-o mais estavel. Por outro lado, os compostos 4.b e 4.h, ao possuirem apenas um substituinte
heteroaromatico, o efeito de ressonancia do eletrdo desemparelhado ndo devera conferir a mesma
estabilizag8o ao radical, que em 4.m, refletindo-se no elevado valor de ECso. Contudo, as diferencas
estruturais entre 4.b e 4.h parecem né&o interferir na diferengca de valor de ECso, que sé&o

estatisticamente semelhantes.
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Figura 2.38: Comparacéo dos valores de ECso, de acordo com o método de DPPH, para os compostos 4.b, 4.h e
4.m. Para um nivel de confianca de 95%, A e B s&o estatisticamente diferentes.

De acordo com a Figura 2.39, verifica-se que para os compostos 4.m e 4.0, obtiveram-se,
respetivamente, valores de ECso de 252,16 + 3,61 pM e 51,34 + 1,93 pM. Os dois compostos contém
um grupo fenilo em N(3), no entanto, diferem entre si na presenca de um grupo metilo na posi¢édo 3 do
anel indolilo. Em ambos o0s casos, a estabilizacdo do radical ocorre tanto no grupo fenilo como no anel
heteroaromatico, contudo, a presenca de um grupo metilo na estrutura do composto 4.0 podera conferir
uma maior estabilidade ao radical formado, refletindo-se no seu baixo valor de ECso.
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Figura 2.39: Comparacao dos valores de ECso, obtidos pelo método de DPPH, para os compostos 4.m e 4.0.
Para um nivel de confianca de 95%, A e B séo estatisticamente diferentes.
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Finalmente, pode constatar-se que o composto 4.0, para um valor de concentragdo mais baixo
de 85 pM, é o que apresenta uma maior percentagem de atividade antioxidante, com cerca de 76%
(Apéndice 16 — Tabela 6.1), bem como o valor de ECsp mais baixo, de 51,34 + 1,93 pM. Este valor de
ECso, sugere que o composto 4.0 é o melhor dador de hidrogénio e que a deslocalizagdo do eletrdo
desemparelhado confere ao radical uma maior estabilidade, pelos possiveis motivos mencionados
anteriormente. Na Figura 2.40 esta representado um grafico com os valores de ECso obtidos para 4.0

e para 0s controles positivos utilizados nos ensaios da atividade antioxidante.

60 -

HO
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Compostos ascorbico

Figura 2.40: Comparagéo dos valores de ECso, obtido pelo método de DPPH, para o composto 4.0 e controlos
positivos (quercetina, rutina e acido ascoérbico). Para um nivel de confiangca de 95%, A, B, C e D sdo
estatisticamente diferentes.

Segundo a Figura 2.40 verifica-se que o composto 4.0 apresentou um valor de ECso comparavel
a dois dos trés padrées comerciais utilizados neste ensaio, a rutina e o &cido ascoérbico, para os quais
se registaram valores de ECso de 11,36 *+ 0,38 uM e 23,66 + 0,82 uM, respetivamente, por se
apresentarem na mesma ordem de grandeza. Para além disso, o valor de ECso reportado na literatura
para o antioxidante sintético, BHT, é de 15,7 + 0,2 ug/mL5 (71,25 uM), sendo possivel concluir que o
composto 4.0 demonstra um potencial antioxidante superior em rela¢éo ao BHT. Assim sendo, é valido

considerar que o composto 4.0 possui uma capacidade de reduzir o radical DPPH muito promissora.
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2.5. Ensaios citotoxicos em células

Os ensaios de avaliag8o de citotoxicidade in vitro em linhas celulares sdo muito usados para
testar uma série de compostos e determinar, se possuem a capacidade de inibir a proliferagao celular
ou efeitos citotoxicos que poderao levar a morte celular.1#® Neste trabalho, realizaram-se ensaios in
vitro nas linhas celulares cancerigenas Hep-G2 e MCF-7, com o objetivo de determinar, segundo o
método colorimétrico do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio), o potencial
citotéxico de alguns dos derivados de tiossemicarbazonas (4.b, 4.f — 4.0).

O MTT é um sal solivel em agua de coloracédo amarela, com a capacidade de penetrar as células
viaveis que, gracas ao seu metabolismo ativo, reduzem o MTT formando cristais roxos de formazan
((E,Z)-5-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-1,3-difenilformazan), Figura 2.41. A quantidade de cristais de formazan
formados é diretamente proporcional ao nimero de células viaveis e inversamente proporcional ao
grau citotoxico. Em contrapartida, o desaparecimento de cor e a diminuicdo da quantidade de formazan
formada, sdo parédmetros indicativos da ocorréncia de morte celular, que sucede devido & perda de
capacidade que as células tém em converter o MTT em formazan.147.148.149 O ensaio do MTT 10 foi
introduzido por Tim Mosmann em 1983 151, tendo sido modificado e adaptado de modo a ser utilizado

extensivamente em trabalho laboratorial.152
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Figura 2.41: Reacdo de reducéo do MTT em formazan pelo enzima mitocondrial succinato desidrogenase.
Adaptado de 1%°.

Os ensaios de citotoxicidade, na linha celular carcinoma hepatocelular humano (Hep-G2),
permitiram obter uma informacao preliminar sobre o potencial hepatotéxico dos compostos 4.f — 4.0,
guando em contacto com as células alvo. Adicionalmente e, com base em diversos estudos reportados
na literatura 7197126153 os compostos, 4b, 4.f — 4.0 foram igualmente testados na linha celular do
cancro da mama hormono-dependente MCF-7, devido a semelhancas estruturais com 0s compostos
descritos na literatura. Importa real¢car que os ensaios de citotoxicidade foram realizados de acordo
com o0 método colorimétrico de reducdo MTT, descrito no ponto 3.6, tendo sido apenas testados onze
dos quinze dos compostos sintetizados, por motivos de escassez dos restantes produtos. Neste ensaio
foi apenas testada uma concentracdo de 100 puM, nas linhas celulares Hep-G2 e MCF-7, a 24h e 48h,
estando os correspondentes valores de percentagem de morte celular reunidos na Tabela 2.36. Os

resultados sdo apresentados como uma média de diversos ensaios e o respetivo desvio padréo.
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Tabela 2.36: Valores de morte celular (%) a 100 uM obtidos as 24h e 48h, para os compostos 4.b, 4.f - 4.0, nas
linhas celulares MCF-7 e Hep-G2 e para o tamoxifeno a 24h na linha celular MCF-7. Para um nivel de confianga
de 95%, A — Q e A’— P’ sdo estatisticamente diferentes.

Morte celular (%) — MCF-7

Morte celular (%) — Hep-G2

Composto
24h 48h 24h 48h
4.b - 4,55+ 4,84 - -
4.f 6,86 + 3,604 18,51 + 7,608 42,61 + 4,93~ 38,78 £ 3,78~
4.9 3,28 + 2,60¢ 16,44 + 3,58P 21,31 +7,78% 6,51 + 5,38%
4.h 14,66 + 4,71F 12,44 + 8,57F 43,95 + 3,82¢ 17,81 +5,31%
4. 10,51 + 3,06F 16,83 + 4,526 16,46 £ 1,01F 6,98 + 6,02F
4. 9,60 + 3,09 24,28 + 7,32 17,47 £ 6,677 7,53 + 4,37¢
4.k 11,71 + 4,847 24,29 £ 5,44K 6,84 + 6,82 39,35 + 3,25"
4. 8,07 £ 4,36 20,34 + 3,88M 42,71 + 4,607 36,49 + 3,02¥
4.m 18,64 + 3,46N 18,18 + 2,57N 49,16 + 3,30¢ 53,91 + 4,29%
4.n 9,84 +7,37° 34,32 + 3,79° 3,92 +1,73V 33,88 £ 5,37V
4.0 44,42 £ 5,332 46,62 + 3,01° 44,92 +5,71© 34,27 + 6,38
Tamoxifeno 99,02 £ 0,12 - - -

As diferencas estatisticas entre os valores de percentagem de morte celular, para cada
composto as 24h e 48h, foram avaliadas pela analise de variancia de um fator (ANOVA), disponivel no
programa Microsoft Excel. No tratamento estatistico, utilizou-se um nivel de probabilidade de p < 0,05,
como uma diferencga significativa entre os derivados de tiossemicarbazonas, as 24h e 48h em cada
linha celular.

Tendo em conta a Tabela 2.36, ainda que se verifique na maioria dos compostos, diferencas
significativas entre a percentagem de morte celular as 24h e 48h, obtiveram-se valores de
citotoxicidade inferiores a 50%, exceto para o composto 4.m, no qual se registou uma atividade
citotéxica de 53,91 + 4,29%, quando em contacto com as células Hep-G2 durante 48h. Analisando os
resultados obtidos, conclui-se que nenhum dos derivados de tiossemicarbazonas se revelou citotéxico
dado que, segundo as diretrizes reportadas pelo National Cancer Institute, foi estipulado um limite de
concentracao inferior a 4 pg/ mL1%41% (18,15 uM), que é considerada tdxica para as células, quando

se utilizam compostos com um elevado grau de pureza.
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3.1. Sintese

3.1.1. Reagentes e Solventes

Todos os reagentes e solventes usados nas sinteses foram adquiridos comercialmente e

utilizados sem purificacéo prévia, com excecao do acetonitrilo, que foi previamente destilado segundo

um método descrito na literatura'®® e, mantido em peneiras moleculares. Os reagentes e solventes

utilizados, bem como as suas caracteristicas, encontram-se reunidos na Tabela 3.1.

Tabela 3.1: Reagentes e solventes utilizados na sintese e andlise dos compostos.

Reagente/Solvente Caracteristica Marca Referéncia
Acetobromo-a-D-glucose 295% Sigma-Aldrich A1750
Acetonitrilo 299,9% Honeywell Riedel-de Haén 34851
Acetato de etilo >99,9% Carlo Erba 448254
Acido acético glacial 99,7% AnalaR analytical reagent 2369100
Benzofurano-2-carboxaldeido 97,0% Sigma-Aldrich 493449
Benzotiazol-2-carboxaldeido 97,0% Sigma-Aldrich 707643
Benzolbltiofeno 2- 97,0% Sigma-Aldrich 674540
Brometo de tetrabutilaménio 298,0% Sigma-Aldrich 426288
Celite - Serva Feinbiochemica -
Cloroférmio deuterado (CDCls) 99’80/9 Qe Sigma-Aldrich 151823
deutério
Diclorometano 299,9% Honeywell Riedel-de Haén 32222
Dimetilsulféxido deuterado 99,90/9 Qe Euroisotop i
(DMSO-ds) deutério
Etanol absoluto 299,8% Honeywell Riedel-de Haén 32221
Eter dietilico 299,8% Honeywell Riedel-de Haén 32203
4-Fenil-tiossemicarbazida 99,0% Sigma-Aldrich 131482
n-Hexano >98,5% Carlo Erba 446903
Hidrazina hidratada 50-60 % Sigma-Aldrich 225819
Indole-2-caboxaldeido >97,0%% TCI 10852
Indole-3-carboxaldeido >98,0% TCI 10027
Metanol 299,9% Carlo Erba 524102
1-Metil-indole-3-carboxaldeido 97,0% Fluorochem 040213
3-Metil-indole-2-carboxaldeido 96,0% Sigma-Aldrich 774464
Peneiras moleculares 4A - Sigma-Aldrich 208590
Sulfato de magnésio anidro 96,0% PanRec AppliCham ITW 212486.1211
technical grade Reagents
Qo e L anon
Tiocianato de potassio 98,5% Alfa Aesar 14318
Tiossemicarbazida sintese Sigma-Aldrich 8.21119.0250
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3.1.2. Materiais e equipamentos

As experiéncias de RMN 1D (*H, 13C-APT) e 2D (COSY, HSQC, HMBC e NOESY) foram obtidas
num aparelho da marca Bruker 400 Ultra Shield™, operando a uma frequéncia de 400,1 MHz para 'H
e 100,6 MHz para 3C; os espetros adquiridos foram processados com recurso o programa TopSpin,
versdo 4.0.6. Os desvios quimicos foram reportados em partes por milhdo (ppm), sendo usado como
referéncia os valores dos sinais residuais dos solventes utilizados: CDCls (cloroférmio deuterado) - on
= 7,26 ppm, dc = 77,23 ppm; DMSO-ds (dimetilsulféxido deuterado) - dx = 2,50 ppm, dc = 39,50 ppm;
e as constantes de acoplamento (J) foram expressas em Hertz (Hz).

Os espetros de ESI-HRMS foram realizados num espetrometro de massa Bruker Impact Il
guadrupole time-of-flight, operando em modo negativo e, para a obtencédo dos dados recorreu-se ao
software Data Analysis na verséo 4.4. Utilizaram-se o0s seguintes pardmetros otimizados: voltagem
capilar: 3500 V; gas secante: 4,0 L/min; temperatura de secagem: 200 °C; nebulizador: 0,3 Bar; m/z:
50 — 1500.

A monitorizacdo das reagfes e a escolha dos eluentes para a purificacdo dos compostos foram
realizadas através de cromatografia em camada fina (CCF), nas quais foram utilizadas placas de silica
gel 60 F2s4 em aluminio (ref. Merck® 5554). A visualizagdo das manchas foi feita através de irradiagdo
com luz ultravioleta ao comprimento de onda de 254 nm e, em certas rea¢fes foi ainda necessério a
revelagdo em camara de iodo.

A técnica de cromatografia em coluna para o composto 2 foi efetuada em silica gel 60, como
fase estacionaria, com um poro de 0,040 — 0,063 nm, ref Carlo Erba 2050017. O eluente que mais se
adequou a este composto foi previamente estudado e ajustado — n-hexano/acetato de etilo 7:3, de
modo a alcancar um Rt de 0,35.

O isotiocianato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil (2) foi sintetizado com recurso a um
aparelho de microondas da marca CEM, e foi usado o software Synergy para definir as seguintes
condi¢des experimentais: temperatura: 80 °C; tempo: 10 minutos; presséo: 250 psi; poténcia de 300 W
e agitacdo vigorosa.

As pesagens dos reagentes utilizados para as sinteses foram efetuadas numa balan¢a da marca
Metter Toledo PR1203 com uma preciséo + 0,001 g; para a preparagéo das solucdes a serem utilizadas
na analise por HPLC-DAD e ensaios biolégicos, as pesagens foram realizadas numa balanca da marca
PIONEER™ com uma preciséo de £ 0,0001 g.

A evaporagdo de solvente sob vacuo foi realizada com recurso a um evaporador rotativo da
marca Bichi R-200, equipado com uma bomba de pressédo Biichi Vao® V - 500 e um banho térmico
Biichi B-490.

Os espetros de IV dos compostos sintetizados foram obtidos num espetrofotémetro Nicolet 6700

(Thermo Electron Corporation) em pastilhas de KBr.

