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Resumo

Resumo

A sacarina, 3-0x0-1,2-benzisotiazole-1,1-dioxido, é usada como edulcorante
desde 1887. Varios estudos associam a estabilidade térmica e fotoquimica do sistema
benzisotiazolilico e as propriedades deste sistema em quimica de coordenagdo com 0

potencial da sacarina e sacarinatos para aplicagdes em quimica terapéutica.

A sintese e otimizacdo estrutural de ligandos multidentados baseados em
sacarinatos € enriquecida pela possibilidade de o sistema benzisotiazolilico poder ligar-
se a outros heterociclos, através de grupos funcionais selecionados, recorrendo a

estratégias de sintese convergente.

Com a evidéncia de que a progressdo tumoral requer uma maior concentracdo
de cobre (11) do que a presente em tecidos normais, a capacidade quelante seletiva para
o cobre (II) de conjugados multidentados baseados em sacarinatos, associada a
toxicidade negligencidvel dos ligandos quando testados em linhagens celulares
tumorais, suscitou especial interesse. Ademais ao contrario dos ligandos, o0s

correspondentes complexos de cobre (I1) exibiram elevadas citoxicidades elevadas.

No ambito do trabalho descrito nesta dissertacdo, pretendeu-se ampliar a
biblioteca de sacarinatos com as caracteristicas acima descritas e aprofundar o
conhecimento das propriedades de cada uma das moléculas, com o objetivo de explorar
potenciais aplicagdes farmacoldgicas.

E reportada a sintese de conjugados tetrazole-sacarinato e tiadiazole-sacarinato,
a avaliacdo espetrofotométrica in vitro da capacidade dos ligandos multidentados para
coordenacdo com metais de transicao, através da utilizacdo de indicadores de quelagéo
seletiva que produzem complexos coloridos, e das suas propriedades antioxidantes,
recorrendo aos meétodos de atividade de eliminacdo radicalar e do poder antioxidante

férrico.

Os sacarinatos testados evidenciaram elevada eficacia e seletividade como
quelantes de cobre (I1), em detrimento de ferro (I1) e calcio (I1). Os resultados mostram
tambem que as estruturas dos ligandos TSMT e MTSB sdo favoraveis a atividade de
eliminacdo radicalar para DPPH, ABTS e NO.
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Resumo

O trabalho descrito foi realizado no CCMar, com apoio dos projetos
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Abstract

Abstract

Saccharin, 3-0xo0-1,2-benzisothiazole-1,1-dioxide, has been used as sweetener
since 1887. Several studies associate the thermal and photochemical stability of the
benzisothiazolyl system and the properties of this system in coordination chemistry with
the potential of saccharin and saccharinates for therapeutic applications.

The synthesis and structural optimization of saccharinate-based multidentate
ligands is enriched by the possibility that the benzisothiazolyl system can bind to other
heterocycles through selected functional groups, using convergent synthesis strategies.

The evidence that tumor progression requires a higher copper (I1)
concentration than that present in normal tissues, the copper (ll) selective chelating
ability of saccharinate-based multidentate conjugates, associated with negligible ligand
toxicity when tested in tumor cell lines, stimulated research. Moreover, unlike ligands,
the corresponding copper (11) complexes exhibited high cytotoxicities.

In the scope of the work described in this dissertation it was intended to
expand the saccharinate library with the characteristics described above and to deepen
the knowledge of the properties of each of the molecules, in order to explore potential
pharmacological applications.

We report the synthesis of tetrazole saccharinates and thiadiazole
saccharinates, in vitro spectrophotometric evaluation of their ability to coordinate with
transition metals, using selective chelation indicators that produce colored complexes,
and assessment of their antioxidant properties, using the radical elimination activity
methods and ferric antioxidant power.

The saccharinates tested showed high efficacy and selectivity as copper (I1)
chelators, in detriment of iron (II) and calcium (Il). The results also show that the
structures of the TSMT and MTSB ligands are favorable for radical scavenging activity,
for DPPH, ABTS and NO.

This work described herein was carried out at Center of Marine Sciences —
CCMAR and supported by projects UID / Multi / 04326/2019 and PTDC / EEI-AUT /
5442/2014 (INNOVATE).
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dos ligandos 2MTS, TSMT e MTSB e respetivos controlos positivos nas concentragoes
de 1 e 10mM. Resultados expressos em valores de percentagem (%) calculados através
(0 T [V Vo Lo I (1) USSP 58
Tabela 3.4 — Menor concentracdo dos ligandos TSMT e MTSB e respetivos controlos
positivos capaz de reduzir em 50% a espécie reativa DPPH", ABTS™ ou NO' presente
no meio reacional. Resultados expressos em valores de ICso (MM). .....coovveiciiecieennene 58
Tabela 3.5 — Poder antioxidante redutor férrico (FRAP) dos ligandos 2MTS, TSMT e
MTSB nas concentracdes de 1 e 10mM. Resultados expressos em valores de

percentagem (%) calculados através da equagao (I1)........ccccerverererereniereneieseseeeeen 59
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Lista de Abreviaturas

Lista de Abreviaturas

IMT 1-metil-5-aminotetrazole

1IMTS N-(1-metil-1H-tetrazol-5-il)-2,3-dihidro-1,2- benzisotiazole-3-amina-1,1-
dioxido

2MT 2-metil-5-aminotetrazole

2MTS N-(2-metil-2H-tetrazol-5-il)-1,2-benzisotiazole-3-amina-1,1-di6xido

5MMT 5-mercapto-1-metiltetrazole anidro

5MTDT 5-metil-1,3,4-tiadiazole-2-tiol anidro

aa Aminoécido

ABTS 2,2’-azinobis-(acido -3-etilbenztiazolina-6-sulfénico)
API Ingrediente farmacéutico ativo

AQCa Atividade quelante para o metal Calcio

AQCu Atividade quelante para o metal Cobre

AQFe Atividade quelante para o metal Ferro

CA Anidrase Carbonica

CatG Catepsina G

Cloreto de sacarina 3-cloro-1,2-benzisotiazole-1,1-diéxido

CISO;H Acido clorosulfénico
CO, Di6xido de carbono
CS, Dissulfeto de carbono

CU-CPD103 N-(furan-2-il-metil)-N-{4-[(1,1,3-trioxo-2,3-dihidro-1 A% 2-benzisotiazol-

2-il)metil]benzoil } carbamato

DPPH 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
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dppz Dipirido[3,2-a:2”,3’-c]fenazina

dpqg Dipirido[3,2-d:2°,3’-f]quinoxanila

EDTA Acido etilenodiamino tetra-acético

EGTA Acido etileno glicol tetra-acético

EtOH Etanol

FDA Administracdo de Alimentos e Medicamentos dos EUA
FRAP Poder antioxidante férrico

H Hidrogénio

H* Hidrogenido

H,O Agua

HCI Acido cloridrico

HCO3 Bicarbonato

HLE Human leukocyte elastase

HSac Sacarina

IFN Interferéo

IL Liquido i6nico

IND Indometacina

IND-SAC  Co-cristais de Indometacina e sacarina

KMnO, Permanganato de potassio

KOH Hidroxido de potassio

M Metal

MTSB 3-[(5-metil-1,3,4-tiadiazol-2-il)sulfanil]-1,2-benzisotiazole-1,1-dioxido
N Azoto

NH; Amoniaco
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NISac Adenosina monofosfato proteina quinase
NO Oxido nitrico

@) Oxigenio

02~ Radical superéxido

Ophen 1,10-fenantrolina

PACT Quimioterapia por fotoativacdo

PCls Pentacloreto de fosforo

PCy; Triciclohexilfosfina

PDT Terapia fotodinamica

PP Trifenilfosfina

PPh,Cy Ciclohexildifenilfosfina

PPhCy, Diciclohexilfenilfosfina

PR3 Proteinase 3

py Piridina

RNS Espécies reativas de azoto

ROS Espécies reativas de oxigénio

RSA Atividade de eliminacéo radicalar

S Enxofre

Sac’ Anido sacarinato

SO, Dioxido de enxofre

SOD Superoxido dismutase

TPTZ 2,4,6-tripiridil-triazina

TS Tetrazole-5-aminosacarinato

TSMT 3-((1-metil-1H-tetrazol-5-il)tio)-1,2-benzisotiazole-1,1-dioxido
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TT™M Tetratiomolibdato
ZBG Grupo de ligacdo a zinco
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Sacarina e sacarinatos

1 — Introducéo

1.1 — Sacarina e sacarinatos

1.1.1 — Sacarina: propriedades e aplicagcoes

Os sacarinatos sdao uma classe de compostos heterociclicos derivados do 3-o0xo-
1,2-benzisotiazole-1,1-didxido (1) representado na Figura 1.1 e conhecido por sacarina.
A sacarina foi descoberta acidentalmente por Constantine Fahlberg, em 1878, no
decurso de uma investigacdo sobre a oxidacdo da o-toluenosulfonamida. As
propriedades edulcorantes do composto foram identificadas e os resultados da

investigacdo foram publicados um ano depois, por Fahlberg e Ira Remsen. )

O

NH

N

60
1

Figura 1.1 — Representacdo da estrutura do 3-0xo0-1,2-benzisotiazole-1,1-diéxido,
também conhecido por sacarina. Adaptado de .

A partir de 1887 a sacarina, o primeiro edulcorante artificial ©, passou a ser

produzida em escala industrial para utilizagdo como substituto do actcar. ¢®

A sacarina é um dos edulcorantes artificiais (E954) ©® nao caldricos mais
comercializados. O seu sabor doce é detetado pelos recetores acoplados a proteina G
gue estdo incorporados na membrana celular da célula gustativa. ©) E bastante utilizada
pela industria alimentar por apresentar uma melhor relacdo custo/poder edulcorante
comparativamente a produtos com adicdo de agucar, sendo geralmente usada na forma
de sal de sédio. @ A sacarina ¢ tida como muito préxima do edulcorante ideal, pois é
barata, estavel e ndo higroscépica. Possui poder calérico nulo e um elevado poder
adocante (superior a sacarose), podendo ser utilizada em associagdo com outros

edulcorantes, como a frutose, o aspartame, ou o ciclamato, entre outros.
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A versatilidade da sacarina e a sua estabilidade durante o armazenamento
favorecem a sua utilizacdo em produtos alimentares, de higiene, cosméticos e também

em medicamentos, como excipiente. 1'%

A sacarina é maioritariamente consumida por diabéticos, obesos e por um
namero crescente de pessoas que pretendem manter a forma fisica e restringir o valor
energético da sua alimentacdo. Apesar destes produtos ndo serem necessarios para o
controlo metabolico em doentes com diabetes mellitus, desempenham um papel
significativo no convivio social e ao nivel psicoldgico, pois proporcionam a
palatabilidade e o prazer do sabor doce, aumentando a variedade de alimentos e também

a aceitabilidade do plano alimentar proposto. %

Na década de 1970, na sequéncia de um estudo que revelou que o consumo
excessivo de sacarina em ratos conduz ao aumento da incidéncia de cancro na bexiga,
surgiram preocupac@es em torno da seguranca da sacarina, que foi subsequentemente
proibida como aditivo alimentar pela Administracdo de Alimentos e Medicamentos dos
EUA (FDA). Nos anos seguintes assistiu-se a uma intensificacdo das investigagdes
sobre o risco/beneficio da sacarina para a sadde "> e mais tarde, percebeu-se que o
efeito observado no sistema urinario desses roedores era especifico, ndo sendo a
contraindicacdo observavel em humanos. Foi também aclarado que o efeito citotoxico
ndo se devia a sacarina, mas sim ao catido sodio, presente no sacarinato de sodio que era

administrado aos animais. *216)

Estes estudos levaram a que a proibicdo de utilizacdo da sacarina fosse levantada
pela FDA em 1980 e em 2000 o Programa Nacional de Toxicologia do EUA removeu a

sacarina da lista de agentes cancerigenos. 2

As propriedades da sacarina e dos seus derivados continuam a ser objeto de
intenso estudo, na perspetiva do desenvolvimento de novas aplicagdes. » Em sintese
organica e bioorganica, os derivados de sacarina sdo conhecidos como compostos de
partida baratos e versateis para a preparacdo de outras classes de compostos
heterociclicos, como blocos intermédios em processos de sintese ou como agentes
modificadores de reatividade em processos de interconverséo de grupos funcionais.
41719 As novas aplicacdes da sacarina e do seu anido (sacarinato) tiram partido da

estabilidade térmica e fotoquimica do sistema benzisotiazolilico. ®?® Além de serem
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usados em quimica de coordenacdo, foram recentemente considerados para a

formulacéo de liquidos i6nicos “* % e de co-cristais. *

1.1.2 — Sacarina; sintese

As empresas que produzem sacarina (1) usam em geral o método de sintese
descrito por Remsen e Fahlberg representado na Figura 1.2. Este método é baseado na
sulfonacdo de tolueno (2), usando &cido clorosulfénico (CISOzH), com formacédo de
uma mistura isomérica de cloreto de o-toluenosulfonilo (3) e cloreto de p-
toluenosulfonilo (4), que € subsequentemente submetida a tratamento com amoniaco
(NHg3), formando uma mistura de o-toluenosulfonamida (5) e p-toluenosulfonamida (6).
Apbs separacdo das sulfonamidas, a o-toluenosulfonamida (5), percursora de sacarina
(1), é oxidada a acido sulfamoilbenzéico (7) com a adi¢do de uma solucédo alcalina de
permanganato de potassio (KMnQO,). O &cido sulfamoilbenzdico (7) é aquecido em

seguida, originando sacarina (1), por ciclizacao.

