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RESUMO

As tiossemicarbazonas e os tiazois tém sido amplamente estudados devido terem apresentado amplo perfil
farmacolégico se mostrando promissores no desenvolvimento de novos farmacos. Os tiazois se tratam de
moléculas obtidas através da restricdo conformacional de tiossemicarbazonas, pelo processo de ciclizagao
por banho ultrassonico. Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar o potencial farmacoldgico
das moléculas produzidas. As tiossemicarbazonas foram produzidas através de uma reagdo de condensacgéo
entre a tiossemicarbazida, previamente sintetizada, e um benzaldeido (p-clorobenzaldeido) para produzir a
TSC-05, apds a realizacdo da sintetizagao foi o obtido a a tiossemicarbazona com um rendimento de 79,2%,
sendo considerado um bom rendimento ao comparar com outros resultados. Em seguida, os tiazois foram
obtidos por reagdo via banho ultrassonico a partir de acetofenonas substituidas para produzir o TZ-05 e o
TZ-06. Apos a obtencdo dos compostos foi analisados os rendimentos, o do TZ-05 foi 85,4% e o TZ-06 de
74,6%, sendo considerado bons rendimentos ao comparar com a literatura e com outros métodos de
obtengdo. Além disso, foi determinado o ponto de fusdo dos compostos no fusibmetro, para analisar a pureza
das moléculas obtidas, e caracterizagao por espectroscopia de infravermelho, afim de confirmar a identidade
dos compostos sintetizados ao analisar os espectros gerados, analisando os picos gerados e caracterizando de
acordo com outros espectros encontrados na literatura, além de confirmar atravez dos espectros formados
que o processo de restricdo conformacional foi bem sucedido. Também foi realizada analise in silico para
saber se as moléculas obtidas atendem as regras de Lipinski e Veber, na qual se mostraram promissoras para
biodisponibilidade oral, pois ndo violaram nenhum dos parametros, ainda foi realizado também uma anélise
de todas as etapas da farmacocinética através da plataforma on-line pkCMS, onde foi possivel perceber como
a restrigdo conformacional foi satisfatoria, visto que os tiazois tiveram melhores resultados na anélise in
silico.
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INTRODUCAO

Atualmente, na pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos tem se destacado a sintese de
tiossemicarbazonas e os tiazois, compostos com rota de sintese simples e com vasto potencial farmacoldgico,
tendo resultados positivos na area antitumoral, antiparasitario e antimicrobiano (CARDOSO, 2008) (SILVA,
2017).

As tiossemicarbazonas podem ser obtida de diversas formas, porém foi escolhido o método de agitagao
magnética, devido a alta quimiosseletividade, praticidade, rapidez e altos rendimentos. Essa classe de
compostos quimicos pode ser estudado como potencial farmacolégico, mas pode também servir de
intermediario pra outros classe de compostos, como os tiazois, que sdo frutos da restricao conformacional de
tiossemicarbazonas (CARDOSO, 2008). O tiazois também podem ser sintetizados por diversos métodos, sendo
escolhido para a producdo o de irradiagao ultrassonica, utilizando a tiossemicarbazona como intermediario, e
com isso comparar as mudanga na farmacocinética entre a tiossemicarbazona e os tiazois, analisando se o
processo de restricao conformacional foi positivo ou nao, e comparar os tiazois sintetizados devido as
diferentes substituicdes inseridas pelas acetofenonas (SILVA, 2017). O banho ultrassonico ¢ um método de
obtencdo de tiazois que permite otimizacao do processo de ciclo adigao, pois, ndao necessita de altas
temperaturas, além de acontecer em uma unica etapa e obter rendimentos altos, em relacdo ao método
classico que consiste em submeter a altas temperaturas, sendo aprimorado por Meldal (2002) e Sharpless
(2002), através da utilizagdo do cobre como catalizador, aumentando os rendimentos e evitando a produgao

de mistura de regioisdmeros e reduzindo a necessidade de altas temperaturas (SILVA, 2014).

A pesquisa tem como objetivo principal sintetizar, caracterizar os compostos através da espectrofotometria
de infravermelho e do ponto de fusao, e realizar analise in silico das caracteristicas farmacocinéticas por

meio do site SwissADME (http://www.swissadme.ch/) e pkCSM (https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/).