3.2. Condig6es analiticas do HPLC-DAD

A andlise por HPLC dos compostos sintetizados foi efetuada num aparelho Dionex™ UltiMate
3000, equipado com um detetor de fotodiodos DAD-3000 e uma coluna ACE® C18, 150 x 4,6 mm, com

uma dimens&o de poro e particula de 100 A e 3 um, respetivamente. O software utilizado na aquisicdo
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de dados foi o Dionex Chromeleon na versdo 6.80. Os solventes utilizados foram adquiridos
comercialmente, sem necessidade de purificacdo, e encontram-se apresentados na Tabela 3.2, com
excecao da agua Milipore (resistividade 18,2 MQ cm, a 25 °C), que foi produzida num sistema de

purificacdo de agua Mili-Q Academic da Merck.

Tabela 3.2: Solventes utilizados na anélise do grau de pureza dos compostos sintetizados, por HPLC-DAD.

Solvente Caracteristica Marca Referéncia
299,9% Honeywell Riedel-de Haén 34851
Acetonitrilo para HPLC =299,95% Carlo Erba 412342

=299,9% VWR 20060.320

Acido trifluoroacético >99,9% VWR 84578.290
Metanol para HPLC >99,9% Honeywell Riedel-de Haén 34885

Na andlise do grau de pureza dos compostos por HPLC utilizou-se como fase mével um
sistema binario, que, dependendo da polaridade de cada composto, era constituido por ACN ou MeOH
+ 0,05% de TFA (A) e por H20 ou H20 + 0,05% TFA (B), como é observado na Figura 3.1. Em cada
corrida foi utilizado um fluxo de 0,75 mL/min e foram injetados 10 pL das solu¢bes preparadas para
cada composto [10° M]. A determinacdo do grau de pureza foi efetuada através da andlise dos
resultados de dois replicados de cada solucéo de composto, intercalados com brancos, calculando-se

a média da area relativa do pico, ao comprimento de onda correspondente ao maximo de absorcao no

espetro de UV-Vis.

S Método 2
100 Método 1 100
o 80 - 80
o (O] .
3 60 | AACN 3 50 A: MeOH (0,05 % TFA)
S €
% 40 o 40 (
. 0 B: H,0 (0,05
® 20 | BiH0 F 20 | %TFA)
S 0 S
0 2 46 8101214161820 0 2 4 6 8101214161820
Tempo (min) Tempo (min)
Método 3 Método 4
100 100
© 80 © 80
3 A: MeOH (0,05 % TFA) S A: MeOH (0,05 % TFA)
€
@ 40 o 40
4 B: H,0 (0,05 @ B: H,0 (0,05
L 20 T o 1Fn) L 20 % TFA)
S o0 L 0
0 2 4 6 8 10121416 18 20 0 2 4 6 8 10121416 18 20
Tempo (min) Tempo (min)
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Método 5 Método 6

100 100
I3 80 T A MeoH (0,05 9% TFA) T80 1 4 aon
*g 60 g 60
© 40 o 40
@ 20 [B: 1,0 (0,0 820 [ B-no '\ /
e % TRA) L e
X 0 £ 0

0 2 4 6 8 1012141618 20 0 2 4 6 8 1012141618 20
Tempo (min) Tempo (min)

Figura 3.1: Gradientes utilizados na analise do grau de pureza dos compostos sintetizados por HPLC-DAD.

3.3. Sintese de derivados de glicosil tiossemicarbazona
3.3.1. Procedimento geral para a sintese do isotiocianato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-g-
D-glucopiranosil, 2

A sintese do composto 2 foi realizada tendo por base o trabalho de Thanh et al.}’2 no qual o
isotiocianato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-galactopiranosil foi preparado através de irradiagcéo assistida
por microondas.

A uma mistura de acetobromo-a-D-glucose (1) (10 mmol) e tiocianato de potassio (25 mmol)
(previamente secos sob vacuo) em acetonitrilo adicionou-se, sob agitacdo, brometo de tetrabutilamdnio
(10 mmol) (previamente seco sob vacuo), em atmosfera inerte de azoto e a temperatura ambiente. A
mistura reacional foi irradiada a 300 W durante 2 horas e a evolucao da reagéo foi controlada por CCF,
a cada 30 minutos de reag&o, usando como eluente uma mistura de n-hexano/ acetato de etilo (7:3).
Posteriormente, procedeu-se ao work-up da reacao, filtrando-se a mistura reacional e evaporando-se
o0 solvente sob vacuo. Obteve-se um residuo gomoso que foi dissolvido em diclorometano (10 mL) e a
solucdo assim obtida lavada com agua (4x15 mL). A fase organica extraida foi seca com sulfato de
magnésio de anidro, filtrada e o solvente evaporado a secura no evaporador rotativo, obtendo-se um
Oleo laranja/ amarelo.

Seguidamente, procedeu-se a purificacdo do produto bruto 2 por cromatografia em coluna.
Utilizou-se como eluente uma mistura de n-hexano/ acetato de etilo (7:3), uma coluna de
aproximadamente 3,5 cm de didmetro, uma altura de silica de 15 cm e recolheram-se fragdes de 5 mL.
A eluicéo da coluna foi acompanhada por CCF, dando-se por terminada a recolha de fragbes quando
ndo se verificou a presenca de produto. Agruparam-se as fracdes que continham o composto 2
cromatograficamente puro, evaporou-se o solvente e obteve-se um sélido branco. Por fim, efetuou-se
apenas uma experiéncia de RMN 'H e COSY em CDCIls, dado que a caracterizacdo completa deste
composto foi anteriormente realizada pelo grupo de trabalho. Na Tabela 3.3 encontram-se reunidas as
guantidades de reagentes usados e massa de produto, bem como o rendimento efetivo correspondente

de cada sintese.
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Tabela 3.3: Resumo das quantidades de reagentes, produto e rendimento efetivo para a sintese do composto 2.

- Massa
Acetobromo- Tiocianato Brometo de Massa de de .
. de ) Ay Rendimento
Sintese  a-D-glucose L tetrabutilaménio  produto  produto .
potassio g efetivo (n)
g (mmol) (mmol) g (mmol) bruto (g) puro g
(mmol)
0,299 0,109
a ’ ! 0,
1 0,500 (1,22) (3,08) 0,395 (1,23) 0,387 (0,28) 28,2%
0,443 0,134
a ) ! 0
2 0,750 (1,82) (4.56) 0,588 (1,82) 0,349 (0.34) 38,4%

Estado fisico: sélido amorfo branco.

IH RMN [400,1 MHz, CDCls, &/ ppm (multiplicidade, integragéo, J/ Hz, atribuicdo)]: 2,02 (m, 6H, OAc
CH3-C2/ OAc CH3-C3/ OAc CHs-C4/ OAc CHs-C6); 2,11 (m, 6H, OAc CHs-C2/ OAc CHs-C3/ OAc CHa-
C4/ OAc CHs-C6); 3,74 (m, 1H, H-5); 4,14 (dd, 1H, 12,5, H-6a; H-6b); 4,24 (dd, 1H, 12,5, H-6a; H-6b);
5,02 (d, 1H, 9,0, H-1); 5,11 (t, 2H, 9,2, H-2; H-4); 5,20 (t, 1H, 9,3, H-3).

13C RMN [100,6 MHz, CDCls, &/ ppm (atribuigéo)]: 170,51 (OAc C-6); 170,25 (OAc C-3); 169,23 (OAc
C-2/ OAc C-4); 169,06 (OAc C-2/ OAc C-4); 144,15 (C=S); 83,46 (C-1); 74,01 (C-5); 72,45 (C-3); 71,81
(C-2); 67,58 (C-4); 61,46 (C-6); 20,71, 20,53 (OAc CHs-C-2; C-3; C-4; C-6).

3.3.2. Procedimento geral para a sintese da N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-
glucopiranosil) tiossemicarbazida, 3.a
A sintese do composto 3 foi realizada tendo por base o trabalho de Thanh et al. ®° no qual a N-
(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil) tiossemicarbazida foi preparada através da reagéo entre o
derivado de isotiocianato correspondente e hidrazina hidratada.
Dissolveu-se, num baldo de 100 mL, o isotiocianato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-3-D-glucopiranosil
(2) (10 mmol) em etanol absoluto e arrefeceu-se a solugdo até atingir uma temperatura de 8 °C. De
seguida, adicionou-se hidrazina hidratada (10 mmol) e manteve-se a mistura reacional sob agitacéo,
por um tempo variavel, a 8 °C, tendo-se verificado a formagéo de um precipitado branco. A evolugdo
da reacéo foi avaliada por CCF usando como eluente uma mistura de acetato de etilo/ n-hexano (7:3).
Dando-se a reacao por terminada, a mistura reacional foi evaporada a secura no evaporador rotativo,
dando origem a um solido branco, com rendimentos entre 97 e 100%. Adicionalmente, realizou-se
apenas um espetro de RMN H, em CDCls, visto que a caracterizacédo deste composto foi anteriormente
realizada pelo grupo de trabalho. Na Tabela 3.4 encontram-se reunidas as condi¢gdes experimentais,
as quantidades de reagentes usados e de produto obtido em cada sintese, bem como rendimento

respetivo de cada reacéo.
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Tabela 3.4: Condic¢des reacionais de sintese do composto 3.a.

Isotiocianato de 2,3,4,6- Hidrazina J)etg?%oe Massa de Rendimento
Sintese tetra-O-acetil-B-D- hidratada pL reacso produto g )
glucopiranosil g (mmol) (mmol) (ho?as) (mmol) n
16 +2
18 0,109 (0,28) (excesso 3%) 4h30 0,114 (0,28) 97,0%
(0,31)
22 0,134 (0,34) 20 (0,34) 4h20 0,143 (0,34) 98,6%
32 0,125 (0,32)° 18,5 (0,32) 5h 0,135 (0,32) 100,0%

Estado fisico: sélido amorfo branco.

'H RMN [400,1 MHz, CDCls, &/ ppm (multiplicidade, integragdo, J/ Hz, atribuicéo)]: 2,04 (m, 9H, OAc
CH3-C2/ OAc CHs3-C3/ OAc CHs-C4/ OAc CHs-C6); 2,09 (m, 3H, OAc CHs-C2/ OAc CHs-C3/ OAc CHs-
C4/ OAc CHs-C6); 3,79 (s, 2H, N(1)-H); 3,89 (d, 1H, 10,0, H-5); 4,12 (d, 1H, 12,1, H-6a/ H-6b); 4,33 (d,
1H, 13,0, H-6a/ H-6b); 5,07 e 5,12 (m, 2H, H-2 e H-4, respetivamente); 5,38 (t, 1H, 9,5, H-3); 5,77 (t,
1H, 9,2, H-1); 7,44 (s, 1H, N(2)-H); 8,15 (d, 1H, 7,6, N(3)-H).

3C RMN [100,6 MHz, CDCls, &/ ppm (atribuigéo)]: 184,29 (C=S); 171,19 (OAc C-2/ OAc C-4); 170,72
(OAc C-6); 170,04 (OAc C-3); 169,91 (OAc C-2/ OAc C-4); 82,16 (C-1); 73,53 (C-5); 72,74 (C-3); 70,71
(C-2); 68,26 (C-4); 61,64 (C-6); 20,81, 20,79, 20,63 (OAC CH3-C-2; C-3; C-4; C-6).

3.3.3. Procedimento geral para a sintese dos derivados de glicosil
tiossemicarbazona, 4.a—4.c

A sintese dos derivados de glicosil tiossemicarbazona foi realizada tendo por base o trabalho de
Tenchiu et al. %7, no qual foram preparados derivados de glicosil tiossemicarbazona recorrendo a
condensacdo entre a N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil) tiossemicarbazida e o respetivo
aldeido/cetona.

A uma solucéo aquecida de N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil) tiossemicarbazida (3.a)
em metanol, adicionou-se gota-a-gota e sob agita¢do, uma solu¢éo aquecida do respetivo aldeido em
metanol. A mistura reacional foi aquecida a refluxo com prote¢édo de humidade, por um tempo variavel.
Na sintese dos compostos 4.b e 4.c foi ainda adicionada uma quantidade catalitica de acido acético
glacial.

A monitorizacdo das reacdes foi avaliada por CCF. Dando-se as reacdes por terminadas, as
misturas reacionais foram arrefecidas até a temperatura ambiente e deixadas no frigorifico/congelador
durante a noite, tendo-se formado um precipitado, na sintese dos compostos 4.a e 4.c; para 0
composto 4.b concentrou-se a mistura reacional até metade do volume e adicionou-se agua para
formar um precipitado. O precipitado de cada sintese foi filtrado e, posteriormente, seco sob vacuo.

A sintese dos derivados de glicosil tiossemicarbazona foi conseguida com rendimentos
compreendidos entre 46,8% e 70,4%, tendo-se realizado espetros de RMN 1H, 13C-APT, HSQC,

6 Na 3?2 sintese do composto 3.a, o isotiocianato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil foi adquirido
comercialmente, estando as suas caracteristicas reunidas na Tabela 3.1. Nao foi necessaria uma purificacdo
prévia deste reagente.
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COSY, HMBC e NOESY, em CDCls e DMSO-ds. Na Tabela 3.5 encontram-se reunidas as condigfes

experimentais, as quantidades de reagentes usados e de produto obtido em cada sintese, bem como

o tempo de refluxo e rendimento, correspondente de cada reacéo.

Tabela 3.5: Condic¢des reacionais para a sintese dos derivados de glicosil tiossemicarbazona, 4.a - 4.c.

Temp

Aldeid Acido o de Massa
Glicosil acétic de .
Compost .. ) . og Eluente reflux Rendiment
tiossemicarbazi o} produt
0] d (mmol . (CCF) 0] o(n)
a g (mmol) glacia 0g
) | (uL) (hora 1 moly
s)
acetato de
0,049 etilo/ n- 0,095 o
4.a 0,143 (0,339) (0.338) hexano 4h 0.17) 51,1%
5,5:4,5
acetato de
4.b 0,135 (0,320) 0,053 10,0 etilo/ n- 23h 0,124 70,4%
(0,364) hexano 7:3 (0.23)
n_
hexano/aceta
4.c 0,100 (0,237) 0,035 23,5 to de etilo/ 4h30 0,061 46,8%
(0,235) diclorometan (0.11)
06:4:4

3.3.3.1. Caracterizacdo da indole-3-carboxaldeido  N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-3-D-glucopiranosil)

tiossemicarbazona, 4.a

Estado fisico: sélido amorfo branco.