CH,4

so2c1 NH.L SOzNHz
CISO;H
502(:1 SOZNHZ
2 5
COOH 0
SO,NH

KMnO, @ 2772 -H,0 @f«NH
NaOH O,SQO

7 1

Figura 1.2 — Representacdo da estratégia de sintese da sacarina (1) a partir do
tolueno (2). Adaptado de %

Além do método acima referido, foi também desenvolvido um processo de
sintese em que a sacarina (1) é produzida a partir de antranilato de metilo (8), como

representado na Figura 1.3.
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0
COOCH; COOCH; COOCH;
NaNO, @ SO @[ NH, NH
NH, H' N, Cl, SO,CI O"S“o
8 1

Figura 1.3 — Representacdo da estratégia de sintese da sacarina (1) a partir do
antranilato de metilo (8). Adaptado de .

Ambas as metodologias originam sacarina na forma acida (1), que apresenta
solubilidade baixa. Todavia, o tratamento com hidréxido de sédio ou hidréxido de

célcio origina os respetivos sais soltveis. ¢21%23)

1.1.3 — Sacarina: propriedades fisico-quimicas

Quimicamente a sacarina incorpora no sistema benzisotiazolilico uma
sulfonamida ciclica. “® O sistema benzisotiazolilico confere estabilidade térmica e
acidez a molécula, que apresenta um intervalo de fusdo 228.8 — 229.7°C e estabilidade
no intervalo de pH entre 3,3 — 8,0, com um valor de pKa de 1,60. Apresenta também,

uma densidade de 0,828 g/ml e uma massa molecular de 183,18 g/mol.

Na estrutura cristalina da sacarina ®” o cristal é constituido por unidades
diméricas centrossimétricas formadas por pontes de hidrogénio N-H--O entre os atomos
de hidrogénio (H) ligado ao azoto (N) de uma molécula e os atomos de oxigénio (O)
(grupo carbonilo) da molécula parceira, ambos constituintes do anel de cinco membros.
Na forma écida, a sacarina forma em geral cristais monoclinicos, que apresentam uma

clivagem perfeita. **)

Apesar de ser bastante estavel em solu¢bes aquosas, huma gama de pH ampla, a
sacarina revela problemas de solubilidade em agua, sendo mais soluvel em etanol,
acetona, glicerol e pouco soltuvel em cloroférmio. Tal como representado na Figura 1.4,
a sacarina é vulgarmente disponibilizada na forma de sacarinato de sédio (9) ou de

calcio (10), sendo também comercializa na forma acida (1).
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0 0 O
_ o+ - 2+
o gt el
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o O 0o O o O
1 9 10

Figura 1.4 — Representacdo das estruturas da sacarina (1), sacarinato de sédio (9) e
do sacarinato de célcio (10). Adaptado de *?.

1.1.4 — Complexos metélicos baseados em sacarina

As suspeitas de atividade carcinogénica da sacarina (HSac) e da sua base
conjugada representada na Figura 1.5, o anido sacarinato (11) (Sac’), suscitaram a
intensificacdo dos estudos sobre as propriedades destas espécies, ganhando especial
destaque a investigacdo sobre a sua interacdo com catibes metalicos de interesse
bioldgico. Neste contexto, varios estudos *2% destacaram a quimica de coordenagdo da
HSac enfatizando a potencialidade do sistema benziotiazolilico atuar como um ligando

multidentado e também como grupo de ligacdo em estruturas polinucleares.

A formacdo de complexos metalicos envolve gque o catido metalico aceite o(s)
par(es) de eletrdes livres fornecidos pelo(s) dador(es) de eletrdes de um ligando.
Geralmente, os ligandos, ou agentes quelantes, estabelecem interagdes com os catides

metalicos através de atomos de enxofre (S), N ou O, como doadores de eletrdes. (28)

O anido Sac’ (11) formado por desprotonacdo do grupo —NH, oferece diferentes
locais de coordenacdo para centros metalicos: um atomo de N; um &omo de O

carbonilio; dois 4&tomos de O sulfonilicos; 3%

0O

S
N
’S\‘
o O

11

Figura 1.5 — Representacéo da estrutura do ido sacarinato (11). Adaptado de @),
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Usando estes atomos doadores, o Sac™ (11), pode gerar diversas estruturas,
baseadas nas seguintes interagdes: coordenacdo monodentada pelos atomos N ou O;
coordenacgdo bidentada pelos 4&tomos N e O; formacdo de espécies poliméricas mais
complexas com a participacdo de todos os atomos doadores existentes. O anido Sac™ (11)
pode também participar na formacdo de complexos de ligandos mistos, estando presente
em alguns compostos como ligante do complexo de coordenagdo e também no papel de
contra-ido fora da esfera de coordenacdo. As interagfes do Sac™ (11) com os centros
metalicos estdo representadas na Figura 1.6. De seguida, serdo detalhadas algumas das
diferentes formas de interacdo, bem como as propriedades e caracteristicas dos

correspondentes complexos. 320

el
\ M O O
S, S S S
4~ 4 - 4 - 4~
0o O 0O O 0o 0 0O O
11 Interacdo | Interagio 11 Interacdo I11
M
" AN
0 0 0] ‘: M
v Clvew
S S S
4~ 4~ {4~
O O 0O O~ O O
M
Interagdo IV Interacdo V Interagdo VI
o~ M 0 0
M
SsuN G TG o
S S S M
{d - 4 -
o) O\M M~0 O O O
Intera¢do VII Interacdo VIII Interacdo X

Figura 1.6 — Representagdo das diferentes interagdes do anido sacarinato (11) com
0s centros metalicos. Adaptado de 329,
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1.1.4.1 — Complexos de coordenacdo monodentada com doagdo
pelo azoto
Todos os catides divalentes da primeira série de metais de transicdo, de vanadio
(1) ao zinco (1), mostram preferéncia por interacdo com Sac™ através do atomo de N
desprotonado (Figura 1.6 — Interacéo 1), originando compostos de coordenagao isomorfa
com a férmula [M(Sac),(H20)4]-2H,0. Estes complexos apresentam uma estrutura
octaédrica com duas unidades de Sac™ (11) ligadas pelo atomo de N, em posi¢édo trans
(Figural.7). @

.0
© N O
Hzo\* l /Hzo
M
_—
HZO T \HQO
O. N
o O
Figura 1.7 - Representacdo esquematica da estrutura dos complexos

[M(Sac),(H20).] -2H,0, onde M = [V(I1), Cr(l1), Mn(Il), Fe(l1), Co(I1), Ni(ll),
Cu(11) ou Zn(11)]. Adaptado de 2.

1.1.4.2 — Complexos de coordenacdo monodentada com doagdo
pelo oxigénio
Como ligando, o anido Sac™ (11), disponibiliza dois tipos diferentes de atomos de
O doadores, o O do grupo carbonilo (Figura 1.6 — Interacdo Il) e os O’s do grupo

sulfonilo, sendo que estes raramente se envolvem em coordenagéo.

Em contraste, 0 atomo de O do grupo carbonilo participa frequentemente na
coordenacdo de metais, com o Sac” (11) atuando como quelante ou ponte. No entanto,
este tipo de coordenacdo é raro devido a efeitos estereoquimicos, surgindo apenas
quando co-ligandos volumosos ou ramificados estdo presentes. ‘*?%) Esta Gltima
premissa é adicionalmente suportada pela estrutura do complexo de cobre (1),

[Cu(Sac)(PPh3)s], contendo os ligantes volumosos trifenilfosfina (PPh3), no qual o Sac
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(11) também coordena através do atomo O do grupo carbonilo. Em contrapartida, num
complexo semelhante, mas com apenas dois grupos PPh3, [Cu(Sac)(PPh3).], a

coordenacdo ocorre através de interacdes M-atomo de N (Figura 1.8). “

O
O——Cu—PPh; N—~Cu
PPh; O bPh_;
Figura 1.8 - Representacdo esquemadtica da estrutura dos complexos

[Cu(Sac)(PPh3)s] e [Cu(Sac)(PPh3),]. Adaptado de €2,

Os complexos de vanadio (1), [V(Sac).(py)s]-2py, ¢ niquel (11),
[Ni(Sac)2(py)4]-2py, mostraram pela primeira vez este tipo de interagdes (Figura 1. 9).
Os ligandos Sac™ (11) sdo forcados a ligarem-se através do O carbonilico quando o plano

equatorial do octaedro é ocupado por quatro anéis planares de piridina (py). %%

00
N

T
-

Z =
N\ /

Z/\
W

A
Z

/
z

\
O—=Z =0

N

g

00

Figura 1.9 - Representacdo esquematica da estrutura dos complexos
[M(Sac)z(py).], onde M =[V (11) ou Ni (11)]. Adaptado de **.

1.1.4.3 — Complexos de coordenacdo multidentada com doagdo
pelos atomos de oxigénio e azoto
E possivel a coordenagio simultanea de varios atomos doadores do Sac™ (11). O
anido pode interagir como um ligando bi- ou tridentado em apenas um centro metalico
e/ou como um agente de ligacdo entre dois ou mais ibes metélicos (Figura 1.6 —

Interagdes 111 a 1X). 32

Sintese e propriedades de sacarinatos com aplicacdo em Quimica Terapéutica Pagina |8
Bruno Jesus



Sacarina e sacarinatos

No primeiro caso, 0 complexo metalico [Pb(Sac),(H,0).(ophen)] é um exemplo
da interacéo Ill representada na Figura 1.6. Neste contexto, os ifes Sac” (11) interagem
como ligandos bidentados entre os centros metalicos de Pb(ll) através dos atomos N e O
do grupo carbonilo. ®? Por sua vez, o complexo [Ag(Sac)], foi o primeiro complexo
reportado que contém cada um dos iGes Sac™ (11) a interagir como ligandos tridentados,

tal como representado na Figura 1.6 — Interacéo V11. ©¢?

No segundo caso, duas das espécies mais interessantes sao as estruturas
[Cr2(Sac)s]-2THF ¥ e [Cr2(Sac)4(py)2]-2py ©*, em que cada um dos quatro ides Sac’
(11) age como ligando bidentado entre os dois catides de Cr(l1), tal como representado
na Figura 1.6 — Interacdo IV. ©3%0

1.1.5 — Sacarina e seus derivados: breve resumo das propriedades

fotoquimicas

A estabilidade térmica e fotoquimica do sistema benzisotiazolilico encoraja e

suporta muitas das aplicacdes e potenciais usos da sacarina e seus derivados.

No entanto, estudos bibliograficos revelam que a informacdo referente a
fotoquimica dos benzisotiazoles é restrita & fotlise em solugdo. ® Os primeiros estudos
na fotoquimica de N-alquilsacarinas (12) indicam que a fotolise (A = 254 nm) destes
compostos em etanol conduz a clivagem da ligacdo S-N seguida da eliminacdo de
diéxido de enxofre (SO;) resultando na formacdo de N-alquilbenzamina (13), como

representado na Figura 1.10. %)
O 0 o
(jSNR hy @\/EN_R _-S0,,. ©/(N_R
00 60
12 13

R =H, Me, Et, n-Bu, CH,CH=CH, n-Pr, CH,CH,SiMe;

Figura 1.10 - Representacdo esquematica das reacOes de fotolise nas
N-alquilsacarinas (12) (. = 254 nm) em metanol. Adaptado de .

Sintese e propriedades de sacarinatos com aplicacdo em Quimica Terapéutica Pagina |9
Bruno Jesus




Sacarina e sacarinatos

Estudos posteriores da fotoguimica de 3,3-di-substituido-2,3-di-hidro-1,2-
benzisotiazole-1,1-dioxido (14) (A = 254 nm) em metanol revelaram duas vias de
fotoisomerizagdo, ambas com formacdo do produto final N-hidroxisulfinamidas (15)
(Figura 1.11).

A primeira (Figura 1.11 — A), onde ocorre inicialmente uma homolise das
ligacbes S-N, com formacdo do biradical que parece ser vital para o processo. A

segunda (Figura 1. 11 — B), que envolve a migracdo do atomo de O do S para 0 N, um

processo fotoquimico diferente. "%
Rl R2 R] RZ
N-X
— X —= .
S s
00 5
R! R? A
S\
/N
00 B R! R? R!' R? R! R2
"’ @Nﬂ NX @\)(Nox
$-0 s 0 — S
X =H, CH;0OMe, CH,0CH(CH,), CH,Ph 0 0 s 0
R, =H, Me, Ph
R2 = H, ME, Ph

Figura 1.11 — Representacdo esquematica das vias de fotoisomerizacdo de 3,3-di-
substituido-2,3-di-hidro-1,2-benzisotiazole-1,1-dioxido (14) (A = 254 nm) em
metanol. Adaptado de 739,

Os estudos 538 acima indicados, reforcam que a fotoquimica da HSac (1) e
seus derivados em solucdo é determinada pela estrutura do anel benzisotiazolilico, pela

natureza dos substituintes e pelo solvente/meio reacional.