METODOLOGIA

A sintese das tiossemicarbazidas se deu através de reacdo de adigdo nucleofilica, tendo como reagente a
hidrazina e o fenilisotiocianato, e como solvente o diclorometano. O solvente foi colocado no baldo de fundo
redondo, em seguida o fenilisotiocianato e por fim a hidrazina, sobre agitacao magnética por 1 hora em
temperatura ambiente, formando um precipitado que posteriormente foi filtrado. J& os derivados
tiossemicarbazonas foram sintetizados através da reacdo de condensacao entre os reagentes, sendo eles a
tiossemicarbazida produzida na etapa anterior e o p-clorobenzaldeido e tendo como solvente o etanol com
catélise dcida. Em um baldo de fundo redondo foi adicionado 0,5 g de tiossemicarbazida e 0,42 g do p-
clorobenzaldeido e 10 mL de solvente, reacao na proporc¢do estequiométrica de 1:1. A reagdo permaneceu
sob refluxo e agitacdo magnética até a reagao se encerrar. A reacdo foi acompanhada por cromatografia de
camada delgada (CCD), em um sistema de 8:2 de hexano e acetato de etila na placa de silica em gel e
calculado o fator de retencao (Rf) do composto obtido, o TSC-05, na forma de precipitado branco, que foi
filtrado, seco e armazenado (OLIVEIRA et al., 2016). A etapa seguinte foi a preparacao do tiazois, uma reagao
para promover restricao conformacional, onde foi adicionado 100 mg do TSC-05 e 96 mg do 2,4-dibromo
acetofenona, sendo uma reacao de 1:1, em um baldo de fundo redondo, adicionando também 10 mL &lcool
etilico, o solvente. A reagdo foi submetida a banho ultrassonico em ciclos de 40 minutos e acompanhando por
CCD e ao fim da reacdo obteve o TZ-05, na forma de precipitado amarelo, que foi filtrado e recristalizado e

foi calculado o Rf no sistema 85:15 hexano/acetato. Ja para obter o TZ-06 foi utilizado 100 mg do TSC-05,
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95,5 mg de 2-bromo-4-cloro acetofenona e 10 mL 4alcool etilico, sendo também uma reacdo de 1:1, como
solvente, postos em banho ultrassénico, e com 1 hora de reacdo foi adicionada mais 5 mL de solvente e
esperou a reagao se encerrar acompanhando por CCD e o Rf foi calculado em um sistema 8:2 hexano/acetato.
Em seguida a reacao foi filtrada e foi realizado em seguida a recristalizagdo. Apés cada processo foi

realizados os calculos de rendimentos.

Posteriormente foi realizado a caracterizacao dos compostos obtidos e a determinacao das propriedades
farmacocinéticas in silico a partir de analises computacionais em plataformas on-line especializadas em
desempenhar essas analises. Uma das plataformas utilizadas foi SwissADME (http://www.swissadme.ch/),
onde foram analisados os parametros da regra de Lipinski ou regra dos 5 e Veber, que é utilizada no estudo
da biodisponibilidade oral de protétipos a farmacos. Ao desenhar a molécula no SwissADME é gerado um
c6digo para a molécula, o qual foi utilizado no site pkCSM (https://biosig.lab.uq.edu.au/pkcsm/), onde foi
realizado a andlise in silico das etapas farmacocinéticas, analisando os principais descritores de cada etapa,
com o intuito de projetar a interagdo da molécula com o corpo. Para realizar a caracterizacdo dos compostos
foi realizado a determinagao do ponto de fusdo dos compostos através do equipamento fusiometro modelo
433, onde uma pequena quantidade de amostra é colocada em um capilar com um dos lados previamente
selado. O capilar é posto no equipamento, e a poténcia foi aumentada aos poucos, enquanto a amostra era
observada pelo visor, até que ela atingir o ponto de fusdo, observando a temperatura onde comeca e quando
termina o processo de mudancga de estado fisico. O ideal é que essa temperatura varie menos de 2° C para
considerar a amostra analisada como sendo pura. Outra metodologia utilizada para caracterizar os
compostos foi espectroscopia de infravermelho, que foi utilizada com intuito de perceber as mudancas
moleculares dos compostos apos a restricdao conformacional. O utilizado foi o espectrofotometro de modelo
Vertex 70, que utiliza a regido do infravermelho para identificar a composicdo de amostras através da

absorcao, gerando picos caracteristicos de ligacdes moleculares.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A tiossemicarbazida ja tinha sido produzida por outros discentes do projeto, entdo a tabela a seguir ira conter
apenas os dados do TSC-05, TZ-05 e TZ-06.

Tabela 1 - Caracteristicas dos compostos obtidos.

Produtos | Pesagem1 Pesagem?2 | Rendimento Rf das | Cor do | Ponto de
CCD precipitado fusio
TSC-05 0.6657g - 79.2% 0,5429 Branco 202°-204°
TZ-05 0,1334g 0,0048g 85,39% 0,52 Amarelo 221°-233°
TZ-06 0,1277g 0,0021g 74,64% 0.5 Amarelo 228°-235,5°

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.