RMN !H [400,1 MHz, CDClIs, &/ ppm (multiplicidade, integragado, J/ Hz, atribuicdo)]: 2,04 (s, 3H, OAc
CH3s-C2/ OAc CHs-C3/ OAc CHs-C4/ OAc CHs-C6); 2,06 (s, 6H, OAc CHs-C2/ OAc CH3-C3/ OAc CHa-
C4/ OAc CHs-C6); 2,09 (s, 3H, OAc CHs-C2/ OAc CHs-C3/ OAc CHs-C4/ OAc CHs-C6); 3,93 (ddd, 1H,
10,2; 4,4; 2,0, H-5); 4,15 (dd, 1H, 12,5, 2,0, H-6a/ H-6b); 4,38 (dd, 1H, 12,5, 4,4, H-6a/ H-6b); 5,17 (t,
1H, 9,8, H-4); 5,28 (t, 1H, 9,5, H-2); 5,43 (t, 1H, 9,4, H-3); 5,82 (t, 1H, 9,3, H-1); 7,32 e 7,39 (M, 2H, H-
6’; H-5’, respetivamente); 7,43 (d, 1H, 7,5, H-7"); 7,53 (d, 1H, 2,7, H-2); 7,95 (s, 1H, N=CH); 8,06 (d,
1H, 9,1, N(3)-H); 8,24 (d, 1H, 7,4, H-4’); 8,54 (s, 1H, N-H (indole)); 9,06 (s, 1H, N(2)-H).

RMN *3C [100,6 MHz, CDCls, &/ ppm (atribui¢do)]: 178,37 (C=S); 171,00, 170,95, 170,18, 169,89 (OAc
C-2; C-3; C-4; C-6); 140,57 (N=CH); 136,99 (C-7’a); 129,66 (C-2'); 124,40 (C-3'a); 124,30 (C-6’); 122,54
(C-4'); 122,34 (C-57); 112,15 (C-3’); 111,61 (C-7’); 82,62 (C-1); 73,72 (C-5); 73,16 (C-3); 70,47 (C-2);
68,61 (C-4); 61,87 (C-6); 21,03, 20,91, 20,86 (OAc CHs-C-2; C-3; C-4; C-6).

IV (KBr) vmax/ cm™: 3413 — 3350 (elongacdo N-H); 1749 (elongacdo C=0); 1614 (elongacdo C=N);
1228 (elongacéo C=S).

HRMS (ESI(-), m/z) [C24H28N409S-H]: calculado: 547,1504; experimental: 547,1504.

HPLC [método, tr (min), area relativa do pico (%)]: 1, 3,70, 99,58.
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3.3.3.2. Caracterizacdo da indole-2-carboxaldeido  N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-3-D-glucopiranosil)

tiossemicarbazona, 4.b

Estado fisico: sélido amorfo amarelo.

RMN H [400,1 MHz, CDCls, &/ ppm (multiplicidade, integragdo, J/ Hz, atribuicdo)]: 2,07 (m, 9H, OAc
CHs-C2/ OAc CHs-C3/ OAc CHs-C4/ OAc CH3-C6); 2,10 (s, 3H, OAc CHs-C2/ OAc CH3-C3/ OAc CHzs-
C4/ OAc CHs-C6); 3,93 (ddd, 1H, 10,1, 4,4, 2,0, H-5); 4,16 (d, 1H, 12,1, H-6a/ H-6b); 4,39 (dd, 1H, 12,4;
4,3; H-6a/ H-6b); 5,15 (t, 1H, 9,8, H-4); 5,21 (t, 1H, 9,7 H-2); 5,44 (t, 1H, 9,5, H-3); 5,50 (t, 1H, H-1);
6,80 (s, 1H, H-3"); 7,11 (t, 1H, 7,5, H-5); 7,28 (m, 1H, H-6’); 7,41 (d, 1H, 8,2, H-7"); 7,62 (d, 1H, 7,9, H-
4’); 7,85 (s alargado, 1H, N=CH); 8,64 (d, 1H, 7,6, N(3)-H); 9,68 (s, 1H, N-H (indole)); 10,18 (s, 1H,
N(2)-H).

RMN *3C [100,6 MHz, CDCls, &/ ppm (atribui¢éo)]: 179,00 (C=S); 173,28 (OAc C-2); 171,02 (OAc C-6);
170,12 (OAc C-3); 169,91 (OAc C-4); 137,92 (C-7’a); 134,77 (N=CH); 132,23 (C-2’); 128,32 (C-3'a);
125,10 (C-6’); 121,84 (C-4’); 120,62 (C-5'); 111,57 (C-7’); 109,22 (C-3’); 82,50 (C-1); 73,58 (C-5); 72,51
(C-3); 71,44 (C-2); 68,71 (C-4); 61,83 (C-6); 21,31, 21,04, 20,88, 20,86 (OAc CHs-C-2; C-3; C-4; C-6).
IV (KBr) vmax/ cm™: 3467 — 3261 (elongacdo N-H); 1751 (elongacédo C=0); 1618 (elongacdo C=N);
1232 (elongacéo C=S).

HRMS (ESI(-), m/z) [C24H28N409S-H]: calculado: 547,1504; experimental: 547,1501.

HPLC [método, tr (min), area relativa do pico (%)]: 1, 5,78, 99,74.

3.3.3.3. Caracterizacdo da 2-benzofurano carboxaldeido N-(2,3.4,6-tetra-O-acetil-3-D-glucopiranosil)

tiossemicarbazona, 4.c

Estado fisico: sélido amorfo branco.

RMN *H [400,1 MHz, CDClIs, &/ ppm (multiplicidade, integragéo, J/ Hz, atribuicdo)]: 2,04 (s, 6H, OAc
CH3-C2/ OAc CH3-C3/ OAc CHs-C4/ OAc CHs-C6); 2,05 (s, 3H, OAc CHs-C2/ OAc CH3-C3/ OAc CHs-
C4/ OAc CHs-C6); 2,10 (s, 3H, OAc CHs-C2/ OAc CHs-C3/ OAc CHs-C4/ OAc CHs-C6); 3,92 (ddd, 1H,
10,2, 4,4, 2,0, H-5); 4,14 (dd alargado, 1H, 12,4, 2,0, H-6a/ H-6b); 4,38 (dd, 1H, 12,5, 4,4, H-6a/ H-6b);
5,16 (t, 1H, 9,7, H-4); 5,21 (t, 1H, 9,6, H-2); 5,41 (t, 1H, 9,5, H-3); 5,81 (t, 1H, 9,2, H-1); 7,19 (s, 1H, H-
3); 7,28 (t, 1H, 7,3, H-5%); 7,39 (td, 1H, H-6’); 7,55 (d, 1H, 8,3, H-7’); 7,63 (d, 1H, 7,6, H-4’); 7,77 (s, 1H,
N=CH); 8,25 (d, 1H, 9,0, N(3)-H); 9,54 (s, 1H, N(2)-H).

RMN 3C [100,6 MHz, CDCls, &/ ppm (atribuigéo)]: 179,15 (C=S); 170,96 (OAc C-6); 170,91 (OAc C-2);
170,20 (OAc C-3); 169,81 (OAc C-4); 155,87 (C-7'a); 150,10 (C-2’); 133,19 (N=CH); 128,08 (C-3'a);
126,79 (C-6’); 123,85 (C-5"); 122,11 (C-4’); 111,94 (C-7’); 110,52 (C-3’); 82,57 (C-1); 73,90 (C-5); 73,08
(C-3); 70,82 (C-2); 68,42 (C-4); 61,84 (C-6); 21,01, 20,89, 20,84 (OAc CHz-C-2; C-3; C-4; C-6).

RMN *H [400,1 MHz, DMSO-ds, 8/ ppm (multiplicidade, integragao, J/ Hz, atribuicéo)]: 1,94, 1,97 (s,
3H, OAc CHs-C3/ OAc CHs-C4); 2,01 (s, 6H, OAc CHs-C2/ OAc CHs-C6); 3,99 (d, 1H, 12,0, H-6a; H-
6b); 4,11 (m, 1H, H-5); 4,22 (dd, 1H, 12,4, H-6a; H-6b); 4,98 (t, 1H, 9,7, H-4); 5,34 (t, 1H, 9,1, H-2);
5,43 (t, 1H, 9,5, H-3); 6,01 (d alargado, 1H, 8,6, H-1); 7,31 (t, 1H, 7,4, H-5); 7,42 (td, 1H, H-6’); 7,49 (s,
1H, H-3); 7,63 (d, 1H, 8,3, H-7’); 7,72 (d, 1H, 7,8, H-4’); 8,14 (s, 1H, N=CH); 8,70 (s, 1H, N(3)-H); 12,07
(s, 1H, N(2)-H).
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RMN 13C [100,6 MHz, DMSO-dg, &/ ppm (atribuigdo)]: 178,21 (C=S); 170,06 (OAc C-6); 169,60 (OAc
C-3); 169,45 (OAc C-4); 169,38 (OAc C-2); 154,80 (C-7'a); 150,85 (C-2’); 133,65 (N=CH); 127,81 (C-
3'a); 126,33 (C-6’); 123,69 (C-5'); 121,96 (C-4°); 111,46 (C-7’); 110,25 (C-3’); 81,45 (C-1); 72,68 (C-3);
72,27 (C-5); 71,00 (C-2); 67,80 (C-4); 61,82 (C-6); 20,61, 20,42, 20,37 (OAc CHs-C-2; C-3; C-4; C-6).
IV (KBr) vmax/ cm™: 3467 — 3294 (elongac&o N-H); 1745 (elongacdo C=0); 1618 (elongacdo C=N);1225
(elongacéo C=S).

HRMS (ESI(-), m/z) [C24H27N3010S-H]: calculado: 548,1344; experimental: 548,1343.

HPLC [método, tr (min), area relativa do pico (%)]: 1, 5,31, 97,32.

3.4. Sintese de derivados de tiossemicarbazona n&o substituidos e
substituidos em N3
3.4.1. Procedimento geral para a sintese dos derivados de tiossemicarbazona nao
substituidos (4.f — 4.1) e substituidos (4.m — 4.0) em N3

A sintese dos derivados de tiossemicarbazona substituidos e ndo substituidos em N3 foi
realizada tendo por base o trabalho de Matsa et al.’®8, no qual se adicionou o composto carbonilico e
uma quantidade catalitica de &cido acético glacial a uma solucéo de tiossemicarbazida.

Repetiu-se o procedimento descrito na sintese dos derivados de glicosil tiossemicarbazona
(3.3.3), contudo, utilizou-se tiossemicarbazida ou N4-fenil-tiossemicarbazida como reagente de partida
e etanol absoluto como solvente da reacéo. Na sintese dos compostos 4.9, 4.i, 4.j, 4.k, 4.n e 4.0 foi
ainda adicionada 2 a 3 gotas de &cido acético glacial.

A monitorizacdo das reacdes foi avaliada por CCF. Dando-se as reacdes por terminadas, as
misturas reacionais foram arrefecidas até a temperatura ambiente, tendo-se formado um precipitado
gue foi filtrado, lavado com etanol absoluto gelado e, posteriormente, seco sob vacuo.

A sintese dos derivados de N3 H-tiossemicarbazona foi conseguida com rendimentos
compreendidos entre 41,1% e 94,0%, tendo-se realizado espetros de RMN H, 13C-APT, HSQC,
COSY, HMBC e NOESY em DMSO-ds. Na Tabela 3.6 encontram-se reunidas as condicdes
experimentais, as quantidades de reagentes usados e de produto obtido em cada sintese, bem como

o tempo de refluxo e rendimento, correspondente.
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Tabela 3.6: Condic¢des reacionais para a sintese dos derivados de N3 H-tiossemicarbazona, 4.f - 4.1.

T Massa
empo de
Composto Tiossemicarbazida Aldeido Eluente de produto Rendimento
g (mmol) g (mmol) (CCF) refluxo (n)
(horas) (mmol)
acetato de
0,500 etilo/ n- 0,332
4.f 0,285 (3,13) (3.44) hexano 4h30 (1,52) 48,6%
5,5:4,5
acetato de
4.9 0,261 (2,86) 0,503 etilo/ n- 6h30 0,623 94,0%
(3.16) hexano 6:4 (2.68)
n-hexano/
4.h 0,285 (3,13) 0,500 acetato de 3h30 0,416 60,9%
(3:44) etilo 7:3 (1.91)
n-hexano/
4. 0,285 (3,13) ?35402(; acetato de 3h ?1’4926% 63,0%
’ etilo 6:4 !
n-hexano/
4j 0,255 (2,80) 0500 cetato de 6h 0,526 79,8%
(3.08) etilo 7:3 (2.24)
acetato de
4k 0,254 (2,79) 0,500 etilo/ n- apzo 9549 83,3%
(3,06) hexano 6:4 (2.32)
n-hexano/
4. 0,229 (2,51) 0,400 acetato de 4h 0,239 41,1%
(2.75) etilo 7:3 (1,03)

3.4.1.1. Caracterizacao da (E)-2-((1H-indole-3-ilmetileno)hidrazinacarbotioamida, 4.f

Seguiu-se o procedimento descrito no ponto 3.4.1. e o composto foi ainda purificado por
recristalizacdo com etanol absoluto.
Estado fisico: sdlido cristalino branco.
RMN *H [400,1 MHz, DMSO-dg, &/ ppm (multiplicidade, integragao, J/ Hz, atribuicéo)]: 7,12 (t, 1H, H-
5); 7,19 (td, 1H, H-6); 7,41 (s, 1H, N(3)-H); 7,42 (d, 1H, 7,9, H-7); 7,81 (s, 1H, H-2); 8,03 (s, 1H, N(3)-
H); 8,22 (d, 1H, 7,7, H-4); 8,30 (d, 1H, 1,5, N=CH); 11,18 (s, 1H, N-H (indole)); 11,60 (s, 1H, N(2)-H).
RMN *3C [100,6 MHz, DMSO-de, &/ ppm (atribui¢do)]: 176,76 (C=S); 140,81 (N=CH); 137,03 (C-7a);
131,00 (C-2); 123,95 (C-3a); 122,63 (C-6); 122,17 (C-4); 120,62 (C-5); 111,74 (C-7); 111,12 (C-3).
IV (KBr) vmax/ cmt: 3452, 3330, 3311, 3234 (elongagdo N-H); 1612 (elongacéo C=N); 1252 (elongagéo
C=S).
HRMS (ESI(+), m/z) [Ci0H11N4S+H]*: calculado: 219,0704; experimental: 219,0713.15°
HPLC [método, tr (min), area relativa do pico (%)]: 2, 4,83, 95,67.

3.4.1.2. Caracterizacdo da (E)-2-((1-metil-1H-indole-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida, 4.9

Seguiu-se o procedimento descrito no ponto 3.4.1.

Estado fisico: sélido amorfo branco.
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RMN !H [400,1 MHz, DMSO-ds, &/ ppm (multiplicidade, integragéo, J/ Hz, atribuigdo)]: 3,80 (s, 3H, N-
CHs); 7,17 (td, 1H, H-5); 7,26 (td, 1H, H-6); 7,41 (s, 1H, N(3)-H); 7,48 (d, 1H, 8,1, H-7); 7,79 (s, 1H, H-
2); 8,00 (s, 1H, N(3)-H); 8,23 (d, 1H, 7,9, H-4); 8,27 (s, 1H, N=CH); 11,14 (s, 1H, N(2)-H).

RMN *3C [100,6 MHz, DMSO-dg, &/ ppm (atribuigido)]: 176,47 (C=S); 140,33 (N=CH); 137,55 (C-7a);
134,62 (C-2); 124,32 (C-3a); 122,70 (C-4); 122,32 (C-6); 120,86 (C-5); 110,12 (C-3); 110,10 (C-7);
32,80 (N-CHa).