Mais recentemente, foi investigada a fotoquimica da Hsac (1) monomérica
isolada em argon sélido. Mostrou-se que a Hsac (1) sofre uma isomerizagdo quando
sujeita a uma banda estreita de radiagdo UV (A = 290nm), formando um novo composto,
iso-sacarina (16), tal como representado na Figura 1.12. Este isébmero da Hsac (1)
possui atomos de H labeis e as energias livres e momentos dipolares destas espécies
sugerem que tanto a iso-sacarina (16) como a sua base conjugada (17) podem
desempenhar um papel importante nos sistemas onde a Hsac (1) ou o Sac (11)

participam, principalmente quando a desprotonacgdo e facilitada, pois estas alteracdes
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estruturais implicam alteracbes importantes nas propriedades desses materiais. Um
exemplo é o caso dos liquidos idnicos a base de HSac (1), em que a fotoisomerizacgao de
Sac” (11) com formacdo de (17) poderia resultar numa alteracdo significativa das

propriedades do liquido i6nico. @

0 0 G NH
h
CLgn | o = O — (L
/- S, S.. /S‘z,
o O o ©O o 0 o O
1 - - 16
O N
o Z
e
S S'"‘
{d ""'lro
o O 00
1 17

Figura 1.12 — Representacdo esquematica da foto isomerizacdo induzida pela
radiacdo UV na sacarina (1) a A = 290nm e das estruturas do anido sacarinato (11),
da iso-sacarina (16) e da correspondente base conjugada (17). Adaptado de .

1.1.5.1 — Sacarina e seus derivados: aplicacdes em liquidos ionicos

A relevancia dos liquidos ionicos (IL) cresceu essencialmente na ultima década,
devido as intmeras aplicacbes em campos como eletroguimica, sintese, catalise,
materiais, separagcdo e biotecnologia. A investigacdo e desenvolvimento envolvendo
liquidos i6nicos, a nivel académico e industrial, suportou a sua comercializacéo,
subsistindo esfor¢os com o objetivo de otimizar os IL existentes e desenvolver outros,

com propriedades melhoradas e que melhor se ajustem a utilizac&o.

Do ponto de vista eletroquimico, o IL deve possuir propriedades como baixo
ponto de fusdo (< 25°C), alta condutividade idnica, boa estabilidade eletroquimica e
viscosidade relativamente baixa. Existe ainda uma preocupacao para que 0s novos IL
sejam benignos, tanto ambientalmente como toxicologicamente. Grupos funcionais
como NH,, SH, OH, COOH, CN ou NHCONH,; que surgem ligados aos IL classicos,
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representam um fator limitante na pesquisa de novas aplicagdes pois, conduzem a uma
viscosidade alta, comparativamente a obtida com solventes organicos e a menor

condutividade.

Atualmente, é fundamental desenvolver eletrolitos baseados em IL para
utilizacdo em baterias de ides de litio, células de combustivel, painéis solares e outros
dispositivos eletroquimicos. Neste contexto, os ILs baseados no ido Sac™ revelaram
caracteristicas promissoras, principalmente para aplicacbes em  dispositivos
eletroquimicos e lubrificantes. A extensdo da conjugacdo ao longo do sistema de
orbitais m permite a deslocalizagdo de carga, ou uma excitacdo sobre toda a estrutura,
minimizando o enfraquecimento das ligacdes. *°? A Figura 1.13 apresenta um
exemplo da aplicacdo de Sac” num processo catalitico. A N-iodosacarina (N1Sac) (18) é
usada como catalisador na formacdo de 1,3-oxazinas (21) via cicloadicdo [2+4] de
iminas (19) e enonas (20).Apo6s o isolamento do produto, o catalisador NISac (18) pode
ser reutilizado sem perda de eficiéncia, tal como representado na Figura 1.13. Este
protocolo sintético tem como principais caracteristicas, a temperatura ambiente, os altos

rendimentos (85-95%), a simplicidade operacional e a ndo formacao de subprodutos.

(NISac)
0.0
S,
N-1
R2 ©;< R]
Ts = 18 O Y
N= O+ . IsTN" 0 +  NISac
R R¥ O } 2J\/k
R R3
19 20 21

R! = p-CIC¢H, 0-CIC¢H, p-MeOCGH, 0-MeOC¢H,
R? =Ph, p-CIC4H, 0-CIC4H, p-MeOC¢H,

R?=Ph

Figura 1.13 — Representagdo esquematica da formacéo de 1,3-oxazinas (21) com
reutilizacdo do catalisador N1Sac (18). Adaptado de V.
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1.1.6 — Sacarina e seus derivados: outras aplicagcoes

1.1.6.1 —A sacarina na inibicdo da anidrase carbonica

As interagcBes metal-HSac podem interferir na atividade de biomoléculas com
centros metalicos como é o caso de enzimas. Um dos alvos da Hsac é a anidrase
carbdnica (CA), uma familia de metaloenzimas com 12 formas conhecidas em humanos
cuja principal funcdo é catalisar a hidratacdo reversivel do diéxido de carbono (CO,),

com formagéo do anido bicarbonato (HCO3') e de um hidrogenido (H") (Figura 1.14).
(39)

CO, + H,0 < HCO; + H

Figura 1.14 — Representacdo da reacdo catalisada pela anidrase carbonica.
Adaptado de “9.

Esta familia de metaloenzimas tem um papel ativo na regulacdo de varios
processos bioldgicos, incluindo a regulacdo do pH, da secrecdo eletrolitica, do
transporte i6nico, das vias metabdlicas envolvendo gluconeogénese, da ureia, da

biossintese de lipidos e da carcinogénese. “V

Alguns estudos “*® demonstraram que complexos metalicos de HSac e seus
derivados, do tipo [M(Sac)(H,0)4] onde M =[ Zn (I1) ou Cu (Il)], exibem um efeito
inibitorio in vitro sobre varias isoformas da CA. A HSac coordena no seu estado
desprotonado (Sac’), através do seu atomo de N com o ido de zinco (1) cataliticamente
ativo, presente no centro ativo da metaloenzima. Mais recentemente “? foi demonstrado
que a HSac em concentracdes nanomolares, inibie principalmente a isoforma IX
(CA IX), uma isoforma sobre-expressa em varios tipos de células cancerigenas. A CA
IX desempenha um papel crucial na regulacdo do pH diferencial no microambiente
tumoral, constituindo também um marcador de tumores agressivos em ambiente
hipéxico. “?

Estudos “**¥ demonstraram que a inibicdo da CA 1X por a HSac conduz a uma
reducdo do crescimento e proliferacdo tumoral, sugerindo que a sacarina e seus

derivados podem tornar-se Uteis como estratégia de quimioterapia antineoplasica. A
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presenca de um grupo de ligacdo a zinco (ZBG) e de uma interacdo hidrofobica
favoravel na CA IX conduzem a uma afinidade nanomolar e a elevada especificidade na

ligagéo do N da HSac ao Zn(Il) da metaloenzima, como representado na Figura 1.15.

Figura 1.15 — Representacdo esquematica da coordenacdo entre o azoto da
sacarina e o catiao Zn(ll) presente no centro ativo da anidrase carbonica IX.
Adaptado de “?.

Num estudo mais recente “¥ as propriedades da HSac foram utilizadas para
modular o perfil de citotoxicidade em complexos de ruténio (1), desenvolvidos para
modificar a via de sinalizacdo de morte celular e reduzir a resisténcia a multiplos
farmacos. Os complexos de Ru(ll) estdo sob escrutinio como agentes anticancerigenos
alternativos aos farmacos convencionais a base de platina. Possuem maior solubilidade
em &gua, menor citotoxicidade celular e sdo mais eficazmente internalizados pelas
células. Possuem também propriedades fisico-quimicas adequadas para utilizacdo em
meios bioldgicos, capacidade para formar estruturas rigidas e para ativar a alteracdo nos

1/

pares redox Ru (switch) sob condicdes fisioldgicas, com reducdo e substituicdo de

ligantes, e versatilidade para otimizacao.

Dois novos complexos de Ru(ll), trans-[Ru(Sac).(dpq).] (22) e trans-
[Ru(Sac)2(dppz)2] (23), com uma geometria octaédrica mononuclear distorcida,
incorporam os ligandos bidentados neutros dipirido[3,2-d:2°,3’-flquinoxanila (dpq) e
dipirido[3,2-a:2",3’-c]fenazina (dppz) como fotossensibilizadores e intercaladores de
DNA e os ligandos auxiliares de HSac (doadores pelo atomo N) como inibidores da CA
(Figura 1.16).
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Sob irradiacdo com luz UV-A a 365nm ambos os complexos facilitam a
dissociacgdo dos ligandos de HSac, existindo um foto-switching que permite a interagdo
destes complexos emissivos com o DNA e a proteina albumina de soro bovino (BSA),
sob condigdes fisiologicas, promovendo uma eficiente afinidade de ligacdo através de
perturbacdo estrutural e intercalacdo, respetivamente. Nestes complexos, o foto-
switching induzido com luz UV-A a 365nm resulta em danos no DNA, envolvendo
maltiplas espécies reativas de oxigénio (ROS). Com a atividade dupla dos métodos
baseados em terapia fotodinamica (PDT) “**"” e quimioterapia por fotoativacdo (PACT)
(4548) pretende-se alcancar eficacia elevada e um amplo potencial quimioterapéutico. Os
ligantes auxiliares de HSac fornecem também uma capacidade de direcionamento
interessante e efeito sinérgico em farmacos anticancerigenos baseados em Ru(ll) para

tumores altamente agressivos em stress hipéxico. “%

C b
N N
22 23
Figura 1.16 - Representagdo das estruturas dos complexos de ruténio

trans-[Ru(Sac)2(dpq).] (22) e trans-[Ru(Sac),(dppz).] (23). Adaptado de ¥,

1.1.6.2 — A sacarina na mimica da atividade da superoxido

dismutase

Sao conhecidos diversos tipos da metaloenzima superdxido dismutase (SOD),

entre eles, as estruturas Cu/Zn-SOD, Mn-SOD e Fe-SOD que catalisam a dismutase do

anido superoxido (Figura 1.17). 49
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205 + 2H+ - > 02 + H202

Figura 1.17 — Representacdo esquematica da reacdo de dismutacdo do anido
superdxido, com formacao de perdxido de hidrogénio e oxigenio, catalisada pela
metaloenzima superéxido dismutase. Adaptado de ©%.

A SOD tem como principal fungdo o combate ao stress oxidativo causado pelo
radical superoxido (O27), auxiliando na prevencdo de doencas neuroldgicas, diabetes

mellitus, lesdo tecidular pés-isquemia, artrite reumatoide, cancro, entre outras. ¥

Estudos “, revelaram que os complexos metalicos divalentes de HSac do tipo
[M(Sac)2(H,0)4]-2H,0, onde M= [Co(ll), Ni(Il) ou Cu(Il)], apresentam uma atividade
mimética da SOD, do inglés “SOD-like activity”, tendo 0 complexo com Cu(ll)
despertado especial interesse devido as suas propriedades redox. As posicdes
equatoriais sdo ocupadas por quatro moléculas de agua (H,O), permitindo que o 20,
tenha acesso direto ao centro metélico durante a reacdo. O complexo metalico possui
uma geometria octaédrica distorcida. Cada ido € ligado a quatro moléculas de H,O e a

dois atomos de N dos ligandos Sac” em posicdes trans.

Recentemente ©? foram preparados e testados novos complexos metalicos
incorporando HSac e aminoéacidos (aa) como ligandos, Nay[M(Sac),(aa),]-nH,O, onde
M=[Cu(Il) ou Zn(I1)], que revelaram atividade mimética da SOD. Estas estruturas estdo
a ser escrutinadas relativamente a sua potencial atividade anti-inflamatdria,
antirreumatica e anticancerigena. O metal coordena com os aminoacidos (glicina, serina
e glutamina) através dos terminais amino e carboxilato e com o Sac através do atomo de
N. O complexo Cu-Sac-glutamina foi o que apresentou maior atividade mimética da
SOD.
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Figura 1.18 — Representacdo esquematica da proposta de estrutura de coordenacao
entre o cobre e os ligandos sacarina e glutamina. Adaptado de ©°.

1.1.6.3 — A sacarina em co-cristais farmacéuticos

Na Ultima década, tem emergido o interesse em co-cristais farmacéuticos, que se
apresentam como um método potencial para aumentar a biodisponibilidade de farmacos
com baixa solubilidade aquosa, oferecendo melhorias na solubilidade, taxa de
dissolucdo, estabilidade fisico-quimica, fluidez, compressibilidade e higroscopicidade.
Um co-cristal farmacéutico € constituido por um Ingrediente Farmacéutico Ativo (API)

e por outros componentes denominados co-formers. ®

A HSac afirmou-se como um bom co-former, pois atua como dador (N-H) e
aceitador (C=0 ou S=0) de ligaces de H. Neste contexto, estudos ®>*? indicam que a
HSac atua como um &cido fraco quando € co-cristalizada com farmacos que contém um
centro basico adequado. O uso geral da HSac como &cido fraco em produtos de quimica
farmacéutica gera sacarinatos de farmacos bastante solUveis, permitindo o seu uso em
formulacdes injetaveis e em gotas. As formas injetaveis desses farmacos sdo menos
propensas a causar irritacdo e outros efeitos colaterais na pele, visto que as solucGes
com Sac  apresentam maiores valores de pH (5-6) que os cloridratos e outras
formulacGes de sais comuns (pH 2-3). Acresce que 0 poder adocante da HSac contribui

para mitigar o sabor amargo de muitos farmacos. ™ Um exemplo de um farmaco
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formulado como co-cristal é a indometacina (IND) [acido 1-(4-clorobenzoil)-5-metoxi-
2-metil-1H-indole-3-acético] (25), um farmaco com propriedades anti-inflamatorias,
antipiréticas e analgésicas. Os co-cristais de indometacina e HSac (IND-SAC) (26),
formados através de interacbes N-H- - -O representadas na Figura 1.19, mostraram
melhor eficécia farmacoldgica, do que a forma nao co-cristalizada, quando testados em

cies. 2552

26

Figura 1.19 — Representacdo das estruturas da indometacina (25) e dos co-cristais
IND-SAC (26). Adaptado de .