O rendimento foi calculado multiplicando a massa molar pelo niumero de mols, e em seguida é tido que a
massa tedrica equivale a 100% de aproveitamentos da reagao e a massa do produto obtido é a porcentagem a
ser descoberta, geralmente a massa do produto obtido é menor que a massa teérica, em decorréncia de ser
uma reacgao reversivel onde ndo a consumo total dos reagentes e devido também a fatores ambientais
fazendo com que haja perca de reagentes para o sistema ou por erro do manipulador, poderia ter também

acontecido reacdo cruzada, onde mais um produto é formado de maneira indesejada mas essa opcao foi
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Silva (2017)

obteve tiossemicarbazonas tendo um rendimento variando entre 72 até 89%, isso se deve as diferencas de

descartada pela Cromatografia de camada delgada (KOTZ et al., 2015).

reatividade entre os compostos, a tiossemicarbazona obtida teve um rendimento de 79,2%, estando dentro
dos valores obtidos pela autora citada, sendo considerado satisfatorio. O TZ-05 foi obtido pelo protocolo de
Hantzsch, Barbosa (2014) utilizou também o 2,4’-dibromo-acetofenona com uma tiossemicarbazona um pouco
diferente da utilizada, e obteve um rendimento de 68%, o aumento do percentual se deve as diferencas na
tiossemicarbazonas que tornaram ela mais reativa na reacao, otimizando o rendimento. O TZ-06 obtido pela
metodologia ja descrita anteriormente e por Oliveira et al. (2021) para producdo de tiazois obteve
rendimentos médio entre 36% a 60%, como apresentado na Tabela-1 o rendimento foi maior devido a
diferenca de moléculas utilizadas, possivelmente sao mais reativas. Os fatores de retencgado foram calculados
dentro do sistema correto, pois expressam valores de Rf ente 0,4 a 0,6. Foram calculados dividindo a
distancia percorrida pela a amostra pela distancia percorrida pela parte mével, se o valor exceder o 0,6 é
aconselhado aumentar a porgao mais apolar da mistura dos eluentes, ja se o valor for inferior a 0,4 deve se a
aumentar a porgao polar da fase mdovel (BRONDANI, 2019). Os pontos de fusdo obtidos para o TSC-05 foram
satisfatorios ja que variou somente 2°C, ja o TZ-05 e o TZ-06 tiveram uma variagdo maior que o desejado
sendo necesséario fazer o processo de recristalizacdo afim de retirar possivel contaminantes que pogao estar
presentes na amostra e em seguida foi realizada novas CCD para constar a auséncia de impurezas, para

realizar novas leituras no fusiémetro.

As moléculas obtidas passaram por analise computadorizada para saber se elas atendem as regras de
Lipinski e Veber, que jutas sao compostas por seis parametro, podendo ser violado um e mesmo assim a
molécula ser aceita nas regras. Os parametros sdo: log P maior ou igual a 5, Massa Molecular menor ou igual

a 500, aceptores de ligacdo de Hidrogénio menor ou igual a 10, doadores de ligacdo de hidrogénio menor ou

igual a 5, ligagdes rotacionaveis menor ou igual a 10 e drea de superficie polar menos que 140A* (PRAD],
2021). Essa regra serve para prever se as moléculas, teoricamente, terdo uma boa biodisponibilidade oral,
isso porque os compostos tem que ter caracteristica anfipatica, para atender bem as duas etapas. Afim de
melhorar a regra dos 5, como também pode ser chamada, foram delimitados pardmetros mais restritos que
dizem que o Log de P pode variar de -0,4 a +5,6 e que o peso molecular pode ir de 180 a 500 Daltons
(SANTOS; GONSALVES; ARAU]JO, 2018).

Tabela 2 - Parametros de Lipinski e Veber

Moléculas LogP Magsa Aceptores Doadores Ligagdes Area de
=5 Molar = de Ligacio | deligaciio | rotacioniveis superficie
500 deH=10 deH=35 =10 p(:nlar{léloﬁ’l2
TSC-05 2.84 289,78 1 2 5 68,51
TZ-05 4.33 468,80 2 0 4 57,89
TZ-06 4.17 424,35 2 0 4 57,89

Fonte: arquivo pessoal, 2023.

Ao analisar a tabela a cima observasse que todos os compostos seguem as regras de Lipinski e Veber,
estando dentro dos parametros exigidos sendo substancias, teoricamente tendo uma boa disponibilidade oral,

com isso tem se uma maior seguranga em seguir com a pesquisa.