IV (KBr) vmax/ cm™: 3367, 3248, 3221 (elongacgédo N-H); 1595 (elongacéo C=N); 1254 (elongacdo C=S).
HRMS (EI(+), m/z) [C11H12N4S+H]*: calculado: 232,0783; experimental: 232,0786.160

HPLC [método, tr (min), area relativa do pico (%)]: 3, 4,38, 99,94.

3.4.1.3. Caracterizacdo da (E)-2-((1H-indole-2-ilYmetileno)hidrazinacarbotioamida, 4.h

Seguiu-se o procedimento descrito no ponto 3.4.1. e o composto foi ainda purificado por
recristalizag@o com etanol absoluto.
Estado fisico: solido cristalino bege.
RMN *H [400,1 MHz, DMSO-ds, d/ ppm (multiplicidade, integragéo, J/ Hz, atribuicdo)]: 6,77 (s, 1H, H-
3); 7,00 (t, 1H, 7,4, H-5); 7,17 (t, 1H, H-6); 7,35 (d, 1H, 8,2, H-7); 7,54 (d, 1H, 8,0, H-4); 8,01 (s, 1H,
N=CH); 8,19 (s, 1H, N(3)-H); 8,34 (s, 1H, N(3)-H); 11,42 (s, 1H, N-H (indol)); 11,59 (s, 1H, N(2)-H).
RMN 3C [100,6 MHz, DMSO-ds, &/ ppm (atribuigdo)]: 177,91 (C=S); 137,13 (C-7a); 133,84 (C-2);
133,15 (N=CH); 127,97 (C-3a); 123,50 (C-6); 120,93 (C-4); 119,47 (C-5); 111,11 (C-7); 106,06 (C-3).
IV (KBr) vmax/ cm™: 3491, 3280, 3244, 3111 (elongacdo N-H); 1603 (elongagdo C=N);1232 (elongacéo
C=S).
HRMS (ESI(-), m/z) [C10H10N4S-H]: calculado: 217,0553; experimental: 217,0532.
HPLC [método, tr (min), area relativa do pico (%)]: 3, 6,15, 100,00.

3.4.1.4. Caracterizacao da (E)-2-((benzofuran-2-ilYmetileno)hidrazinacarbotioamida, 4.i

Seguiu-se o procedimento descrito no ponto 3.4.1. e o composto foi ainda purificado por
recristalizacdo com etanol absoluto.
Estado fisico: sdlido cristalino branco.
RMN *H [400,1 MHz, DMSO-dg, &/ ppm (multiplicidade, integragao, J/ Hz, atribuic&o)]: 7,28 (t, 1H, H-
5); 7,38 (m, 1H, H-6); 7,40 (s, 1H, H-3); 7,59 (d, 1H, 8,2, H-7); 7,69 (d, 1H, 7,8, H-7); 7,80 (s, 1H, N(3)-
H); 8,10 (s, 1H, N=CH); 8,36 (s, 1H, N(3)-H); 11,66 (s, 1H, N(2)-H).
RMN *3C [100,6 MHz, DMSO-ds, &/ ppm (atribuigdo)]: 178,05 (C=S); 154,67 (C-7a); 151,27 (C-2);
132,23 (N=CH); 127,92 (C-3a); 126,04 (C-6); 123,60 (C-5); 121,85 (C-4); 111,37 (C-7); 109,18 (C-3).
IV (KBr) vmax/ cm™: 3454, 3330, 3307 (elongagdo N-H); 1595 (elongacéo C=N); 1254 (elongagdo C=S).
HRMS (ESI(-), m/z) [C10H9N3OS-H]: calculado: 218,0394; experimental: 218,0372.
HPLC [método, tr (min), area relativa do pico (%)]: 3, 5,25, 100,00.

3.4.1.5. Caracterizacao da (E)-2-((benzo[b]tiofen-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida, 4.

Seguiu-se o procedimento descrito no ponto 3.4.1. e o composto foi ainda purificado por
recristaliza¢do com etanol absoluto.
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Estado fisico: sdlido cristalino amarelo.

RMN *H [400,1 MHz, DMSO-ds, &/ ppm (multiplicidade, integragao, J/ Hz, atribuicéo)]: 7,38 (m, 2H, H-
5); 7,39 (m, 2H, H-6); 7,62 (s, 1H, N(3)-H); 7,76 (s, 1H, H-3); 7,83 (m, 1H, H-4); 7,93 (m, 1H, H-7); 8,34
(s aberto, 1H, N(3)-H); 8,36 (s, 1H, N=CH); 11,64 (s, 1H, N(2)-H).

RMN 23C [100,6 MHz, DMSO-ds, 5/ ppm (atribuigao)]: 177,79 (C=S); 139,39 (C-7a ou C-3a); 139,33
(C-7a ou C-3a); 139,17 (C-2); 137,82 (N=CH); 127,78 (C-3); 126,02 (C-6); 124,86 (C-5); 124,33 (C-4);
122,61 (C-7).

IV (KBr) vmax/ cm™: 3402, 3276, 3163 (elongacdo N-H); 1591 (elongacéo C=N); 1232 (elongagdo C=S).
HRMS (EI(+), m/z) [C10HoN3S2+H]*: calculado: 235,0238; experimental: 235,0234.126

HPLC [método, tr (min), area relativa do pico (%)]: 3, 7,23, 100,00.

3.4.1.6. Caracterizacdo da (E)-2-((benzo[dltiazol-2-i)metileno)hidrazinacarbotioamida, 4.k

Seguiu-se o procedimento descrito no ponto 3.4.1.
Estado fisico: sdlido amorfo amarelo.
RMN *H [400,1 MHz, DMSO-ds, &/ ppm (multiplicidade, integragao, J/ Hz, atribuicéo)]: 7,48 (m, 1H, H-
6); 7,54 (m, 1H, H-5); 8,00 (m, 1H, N(3)-H); 8,01 (d, 1H, 7,5, H-4); 8,11 (d, 1H, 8,0, H-7); 8,36 (s, 1H,
N=CH); 8,62 (s, 1H, N(3)-H); 11,69 (s, 1H, N(2)-H).
RMN 3C [100,6 MHz, DMSO-ds, &/ ppm (atribuigdo)]: 178,36 (C=S); 164,55 (C-2); 153,14 (C-3a);
136,79 (N=CH); 134,24 (C-7a); 126,66 (C-5); 126,47 (C-6); 123,15 (C-4); 122,41 (C-7).
IV (KBr) vmax/ cm™: 3400, 3261, 3130 (elongacdo N-H); 1620 (elongacéo C=N); 1120 (elongagdo C=S).
HRMS (EI(+), m/z) [CoHsN4S2+H]*: calculado: 236,0190; experimental: 236,0190.126
HPLC [método, tr (min), area relativa do pico (%)]: 4, 4,00, 95,07.

3.4.1.7. Caracterizacdo da (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida, 4.1

Seguiu-se o procedimento descrito no ponto 3.4.1.
Estado fisico: sdlido amorfo amarelo.
RMN *H [400,1 MHz, DMSO-ds, d/ ppm (multiplicidade, integragao, J/ Hz, atribuicdo)]: 2,31 (s, 3H, H-
8); 6,99 (t, 1H, 7,5, H-5); 7,17 (t, 1H, H-6); 7,30 (d, 1H, 8,1, H-7); 7,52 (d, 1H, 8,0, H-4); 8,18 (s alargado,
2H, N(3)-H e N=CH); 8,31 (s, 1H, N(3)-H); 11,12 (s, 1H, N-H (indole)); 11,49 (s, 1H, N(2)-H).
RMN %3C [100,6 MHz, DMSO-ds, &/ ppm (atribuigdo)]: 177,68 (C=S); 136,76 (C-7a); 131,98 (N=CH);
130,04 (C-2); 128,50 (C-3a); 123,87 (C-6); 119,23 (C-4); 118,83 (C-5); 114,25 (C-3); 110,87 (C-7); 8,27
(C-8).
IV (KBr) vmax/ cm™: 3492, 3332, 3275, 3161 (elongacdo N-H); 1606 (elongagdo C=N); 1095 (elongacéo
C=S).
HRMS (ESI(-), m/z) [C11H12N4S-H]": calculado: 231,0710; experimental: 231,0684.
HPLC [método, tr (min), area relativa do pico (%)]: 5, 5,08, 100,00.

A sintese dos derivados de N3-fenil-tiossemicarbazona foi conseguida com rendimentos
compreendidos entre 31,7% e 83,5%, tendo-se realizado espetros de RMN H, 13C-APT, HSQC,
COSY, HMBC e NOESY, em DMSO-ds. Na Tabela 3.7 encontram-se reunidas as condicdes
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experimentais, as quantidades de reagentes usados e de produto obtido em cada sintese, bem como

o tempo de refluxo e rendimento, correspondente.

Tabela 3.7: Condigdes reacionais para a sintese dos derivados de N3-fenil-tiossemicarbazona, 4.m - 4.0.

Massa
N4-Fenil- Aldeido Tempo " ge .
: . . Eluente de Rendimento
Composto tiossemicarbazida g produto
(c.c.f) refluxo n)
g (mmol) (mmol) (horas)
(mmol)
n-hexano/
4.m 0,274 (1,64) ?1’28602) acetato de 6h ?0'15523; 31,7%
' etilo 8:2 '
n-hexano/
4n 0,372 (2.22) 0400 . cetatode  3hso 9081 83,5%
etilo 7:3
n-hexano/
4.0 0,417 (2,49) 0400 cetatode  3hao 9003 65,2%
(2.75) etilo 8:2 (1,63)

3.4.1.8. Caracterizacdo da (E)-2-((1H-indole-2-i))metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida, 4.m

Seguiu-se o procedimento descrito no ponto 3.4.1.
Estado fisico: sdlido amorfo amarelo.
RMN *H [400,1 MHz, DMSO-ds, 8/ ppm (multiplicidade, integragéo, J/ Hz, atribuicdo)]: 6,86 (s, 1H, H-
3); 7,03 (t, 1H, 7,4, H-5); 7,20 (t, 1H, 7,6, H-6); 7,25 (t, 1H, 7,4, H-4"); 7,40 (d, 1H, 7,5, H-7); 7,44 (t, 2H,
7,6, H-3'/H-5%); 7,58 (d,1H, 7,9, H-4); 7,61 (d, 2H, 7,7, H-2'/H-6"); 8,14 (s, 1H, N=CH); 10,19 (s,1H, N(3)-
H); 11,51 (s, 1H, N-H (indole)); 11,98 (s, 1H, N(2)-H).
RMN 3C [100,6 MHz, DMSO-ds, &/ ppm (atribuigdo)]: 175,63 (C=S); 138,76 (C-1’); 137,22 (C-7a);
133,84 (N=CH); 133,55 (C-2); 128,31 (C-3/ C-5’); 128,05 (C-3a); 125,74 (C-2’/ C-6’); 125,58 (C-4’);
123,74 (C-6); 121,05 (C-4); 119,58 (C-5); 111,17 (C-7); 106,89 (C-3).
IV (KBr) vmax/ cm™: 3346, 3313, 3267 (elongacdo N-H);1604 (elongagdo C=N); 1200 (elongagdo C=S).
ESI-HRMS (ESI(-), m/z) [C16H14N4S-H]: calculado: 293,0866; experimental: 293,0822.
HPLC [método, tr (min), area relativa do pico (%)]: 6, 4,57, 99,81.

3.4.1.9. Caracterizacao da (E)-2-((benzo[d]tiazol-2-ilmetileno)-N-fenil-hidrazina

carbotioamida, 4.n

Seguiu-se o procedimento descrito no ponto 3.4.1.
Estado fisico: sélido amorfo amarelo.
RMN *H [400,1 MHz, DMSO-ds, &/ ppm (multiplicidade, integragao, J/ Hz, atribuicdo)]: 7,24 (t, 1H, 7,3,
H-4"); 7,40 (t, 2H, H-3'/ H-5'); 7,49 (id, 1H, H-6); 7,54 (td, 1H, H-5); 7,58 (d, 2H, 7,6, H-2’/ H-6"); 8,03 (d,
1H, 8,0, H-4); 8,13 (d, 1H, 7,6, H-7); 8,48 (s, 1H, N=CH); 10,23 (s, 1H, N(3)-H); 12,33 (s, 1H, N(2)-H).
RMN 3C [100,6 MHz, DMSO-ds, 8/ ppm (atribuicdo)]: 176,41 (C=S); 164,49 (C-2); 153,14 (C-3a);
138,86 (C-1°); 134,18 (N=CH); 134,40 (C-7a); 128,28 (C-3'/ C-5"); 126,69 (C-5); 126,52 (C-6); 125,82
(C-5'7C-6'); 125,74 (C-4’); 123,18 (C-4); 122,44 (C-7).
IV (KBr) vmax/ cm™: 3317, 3124 (elongac&o N-H); 1616 (elongacédo C=N); 1186 (elongacdo C=S).
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ESI-HRMS (ESI(-), m/z) [C1sH12N4S2-H]": calculado: 311,0431; experimental: 311,0383.
HPLC [método, tr (min), area relativa do pico (%)]: 6, 4,48, 100,00.

3.4.1.10.Caracterizacao da (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-i)metileno)-N-fenil-hidrazina

carbotioamida, 4.0

Seguiu-se o procedimento descrito no ponto 3.4.1.
Estado fisico: sélido amorfo amarelo.
RMN *H [400,1 MHz, DMSO-ds, 8/ ppm (multiplicidade, integragéo, J/ Hz, atribuicdo)]: 2,36 (s, 3H, H-
8); 7,02 (t, 1H, 7,5, H-5); 7,21 (t, 1H, 7,4, H-6); 7,25 (t, 1H, 7,4, H-4"); 7,36 (d, 1H, 8,2, H-7); 7,43 (t, 2H,
7,9, H-3'/ H-5%); 7,56 (d, 1H, 7,9, H-4); 7,64 (d, 1H, 7,9, H-2'/ H-6"); 8,32 (s, 1H, N=CH); 10,20 (s, 1H,
N(3)-H); 11,25 (s, 1H, N-H (indole)); 11,91 (s, 1H, N(2)-H).
RMN 13C [100,6 MHz, DMSO-ds, &/ ppm (atribuigdo)]: 175,34 (C=S); 138,84 (C-1"); 136,85 (C-7a);
132,61 (N=CH); 129,81 (C-2); 128,54 (C-3a); 128,35 (C-3'/ C-5’); 125,68 (C-2'/ C-6"); 125,55 (C-4’);
124,14 (C-6); 119,37 (C-4); 118,96 (C-5); 115,14 (C-3); 110,95 (C-7); 8,33 (C-8).
IV (KBr) vmax/ cm1: 3388, 3286, 3151 (elongagéo N-H); 1599 (elongacédo C=N); 1198 (elongagdo C=S).
ESI-HRMS (ESI(-), m/z) [C17H16N4S-H]: calculado: 307,1023; experimental: 307,0973.
HPLC [método, tr (min), area relativa do pico (%)]: 6, 5,48, 98,04.