1.1.6.4 — Atividade antibacteriana de derivados de sacarina

Estudos ®® revelaram que a introducdo do sistema benzisotiazolilico em
derivados de piridazina e pirimidina potencia a atividade antibacteriana destes
heterociclos. A N-[4-(dicianometilazo)fenil]-2-(sacarina-2-il)-acetamida (27) pode ser
obtida a partir de (28) por acoplamento com malonitrilo em solucéo etandlica de acetato
de sodio, a 0-5 °C. O composto (28) obtem.se por diazotizacdo do grupo amina do
conjugado anilino-sacarina percursor. O composto foi usado como bloco de construgéo
na sintese de uma variedade de derivados de pirimidinas e piridazinas, que apresentaram
atividade antibacteriana in vitro contra estirpes das bactérias Bacillus subtilis, Bacillus

cereus, Salmonella typhimurium e Escherichia coli.
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Figura 1.20 - Representacéo da estrutura dos compostos

N-[4-(dicianometilazo)fenil]-2-(sacarina-2-il)-acetamida (27) e do seu precursor
derivado da sacarina (28). Adaptado de ©2.

Vérios complexos de HSac-prata (I) di- e polinucleares com quatro ligandos
fosfinicos, nomeadamente [Ag(u-Sac)(PPhs)]l, [Ag(u-Sac)(PPh.Cy)]., [Ad(u-
Sac)(PPhCy,)]. e [Ag(u-Sac)(PCys)]n, cujas estruturas cristalograficas estdo
determinadas por raio-X, revelaram atividade antimicrobiana contra as espécies
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella typhimurium. As estruturas di-
e polinucleares sdo obtidas através da quimica de coordenacdo do sistema
benzisotiazolilico de Sac™. Todos os grupos fosfino atuam como ligandos monodentados

através do atomo de fosforo.®%

Com a necessidade imperativa de desenvolver novos antibioticos capazes de
tratar infecdes causadas por bactérias, foram estudados novos derivados de HSac
contendo o sistema benzisotiazolilico e a porcdo 2-azetidinona (anel B-lactdmico).
Alguns dos derivados, nomeadamente as azetodinonas (29) revelaram atividade

antibacteriana. ¢

R! = Ph, 4-BrC4H, Naftil
R? = Ph, 4-CIC¢H, 4-MeC¢H, MeOC4H,

Figura 1.21 — Representacdo da estrutura das azetodinonas (29). Adaptado de @9,
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1.1.6.5 — Atividade anti-inflamatoria de derivados de sacarina

A Human leukocyte elastase (HLE), a catepsina G (CatG) e a proteinase 3 (PR3)
sdo endopeptidases serinicas que sdo armazenadas nos granulos dos neutrdfilos e
libertadas durante processos inflamatorios. Estas enzimas proteoliticas desempenham
um papel relevante na fisiopatologia de doengas inflamatorias importantes como
enfisema pulmonar, fibrose cistica, artrite reumatoide, doenca inflamatdria intestinal,
psoriase, entre outras. A sua ineficiente regulacdo pelos inibidores fisioldgicos pode

resultar na degradacdo dos componentes principais da matriz extracelular.

Assim, os compostos que funcionem como inibidores potentes e seletivos destas
enzimas sao de elevado potencial terapéutico. Sdo varios os derivados de HSac que
mostraram ter uma atividade inibitoria sobre estas enzimas, entre eles os derivados de 3-
0x0-2,4,5- trifenilisotiazol-1,1-diéxido (30) e de 3-oxo-1,2,5-tiadiazolidina-1,1 dioxido

(31), representados na Figura 1.22. >

R?v

31

R!=H, OMe P, = isobutil
R2=H, CF; CI, NO, Ry =benzil
R = H, CF; NO, O-i-Pr R =H,CH;, benzil
R*=H, CI, NO,

Figura 1.22 - Representacdo da estrutura dos derivados de 3-0xo-2,4,5-
trifenilisotiazol-1,1-di6xido (30) e de 3-oxo-1,2,5-tiadiazolidina-1,1 didxido (31).
Adaptado de ©&°9,

Recentemente, foi reportado ®® que o derivado de sacarina N-(furan-2-il-metil)-
N-{4-[(1,1,3-triox0-2,3-dihidro-1 X6,2-benziS0tiazol-2-il)metil]benzoil} carbamato
(32; CU-CPD103) inibe a via de sinalizacdo JAK/STAT1 mediada pelo interferdo sem
comprometer a eficicia de outros componentes do sistema imunitario inato. Esta via de
sinalizacdo é responsavel por induzir a dimerizagdo e regulacéo da expressdo dos genes

envolvidos na inflamacdo. O interferdo (IFN) é um elemento central da sinaliza¢do
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inflamatdria, auxiliando na apresentagédo de antigenios, na imunomodulacéo e na defesa
do hospedeiro contra patogénios. A ativagdo desta via de sinalizacdo é geralmente
benéfica, podendo proteger contra a infecdo. No entanto, em patologias autoimunes,
como o lupus eritematoso sistémico e esclerose multipla a ativacéo da via de sinalizacdo

mediada pelo interferdo pode ter efeitos nefastos.

O CU-CPD103 (32) é lider potencial no desenvolvimento de um farmaco

aplicacdo terapéutica nas doencas acima descritas. %

Figura 1.23 — Representagdo da estrutura do N-(furan-2-il-metil)-N-{4-[(1,1,3-
trioxo-2,3-dihidro-1k6,2-benziSOtiazol-Z-il)metil]benzoil}carbamato
(32; CU-CPD103). Adaptado de ©?.

1.1.7 — Sacarinatos como antidoto para envenenamento por metais

1.1.7.1 — Metais e sua importancia na saude

Os metais sdo constituintes fundamentais do nosso meio ambiente,
apresentando-se maioritariamente na forma de sais. ¢ %%

Além do papel que desempenham na natureza, os metais sdo também parte
integrante da estrutura e funcdo dos organismos vivos. De entre 0os metais que afetam
funcbes bioldgicas, o cobre, o cromio, o cobalto, o ferro, 0 zinco e 0 manganés, sdo 0s
mais conhecidos. No organismo humano a homeostasia dos metais apresenta limites
bem definidos e as perturbagdes nos processos de regulacdo podem originar

manifestacdes toxicas graves, associadas a inimeras doencas. ©*% Adicionalmente aos
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fendmenos naturais, sdo as atividades antropogénicas as principais responsaveis pela
contaminacdo ambiental e exposi¢cdo humana aos metais. A absor¢do de metais pelo
organismo pode ocorrer por varias vias, por exemplos através da dieta, da exposi¢do a
ambientes poluidos ou do consumo de farmacos. ¢+

Através do uso controlado de agentes quelantes é possivel manter as
concentracbes de ides metalicos no intervalo de valores fisioldgicos tidos como
normais. ®? Dada a importancia dos diversos metais acima referenciados ao nivel
bioldgico e patoldgico, a area da terapéutica quelante tem sido objeto de investigacao,
na perspetiva do desenvolvimento de novas abordagens farmacéuticas. Nesta
dissertacdo serd dada énfase ao cobre, pois este metal apresenta relevancia no ambito
das propriedades a aplicacdes de sacarinatos em estudo no grupo OrgMedChem, onde
foram desenvolvidos alguns sacarinatos que funcionam como quelantes multidentados e
que apresentam seletividade para o catido Cu(ll).

A nivel biol6gico, o cobre participa nos processos associados ao transporte de
eletrdes, atuando como cofator enzimético em reacdes redox. 3% O cobre presente no
organismo encontra-se maioritariamente na forma oxidada, o ido ctprico Cu(ll), ou na
forma reduzida, o ido cuproso Cu(l).

AlteragBes no seu metabolismo normal convertem-no num agente toxico, sendo
a sua toxicidade potencial relacionada com a capacidade de gerar ROS que podem
reagir com biomoléculas, como lipidos, proteinas ou acidos nucleicos, induzindo
processos apoptéticos. €465 O stress oxidativo provocado pelo cobre pode ser
induzido através da reacdo de Fenton ou pela diminui¢do da concentracdo de glutationa.
(68,69)

Recentemente surgiram resultados importantes da investigacdo sobre o papel do
cobre na etiologia e crescimento dos tecidos tumorais, onde o nivel de stress oxidativo é
elevado, tendo sido reportado a distribuicdo cobre esta alterada em tecidos tumorais,
pois a proliferacdo das células cancerigenas requer uma maior abundéncia de Cu(ll) do
que as células normais correspondentes. %72 A literatura *"¥ realca ainda que o
desenvolvimento, a incidéncia, a regressdo e a possibilidade de recidiva de diversos
tumores se relacionam com a concentracdo deste metal.

O cobre desempenha um papel essencial em processos celulares realizados no

cérebro. Estudos realizados por diversos autores revelam que no cérebro de doentes de
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Alzheimer se observa um decréscimo da concentracdo total do metal e o desequilibrio
na quantidade de cobre presente no sistema nervoso central foi implicado como fator
relevante em varios processos associados a doenga, como a agregacdo amiloide, a
hiperfosforilacdo da proteina tau e a neuro-toxicidade provocada pelas ROS produzidas.
Todos estes fatores favorecem a neurodegeneracdo e o aumento da morte neuronal,
caracteristicas da doenca de Alzheimer. >""

Foi também demonstrado que certas mutacbes no gene ATP7B provocam
alteracdes na eliminacdo do cobre com a consequente acumulacdo deste metal no
organismo, principalmente no figado, cérebro e olhos, desencadeando manifestacdes

clinicas caracteristicas da doenca de Wilson. (87

1.1.7.2 — Agentes quelantes em sistemas bioldgicos

Entende-se por agente quelante um composto organico ou inorganico que se liga
a i0es metalicos em excesso, ou toxicos, formando complexos que sdo facilmente
excretados. ©® A terapia quelante é utilizada desde o século XX, tendo assumido
especial relevancia no tratamento de intoxicagcdes por metais pesados como o arsénio, o

chumbo, o mercurio, entre outros.

Contudo, rapidamente se tornaram evidentes as limitagcdes dos compostos
quelantes usados que, embora eficazes, apresentavam efeitos adversos, falta de
seletividade e baixo indice de seguranca, entre outras desvantagens. ldealmente a
molécula utilizada em terapia quelante deve possuir grande afinidade para o metal,
capacidade de penetrar nas células, com uma distribuicdo semelhante a do metal a
eliminar, capacidade de formar complexos estaveis e que ndo sejam tdxicos, elevada

solubilidade em 4gua, metabolismo reduzido e rapida eliminaggo. ®36?

A quelacdo do cobre, emergiu como uma potencial solucdo terapéutica para a
neurotoxicidade causada pela rotura da homeostasia deste metal. Os compostos XH1
(33) e clioquinol (34) (5-cloro-7-iodo-8-hidroxiquinolina), representados na Figura
1.24, tém sido objeto de investigacdo no contexto da doenca de Alzheimer. ® Por sua
vez, 0 quelante tetratiomolibdato (35; TTM), também representado na Figura 1.24,
demonstrou potencial no controlo dos niveis de Cu(ll) livre na doenca de Wilson,

contudo apresenta toxicidade. ¢
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Figura 1.24 — Representacdo das estruturas dos compostos XH1 (33), clioquinol

(5-?Ié)8ré§)-7-iodo-8-hidroxiquinolina) (34) e tetratiomolibdato (35; TTM). Adaptado
de (7650),

As terapéuticas antineoplasicas convencionais a base de complexos de platina
apresentaram limitagdes principalmente devido ao seu ataque indiscriminado a todas as
células do organismo, contribuindo para uma alta severidade e diversidade dos efeitos
adversos. ®18) A elevada taxa de divisio das células cancerigenas, com réapido
desenvolvimento de resisténcias, também comprometeu a eficacia dos agentes de

alquilagdo baseados em complexos de platina. ¢+

Como consequéncia, os estudos tém incidido na comparacdo das concentracdes
dos metais zinco, selénio e cobre, no sangue e em tecidos tumorais de pacientes com
cancro, com as correspondentes concentragdes observadas em individuos saudaveis. No
decurso da investigacdo verificou-se que os valores de Cu(ll) eram os Unicos que
aumentavam significativamente em pacientes com cancro, concluindo que as diferencas
observadas sustentam o desenvolvimento de ferramentas seletivas para a quimioterapia
do cancro. ®8) Além da observacdo de que a proliferacdo de células cancerigenas
requer uma maior abundancia de Cu(ll) do que as células normais correspondentes,
descobriu-se que as propriedades apoptéticas do Elesclomol (36), um candidato a

farmaco antineoplasico, resultam da sua coordenagdo com o Cu(ll) (37) (Figura 1.25).
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Estudos do mecanismo de acdo do Elesclomol, que complexa com Cu(ll)
celular, indicam que o composto conduz a formagéo de ROS, induzindo stress oxidativo
e apoptose celular. Tanto o ligando como o seu complexo com o Cu(ll) mostraram

inibir o crescimento celular, ativando os mecanismos que conduzem & apoptose. %%
(0] 0]
CH,Q O CH, \/\/\
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Figura 1.25 — Representacdo das estruturas do Elesclomol como ligando (36) e

cor(no c)omplexo resultante da sua coordenacdo com o metal Cu (I1) (37). Adaptado
de 89,90.