Ao realizar a analise in silico dos compostos obtidos, foram destacados dois principais parametros de cada

fase da farmacocinética, onde na etapa de absorgao foi analisado a permeabilidade Caco2, que sdo células
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utilizadas para simulara a absorcdo intestinal in vitro, e a absorcao intestinal (humana), para a etapa de
distribuicao foi observado o VDSs (humano), que corresponde ao volume de distribuicao sanguineo, e a
fracao nao ligada (humana), que se refere a porgdo de farmaco livre, ou seja nédo ligada a proteinas
plasmaticas. J4 na etapa de metabolizacao foi identificado se as moléculas eram ou nao substrato dos
principais grupos enzimaticos metabdlicos o CYP2D6 e CYP3A4. J& na fase de eliminagao foi estudado o
clearance total, que consiste na capacidade total de eliminagdo da substancia e se a molécula é substrato

OCT2 renal que é o transportador de céations organicos 2, importante na eliminagao de farmacos.

Tabela 3 - Analise in silico da farmacocinética dos compostos.

TSC-05 TZ-05 TZ-06 Referéncia
Permeabilidade Caco2 1,617 0,99 0,992 = 0,90 é conzideradoalta permeabilidade.
Absorgiointestinal 87,399% | 91.254% | 91.321% | Inferior a30% é consideradabaixa absorgfo.
{(humana)
¥DSs (humano) -0,02 0,199 0,184 YDSsbaixa <-0,15 Log L/KgVDSg alta>
045LogL/Kg
Fraciondoligada 0,017 0,245 0,245
(humana)
Substrato CYP2D6 Sim Nio Nio Sim ouNio
Substrato CYP3A4 Sim Sim Sim Sim ou Nio
Clearance Total -0,214 -0,035 -0,014 Log(mL/min/Kg)
Substrato OCT2 renal Sim Nio Nio Sim ou Nio

Fonte: arquivo pessoal, 2023.

A partir dos dados supracitados podemos perceber que as moléculas tem um grande potencial de absorcao ja
que tem uma permeabilidade em Caco2 acima de 0,9 e uma absorcdo intestinal muito acima de 30%. Ja ao
avaliar a etapa de distribuicao obtivemos um VDSs baixo para o TCS-05 e mediano para o TZ-05 e TZ-06, ja
em relacdo a fragao da molécula nédo ligada a proteinas plasmaticas temos que a do TSC-05 é bem menor que
a do TZ-05 e TZ-06, sendo que o composto precisa estar na sua forma livre pra atingir seu sitio de ligacao. Ao
interpretar os dados da metabolizacdo temos que o TSC-05 é substratos para ambos os grupos enzimaticos,
enquanto que o TZ-05 e TZ-06 s6 sdo substrato das CYP3A4. E em relagao a eliminagao a tiossemicarbazona
tem um clearance menor que o do que os tiazois e é substrato do OCT2 renal, cominando assim para uma

lenta eliminacédo.

Ao realizar a espectroscopia de infravermelho foram obtidos os espectros e ao analisa-los e compara-los com
outros, de moléculas similares, descritas por Vijesh et al. (2010) e Holla et al. (2002), afim de identificar as

bandas, formando uma tabela para melhor organizar os dados.

Tabela 4 - Bandas caracteristicas dos espectros.

N-H | C=8 | C-5| C=N | (C=C) | C-Cl | C-Br
TSCO05 | 3309 | 1192 1593 | 1537 | 629
TZ-05 826 | 1597 | 1519 | 629
TZ-06 815 | 1607 | 1522 | 695 | 508

Fonte: Arquivo pessoal, 2023.
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E possivel perceber a mudanca estrutural apés a formacéao dos tiazois, observando o desaparecimento da
banda que representa uma ligagao simples entre o Nitrogénio e Carbono, e da dupla ligacdo entre o enxofre e
o carbono dando origem a banda de ligagdo simples entre eles, é possivel perceber também a banda
caracteristica da substituicao do TZ-06, a ligacao simples entre Carbono e o Bromo. Com isso confirmasse

que a reacao aconteceu como esperado formando os compostos que se desejava.

CONCLUSOES

Tendo em vista os resultados supra citados podemos concluir que a pesquisa foi satisfatoria, pois, mostrou
que a restricdo conformacional através do banho ultrassénico tem rendimentos altos e é eficaz, pois deu
origem a tiazois com propriedades que atendem melhor a farmacocinética, e teve resultados mais

promissores que da tiossemicarbazona no estudo in silico.
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