3.5. Determinacgao da atividade antioxidante

A capacidade antioxidante dos compostos foi avaliada segundo o método de captura do radical
livre DPPH utilizando a metodologia descrita por Falé et al.161, com algumas alteragdes.

A 500 pL de uma solugcédo de DPPH (0,004% em metanol) adicionou-se o volume adequado de
solucdo de composto (proveniente de uma solugdo com uma concentragcédo de 1 mg/mL) e perfez-se o
volume de 1000 pL com metanol, de modo a serem obtidas as concentragdes de 12,5, 25, 50, 100,
200 e 300 pM. Para o composto 4.0 foi ainda necessario preparar solu¢des com as concentracdes de
12,5, 25, 50, 65, 75 e 85 uM. De seguida, as solu¢fes foram incubadas a temperatura ambiente durante
30 minutos e mediu-se a absorvancia num aparelho UV-Vis (Shimadzu UV-1603) a 517 nm, contra um
branco de metanol. O ensaio de controlo continha 500 pL de metanol e 500 pL da solu¢cido de DPPH
e, como controlo positivo utilizou-se a quercetina, rutina e acido ascorbico. Para cada composto, o
ensaio do DPPH foi realizado em quadriplicado.

A percentagem de atividade antioxidante de cada composto foi calculada de acordo com a

seguinte expressao:

AA (%) =100 X ((Apppr — Aamostra)/Apppr)

onde, AA (%) corresponde a percentagem de atividade antioxidante, Agmostra € Appru
representam a absorvancia de cada composto e da solucao controlo, respetivamete.
A concentracdo de composto necessaria para produzir 50% da atividade antioxidante (ECso) foi

obtida através da representacdo grafica da percentagem de atividade antioxidante em funcéo das
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diferentes concentraces, estando os resultados apresentados como a média e desvio padrao
associado aos quatro replicados.
Os reagentes e solvente utilizados neste ensaio, bem como as suas caracteristicas, encontram-

se reunidos na seguinte tabela:

Tabela 3.8: Reagentes e solvente utilizados no ensaio do DPPH.

Reagente/Solvente Caracteristica Marca Referéncia
Acido ascorbico >99,7% Merck -
DPPH - Sigma-Aldrich D9132
Quercetina >95,0% Sigma-Aldrich Q4951
Rutina 295,0% Sigma-Aldrich R-5143
Metanol =299,8% Honeywell Riedel-de Haén 32213

3.6. Ensaios de citotoxicidade

No estudo das atividades biolégicas dos compostos sintetizados utilizou-se a linha celular do
cancro da mama hormono-dependente MCF-7 (ATCC HTB-22) e a linha celular do carcinoma
hepatocelular humano Hep-G2 (ATCC HB-8065). Os ensaios foram realizados numa camara de fluxo
laminar Esco ® Class Il Biohazard Safety Cabinet de modo a garantir as condiges de esterilidade
necessarias. Todos os reagentes usados, bem como as suas caracteristicas, encontram-se reunidos
na Tabela 3.9.

Tabela 3.9: Reagentes utilizados nos ensaios com as linhas celulares.

Reagente Marca Referéncia
Antimicético (100x) Sigma-Aldrich A5955
Azul de tripano Sigma-Aldrich T6146
Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-
1-il)-2,5-difenil-tetrazélio VWR 0793
Dimetilsulféxido Merck 1.02952.1000

L-glutamina (200 mM) BioWhittaker® Lonza BE17-605E
Meio DMEM BioWhittaker® Lonza 12-614F
Metanol Carlo Erba 524102

Soro fetal bovino Biowest S1810-500

Tampéo fosfato salino Corning 21-040-CV

Tripsina 10x BioWhittaker® Lonza BE02-007E

3.6.1. Cultura de células
As células das linhas celulares, MCF-7 e Hep-G2 foram colocadas a crescer em meio de cultura
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (com 4,5 g/L de glucose) suplementado com 10% de FBS,
1% de L-glutamina e 1% de antimicético (com 10000 U/mL de penicilina, 10 mg/mL de estreptomicina
e 25 pg/mL de anfotericina) em frascos de 25 cm? (T25), tendo-se trocado o meio a cada 48/72h.
Quando se atingia uma confluéncia de, aproximadamente, 90% as células eram tripsinizadas e
divididas para um méaximo de cinco frascos T25. As células foram incubadas numa estufa Shel Lab

CO, Series da Sheldon Mfg. Inc ® com uma atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C.
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3.6.2. Contagem de células

Quando as células atingiram a confluéncia pretendida, foram tripsinizadas, lavando-se com uma
solugdo de PBS e, incubadas nas condi¢cBes descritas anteriormente, com 850 pL de tripsina 1x
(células MCF-7) e 2x (células Hep-G2) durante 5 minutos. Este passo experimental tem como objetivo
a quebra das ligagdes peptidicas que possibilitam a aderéncia das células ao frasco.

Ap6s a tripsinizacdo, preparou-se uma suspensao das células com 2 mL de DMEM
suplementado com 10% de FBS, 1% de L-glutamina e 1% de antimicético, que foi visualizada num
microscopio 6tico MOTIC® AE21 e contada no hemacitémetro (Superior Marienfeld Germany Neubauer
improved), usando uma solucdo de azul tripano. Por fim, preparou-se uma suspensao de células com
uma concentragdo final de 50x104 células/mL, para ambas as linhas celulares, que foi cultivada em
microplacas de 96 pocos, tendo-se adicionado 100 pL da suspensédo em cada poco, e incubada durante
72h.

3.6.3. Determinacéo da citotoxicidade celular

Para os ensaios de citotoxicidade recorreu-se ao método colimétrico de redug&o do MTT, tendo
por base o procedimento descrito por Riss et al. 145,

Ap0s o tempo de incubacao das células, retirou-se o meio de cultura e, primeiramente, aplicou-
se em contacto com as células, 100 pL de solugdo de cada composto com uma concentragédo de 100
UM, dissolvido em meio de cultura DMEM suplementado com 1% de L-glutamina contendo 0,5% de
DMSO. Foram efetuados 8 replicados da concentracdo de 100 uM de cada composto.

Os compostos foram colocados em contacto com as células das linhas células MCF-7 e Hep-
G2 durante 24h e 48h. Findado este tempo, adicionou-se 100 pL de uma solu¢do de MTT (0,5 mg/mL)
em DMEM suplementado com 1% de L-glutamina e incubou-se as microplacas, nas mesmas condi¢des
referidas anteriormente, durante 3h e 2h30 para as células das linhas celulares MCF-7 e Hep-G2,
respetivamente. Foi também efetuado um ensaio de controlo negativo, correspondente a 100% de
viabilidade celular, no qual as células foram submetidas a condi¢Bes idénticas somente em meio de
cultura DMEM suplementado com 1% de L-glutamina contendo 0,5% de DMSO. Posteriormente,
retirou-se a solugédo de MTT, dissolveram-se os cristais de formazan com 100 puL de metanol e, leu-se
a absorvancia a 595 nm, com referéncia a 630 nm, num leitor de microplacas (TECAN Sunrise A-502),
sendo que para a aquisicao dos dados recorreu-se ao software RdrOle na verséo 4.30.

A percentagem de morte celular foi calculada através da seguinte expressao:

MC (%) = 100 — ((AComposto X 100)/Acontroto)

na qual, MC (%) corresponde a percentagem de morte celular, Acomposto € 0 Valor de absorvancia
nas células que estiveram em contacto com 0s compostos € Aconiroio € @ absorvancia registada para
as células controlo.

O tamoxifeno, um farmaco de referéncia de mercado para o cancro da mama hormono-
dependente, foi utilizado como controle positivo e obtido a partir de comprimido comerciais. Trés

comprimidos foram macerados em metanol, tendo-se dividido o volume em diversos eppendorfs, que
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foram centrifugados numa centrifuga Minispin® 5415D da Eppendorf ©, a uma velocidade de 12 g

durante 5 minutos. Posteriormente, reuniu-se o sobrenadante dos eppendorfs e secou-se ao ar, de
modo a se obter apenas o tamoxifeno puro em forma de precipitado. Nos ensaios com a linha celular
MCF-7, preparou-se solu¢cbes do tamoxifeno puro, com diferentes concentragdes, em meio DMEM
suplementado com 1% de L-glutamina contendo 0,5% de DMSO e realizou-se o mesmo procedimento

descrito anteriormente. Foram efetuados 8 replicados de cada concentragao.
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4° Capitulo

4. Conclusao e perspetivas
futuras
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A finalidade do presente trabalho foi criar uma pequena biblioteca de tiossemicarbazonas,
derivadas de aldeidos heteroaromaticos e avaliar as suas atividades antioxidantes e anticancerigena,
na linha celular do carcinoma hepatocelular humano Hep-G2, para uma indicacédo do seu potencial
hepatotdxico, bem como na linha celular do cancro da mama hormono-dependente MCF-7, obtendo
assim informacéo preliminar para a realizacéo de estudos de SAR.

Assim, sintetizaram-se com sucesso quinze derivados de tiossemicarbazona, dez dos quais
novos (4.a — 4.c, 4.h, 4.1, 4.m — 4.0). A via sintética seguida para obter os derivados de glicosil
tiossemicarbazona (4.a — 4.c) consistiu em trés passos reacionais consequenciais: formagédo do
isotiocianato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil (2), sintese da N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-3-D-
glucopiranosil) tiossemicarbazida (3.a) e formacdo dos derivados de glicosil tiossemicarbazona
pretendidos (4.a — 4.c). Os compostos 4.a, 4.b e 4.c foram conseguidos com rendimentos de 51,1%,
70,4% e 46,8%, respetivamente. O tempo de reacdo, em 4.a e 4.c, e a utilizagcdo de catalise 4cida na
sintese de 4.c, poderdo ser as causas dos baixos rendimentos obtidos. Os restantes derivados de
tiossemicarbazona (4.f — 4.0) foram obtidos num Unico passo reacional, por reagdo entre uma
tiossemicarbazida ou N4-fenil-tiossemicarbazida e o aldeido pretendido. Os derivados de
tiossemicarbazona N3 ndo substituidos (4.f — 4.1) e N3-fenil-tiossemicarbazona (4.m — 4.0) foram
obtidos com rendimentos compreendidos entre 41,1 - 94,0% e 31,7 - 83,5%, respetivamente. Os
compostos 4.f, 4.h, 4.1 e 4.m foram conseguidos com rendimentos mais baixos de 48,6%, 60,9%,
41,1% e 31,7%, respetivamente, que poderdo ser explicados pela auséncia de catalise acida e,
consequentemente, a reacao ter ocorrido a um valor de pH n&o adequado.

As tiossemicarbazonas foram extensivamente caracterizadas por técnicas espetroscépicas de
RMN, IV e HRMS. Conclui-se que todas se apresentam na forma tiona. A partir das experiéncias de
NOESY realizadas em 4.b, 4.h, 4.m e 4.0, foi possivel inferir uma geometria E em torno da ligacao
C=N em todos os compostos sintetizados. Adicionalmente, verificou-se que os compostos 4.m e 4.0
apresentam-se como na conformacgdo trans relativamente a posicdo entre o atomo de enxofre e o
atomo de azoto da imina, sendo expectavel que o composto 4.n apresente igualmente esta
conformacéo.

Nos ensaios de atividade antioxidante, sete derivados de tiossemicarbazonas (4.a, 4.d, 4.f, 4.g,
4.m - 4.0) demonstraram uma capacidade em reduzir o radical de DPPH boa a moderada com valores
de ECso inferiores a 300 M. Nos derivados de N3 H-tiossemicarbazona (4.f — 4.1), os compostos que
possuem o grupo indolilo ligado na posicdo 3 relativamente a tiossemicarbazona, 4.f e 4.g,
apresentaram boas atividades antioxidantes, com destaque para o composto 4.f, cujo valor de ECsp
indicia que a ndo substituicdo no azoto endociclico tem influéncia na atividade antioxidante. Por
comparacéo do ECso das tiossemicarbazonas substituidas no azoto N3 com um anel aromético (4.m,
4.n e 4.0), com o0 ECsp das correspondentes tiossemicarbazonas substituidas com um grupo glicosidico
per-acetilado (4.b) ou ndo substituidas (4.h, 4.k e 4.I) em N3, concluiu-se que a presenca de um grupo
fenilo exerce um efeito positivo no potencial antioxidante. O composto (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-
illmetileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida (4.0) foi 0 que apresentou uma atividade antioxidante mais
promissora, possivelmente devido a uma maior estabilizacdo por ressonancia do radical formado.

Obteve-se um valor de ECso de 51,34 + 1,93 uM, para 4.0, comparavel ao da rutina 11,36 + 0,38 uM e
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acido ascorbico 23,66 + 0,82 uM. E de realgar que este composto apresentou um valor de ECso inferior

ao de um antioxidante sintético, formalmente conhecido como BHT. Conclui-se, entdo, que o composto

4.0, podera representar uma lead para o desenvolvimento de novos antioxidantes sintéticos.

Relativamente aos ensaios de citotoxicidade nas linhas celulares Hep-G2 e MCF-7 verificou-se

gue os compostos 4b, 4.f — 4.0, quando em contacto com as células alvo, durante 24h ou 48h nao

demonstraram ser citotéxicos. Conclui-se, portanto, os compostos se forem usados como antioxidantes

nao sao toéxicos.

Os resultados obtidos ao longo do trabalho laboratorial revelaram-se bastante promissores,

assim sendo para a continuag&o deste trabalho prop&e-se:

Sintetizar o0s seguintes derivados de N3-fenil-tiossemicarbazona: (E)-2-((1H-indole-3-
illmetileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida, (E)-2-((1-metil-1H-indole-3-il)metileno)-N-fenil-
hidrazinacarbotioamida, (E)-2-((benzofuran-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida e (E)-
2-((benzo[b]tiofen-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida e avaliar a capacidade
antioxidante, segundo o método de DPPH, de modo a completar o estudo preliminar SAR;
Realizar estudos de SAR e eventualmente QSAR, de modo a poder determinar quais as
propriedades relevantes para a atividade biologica destes compostos;

Testar a atividade antioxidante dos compostos sintetizados por outros protocolos experimentais,
como o método de substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS) e inibi¢cdo da captura

de radicais de 6xido nitrico.

90



5o Capitulo

5. Bibliografia



92



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.
17.

18.
19.

20.

21.

22.

23.

24,

25,

Chio, I. & Tuveson, D. A. ROS in Cancer: The Burning Question. Trends Mol. Med. 23, 411-429
(2017).

Datta, K., Sinha, S. & Chattopadhyay, P. Reactive oxygen species in health and disease. Natl.
Med. J. India 13, 304-310 (2000).

Halliwell, B. Reactive Species and Antioxidants. Redox Biology Is a Fundamental Theme of
Aerobic Life. Plant Physiol. 141, 312—-322 (2006).