Considerando a influéncia do cobre na producdo de ROS e o papel destes na
carcinogénese, foram investigados outros compostos com capacidade quelante de cobre,
entendendo-se que permitiram alcancar dois objetivos: 1) a formacdo de complexos de
cobre citotoxicos que conduzam a apoptose celular; 2) a sequestracdo do metal,
diminuindo a sua disponibilidade no ambiente tumoral e assim comprometendo a
progressdo do tumor. Assim, os quelantes de cobre livres sdo vistos como potenciais
precursores de agentes citotdxicos seletivos, atuando como pré-farmacos nédo
citotoxicos que podem ser internalizados pelas células cancerigenas, onde complexam
os ides de Cu(ll) intracelulares (presentes em concentracdes elevadas quando

comparadas a células normais), gerando complexos que podem levar a morte celular.

Embora o conceito de quelacdo seja simplesmente baseado em quimica de
coordenacdo, a evolucdo de uma terapia de quelacdo baseada num guelante ideal que
remova completamente um metal toxico especifico do local do corpo desejado envolve
uma abordagem integrada de design de farmacos. ¢ A sua eficacia, in vivo, requer que
grande parte do composto administrado seja especifico e seletivo para o metal que se
pretende eliminar. Esta condicdo depende do metal, do agente quelante e de
caracteristicas relacionadas com o proprio organismo. E importante ter em conta a
toxicidade do composto quelante, assim como do complexo resultante. Pretende-se um
equilibrio entre caracteristicas hidrofilicas e lipofilicas, pois os compostos hidrofilicos

promovem a excrecdo renal, mas tém dificuldade em aceder ao metal no meio
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intracelular. Por outro lado, um elevado carater lipofilico mobiliza facilmente a fracéo
intracelular, mas contudo conduz a uma maior redistribuicdo do metal por todo o

organismo, incluindo no sistema nervoso central. %

Em suma, é necesséario o desenvolvimento de novas moléculas, com capacidade
quelante e propriedades otimizadas. Para aplicagdo farmacoldgica, a biocompatibilidade
e a seletividade dos compostos sdo requisitos fundamentais para o desenvolvimento de

estratégias que permitam alcancar melhores resultados terapéuticos.

1.1.7.3 — Sacarinatos como agentes quelantes

Tendo por base a estrutura e as propriedades da sacarina e sacarinatos,
nomeadamente no que se refere a utilizacdo em quimica de coordenagdo, surgiram
varios estudos 3819 sobre o desenvolvimento de derivados de HSac (3-oxo-1,2-
benzisotiazole-1,1-dioxido) como agentes quelantes otimizados, para aplicacbes
farmacoldgicas e também em catalise. Todos 0s compostos se baseiam na quimica de
coordenacdo de sacarinatos revelando a capacidade do sistema benzisotiazolilico para
atuar como um ligando multidentado ou como um grupo de ligacdo em estruturas
polinucleares. A otimizacdo estrutural do ligando é facilitada pelo facto de o sistema
benzisotiazolilico poder ligar-se a outro heterociclo através de estratégias de sintese
convergente. Usando o 3-cloro-1,2-benzisotiazole-1,1-dioxido (38; cloreto de sacarina),
como bloco de construgdo, e através do acoplamento com o0s heterociclos tetrazole ou
tiadiazole preparou-se uma biblioteca diversificada de conjugados que incorporam 0
sistema benzisotiazolilico (Figura 1.26). ® A ligacdo entre o sistema heterociclico
benzisotiazole e o heterociclo parceiro é estabelecida através de um grupo funcional
especifico que funciona como ponte. “® Os heterociclos tetrazoles e tiadiazoles sdo

caraterizados mais adiante nos capitulos 1.2 e 1.3, respetivamente.
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Figura 1.26 — Representacao esquematica da reacdo de acoplamento entre 3-cloro-
1,2-benzisotiazole-1,1-didéxido (38) e os heterociclos tetrazole ou tiadiazole.
Adaptado de 9,

Os ligandos tetrazole-5-aminosacarinato (41; TS) e 2-metiltetrazole-5-
aminosacarinato (42; 2MTS), foram avaliados relativamente a sua atividade quelante
para catides divalentes. Estes ligandos exibiram uma forte seletividade, e afinidade de

ligacdo, para o catido Cu(ll).

Ao contrério dos ligandos, os respetivos complexos de cobre (1) baseados em
TS (43) e 2MTS (44), cujas estruturas estdo representadas na Figura 1.27, exibiram
elevada toxicidade in vitro contra a linha celular humana de carcinoma hepatocelular
HepG2, revelando o potencial de TS (41) e 2MTS (42) para o desenvolvimento de
novas estratégias antineoplésicas baseadas em terapia quelante.
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Figura 1.27 - Representacdo da estrutura dos ligandos tetrazole-5-

aminosacarinato (41; TS) e 2-metiltetrazole-5-aminosacarinato (42; 2MTS) e dos
respetivos comg)lexos de coordenacdo com o catido divalente Cu(ll), (43) e (44).
Adaptados de 9,

Contudo, os tetrazole-sacarinatos séo fotolabeis devido a fotoreatividade dos
tetrazoles. Considerando as propriedades dos tiadiazoles, (mais fotoestaveis que 0s
tetrazoles), foi proposta a sua incorporacdo em conjugados a base de sacarina. Foi
preparado um tiadiazole-sacarinato, ligando o bloco tiadiazlilico ao sistema
heterociclico benzisotiazole através de um grupo funcional sulfanilo que funciona como
ponte, do inglés “sulphanyl-bridged thiadiazolyl-saccharinate”. O ligando resultante,
3-[(5-metil-1,3,4-tiadiazol-2-il)sulfanil]-1,2-benzisotiazole-1,1-diéxido  (45; MTSB),
revelou elevada fotoestabilidade ap0s irradiagdo com luz na gama espetral do UV. A
interacdo S:--N mostrou desempenhar um papel importante na estrutura da molécula, no
cristal. Os complexos de Cu(ll) baseados em MTSB exibiram toxicidade, in vitro, para
6 linhas celulares cancerigenas sem afetar as celulas normais. Este sacarinato
demonstrou eficadcia para as linhagens celulares humanas de linfoma U937,
neuroblastoma SH-SY5 e carcinoma hepatocelular HepG2. Portanto, consideramos que
0 MTSB (45) representa um composto promissor para gquimioterapia com base em

agentes quelantes. ¥
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Figura 1.28 — Representacdo da estrutura do ligando 3-[(5-metil-1,3,4-tiadiazol-2-
il)sulfanil]-1,2-benzisotiazole-1,1-di6xido (45; MTSB). Adaptado de 9.

1.2 — Tetrazoles

1.2.1 — Informacéo geral: propriedades, sintese e aplicacdes

O amplo interesse nos tetrazoles advém principalmente das suas potenciais
aplicacbes em 4areas como medicina, quimica de coordenacdo, desenho e
desenvolvimento de novos farmacos, agricultura, industria automovel, tecnologia de

imagens, entre outros.

Os derivados de tetrazoles podem ser classificados em: 1-, 2- e 5-
monosubstituidos; 1,5- e 2,5 di-substituidos; sais tetrazolilicos tri-substituidos. S&o
varias as metodologias desenvolvidas para a preparacdo de compostos com um sistema
de anel de tetrazole, principalmente para a preparacdo de tetrazoles substituidos na
posicdo 5 devido as importantes aplicacdes em quimica medicinal. ©®

Nos ultimos anos, foram obtidos resultados relevantes no desenho de novos
candidatos a farmacos contendo o anel tetrazolilico para utilizacbes como agentes

antibacterianos ©®?, antialérgicos ), analgésicos ©® e anti-inflamatérios. ©”

Os derivados de tetrazoles tém sido utilizados como reagentes e catalisadores,
em estratégias de sintese organica e bioorganica. ©®® Adicionalmente, exibem boas

propriedades de coordenacdo e sdo capazes de formar complexos estaveis com Varios
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ibes metalicos. Esta propriedade é usada com sucesso em quimica analitica, para
remocdo de ibes de metais pesados presentes em misturas no estado liquido, e em
sistemas quimicos formulados para protecdao de metais contra a corrosdo. A par de todas
estas aplicacOes, os tetrazoles sdao moléculas muito interessantes do ponto de vista
estrutural. O tetrazole néo substituido (CN4H,) contém o numero maximo de atomos de
N, entre os sistemas heterociclicos estveis ndo substituidos, razdo pela qual os
tetrazoles exibem valores extremos de acidez/basicidade, e de constantes de formacao,
nos complexos que originam. Os atomos de H diretamente ligados ao anel sdo instaveis
e podem dar origem a diferentes tautomeros, sendo que as suas populacfes relativas
dependem do ambiente quimico. Os tetrazoles exibem uma fotoquimica muito rica,
fortemente influenciada pela natureza dos substituintes no anel tetrazolilico. A
fotoreatividade destes heterociclos, em solucdo e no ambiente rigido de matrizes
solidas, tem sido objeto de intensa investigacdo. A informacdo recolhida revela o
potencial dos tetrazoles como fotoprecursores de uma alta variedade de novas estruturas

quimicas. 2

1.2.2— Tetrazoles como ligantes

Os tetrazoles possuem uma excelente capacidade de coordenacdo para 0s quatro
atomos de N do anel tetrazolilico, podendo atuar como um ligando multidentado ou
como bloco de construgcdo em ponte em estruturas supramoleculares. As interagdes do
anel tetrazolilico com os centros metalicos estdo representadas na Figura 1.29. Assim, 0
tetrazole neutro (Interagcdes I-1V) pode funcionar como um ligante dinuclear ou
trinuclear, enquanto a sua forma desprotonada (Interagdes VV-X) pode ligar dois, trés ou

quatro ides metalicos. ©®
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Figura 1.29 — Representacdo das diferentes interacdes do anel tetrazole com os
centros metalicos, na forma neutra (I-1V) e desprotonada (V-X). Adaptado de %,

Vérios derivados de tetrazole coordenados com diferentes centros metélicos,

entre eles, niquel, ruténio, paladio ou platina, foram testados em reacdes de catalise. *°°

Em alguns ligandos, o heterociclo tetrazole coexiste com outros heterociclos,
entre eles os derivados de benzisotiazoles (sacarina). O tetrazole-sacarinato, 2-[1-(1H-
tetrazol-5-il)-etil]-3-0x0-1,2-benzisotiazole-1,1-didxido, pode existir em duas formas
tautoméricas, representadas na Figura 1.30. O 1H-tautomero (46) mostrou ser estavel,
devido a presenca de uma interacdo por pontes de H (NH- - -O=X, onde X =S, C), que
esta ausente no 2H-tautomero (47). O conjugado apresenta um centro quiral, sendo 0s

dois enantiémeros espetroscopicamente equivalentes.
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Figura 1.30 — Representagdo da estrutura das formas tautoméricas do conjugado
tetrazole-sacarinato,2-£1-(1H-tetrazoI-5-iI)-etiI]-3-oxo-1,2-benzisotiazo|e-l,1-
diéxido. Adaptado de @V,

1.3— Tiadiazoles

1.3.1 — Informacéo geral: propriedades, sintese e aplicacdes

Como referido anteriormente, ligandos heterociclicos com varios atomos
doadores que contenham &tomos de N e de S possuem uma capacidade versatil de
coordenacgdo com varios ides de metais de transicao, participando na sintese e aplicacéo
de compostos de coordenacdo bioativa e biomimética. Nesse campo, os tiadiazoles
assumem uma importancia excecional na construcdo de complexos metélicos de
diferentes tipos, sendo elementos estruturais fundamentais para muitos produtos
farmacéuticas e quimicos. Os quatro isémeros distintos que o anel tiadiazolilico pode

assumir estio representados na Figura 1.31. (192
/j\ FN /N_ /:N
SN S /) SN2
N N N N
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Figura 1.31 — Representacdo da estrutura de tiadiazoles: 1,2,3-tiadiazole (48),
1,2,4-tiadiazole (49), 1,2,5-tiadiazole (50) e 1,3,4-tiadiazole (51). Adaptado de 2.
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O 1,3,4-tiadiazole (51) € o mais utilizado na quimica de coordenacéo, exibindo
um amplo espetro de atividades bioldgicas que incluem acdo anticancerigena,
antimicrobiana, antituberculosa, anti-inflamatoria, antidepressiva e anti-hipertensiva.
Um dos exemplos mais conhecidos de farmacos contendo o heterociclo 1,3,4-tiadiazol é
a acetazolamida (52), de nome comercial Diamox®, cuja estrutura esta representada na
Figura 1.32. E um inibidor da CA, usado no tratamento e prevencdo de doencas
tromboembdlicas e glaucoma. Além das aplicacbes farmacéuticas, 0 composto também

é utilizado em agroquimica, Gtica e eletroquimica, %%'%)

52

Figura 1.32 — Representacéo da estrutura da acetazolamida (52). Adaptado de %2,

Os 1,3,4-tiadiazoles podem ser obtidos a partir de acil- ou tio-hidrazinas, de
1,3,4-oxadiazoles e de 4-amino-5-mercapto-1,2,4-triazoles. *°® A figura 1.31 apresenta
trés exemplos de estratégias de sintese de compostos: A) a partir de diacil-hidrazina,
através de uma sintese assistida por microondas; B) através da interconversdo de 1,3,4-
oxadiazoles, por reacdo com tioureia e THF; C) tratando diferentes derivados de 4-
amino-5-mercapto-1,2,4-tiadiazoles com dissulfeto de carbono (CS,), etanol (EtOH) e
hidréxido de potassio (KOH). 4%
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Figura 1.33 — Representacio esquematica de alguns dos métodos usados na sintese
de tiadiazoles. Adaptado de (02109),

1.3.2— Tiadiazoles como ligantes

A capacidade como ligante dos tiadiazoles € atribuida a presenca de atomos de N
e de S doadores no anel de cinco membros, sendo fortemente influenciada pelos
substituintes ligados ao heterociclo. A capacidade de coordenacgdo dos atomos de N
presentes no anel é geralmente superior a expressa pelo &tomo de S. Os tiadiazoles

apresentam boa capacidade de aceitago de eletrées. %9
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2 — Sintese de novos sacarinatos e avaliacdo da sua capacidade
quelante

A HSac e os seus derivados tém sido amplamente estudados ao longo do Gltimo
século, devido a sua relevancia em varios setores de atividade, nomeadamente na
indUstria alimentar. A estabilidade térmica e fotoquimica do sistema benzisotiazolilico
encoraja e suporta as recentes aplicacdes e potenciais usos da HSac e sacarinatos, como
é o caso da formulacdo de liquidos ionicos e de co-cristais Em sintese organica e
bioorganica, os derivados de HSac sdo conhecidos como compostos de partida baratos e
versateis para a preparacao de outras classes de compostos heterociclicos.

Vaérios estudos destacaram a quimica de coordenacdo da HSac enfatizando a
potencialidade do sistema benziotiazolilico para atuar como um ligando multidentado e
também como grupo de ligacdo em estruturas polinucleares. O anido Sac’, formado por
desprotonacdo do grupo -NH benzisotiazolilico oferece diferentes locais de
coordenacao com centros metalicos, permitindo a formacédo de complexos baseados em
HSac e sacarinatos, com aplica¢cdes documentadas nas mais diversas areas e abordadas
ao longo dos capitulos 1.1.6 e 1.1.7. Entre eles, foram referidos varios estudos sobre o
desenvolvimento de sacarinatos como agentes quelantes otimizados para aplicacdes
farmacoldgicas e também para catalise, onde a otimizacdo estrutural do ligando é
facilitada pelo facto de o sistema benzisotiazolilico poder ligar-se a outro heterociclo
através de estratégias de sintese convergente.

As propriedades da HSac e sacarinatos continuam a ser objeto de estudo, na

perspetiva do desenvolvimento de novas aplicagdes.

Neste contexto, a presente dissertacdo foi complementada por um projeto
laboratorial que consistiu na sintese de novos sacarinatos, em que o0 sistema
heterociclico benzisotiazole estd ligado a outro heterociclo, um tetrazole ou um
tiadiazole, através de um grupo funcional especifico que funciona como ponte. Fez-se a
avaliacdo da capacidade destas moléculas enquanto ligandos multidentados seletivos
para a coordenacdo com 0s metais de transicdo e das suas propriedades, nomeadamente
para atuar como agentes quelantes seletivos e também do seu potencial antioxidante,

com o objetivo de explorar potenciais aplicacdes farmacologicas.
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Este projeto laboratorial insere-se no projeto INNOVATE em que participa o
grupo de Reatividade Organica e Quimica Medicinal (OrgMedChem) do CCMAR

(https://www.ccmar.ualg.pt/en/group/organic-reactivity-and-medicinal-chemistry).

Neste capitulo serdo apresentadas e descritas detalhadamente as metodologias de
sintese usadas pelo autor. Os sacarinatos preparados podem subdividir-se em dois
grupos de ligandos multidentados de N, os tetrazole-sacarinatos e os tiadiazole-

sacarinatos.

Serdo também apresentadas e descritas detalhadamente as metodologias
aplicadas na realizacdo dos testes de atividade quelante e de atividade antioxidante aos

ligandos sintetizados.
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2.1 — Abordagem sintética geral para a preparacao de tetrazole-
sacarinatos e tiadiazol-sacarinatos

Os novos ligandos foram preparados utilizando uma estratégia sintética
convergente em que os dois blocos de construcdo contendo os heterociclos (38) e (53),
para 0s sacarinato-tetrazoles (Figura 2.1 — A), e (38) e (54), para o0s sacarinato-
tiadiazoles (Figura 2.1 - B), foram separadamente sintetizados e depois acoplados para
formar os conjugados alvo (55) e (56), respetivamente. Em ambos os tipos de ligandos
utilizou-se 3-cloro-1,2-benzisotiazole-1,1-didxido (38; cloreto de sacarina) como um

dos blocos de construcéo.

53.a 1MT, X=NH,, R=CH;

53.b 2MT, X= NH,, R=CH,4

R
53.c SMMT, X=SH,R=CH, 33 R N-
* N;/N 55 A
/,4" I LN
X—N 2N N
18\\
o O

_ 55.a 1IMTS, X= NH, R=CH;
A - tetrazole-sacarinatos ’

1 55.b 2MTS, X=NH, R=CH,

N THF 55.c TSMT, X=S, R=CH;4
S
I\ 0
00 60°C, N, atm
38
B - tiadiazole-sacarinatos N-N
7\
56 S/AS M e
N\
I
54 N—-N Se
‘/4 »\ 0©
HS S Me

Figura 2.1 — Representacdo esquematica da estratégia de sintese dos tetrazole-
sacarinatos e tiadiazole-sacarinatos preparados pelo autor.
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2.1.1 — Sintese do bloco de construcdo 3-cloro-1,2-benzisotiazole-
1,1-dioxido (38; cloreto de sacarina)

O cloreto de sacarina (38) foi sintetizado a partir da HSac (1) comercialmente
disponivel, através da halogenagdo usando pentacloreto de fésforo (PCls) (57) a 220°C.
A reacdo envolve a formacao de cloreto de sulfonilo (58) como composto intermédio
que cicliza originando o produto desejado, tal como mostra a Figura 2.2. O processo

envolve o ataque do cloreto ao 4tomo de carbono no grupo ciano. 4%

/‘\91 a PCl, OPCl,

Cl E\ \N N+
Cl — -H
//S\\ ‘\/ Cl -HCl ’,/S\\ S\%
7N
57 0o
Cl
Cly g};l C_l
“rcl ( Cl
(O
\ﬁ(' ’_:N NN
., N-H P N
s-c; -HCI -SZ(0y 2\
07 OPCl) o 0o

58 38

Figura 2.2 - Representacdo esquematica do mecanismo proposto para a

hal((l)(%()ana(;éo da sacarina (1), com formacdo do cloreto de sacarina (38). Adaptado
de .

2.1.1.1- Detalhes experimentais relativos a preparacao de 3-cloro-
1,2-benzisotiazole-1,1-didxido (38; cloreto de sacarina)

Cl

N

N
S,
[ O

O
38
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Aqueceu-se uma mistura de sacarina (25,00 g; 136,50 mmol) e pentacloreto de
fésforo (30,88; 150,04mmol), (1,1 equivalentes), a 220°C durante 3h30min. Deixou-se
arrefecer a mistura até aos 180°C e removeu-se o oxicloreto de fosforo e &cido
cloridrico do meio de reacéo por destilagdo sob vacuo. Adicionou- se tolueno quando a
temperatura da mistura atingiu 100°C, e posteriormente cloroféormio quando a mistura
atingiu 70°C (1:9), deixou-se cristalizar o produto & temperatura ambiente. Os cristais
formados foram lavados com uma mistura de tolueno e cloroférmio, previamente
arrefecida. Obtiveram-se cristais incolores (7,43g; 27,11%). p.f. 142-145°C (literatura
(104143 — 145°C); *H NMR 400 MHz, DMS0):5 8.17 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.98 (dd, J =
25.1, 7.6 Hz, 3H). *C NMR (101 MHz, DMSO) & 160.61 (s), 139.17 (s), 135.72 (s),
134.89 (s), 127.32 (s), 124.95 (s), 121.26 (5).

2.1.2 — Preparacdo dos conjugados tetrazole-sacarintato

Os ligandos tetrazole-sacarinato N-(1-metil-1H-tetrazol-5-il)-2,3-dihidro-1,2-
benzisotiazole-3-amina-1,1-diéxido  (55.a; 1MTS), N-(2-metil-2H-tetrazol-5-il)-1,2-
benzisotiazole-3-amina-1,1-diéxido (55.b; 2MTS) e 3-((1-metil-1H-tetrazol-5-il)tio)-
1,2-benzisotiazole-1,1-diéxido (55.c; TSMT) foram preparados seguindo a estratégia
esquematizada na Figura 2.1 — A. Para além destas sinteses, tentou-se a oxidacao do

composto TSMT 55.c. Os detalhes estdo descritos no mais adiante em 2.1.2.7.1.

Na sintese de IMTS (55.a), utilizou-se como blocos de construcao o cloreto de
sacarina (38) (descrito em 2.1.1) e 1-metil-5-aminotetrazole (53.a; 1MT). Para a
preparacdo de 2MTS (55.b) foram usados como blocos de construgdo cloreto de
sacarina (38) (descrito em 2.1.1) e 2-metil-5-aminotetrazole (53.b; 2MT). Para a
preparacéo de TSMT (55.c), partiu-se dos blocos de construgéo cloreto de sacarina (38)
(descrito em 2.1.1) e 5-mercapto-1-metiltetrazole anidro (53.c; 5SMMT), foi utilizado a
partir da formula comercialmente disponivel. Os blocos 1MT (53.a) e o 2MT (53.b)
foram preparados a partir do 5-aminotetrazole monohidratado (59).
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2.1.2.1 - Sintese dos blocos de construcdo 1- e 2-metil-5-

aminotetrazole

As reacOes de alquilacdo de tetrazoles 5-monosubstituidos decorrem geralmente
em meio alcalino, pois nestas condigdes os tetrazoles 5-monosubstituidos podem reagir
como anides livres. A reacdo de metilacdo de 5-aminotetrazole monohidratado (59) com
0 agente de metilacdo dimetil sulfato (60), em meio alcalino, leva a formacdo dos
isdmeros 1IMT (53.a) e 2MT (53.b), de acordo com a proposta mecanistica na Figura
2.3. A formacéo destes isomeros € controlada pelas propriedades de um intermediério
instavel formado no passo limitante da reacdo. Por sua vez, o ratio de 1IMT (53.a) e
2MT (53.b) formados durante a reacdo é influenciado pela temperatura da reacao, pelas
propriedades eletronicas e espaciais dos substituintes na posicdo 5 do anel tetrazole
(principalmente efeitos estéricos) e pela reatividade do eletrofilo. Geralmente,
temperaturas reacionais altas favorecem a metilagdo na posicdo 1, enquanto
substituintes volumosos na posicdo 5 influenciam a metilacdo na posicdo 2. Assim, é

esperado que o isomero 1MT (53.a) predomine. Os isémeros tém diferentes

solubilidades, podendo ser separados durante o procedimento. &%
60 _ _
O CH, H3C\N,N
0} 0 I O/ R \\N
H,C 87 O=g-— Py,
O O-CH; /, H-N
0 2
59 N-N / 53.b
| N N \ W /,0
N = — H,C PN
H,N \) )\N 3 < + . O_CH_;
H H-N PR CH;
*~OH "2 TN /
Na' N’@N Nl/N\N ‘
7y
NH, )\N
H,N
- - 7 53.c
61

Figura 2.3 — Representacao esquematica do mecanismo proposto para a sintese de
1-metil-5-aminotetrazole (53.a) e 2-metil-5-aminotetrazole (53.b). Adaptado de “®.

Sintese e propriedades de sacarinatos com aplicacdo em Quimica Terapéutica Pagina |40
Bruno Jesus




Procedimento Experimental

2.1.2.2 — Detalhes experimentais relativos a preparacdo de 1-metil-
5-aminotetrazole (53.a; 1MT)

s

53.a

Num baldo com trés tubuladuras, misturou-se 5-aminotetrazole monohidratado
(10,3g; 0,099mol) e agua (30mL) e adicionou-se a mistura uma solu¢édo de hidroxido de
sodio 5M (30mL), gota a gota. Em simultaneo, adicionou-se, gota a gota, dimetilsulfato
(20mL; 0,21mol), até dissolucéo total do 5-aminotetrazole monohidratado. Colocou-se
um condensador e deixou-se a mistura final sob refluxo durante 1h a 100°C. Depois de
arrefecida, colocou-se a mistura reacional no congelador, para permitir a precipitacdo do
IMT (53.a) como agulhas incolores. No dia seguinte, filtrou-se o 1IMT 53.a. (2,75g;
27,8%); p.f. 220 — 221°C (literatura % 220 — 223°C). 'H NMR (400 MHz, DMSO) &
6.64 (s, 2H), 3.70 (s, 3H).