Haider, K., Haider, M., Neha, K. & Yar, M. S. Free radical scavengers: An overview on
heterocyclic advances and medicinal prospects. Eur. J. Med. Chem. 204, 1-16 (2020).

Nakai, K. & Tsuruta, D. What Are Reactive Oxygen Species, Free Radicals, and Oxidative
Stress in Skin Diseases? Int. J. Mol. Sci. 22, 1-16 (2021).

Sabharwal, S. S. & Schumacker, P. T. Mitochondrial ROS in cancer: initiators, amplifiers or an
Achilles’ heel? Nat. Rev. Cancer 14, 709-721 (2014).

Pham-huy, L. A., He, H. & Pham-huy, C. Free Radicals, Antioxidants in Disease and Health. Int.
J. Biomed. Sci. 4, 89-96 (2008).

Pisoschi, A. M. et al. Oxidative stress mitigation by antioxidants - An overview on their chemistry
and influences on health status. Eur. J. Med. Chem. 209, (2021).

Sarmiento-Salinas, F. L. et al. Reactive oxygen species: Role in carcinogenesis, cancer cell
signaling and tumor progression. Life Sci. 284, 1-13 (2021).

Fang, Y., Yang, S. & Wu, G. Free Radicals, Antioxidants, and Nutrition. Nutrition 18, 872-879
(2002).

Matschke, V., Theiss, C. & Matschke, J. Oxidative stress: the lowest common denominator of
multiple diseases. Neural Regen. Res. 14, 238-241 (2018).

Adwas, A. A., Sedik, A., Elsayed, I|., Azab, A. E. & Quwaydir, F. A. Oxidative stress and
antioxidant mechanisms in human body. J. Appl. Biotechnol. Bioeng. 6, 43-47 (2019).

Qin, J., Kosten, T. R. & Yang, X. Free radicals, antioxidant defense systems, and schizophrenia.
Prog. Neuropsychopharmacol. Biol. Psychiatry 46, 200-206 (2013).

Roleira, F. M. F. et al. Plant derived and dietary phenolic antioxidants: Anticancer properties.
Food Chem. 183, 235-258 (2015).

Prasad, S., Gupta, S. C. & Tyagi, A. K. Reactive oxygen species (ROS) and cancer: Role of
antioxidative nutraceuticals. Cancer Lett. 387, 95-105 (2017).

Halliwell, B. & Gutteridge, J. M. Free Radicals in Biology and Medicine. (2015).

Reuter, S., Gupta, S. C., Chaturvedi, M. M. & Aggarwal, B. B. Oxidative stress, inflammation,
and cancer: How are they linked?. Free Radic. Biol. Med. 49, 1603—-1616 (2010).

Liguori, I. et al. Oxidative stress, aging, and diseases. Clin. Interv. Aging 13, 757-772 (2018).

Stadtman, E. R. & Levine, R. L. Protein Oxidation in Annals of the New York Academy of
Sciences 191-208 (2000).

Matos, L., Gouveia, A. & Almeida, H. Copper ability to induce premature senescence in human
fibroblasts. Age (Omaha). 34, 783—794 (2012).

Tavana, O. et al. Absence of p53-dependent apoptosis leads to UV radiation hypersensitivity,
enhanced immunosuppression and cellular senescence. Cell Cycle 9, 3328-3336 (2010).

Hohn, A. et al. Happily (n)ever after: Aging in the context of oxidative stress, proteostasis loss
and cellular senescence. Redox Biol. 11, 482-501 (2017).

Dzoyem, J. P. & Eloff, J. N. Anti-inflammatory, anticholinesterase and antioxidant activity of leaf
extracts of twelve plants used traditionally to alleviate pain and inflammation in South Africa. J.
Ethnopharmacol. 160, 194—-201 (2015).

Li, R., Jia, Z. & Trush, M. A. Defining ROS in Biology and Medicine. React. Oxyg. Species 1, 9—
21 (2016).

Lobo, V., Patil, A., Phatak, A. & Chandra, N. Free radicals, antioxidants and functional foods:

93



26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.
37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

46.

47.

Impact on human health. Pharmacogn. Rev. 4, 118-126 (2010).

Substances, S. 10 - Antioxidant Properties of Seaweed-Derived Substances. in Bioactive
Seaweeds for Food Applications 202 (Elsevier Inc., 2018).

Ambrogi, V., Carfagna, C., Cerruti, P. & Marturano, V. Additives in Polymers. in Modification of
Polymer Properties 90.

Barbosa, K. B. F. et al. Estresse oxidativo: conceito, implicacbes e fatores modulatérios. Rev.
Nutr. 23, 629-643 (2010).

Thanh, D., Le, T. & Bui, T. Antioxidant activities of thiosemicarbazones from substituted
benzaldehydes and N-(tetra-O-acetyl-B-D-galactopyranosyl)thiosemicarbazide. Eur. J. Med.
Chem. 60, 199-207 (2013).

Singh, P. P. Dietary Antioxidants and Infectious Diseases. in Infectious Diseases and Your
Health 307-316 (2018).

Bouayed, J. & Bohn, T. Exogenous antioxidants - Double-edged swords in cellular redox state.
Oxid. Med. Cell. Longev. 3, 228-237 (2010).

Poljsak, B., Suput, D. & Milisav, |. Achieving the Balance between ROS and Antioxidants: When
to Use the Synthetic Antioxidants. Oxid. Med. Cell. Longev. 2013, (2013).

Sies, H. Physiological Society Symposium: Impaired Endothelial and Smooth Muscle Cell
Function in Oxidative Stress Oxidative Stress: Oxidants and Antioxidants. Exp. Physiol. 82, 291—
295 (1997).

Pisoschi, A. M. & Pop, A. The role of antioxidants in the chemistry of oxidative stress: A review.
Eur. J. Med. Chem. 97, 55-74 (2015).

Bursal, E. & Gillgin, I. Polyphenol contents and in vitro antioxidant activities of lyophilised
aqueous extract of kiwifruit (Actinidia deliciosa). Food Res. Int. 44, 1482-1489 (2011).

Shankar, K. & Mehendale, H. Oxidative Stress. Encyclopedia of Toxicology 3, 735-737 (2014).

Sen, S. & Chakraborty, R. The Role of Antioxidants in Human Health. in Oxidative Stress:
Diagnostics, Prevention, and Therapy 24 (2011).

Zehiroglu, C., Beyza, S. & Sarikaya, O. The importance of antioxidants and place in today’s
scientific and technological studies. J. Food Sci. Technol. 56, 4757-4774 (2019).

Atkinson, J., Manor, D. & Parker, R. Vitamin E. in Encyclopedia of Biological Chemistry 545—
550 (2013).

Qi, J. & Dong, F. The relevant targets of anti-oxidative stress: a review. J. Drug Target. 1-10
(2021).

Pokorny, J. Are natural antioxidants better - and safer - than synthetic antioxidants? Eur. J. Lipid
Sci. Technol. 109, 629-642 (2007).

Castellano, G. & Medialdea, J. T. Classification of Phenolic Compounds by Chemical Structural
Indicators and Its Relation to Antioxidant Properties of Posidonia Oce .... Match Commun. Math.
Comput. Chem. 67, 231-250 (2012).

Balasundram, N., Sundram, K. & Samman, S. Phenolic compounds in plants and agri-industrial
by-products: Antioxidant activity, occurrence, and potential uses. Food Chem. 99, 191-203
(2006).

Xu, X. et al. Synthetic phenolic antioxidants: Metabolism, hazards and mechanism of action.
Food Chem. 353, 1-15 (2021).

Neha, K., Haider, R., Pathak, A. & Yar, M. S. Medicinal prospects of antioxidants: A review. Eur.
J. Med. Chem. 178, 687-704 (2019).

Ito, N. et al. Studies on Antioxidants: Their Carcinogenic and Modifying Effects on Chemical
Carcinogesis. Food Chem. Toxicol. J. 24, 1071-1082 (1986).

He, Z. et al. Novel thiosemicarbazone derivatives containing indole fragment as potent and
selective anticancer agent. Eur. J. Med. Chem. 184, 1-16 (2019).

94



48.

49,

50.

51.

52.

53.

54,

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.
68.

Tendrio, R. P. et al. Tiossemicarbazonas: Métodos de obtencdo, aplicacBes sintéticas e
importancia biologica. Quim. Nova 28, 1030-1037 (2005).

Khalilian, M. H., Mirzaei, S. & Arman, A. Comprehensive insights into the structure and
coordination behavior of thiosemicarbazone ligands: a computational assessment of the E - Z
interconversion mechanism during coordination 1. New J. Chem. 39, 9313-9324 (2015).

Hussain, M., Jawaria, R., Sha, Z., Abbas, G. & Moazzam, M. Ferrocene-based
thiosemicarbazones: Solvent effect on thiol-thione tautomerism and conformational
polymorphism. J. Organomet. Chem. 846, 121-128 (2017).

Poorhaji, S., Pordel, M. & Ramezani, S. New heterocyclic green, blue and orange dyes from
indazole: Synthesis, tautomerism, alkylation studies, spectroscopic characterization and DFT/
TD-DFT calculations. J. Mol. Struct. 1119, 151-156 (2016).

Reza, A., Ghorbani, S., Karimzadeh, M. & Jajarmi, S. A DFT approach for simple and solvent
assisted-proton movement: Biurea as a case of study. Comput. Theor. Chem. 1084, 67-74
(20186).

Srinivasan, B. R., Raghavaiah, P. & Nadkarni, V. S. Reinvestigation of growth of urea
thiosemicarbazone monohydrate crystal. Spectrochim. Acta Part A Mol. Biomol. Spectrosc. 112,
84-89 (2013).

Ryrie, G. A. & Edin, M. B. Thiosemicarbazone in the treatment of Leprosy. The Lancet 256, 286—
287 (1950).

Czubatka-Bienkowska, A. et al. Thio-functionalized carbohydrate thiosemicarbazones and
evaluation of their anticancer activity. Bioorg. Med. Chem. Lett. 27, 2713-2720 (2017).

Pelosi, G. Thiosemicarbazone Metal Complexes: From Structure to Activity. Open Crystallogr.
J. 3, 16-28 (2010).

El-Sabbagh, O. I., El.Sadek, M. E., Lashine, S. M., Yassin, S. H. & El-Nabtity, S. M. Synthesis
of new 2(1H)-quinoxalinone derivatives for antimicrobial and antiinflammatory evaluation. Med.
Chem. Res. 18, 782-797 (2009).

Abdel-rahman, H. M. & Hussein, M. A. Synthesis of B-Hydroxypropanoic Acid Derivatives as
Potential Anti-inflammatory, Analgesic and Antimicrobial Agents. Arch. der Pharm. Chem. Life
Sci. 339, 378-387 (2006).

Kerimov, I., Ayhan-kilcigil, G., Can-eke, B., Altanlar, N. & Iscan, M. Synthesis, antifungal and
antioxidant screening of some novel benzimidazole derivatives. J. Enzyme Inhib. Med. Chem.
22, 696-701 (2007).

Kiglkglzel, G., Kocatepe, A., Clercq, E. De, Fikrettin, $. & Gilllice, M. Synthesis and biological
activity of 4-thiazolidinones, thiosemicarbazides derived from diflunisal hydrazide. Eur. J. Med.
Chem. 41, 353-359 (2006).

Domagk, G., Behnisch, R., Mietzsch, F. & Schimdt, H. S. Uber eine neue, gegen
Tuberkelbazillen in vitro wirksame Verbindungsklasse. Naturwissenschften 33, 315 (1946).

Kanso, F., Khalil, A., Noureddine, H. & El-makhour, Y. Therapeutic perspective of
thiosemicarbazones derivatives in inflammatory pathologies: A summary of in vitro/ in vivo
studies. Int. Immunopharmacol. 96, 1-14 (2021).

Beraldo, H. Semicarbazonas e tiossemicarbazonas: O amplo perfil farmacologico e usos
clinicos. Quim. Nova 27, 461-471 (2004).

Grayson, M. L. et al. Kucers’ The Use of Antibiotics: A Clinical Review of Antibacterial,
Antifungal, Antiparasitic and Antiviral Drugs. (2503).

Trotsko, N. et al. Design, synthesis and antimycobacterial activity of thiazolidine-2,4-dione-
based thiosemicarbazone derivatives. Bioorg. Chem. 97, 1-9 (2020).

Fox, G. J. et al. Group 5 drugs for multidrug-resistant tuberculosis: individual patient data meta-
analysis. Eur. Respir. J. 49, 1-11 (2017).

Organization, W. H. WHO treatment guidelines for drug- resistant tuberculosis. (2016).

Marvadi, S. K. et al. Synthesis, in vitro, and in vivo (Zebra fish) antitubercular activity of 7,8-

95



69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

7.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

dihydroquinolin-5(6H)-ylidenehydrazinecarbothioamides. Bioorg. Chem. 96, (2020).

Hamre, D., Bernstein, J. & Donovick, R. Activity of p-Aminobenzaldehyde, 3-Thiosemicarbazone
on Vaccinia Virus in the Chick Embryo and in the Mouse. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 73, 275-
278 (1950).

Sevingli, Z. S., Duran, G. N., Ozbil, M. & Karali, N. Synthesis, molecular modeling and antiviral
activity of novel 5-fluoro-1H-indole-2,3-dione 3-thiosemicarbazones. Bioorg. Chem. 104, 1-12
(2020).

Mrozek-wilczkiewicz, A., Malarz, K., Rejmund, M., Polanski, J. & Musiol, R. Anticancer activity
of the thiosemicarbazones that are based on di-2-pyridine ketone and quinoline moiety. Eur. J.
Med. Chem. 171, 180-194 (2019).

Krishnan, K. et al. Synthesis and Ribonucleotide reductase inhibitory activity of
thiosemicarbazones. Bioorg. Med. Chem. Lett. 18, 6248-6250 (2008).

Popovié-Bijeli¢, A. et al. Ribonucleotide reductase inhibition by metal complexes of Triapine (3-
aminopyridine-2-carboxaldehyde thiosemicarbazone): A combined experimental and theoretical
study. J. Inorg. Biochem. J. 105, 1422-1431 (2011).

Hu, W. et al. Discovery of Novel Topoisomerase Il Inhibitors by Medicinal Chemistry
Approaches. J. Med. Chem. 61, 8947-8980 (2018).

Brockman, R. W., Thomson, J. R., Bell, M. J. & Skipper, H. E. Observations on the Antileukemic
Activity of Pyridine-2-carboxaldehyde Thiosemicarbazone and Thiocarbohydrazone*. Cancer
Res. 16, 167-170 (1956).

Hussein, M. A., Adnan, M., Umar, M. |, Haque, R. A. & Guan, T. S. Synthesis, structural
elucidation and cytotoxicity of new thiosemicarbazone derivatives. Arab. J. Chem. 12, 3183
3192 (2019).

Gou, Y. et al. a-N-heterocyclic thiosemicarbazone Fe(lll) complex: Characterization of its
antitumor activity and identification of anticancer mechanism. Eur. J. Med. Chem. 123, 354-364
(2016).