2.1.2.3 — Detalhes experimentais relativos a preparacdo de 2-metil-
5-aminotetrazole (53.b; 2MT)

/
N-N

AN

53.b

H,N

Ao filtrado resultante, apds remoc¢do de 1IMT (53.a) adicionou-se éter etilico,
alcool etilico e diclorometano procedendo a extracdo da fase orgénica. Secou-se o
extrato organico e removeu-se o solvente sob pressdo reduzida, obtendo-se um residuo
solido branco. Apoés recristalizacdo em diclorometano obteve-se o 2MT (53.b) sob a
forma de agulhas incolores (1,286; 12,98%). p.f 104 — 105 °C (literatura *® 104,5 —
105,5 °C). *H NMR (400 MHz, DMSO) & 5.96 (s, 2H), 4.08 (s, 3H).
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2.1.2.4 - Sintese dos conjugados tetrazole-sacarinato

A Figura 2.4 apresenta a proposta de mecanismo para a rea¢ao de substituicdo
nucleofilica que conduz a sintese dos tetrazole-sacarinatos IMTS (55.a), 2MTS (55.b) e
TSMT (55.c). A reacao envolve um mecanismo de adi¢do-eliminacao, iniciando-se com
a adicdo do nucledfilo (53) correspondente a cada um dos ligandos ao carbono sp2 do
cloreto de sacarina (38). Forma-se o intermediério zwiteridnico (62) no passo limitante
da reacgdo, culminando com a formagéo do ligando (55) respetivo e por eliminacédo de

acido cloridrico. 06107

53.a IMT, X=NH, R=CH,

53.b 2MT, X=NH, R=CHj

53.c SMMT, X=SH, R=CH; R 55 R
H -y NT S\ Nr )
Cl R cr) +/4N":N X/QN:'N
N:/N _
\,{\ T O HCI N
s’N HX—As 2N g g
Y N 78 N
00 o O o O
38 53 62

55.a IMTS, X=NH, R= CH,
55.b 2MTS, X=NH, R=CH,
55.c TSMT, X=S, R=CH,

Figura 2.4 — Representacdo esquematica do mecanismo proposto para a sintese de
tetrazole-sacarinatos (55). Adaptado de %197,
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2.1.2.5 — Detalhes experimentais relativos a preparacdo do N-(1-
metil-1H-tetrazol-5-il)-2,3-dihidro-1,2-benzisotiazole-3-amina-1,1-
dioxido (55.a; IMTYS)

N
LA
> N
) N
NH

N

o O
55.a

Juntou-se  1-metil-5-aminotetrazole  (0,8g; 8,08mmol) a 3-cloro-1,2-
benzisotiazole-1,1-dioxido (1,95g; 9,69mmol), em THF seco (170mL), e manteve-se a
mistura em agitacdo a 60°C, sob atmosfera de azoto, durante 15 horas. Evaporou-se a
mistura até a secura, adicionou-se diclorometano e filtrou-se o precipitado branco
obtido. Recristalizagdo numa mistura de acetona/etanol (1:1) originou cristais incolores
(0,250g). Ap6s analise por *H NMR, o produto obtido ndo correspondeu ao produto
proposto, mas sim aos reagentes de partida. Este resultado pode ser justificado pela
baixa solubilidade do 1IMT.

2.1.2.6 — Detalhes experimentais relativos a preparacdo do N-(2-

metil-2H-tetrazol-5-il)-1,2-benzisotiazole-3-amina-1,1-didxido

(55.b; 2MTS)
/s
o0
'/ \
A
N
00
53.b
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Juntou-se  2-metil-5-aminotetrazole (0,823g; 8,31mmol) e 3-cloro-1,2-
benzisotiazole-1,1-didxido (1,65g; 8,26 mmol) em THF seco (100mL) e manteve-se a
mistura em agitacdo a 60°C sob atmosfera de azoto, durante 15 horas. Evaporou-se a
mistura até a secura e obteve-se um precipitado branco que se dissolveu em acetona
(200mL), deixando cristalizar a temperatura ambiente. Lavou-se 0s cristais com acetona
gelada, obtendo o produto desejado (0,755g; 34,64%). p.f. 267 — 279 °C (literatura ‘%
280 — 282 °C). H NMR (400 MHz, DMSO) & 12.49 (s, 1H), 8.54 (s, 1H), 8.12 (s, 1H),
7.91 (s, 2H), 4.43 (s, 3H).

2.1.2.7 — Detalhes experimentais relativos a preparacdo do 3-((1-
metil-1H-tetrazol-5-il)tio)-1,2-benzisotiazole-1,1-didxido (55.c;
TSMT)

N-N

4
SN N-N
S

N
S

7N

o O
S5.c

Juntou-se 5-mercapto-1-metiltetrazole anidro (0,48g; 4,15mmol) e 3-cloro-1,2-
benzisotiazole-1,1-didxido (1,00g; 4,97mmol) em THF seco e manteve-se a mistura em
agitacdo a 60°C sob atmosfera de azoto, durante 15 horas. Recristalizacdo de solido
obtido com uma mistura de cloroférmio/THF (2:1) originou cristais incolores do
produto pretendido (0,15g; 38,16%); p.f. 208 — 213 °C. "H NMR (400 MHz, DMSO) &
8.15 (s, 1H), 8.04 — 7.91 (m, 3H), 4.04 (s, 3H).
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2.1.2.7.1 — Detalhes experimentais relativos a oxidacao do 3-((1-
metil-1H-tetrazol-5-il)tio)-1,2- benzisotiazole-1,1-di6xido
N~N
0
» / W\
S’< N
N

\N/

s
e

Dissolveu-se  TSMT (55.c) (0,281g; 1mmol) em acetonitrilo (15mL) e
adicionou-se peroxido de hidrogénio 30% (m/m) (0,11mL; Immol), mantendo a mistura
sob agitacdo. Adicionou-se sucessivamente a mistura o catalisador SSA (0,19),
preparado previamente de acordo com o protocolo publicado % e seguiu-se a reacéo
por TLC entre 15-360min %9, Apés a conclusdo da reacdo filtrou-se a mistura e
removeu-se 0 solvente em excesso sob pressdo reduzida. Lavou-se o residuo com etanol
e acetona previamente arrefecidos. Obteve-se um produto na forma de cristais incolores
(0,155g). Ainda ndo foi possivel a analise do produto obtido por *H NMR, pois ndo se

conseguiu dissolver.

2.1.3 — Preparacdo do conjugado tiadiazole-sacarintato

De acordo com o Esquema 2B, sintetizou-se o 3-[(5-metil-1,3,4-tiadiazol-2-
il)sulfanil]-1,2-benzisotiazole-1,1-dioxido  (56; MTSB;) a partir dos blocos de
construcdo cloreto de sacarina (38) (descrito em 2.1.1) e 5-metil-1,3,4-tiadiazole-2-tiol
anidro (54; 5SMTDT).

A semelhanca dos ligandos tetrazole-sacarinato e como representado na Figura
2.5, usa-se uma estratégia de sintese convergente para preparacéo do ligando MTSB. Os
blocos de construgdo sdo acoplados atraveés do deslocamento nucleofilico do anido
cloreto do carbono sp2 do cloreto de sacarina (38) devido a funcionalidade do grupo tiol
de (54). O mecanismo de adicdo-eliminagdo proposto envolve a formacdo de um
intermediario zwiterionico (57) no passo limitante da reagdo culminando com a

producdo do ligando alvo (56) e 4cido cloridrico. *81%)
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Figura 2.5 — Representacdo esquematica do mecanismo proposto para a sintese do
tiadiazole-sacarinato (56). Adaptado de 8199,

2.1.3.1- Detalhes experimentais relativos a preparacdo de o 3-[(5-
metil-1,3,4-tiadiazol-2-il)sulfanil]-1,2-benzisotiazole-1,1-dioxido
(56; MTSB)

N-~

N
s N

S
s

56

Adicionou-se 5-metil-1,3,4-tiadiazole-2-tiol anidro (0,65g; 4,92mmol) e 3-cloro-
1,2-benzisotiazole-1,1-diéxido (1,19g; 5,90 mmol) a THF seco (50mL) e manteve-se a
mistura em agitacdo a 60°C, sob atmosfera de azoto, durante 24 horas. Evaporou-se 0
solvente da mistura racional até a secura e recristalizou-se o sélido com uma mistura de
acetona/tolueno (2:1). Obteve-se o produto sob a forma de cristais amarelados (0,269g;
rendimento de 18,41%); p.f. 194 — 202 °C (literatura ™® 190 — 192°C); *H NMR (400
MHz, CDCl3) 6 7.83 (dd, J = 19.0, 8.2 Hz, 4H), 2.89 (s, 3H).

2.2— Avaliacéo atividade quelante

Pretende-se avaliar e comparar os ligandos 2MTS, TSMT e MTSB quanto a

atividade quelante para os metais Cu(ll) (AQCu), Fe(ll) (AQFe) e Ca(ll) (AQCa),
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individualmente, nas concentragdes de 1mM e 10mM, através da utilizacdo de
indicadores de quelagéo seletiva que produzem complexos coloridos. As AQCu, AQFe
e AQCa dos ligandos séo determinadas pela medicéo espetrofotométrica, a determinado
comprimento de onda (1), das alteracdes de cor dos complexos Cu(ll)/pirocatecol

(110,111) (112) (113)

violeta , Fe(ll)/ferrozina e Ca(ll)/o-cresolftaleina complexona

respetivamente, seguindo os métodos descritos na literatura. *4*©)

A mudanca de cor ocorre quando o indicador passa da sua forma ligada ao ido
metalico para a forma ndo ligada. Isto acontece devido ao quelante metélico, que é
introduzido no meio e remove o ido0 metélico ligado ao indicador. E de notar que a
dissociacdo do metal ao indicador provocado pelo quelante metélico resulta numa

diminuicdo consideravel da absor¢do a determinado comprimento de onda.

Expressou-se os resultados da atividade quelante para os ligantes em estudo em
valores de 1Cso (mM) e em valores de percentagem (%) nas concentracdes de 1 e 10mM,
calculados através da equacdo (i) %, que correspondem a diferenca entre 1 (quando
todas as moléculas do indicador estdo livres em solucdo) e a absorvancia normalizada
das moléculas do indicador coordenadas com o metal. Para o célculo dos valores de 1Cs
(mM), os ligandos foram testados a vérias concentracdes. Para tal, recorreu-se a
diluicbes das solugbes de 1mM e/ou 10mM previamente preparadas, conforme a

necessidade.

. absorvancia da amostra ao A (nm)
Atividade Quelante (%)=| 1 x100

absorvancia do controlo negativo ao A (nm)

(i)

2.2.1- Detalhes da preparacdo para medicdo da atividade quelante
para Cu(ll) (AQCu)

A cada uma das solugdes dos ligandos em DMSO (30uL nas concentragdes de
1mM ou 10mM) misturou-se em microplacas de 96 pogos 200ul. do tampé&o acetato de
sodio a 50mM (pH6), 100uL de CuSO4+5H,0 (50uL/mL em &gua destilada) e 6uL de

pirocatecol violeta (4mM em &gua destilada). Mediu-se a mudanca de absorvancia da
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solucéo de pirocatecol violeta a 632nm usando o medidor de microplacas EZ Read 400
da marca Biochrom®. Como controlo positivo utilizou-se 0 EDTA na concentracdo de
1mM em &gua destilada.

2.2.2— Detalhes da preparacdo para medicdo da atividade quelante
para Fe(ll) (AQFe)

A cada uma das solug6es dos ligandos em DMSO (30uL nas concentragcfes de
1mM ou 10mM) misturou-se em microplacas de 96 pocos 200uL de &gua destilada e
30puL uma solucdo de FeCl, (0,Img/mL em agua destilada). Apds 30 minutos,
adicionou-se 12,5uL de uma solugdo de ferrozina (40mM em agua destilada). Apds 10
minutos mediu-se a mudanca de absorvancia da solugédo de ferrozina a 562nm usando o
medidor de microplacas EZ Read 400 da marca Biochrom®. Como controlo positivo

utilizou-se 0 EDTA na concentracdo de 1mM em agua destilada.

2.2.3— Detalhes da preparacdo para medicdo da atividade quelante
para Ca(ll)(AQCa)

E importante referir que apesar de o DMSO interferir com o método, preparou-
se previamente para cada um dos ligandos soluces de 5 e 50mM em DMSO para
depois diluir em agua Milli Q para concentracdes de 1 e 10mM. Isto deve-se ao facto de
0 DMSO ser um bom solvente para os ligandos testados ao contrario da agua Milli Q
quando utilizada como Unico solvente. No entanto para o controlo negativo utilizou-se

apenas agua Milli Q.

A cada uma das solucdes dos ligandos (em DMSO + agua Milli Q) (50uL nas
concentragfes de 1mM ou 10mM) misturou-se em microplacas de 96 pogos 125uL de
agua Milli Q, 75uL da solucdo tampéo A, 30uL da solucdo padrdo de Calcio (20mg/L
em agua Milli Q) e 20uL da solugdo de o-cresolftaleina complexona. Mediu-se a

mudanca de absorvancia da solucdo de o-cresolftaleina complexona a 575nm usando o
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medidor de microplacas EZ Read 400 da marca Biochrom®. Como controlo positivo

utilizou-se o EGTA na concentragdo de 1mM em agua Milli Q.

Solucdo tampéo A: Num baldo de 100mL adicionou-se 750mg de cloreto de

amonio e 5mL de amoniaco e perfez-se o volume com agua Milli Q.

Solucdo padréo de Calcio (20mg/L): Num baldo de 100mL dissolveu-se 5mg
de carbonato de calcio, adicionou-se 1mL de acido cloridrico 1M e perfez-se o volume

com agua Milli Q.

Solucdo indicadora de o-cresolftaleina complexona: Num baldo de 100mL
dissolveu-se 30mg de o-cresolftaleina complexona, adicionou-se 28mL da solucédo

tampdo A e perfez-se o volume com agua Milli Q.