Sartorelli, A. C., Liu, M. & Lin, T. Synthesis and Antitumor Activity of Amino Derivatives of
Pyridine-2-carboxaldehyde Thiosemicarbazone. J. Med. Chem. 35, 3672-3677 (1992).

Tsimberidou, A., Alvarado, Y. & Giles, F. J. Evolving role of ribonucleoside reductase inhibitors
in hematologic malignancies. Expert Rev. Anticancer Ther. 2, 437-448 (2002).

Kalinowski, D. S., Quach, P. & Richardson, D. R. Thiosemicarbazones: The new wave in cancer
treatment. Future Med. Chem. 1, 1143-1151 (2009).

Miah, A. B. & Harrington, K. J. Triapine in Clinical Practice. European J. Clin. Med. Oncol. 1-6
(2010).

ClinicalTrials.gov. Testing the Addition of a New Anti-Cancer Drug, Triapine, to the Usual
Chemotherapy Treatment (Cisplatin) During Radiation Therapy for Advanced-stage Cervical
and Vaginal Cancers Disponivel em: https:/clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02466971.
(Consultado a 16 de Novembro 2021)

Shao, J. et al. A Ferrous-triapine complex mediates formation of reactive oxygen species that
inactivate human ribonucleotide reductase. Mol. Cancer Ther. 5, 586-593 (2006).

Yu, Y., Wong, J., Lovejoy, D. B., Kalinowski, D. S. & Richardson, D. R. Chelators at the Cancer
Coalface: Desferrioxamine to riapine and Beyond. Clin. Cancer Res. 12, 6876-6884 (2006).

Whitnall, M., Howard, J., Ponka, P. & Richardson, D. R. A class of iron chelators with a wide
spectrum of potent antitumor activity that overcomes resistance to chemotherapeutics. Proc.
Natl. Acad. Sci. 103, 14901-14906 (2006).

Rao, V. A. et al. The Iron Chelator Dp44mT Causes DNA Damage and Selective Inhibition of
Topoisomerase lla in Breast Cancer Cells. Cancer Res. 69, 948—958 (2009).

Yalowich, J. C. et al. The anticancer thiosemicarbazones Dp44mT and triapine lack inhibitory
effects as catalytic inhibitors or poisons of DNA topoisomerase lla. Biochem. Pharmacol. 84,
52-58 (2012).

96



88.

89.

90.

91.

92.

93.

94,

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

Yu, Y., Rahmanto, Y. S. & Richardson, D. Bp44mT: an orally active iron chelator of the
thiosemicarbazone class with potent anti-tumour efficacy. Br. J. Parmacology 165, 148-166
(2012).

Kalinowski, D. S. et al. Redox cycling metals: Pedaling their roles in metabolism and their use
in the development of novel therapeutics. Biochim. Biophys. Acta 1863, 727748 (2016).

Lovejoy, D. B. et al. Novel Second-Generation Di-2-Pyridylketone Thiosemicarbazones Show
Synergism with Standard Chemotherapeutics and Demonstrate Potent Activity against Lung
Cancer Xenografts after Oral and Intravenous Administration in Vivo. J. Med. Chem. 55, 7230-
7244 (2012).

Kovacevic, Z., Chikhani, S., Lovejoy, D. B. & Richardson, D. R. Novel Thiosemicarbazone Iron
Chelators Induce Up-Regulation and Phosphorylation of the Metastasis Suppressor N-myc
Down-Stream Regulated Gene 1: A New Strategy for the Treatment of Pancreatic Cancer. Mol.
Pharmacol. 80, 598-609 (2011).

ClinicalTrials.govs. Dose-finding and Pharmacokinetic Study of DpC, Administered Orally to
Patients With Advanced Solid Tumors Disponivel em:
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/study/NCT02688101. (Consultado a 17 de Novembro 2021)

Salim, K. Y., Vareki, S. M., Danter, W. R. & Koropatnick, J. COTI-2, a novel small molecule that
is active against multiple human cancer cell lines in vitro and in vivo. Oncotarget 7, 41363—
41379 (2016).

Lindemann, A. et al. COTI-2, A Novel Thiosemicarbazone Derivative, Exhibits Antitumor Activity
in HNSCC through p53-dependent and -independent Mechanisms. Clin. Cancer Res. 25, 5650—
5663 (2019).

Liu, Y. etal. The past, present and future of potential small-molecule drugs targeting p53-MDM2/
MDMX for cancer therapy. Eur. J. Med. Chem. 176, 92-104 (2019).

Nunes, J. H. B. et al. Cancer Cell Resistance Against the Clinically Investigated
Thiosemicarbazone COTI-2 Is Based on Formation of Intracellular Copper Complex Glutathione
Adducts and ABCC1-Mediated Efflux. J. Med. Chem. 63, 13719-13732 (2020).

Ribeiro, A. et al. Novel 4-quinoline-thiosemicarbazone derivatives: Synthesis, antiproliferative
activity, in vitro and in silico biomacromolecule interaction studies and topoisomerase inhibition.
Eur. J. Med. Chem. 182, 1-16 (2019).

Bakherad, Z. et al. Anti-cancer, anti-oxidant and molecular docking studies of
thiosemicarbazone indole-based derivatives. Res. Chem. Intermed. 45, 2827-2854 (2019).

Thanh, N. D., Giang, N. T. K., Quyen, T. H., Huong, D. T. & Toan, V. N. Synthesis and evaluation
of in vivo antioxidant, in vitro antibacterial, MRSA and antifungal activity of novel substituted
isatin N-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glucopyranosyl)thiosemicarbazones. Eur. J. Med. Chem.
123, 532-543 (2016).

Ge, W. et al. Characterization and antioxidant activity of B-carotene loaded chitosan-graft-poly
(lactide) nanomicelles. Carbohydr. Polym. 117, 169-176 (2015).

Chen, Y. et al. Dietary vitamin C requirement and its effects on tissue antioxidant capacity of
juvenile largemouth bass, Micropterus salmoides. Aquaculture 435, 431-436 (2015).

Soomets, U., Zilmer, M. & Langel, U. Manual Solid-Phase Synthesis of Glutathione Analogs. in
Methods in Molecular Biology 298, 241-257 (2005).

Lopes, R. A. P. Sintese e caracterizacao de glicosil tiosemicarbazonas com potencial atividade
antioxidante. [Trabalho ndo publicado]. Faculdade de Ciéncias, Universidade de Lisboa, Lisboa,
(2019).

Clemente, D. B. Novas glicosil tiossemicarbazonas com potencial atividade farmacolégica.
[Trabalho ndo publicado]. Faculdade de Ciéncias, Universidade de Lisboa, Lisboa, (2020).

Demchenko, A. V. General Aspects of the Glycosidic Bond Formation. in Handbook of Chemical
Glycosylation: Advances in Stereoselectivity and Therapeutic Relevance 1-28 (2008).

Camarasa, J. M. et al. A New Procedure for the Synthesis of Glycosyl Isothiocyanates.
Communications 509-510 (1984).

97



107.
108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.
118.

119.

120.

121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.
128.

Davis, B. & Fairbanks, A. Carbohydrate Chemistry. (Oxford University Press, 2002).

Fernandez, J. & Mellet, C. The Thiocarbonyl Group in Carbohydrate Chemistry. Sulfur Reports
19, 61-159 (1996).

Fernandez, J. & Mellet, C. Chemistry and Developments of N-Thiocarbonyl Carbohydrate
Derivatives : Sugar Isothiocyanates, Thioamides, Thioureas, Thiocarbamates, and Their
Conjugates. 55, (2000).

Hoz, A. De, Diaz-Ortiz, A. & Prieto, P. Microwave-Assisted Green Organic Synthesis. in
Alternative Energy Sources for Green Chemistry 1-33.

Shah, J. J. & Mohanraj, K. Comparison of Conventional and Microwave-assisted Synthesis of
Benzotriazole Derivatives. Indian J. Pharm. Sci. 76, 46-53 (2014).

Thanh, N. D., Van, H. T. K. & Thu, T. T. Synthesis and Characterization of Some Novel
Thiosemicarbazones of Substituted Benzaldehydes and  N-(Hepta-O-Acetyl-3-D-
Lactosyl)Thiosemicarbazide. J. Carbohydr. Chem. 34, 514-544 (2015).

Tendrio, R. P. et al. Tiossemicarbazonas: Métodos de obtencdo, aplicacdes sintéticas e
importancia biolégica. Quim. Nova 28, 1030-1037 (2005).

Blanco, J., Sylla, B., Mellet, C. & Fernandez, J. Synthesis of a- and -Glycosyl Isothiocyanates
via Oxazoline Intermediates. J. Org. Chem. 72, 4547-4550 (2007).

Duus, J., Gotfredsen, C. & Bock, K. Carbohydrate Structural Determination by NMR
Spectroscopy: Modern Methods and Limitations. Chem. Rev. 100, 4593 (2000).

Bubb, W. A. NMR spectroscopy in the study of carbohydrates: Characterizing the structural
complexity. Carbohydr. NMR Prim. 19, 1-19 (2003).

Magritek. Application Note 5: Glucose Anomers.

Moretto, C., Pereira, D. S., Paiva, R. D. O., Kneipp, L. F. & Echevarria, A. Microwave-Assisted
Synthesis of New N1,N4-Substituted Thiosemicarbazones. Molecules 16, 10675-10676 (2011).

Yousef, T. A., El-reash, G. M. A., El-gammal, O. A. & Bedier, R. A. Synthesis, characterization,
optical band gap, in vitro antimicrobial activity and DNA cleavage studies of some metal
complexes of pyridyl thiosemicarbazone. J. Mol. Struct. 1035, 307-317 (2013).

Bernhardt, P. V, Martinez, M., Rodriguez, C. & Vazquez, M. Biologically active
thiosemicarbazone Fe chelators and their reactions with ferrioxamine B and ferric EDTA; a
kinetic study t. Dalt. Trans. 41, 2122-2130 (2012).

Metwally, N. M. E., Arafa, R. & El-ayaan, U. Molecular modeling, spectral, and biological studies
of 4-formylpyridine-*N-(2-pyridyl) thiosemicarbazone (HFPTS) and its Mn(ll), Fe(lll), Co(ll),
Ni(ll), Cu(ll), Cd(ll), Hg(ll), and UOz(Il) complexes. J. Therm. Anal. Calorim. 115, 2357-2367
(2014).

Haribabu, J. et al. Synthesis of Ni(ll) complexes bearing indole-based thiosemicarbazone
ligands for interaction with biomolecules and some biological applications. J. Biol. Inorg. Chem.
22, 461-480 (2017).

Yi, W. et al. Refinement of arylthiosemicarbazone pharmacophore in inhibition of mushroom
tyrosinase. Eur. J. Med. Chem. 46, 4330-4335 (2011).

Maillard, L. T. et al. Synthesis and anti-Candida activity of novel 2-hydrazino-1,3-thiazole
derivatives. 23, 1803-1807 (2013).

Rosada, B. et al. Benzo[b]thiophene-thiazoles as potent anti-Toxoplasma gondii agents: design,
synthesis, tyrosinase/tyrosine hydroxylase inhibitors, molecular docking study, and antioxidant
activity. Eur. J. Med. Chem. 111765 (2019).

Huang, H. et al. A Series of a-Heterocyclic Carboxaldehyde Thiosemicarbazones Inhibit
Topoisomerase lla Catalytic Activity. J. Med. Chem. 53, 3048-3064 (2010).

Kemp, W. NMR in Chemistry: A Multinuclear Introduction. (1986).

Bakkar, M. S., Siddigi, M. Y. & Monshi, M. S. Preparation and Investegation of the Bonding
Mode in the Complexes of Pt(Il) with Thiosemicarbazone Ligands. Synth. ans React. Inorg. Met.

98



129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.
138.

139.

140.

141.

142.

143.

144,

145.

146.
147.

148.

149.

Chem. 33, 1164 1165 (2003).

Venkatachalam, T. K., Pierens, G. K. & Reutens, D. C. Synthesis, NMR structural
characterization and molecular modeling of substituted thiosemicarbazones and
semicarbazones using DFT calculations to prove the syn/anti isomer formation. Magn.
Ressonance Chem. 52, 98-105 (2014).

Pretsch, E., Bihlmann, P. & Badertscher, M. Structure Determination of Organic Compounds:
Tables of Spectral Data. (Springer Berlin Heidelberg, 2009).

Poeta, A. C. E. Desenvolvimento de potenciais metalofarmacos para a terapia do cancro.
[Dissertacdo de mestrado]. Faculdade de Ciéncias, Universidade de Lisboa, Lisboa (2015).
Retirado de https://repositorio.ul.pt/handle/10451/20/browse?type=author&order=
ASC&rpp=20&value=Poeta%2C+Ana+Cristina+Eufr®%C3%Alsio

Robert, S., Webster, F. & Kiemle, D. Silverstein - Spectrometric Identification of Organic
Compounds. (John Wiley & Sons, 2005).

Tipson, R. S. Infrared Spectroscopy Of Carbohydrates A Review of the Literature. (1968).

Sazeli, S. et al. Semicarbazide and thiosemicarbazide containing butylated hydroxytoluene
moiety: new potential antioxidant additives for synthetic lubricating oil. R. Soc. Chem. 11, 7138—
7145 (2021).

Teixeira, J., Gaspar, A., Garrido, E. M., Garrido, J. & Borges, F. Hydroxycinnamic Acid
Antioxidants: An Electrochemical Overview. Biomed Res. Int. (2013).

Kedare, S. B. & Singh, R. P. Genesis and development of DPPH method of antioxidant assay.
J. Food Sci. Technol. 48, 412-422 (2011).

Oliveira, A. et al. Fontes Vegetais Naturais de Antioxidantes. Quim. Nova 32, 689-702 (2009).

Blois, M. Antioxidant Determination by the Use of a Stable Free Radical. Nature 181, 1199-
1200 (1958).

Brand-Wiliiams, W., Cuvelier, M. E. & Berset, C. Use of a Free Radical Method to Evaluate
Antioxidant Activity. LWT - Food Sci. Technol. 28, 25-30 (1995).

Amarowicz, R. & Pegg, R. B. Natural antioxidants of plant origin. in Advances in Food and
Nutrition Research 90, 1-81.

Prior, R. L., Wu, X. & Schaich, K. Standardized Methods for the Determination of Antioxidant
Capacity and Phenolics in Foods and Dietary Supplements. J. Agric. Food Chem. 53, 4290—-
4302 (2005).

Ndhlala, A. R., Moyo, M. & Staden, J. Van. Natural Antioxidants: Fascinating or Mythical
Biomolecules? Molecules 15, 6905-6930 (2010).

Liang, N. & Kitts, D. D. Antioxidant Property of Coffee Components: Assessment of Methods
that Define Mechanisms of Action. Molecules 19, 19180-19208 (2014).

Ambhore, A. N. et al. Design, synthesis and in silico study of pyridine based 1,3,4-oxadiazole
embedded hydrazinecarbothioamide derivatives as potent anti-tubercular agent. Comput. Biol.
Chem. 80, 54-65 (2019).

Mata, A. T. et al. Antioxidant and antiacetylcholinesterase activities of five plants used as
Portuguese food spices. Food Chem. 103, 778-786 (2007).

Riss, T. et al. Cell Viability Assays. in Assay Guidance Manual 317-322 (2016).

Stockert, J. C., Blazquez-Castro, A., Cafiete, M., Horobin, R. W. & Villanueva, A. MTT assay for
cell viability: Intracellular localization of the formazan product is in lipid droplets. Acta Histochem.
114, 785-796 (2012).

Denizot, F. & Lang, R. Rapid colorimetric assay for cell growth and survival Modifications to the
tetrazolium dye procedure giving improved sensitivity and reliability. J. Immunol. Methods 89,
271-277 (1986).

Senthilraja, P. & Kathiresan, K. In vitro cytotoxicity MTT assay in Vero, HepG2 and MCF-7 cell
lines study of Marine Yeast. J. Appl. Pharm. Sci. 5, 80-84 (2015).

99



150.

151.

152.

153.

154.

155.

156.
157.

158.

159.

160.

161.

Kamiloglu, S., Sari, G., Ozdal, T. & Capanoglu, E. Guidelines for cell viability assays. Food Front.
332-349 (2020).

Mosmann, T. Rapid Colorimetric Assay for Cellular Growth and Survival: Application to
Proliferation and Cytotoxicity Assays. J. Immunol. Methods 65, 55-63 (1983).

Berridge, M. V, Herst, P. M. & Tan, A. S. Tetrazolium dyes as tools in cell biology: New insights
into their cellular reduction. in Biotechnology Annual Review 11, 127-152 (2005).

Zhang, X. et al. Thiosemicarbazone-based lead optimization to discover high- efficiency and
low-toxicity anti-gastric cancer agents. Eur. J. Med. Chem. 199, 112349 (2020).

Nordin, M. L., Kadir, A. A., Zakaria, Z. A., Abdullah, R. & Abdullah, M. In vitro investigation of
cytotoxic and antioxidative activities of Ardisia crispa against breast cancer cell lines, MCF-7
and MDA-MB-231. BMC Complement. Altern. Med. 1-10 (2018).

Alabsi, A. M., Lim, K. L., Paterson, I. C., Ali-saeed, R. & Muharram, B. A. Cell Cycle Arrest and
Apoptosis Induction via Modulation of Mitochondrial Integrity by Bcl-2 Family Members and
Caspase Dependence in Dracaena cinnabari-Treated H400 Human Oral Squamous Cell
Carcinoma. Biomed Res. Int. 2016, 1-14 (2016).

Armarego, W. & Chai, C. Purification of Laboratory Chemicals. (2009).

Tenchiu, A., Kostas, I. D., Kovala-demertzi, D. & Terzis, A. Synthesis and characterization of
new aromatic aldehyde/ketone 4-(B-D-glucopyranosyl)thiosemicarbazones. Carbohydr. Res.
344, 1352-1364 (2009).

Matsa, R., Makam, P., Kaushik, M., Hoti, S. L. & Kannan, T. Thiosemicarbazone derivatives:
Design, synthesis and in vitro antimalarial activity studies. Eur. J. Pharm. Sci. 137, 1-12 (2019).

Haribabu, J. et al. Water-Soluble Mono- and Binuclear Ru(n®-p-cymene) Complexes Containing
Indole Thiosemicarbazones: Synthesis, DFT Modeling, Biomolecular Interactions, and In Vitro
Anticancer Activity through Apoptosis. Organometallics 37, 1242—-1257 (2018).

Du, X. et al. Synthesis and Structure - Activity Relationship Study of Potent Trypanocidal Thio
Semicarbazone Inhibitors of the Trypanosomal Cysteine Protease Cruzain. J. Med. Chem. 45,
2695-2707 (2002).

Falé, P. L., Ferreira, C., Rodrigues, A. M., Cleto, P. & Amorim, P. J. Antioxidant and anti-
acetylcholinesterase activity of commercially available medicinal infusions after in vitro
gastrointestinal digestion. J. Med. Plant Res. (2013).

100



6° Capitulo

6. Apéndices



102



6.1. Apéndice 1 -isotiocianato de 2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil (2)
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Figura 6.1: Espetro de RMN H do composto 2, em CDCls.
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Figura 6.2: Espetro de RMN 3C-APT do composto 2, CDCls.
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Figura 6.4: Espetro HSQC do composto 2, em CDCla.
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6.2. Apéndice 2 - N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-glucopiranosil) tiossemicarbazida
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Figura 6.6: Espetro de RMN H do composto 3.a, em CDCla.
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Figura 6.7: Espetro de RMN 3C-APT do composto 3.a, em CDCls.
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88°
Ta-’
E0°T

N
8T”
56°
oo’
LE”

£
L8 T8 — [ &
L =r
w
[
(-]
. ]
19789 — [
LY 0L— R
Lo
OT €L ~
ZLEL -
TG TTT~ E
ST 2TT— a
©
[=)
o
FETCZI
A
0E $ZT
07 FZT"
687691 £
8T 0LT-\ oy
S6T0LT
00" TLT
w
=~
LETBLT —

1
50 40 30 20 ppm
109

60

110 100 90 80 70

120

130

180 170 160 150 140
Figura 6.12: Espetro de RMN '3C-APT do composto 4.a, em CDCls.

180
190




A~ ppm
L3
_ll\___lULm J_I_m__ ppm e = Eoq
i e &
8. F2
L5 -3
@ o L
@ . Eog
@ T T T T 6 ggm
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 ppm .
> B8 °
e ®© o .
B ou F7
pbm
co
@& ® L F 8
E) e
-3 ]
E10
A 9.0
@ T T 11
90 85 80 7.5 ppm
T T T T T T T T T 12
12 11 10 9 8 7 6 5 4 2 1 ppm
Figura 6.13: Espetro COSY do composto 4.a, em CDCls.
1. N 111 | I T L pEMm
_M_MJ Jh. oom .
= L-a%_ . - 20
- @—120 L 40
&
©
30 - - 60
140 - ©
° : oo
8.0 7.5 ppm
/ \ 100
° _lJL_XIUU»I__._M l_#_ pom
\J/g“ - || - do o 120
I Lk pom - - F70 140
E [
@ @7122
Fgo [160
0 124 1 ®
T T T T
‘ | 126 6.0 5.5 5.0 4.5 40 ppm 180
8.0 7.5 ppm
T T T T T T T T T
12 11 10 9 8 7 ] 5 4 2 1 ppm

Figura 6.14: Espetro HSQC do composto 4.a, em CDCls.

110



s

Transmitancia (%)

400

_jL ppm
=140 s = - 20
JJUL J\I\UJA M JUL M ppm
- 150 . . - 40
0 70
- 160
F75 e
170
- 80
- -
85
9.1 ppm 55 50 as 20 ppm
4\ 100
o ol il
L ppm _pom | oo
Y o' —£ @ ‘g ®
E 120 170 149
— &0
°c ¢ 0o F172
E @ L1430 é 22 24 ppm 160
| o 0 o i 4/1 180
T T 140
8.0 7.5 ppm
o5 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 ppm
Figura 6.15: Espetro HMBC do composto 4.a, em CDCls.
100
90
80
70
60
50 /
40 N/
30 \ \
o
A
20 8
<
™
10
0
3900 3400 2900 2400 1900 1400 900
NUmero de onda (cm-1)
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Figura 6.17: Espetro de HRMS do composto 4.a (principais fragmentos).
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6.4. Apéndice 4 -
tiossemicarbazona (4.b)
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Figura 6.19: Espetro de RMN 3C-APT do composto 4.b, em CDCla.
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6.5. Apéndice 5 - 2-benzofurano carboxaldeido N-(2,3,4,6-tetra-O-acetil-B-D-
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Figura 6.39: Espetro de HRMS do composto 4.c (principais fragmentos).
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6.6. Apéndice 6 - (E)-2-((1H-indole-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.f)
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Figura 6.40: Espetro de RMN 'H do composto 4.f, em DMSO-ds.
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Figura 6.41: Espetro de RMN 3C-APT do composto 4.f, em DMSO-ds.
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Figura 6.45: Espetro de IV do composto 4.f.
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6.7. Apéndice 7 - (E)-2-((1-metil-1H-indole-3-il)metileno)hidrazinacarbotioamida
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Figura 6.47: Espetro de RMN '3C-APT do composto 4.g, em DMSO-ds.
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Figura 6.51: Espetro de IV do composto 4.9.
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6.8. Apéndice 8 - (E)-2-((1H-indole-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.h)
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Figura 6.53: Espetro de RMN 3C-APT do composto 4.h, em DMSO-ds.
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Figura 6.57: Espetro NOESY do composto 4.h, em DMSO-ds (principais correlagdes).
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6.9. Apéndice 9 - (E)-2-((benzofuran-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida (4.i)
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Figura 6.60: Espetro de RMN 'H do composto 4.i, em DMSO-ds.
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Figura 6.61: Espetro de RMN 3C-APT do composto 4.i, em DMSO-ds.
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Figura 6.63: Espetro HSQC do composto 4.i, em DMSO-de.
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Figura 6.65: Espetro de IV do composto 4.i.
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Figura 6.66: Espetro de HRMS do composto 4.i (principais fragmentos).
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6.10. Apéndice 10 - (E)-2-((benzo[b]tiofen-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida
(4.))
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Figura 6.67: Espetro de RMN 'H do composto 4.j, em DMSO-d.
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Figura 6.68: Espetro de RMN 3C-APT do composto 4.j, em DMSO-ds.
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Figura 6.72: Espetro de IV do composto 4.j.
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6.11. Apéndice 11 - (E)-2-((benzo[d]tiazol-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida
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Figura 6.74: Espetro de RMN '3C-APT do composto 4.k, em DMSO-ds.
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Figura 6.78: Espetro de IV do composto 4.k.
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6.12. Apéndice 12 - (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno)hidrazinacarbotioamida
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Figura 6.80: Espetro de RMN 3C-APT do composto 4./, em DMSO-ds.
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Figura 6.85: Espetro de HRMS do composto 4.1 (principais fragmentos).
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6.13. Apéndice 13 - (E)-2-((1H-indole-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida
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Figura 6.86: Espetro de RMN 'H do composto 4.m, em DMSO-ds.
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Figura 6.89: Espetro HSQC do composto 4.m, em DMSO-de.
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Figura 6.91: Espetro NOESY do composto 4.m, em DMSO-ds (principais correlacdes).
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Figura 6.92: Espetro de IV do composto 4.m.
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Figura 6.93: Espetro de HRMS do composto 4.m (principais fragmentos).
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hidrazinacarbotioamida

6.14. Apéndice 14 - (E)-2-((benzo[d]tiazol-2-il)metileno)-N-fenil
(4.n)
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Figura 6.95: Espetro de RMN '3C-APT do composto 4.n, em DMSO-ds.
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Figura 6.96: Espetro COSY do composto 4.n, em DMSO-de.
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Figura 6.97: Espetro HSQC do composto 4.n, em DMSO-ds.
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Figura 6.98: Espetro HMBC do composto 4.n, em DMSO-ds.
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Figura 6.99: Espetro de IV do composto 4.n.
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Figura 6.100: Espetro de HRMS do composto 4.n (principais fragmentos).
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6.15. Apéndice 15 - (E)-2-((3-metil-1H-indole-2-il)metileno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida
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Figura 6.101: Espetro de RMN *H do composto 4.0, em DMSO-ds.
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Figura 6.102: Espetro de RMN *3C-APT do composto 4.0, em DMSO-ds.
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Figura 6.103: Espetro COSY do composto 4.0, em DMSO-de.
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Figura 6.108: Espetro de HRMS do composto 4.0 (principais fragmentos).
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6.16. Apéndice 16 — Atividade antioxidante

Tabela 6.1: Percentagem de atividade antioxidante dos compostos 4.a - 4.0, testados em diferentes
concentragdes (UM).

% Atividade antioxidante

Concentracéao (uM) ECso (UM)
12,5 25 50 100 200 300
4a 11,92+ 17,13+ 30,52+ 4840t 68,10 + 87,44+ 13921+
' 2,63 2,90 0,37 1,69 0,45 0,52 1,80
0,45 + 2,32 + 7,01 + 14,55 + 22,57 + 30,76 =
4.b 0,12 0,57 0,57 1,50 0,59 1,14 >300
1,50 + 1,87 + 2,48 + 4,50 + 10,59 +
4.c 0,07 0,13 0,36 0,24 8,09+0,66 0,76 >300
3,70 £ 15,98 + 33,60 + 48,61 + 67,81 + 207,11 +
4.d 0,49 833207 0,66 0,35 1,66 0,62 11,92
0,23 + 1,64 + 2,63+ 6,24 + 12,66 *

4.e 0,01 0,03 0,25 0,45 9.66+0,78 0,21 >300
4f 15,70 = 20,52 + 31,11 + 48,74 + 80,30 90,27 + 120,41 +
' 0,18 0,95 0,83 1,31 0,33 1,26 0,59
4 14,63 21,20 = 28,67 + 35,15+ 50,28 + 60,47 + 211,62 +
9 0,64 1,44 0,23 0,45 1,55 1,54 11,58

4,18 + 5,22 + 9,24 + 14,57 + 22,25+ 28,44 +
4.h 0,23 0,12 0,53 0,38 1,14 0,75 >300
4i 3,22 + 5,88 + 10,63 * 12,83 + 20,13 + 29,19 + >300
’ 0,14 0,40 0,41 0,03 0,76 1,30
4 1,61 + 3,76 £ 7,78 + 11,33 + 17,68 28,57 >300
] 0,08 0,26 0,37 0,76 0,85 0,34
4K 1,19+ 2,24 + 3,15+ 4,47 + 11,73 + 14,10 + >300
0,07 0,11 0,21 0,52 0,50 0,59
41 2,57 + 5,00 + 12,12 + 19,91 + 28,42 + 40,95 + >300
’ 0,11 0,30 0,33 0,52 0,86 1,35
am 4,43 + 10,32 16,41 + 25,37 + 42,19 + 56,62 + 252,16 +
' 0,05 0,28 0,90 0,82 0,88 0,75 3,61
an 4,28 + 8,03 + 11,59 + 23,17 + 40,95 + 69,43 + 226,54 +
' 0,09 0,43 0,76 0,79 1,23 1,83 16,66
40 12,73 27,18 = 52,57 + 79,05 + 89,38 + 96,21 + i
’ 0,57 0,19 1,70 0,89 0,89 1,42
% Atividade antioxidante
Concentracao (uUM) ECso (UM)
12,5 25 50 65 75 85
40 16,82 + 34,70 + 53,04 + 58,62 + 65,93 + 76,00 + 51,34 +
’ 0,53 0,78 1,45 0,87 0,57 0,74 1,93
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