2.3 — Avaliacdo da atividade antioxidante

Pretende-se avaliar e comparar o potencial antioxidante dos ligandos 2MTS,
TSMT, MTSB, a concentracdes de 1 e 10mM, usando trés métodos descritos na
literatura ' baseados em processos radicalares, nomeadamente a Atividade de
eliminacdo radicalar do inglés “radical scavenging activity” (RSA) para os radicais 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil  (DPPH) ™7 (2,2’-azinobis-(4cido-3-etilbenztiazolina-6-
sulfénico) ABTS ¥ e 6xido nitrico (NO) ™9 e através de um método descrito na
literatura *¥  relacionado com metais, respetivamente o poder antioxidante redutor
férrico do inglés “ferric reducing antioxidant power” (FRAP) ™. A RSA para os
radicais DPPH, ABTS e NO e o FRAP sdao determinados pela medicdo

espetrofotométrica, a determinado comprimento de onda ().

Nos testes de RSA prende-se avaliar a capacidade dos ligandos para reduzir as
espécies reativas DPPH’, ABTS™ e NO". Estas espécies, ao serem reduzidas devido ao
antioxidante (doador de H) ou por transferéncia de eletrdes, seguida de transferéncia de

protdes, sdo eliminadas do meio reacional, resultando na sua mudanca de cor. Como
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consequéncia, existe uma diminuicdo da absorvancia a determinado A . O tipo de

transferéncia depende do antioxidante, do radical e do meio reacional. 202!

Para os ensaios de RSA expressou-se 0s resultados para os ligandos em estudo
em valores de ICso (MM) e em valores de percentagem (%) nas concentragcdes de 1 e
10mM calculados através da equacgdo (ii), que correspondem a diferenca entre 1
(quando todas as espécies reativas sdo eliminadas da solucdo) e a absorvancia
normalizada das espeécies reativas em solucéo. Para o calculo dos valores de ICso (MM),
os ligandos foram testados a varias concentracdes. Para tal, recorreu-se a diluicdes das

solugdes de ImM e/ou 10mM previamente preparadas, conforme a necessidade.

absorvancia da amostra ao A (nm)
RSA(%)= 1- S . x100
absorvancia do controlo negativo ao A (nm)
(ii)
No caso do FRAP ¢ avaliada a capacidade dos ligandos para reduzir a espécie
Fe(111) para Fe(ll) através da doacdo de eletrdes ao complexo [Fe(I)(TPTZ),]**/
[Fe(I)(TPTZ)]** “?2 (TPTZ = 2,4,6-tripiridil-triazina) existente no meio reacional,

resultando na sua mudanca de cor. (2012

Ao contrario do RSA, no FRAP o aumento da atividade antioxidante resulta no

aumento da absorvancia a determinado » . ¢

Em consequéncia, utiliza-se como
referéncia na equacao (iii) a absorvancia do controlo positivo (4cido galico, ImM em
agua destilada). Para os ensaios do FRAP, expressou-se 0s resultados para os ligandos
em estudo em valores de percentagem (%) nas concentragdes de 1 e 10mM calculados,
através da equacdo (iii), que correspondem a absorvancia normalizada dos complexos

de Fe(ll).

absorvancia da amostra ao A (nm)
FRAP (%)= — — %100
absorvancia do control positivo ao A (nm)
(i)
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2.3.1- Detalhes da preparacéo do ensaio de Atividade de eliminacao
radicalar (RSA) no radical DPPH.

A cada uma das solugbes dos ligandos em DMSO (22uLl nas concentragcfes de
1mM ou 10mM) misturou-se em microplacas de 96 pocos 200uL da solucdo de DPPH
(120uM em metanol) ¢ incubou-se no escuro durante 30 minutos. Mediu-se a
absorvancia a 517nm usando o medidor de microplacas EZ Read 400 da marca
Biochrom®. Como controlo positivo utilizou-se uma solugédo de acido galico (ImM em

agua destilada).

2.3.2— Detalhes da preparacédo do ensaio de RSA no radical ABTS

A cada uma das solucGes dos ligandos em DMSO (10uL nas concentracGes de
1mM ou 10mM) misturou-se em microplacas de 96 pocos 190uL da solugdo stock de
ABTS™ (7,4mM). Incubou-se durante 6 minutos e mediu-se a absorvancia a 734nm
usando o medidor de microplacas EZ Read 400 da marca Biochrom®. Como controlo

positivo utilizou-se uma solucdo de acido galico (ImM em agua destilada).

Solugdo stock de ABTS™ (7,4mM): Misturou-se 5mL de agua destilada,
0,0035g de persulfato de potassio e 0,0203g de ABTS por 16h no escuro a temperatura
ambiente. De seguida dissolveu-se a solugio de ABTS™ com etanol de maneira a obter
uma absorvancia de pelo menos 0,7 a 734nm usando o medidor de microplacas EZ

Read 400 da marca Biochrom®.

2.3.3— Detalhes da preparacdo do ensaio de RSA no oxido nitrico
(NO).

A cada uma das solucdes dos ligandos em DMSO (50uL nas concentracdo de
1mM ou 10mM) misturou-se em microplacas de 96 pogos 50uL de nitroprussiato de
sodio (10mM em PBS). Incubou-se 90 minutos a luz e adicionou-se o reagente de

Griess (1% de sulfanilamida e 0,1% de naftiletilenodiamina em 2,5% de &cido
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metafosfdrico). Mediu-se a absorvancia a 546nm usando o medidor de microplacas EZ
Read 400 da marca Biochrom® Como controlo positivo utilizou-se uma solugdo de
rutina (10mM em metanol).

2.3.4— Detalhes da preparacdo do ensaio de poder antioxidante
redutor ferrico (FRAP).

A cada uma das solugbes dos ligandos em DMSO (50uL nas concentragcfes de
1mM ou 10mM) misturou-se em microplacas de 96 pogos 50ul de &gua destilada e
50uL ferrocianeto de potassio 1%. Incubou-se a 50°C durante 20 minutos. De seguida,
adicionou-se 50uL de &acido tricloroacético 0,1% (m/v) e 10uL uma solugdo de FeCls
0,1% (m/v). Incubou-se durante 10 minutos e mediu-se a absorvancia a 700nm usando o
medidor de microplacas EZ Read 400 da marca Biochrom® Como controlo positivo

utilizou-se uma solucéo de acido galico (1 e 10mM em &gua destilada).
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3 — Resultados e discussao

No presente capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos para
os ligandos 2MTS, TSMT e MTSB na avaliacdo da atividade quelante e do potencial

antioxidante anteriormente descritos em 2.2 e 2.3, respetivamente.

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média e 0s ensaios
conduzidos pelo menos em sextuplicado, (n = 6). As diferencas significativas foram
avaliadas pela anélise de variancia (ANOVA) ou pelo teste das amplitudes mdltiplas de
Duncan (P<0,05). Quanto aos valores de 1C50, foram calculados em cada um dos testes
(AQCu, AQFe, AQCa, RSA e FRAP) por ajuste sigmoidal dos dados recorrendo ao
programa GraphPad Prism v. 6.0, apenas para os ligandos que exibiram atividade igual

ou superior a 50%, entre as concentracfes 1 e 10mM.
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3.1 — Avaliacgéo da atividade quelante para os metais Cu(ll) Fe(ll)
e Ca(ll) dos ligandos 2MTS, TSMT e MTSB.

Avaliou-se os ligandos 2MTS, TSMT e MTSB quanto as suas atividades
quelantes para os metais Cu(ll) (AQCu), Fe(ll) (AQFe) e Ca(ll) (AQCa), nas
concentragdes de 1mM e 10mM. No seguimento, comparou-se as AQCu e AQFe de
cada um dos ligandos com a atividade quelante exibida pelo quelante metalico EDTA
(1% para os respetivos metais na concentracdo de 1mM. Por sua vez, a AQCa de cada
um dos ligandos foi comparada com a atividade quelante exibida pelo quelante metalico

EGTA 9 na concentragdo de 1mM.

Como indica a Tabela 1, ambos os ligandos TSMT e MTSB mostram AQCu, de
80% e 87%, respetivamente, na concentracdo de 1mM e de 92%, para ambos 0s
ligandos, na concentragdo de 10mM. Estes valores sdo elevados, mesmo quando
comparados com o valor obtido para o quelante EDTA (75%), a concentracdo de 1mM.
Como j& observado em estudos anteriores %, o ligando 2MTS mostra uma AQCu baixa
(15%) na concentracdo de 1mM, quando comparada com o valor obtido para o quelante
EDTA (75%), a mesma concentra¢do. Contudo, na concentracdo de 10mM, o ligando
2MTS mostra uma AQCa de 82%, semelhante aos valores obtidos na literatura %
(86%). Notavelmente, os ligandos 2MTS, TSMT e MTSB evidenciaram uma AQFe
nula ou abaixo dos 10%, até mesmo para concentracdes de 10mM. Nas mesmas
condigdes, para o quelante EDTA (1mM), foi observada uma AQFe de 94%. No que diz
respeito ao ensaio de AQCa, os ligandos 2MTS, TSMT e MTSB também mostraram
atividade nula ou abaixo dos 10%. O mesmo ndo acontece para o quelante EGTA que

nas mesmas condic¢des demostrou ter uma AQCa de 85%.
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Tabela 3.1 — Atividade quelante para os metais Cu(ll) (AQCu), Fe(ll) (AQFe) ou
Ca(ll) (AQCa) dos ligandos 2MTS, TSMT e MTSB e respetivos controlos positivos
nas concentracdes de 1 e 10mM. Resultados expressos em valores de percentagem
(%) calculados através da equacao (i).

Composto Cu(ll) Fe(ll) Ca(ll)

1mM 10mM 1mM 10mM imM 10mM
2MTS 157+0,8% 826+1,3° - - - -
TSMT 80,0+14° 925+0,7° - - - -
MTSB 87,1+07° 925+0,8° - - - -
EDTA 75,3+ 1,3¢ n/a 94,4+0,3 n/a n/a n/a
EGTA n/a n/a n/a n/a 85,1+0,7 n/a

Os valores representam a média + erro padrdo da média, n = 6. Na mesma coluna os valores
seguidos por diferentes letras sao significativamente diferentes de acordo com o teste das amplitudes
multiplas de Duncan (P<0,05); n/a: ndo aplicavel; “—: atividade nula.

De acordo com a Tabela 2, os ligandos 2MTS, TSMT e MTSB demonstraram
capacidade para quelatar 50% dos ides Cu(ll) presentes no meio reacional com valores
de ICso de 3,83 mM, 0,44 mM e 0,50mM, respetivamente. Embora estes valores sejam
superiores ao valor de ICs exibido pelo quelante EDTA (0,29 mM), os novos ligandos
apresentam maior seletividade. O EDTA mostrou também capacidade para quelatar ides
Fe(ll) presentes no meio reacional com um valor de de ICso de 0,24mM. Por sua vez, 0
EGTA mostrou uma capacidade para quelatar 50% dos ides Ca(ll) presentes no meio

reacional com valores de I1Csyde 0,48mM.
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Tabela 3.2 — Concentragdo dos ligandos 2MTS, TSMT e MTSB e respetivos
controlos positivos capaz de quelatar 50% dos ides Cu(ll), Fe(ll) ou Ca(ll)
presentes no meio reacional. Resultados expressos em valores de 1Cso (MM).

Composto IC50 (mM)

cu(ll) Fe(ll) ca(ll)
2MTS 3,83+0,38 n/a n/a
TSMT 0,44 +0,03° n/a n/a
MTSB 0,50 £ 0,01° n/a n/a
EDTA 0,29 +0,01° 0,24 £ 0,01 n/a
EGTA n/a n/a 0,48 +0,04

Os valores representam a média + erro padrdo da média, n = 6. Na mesma coluna os valores seguidos
por diferentes letras sdo significativamente diferentes de acordo com o teste das amplitudes multiplas
de Duncan (P<0,05); n/a: ndo aplicavel.

Os resultados indicam que tanto os tetrazole-sacarinatos (2MTS e TSMT) como
os tiadiazole-sacarinatos (MTSB) exibem elevada eficacia e seletividade para quelatar o
Cu(ll), suportando resultados anteriores ‘9. Além disso, tendo em conta as estruturas
moleculares dos ligandos, os resultados obtidos sugerem que, a uma concentracdo de
1mM, a ponte de S utilizada na construgdo ligandos TSMT e MTSB entre 0s
heterociclos é preferivel a ponte de N utilizada na constru¢do do ligando 2MTS, pois

observa-se uma maior capacidade para quelatar o catido Cu(ll).

3.2 — Avaliacéo da atividade de eliminacdo (RSA) para o radical
DPPH, ABTS e NO e do poder antioxidante redutor férrico
(FRAP) dos ligandos 2MTS, TSMT e MTSB.

Os radicais livres, incluindo os ROS e as espécies reativas de azoto (RNS), sdo

produzidos através de reaces metabélicas na cadeia respiratéria mitocondrial. %

O delicado equilibrio entre os efeitos positivos e prejudiciais dos radicais livres é crucial
para 0s organismos vivos e quando a producdo de ROS e/ou RNS supera as defesas
antioxidantes do organismo, pode ocorre stress oxidativo, que é a causa subjacente de

varias doencas degenerativas. Assim, o uso de antioxidantes pode ajudar na prevencao
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e/ou reducdo da gravidade de diferentes doengas relacionadas com o stress oxidativo,
como por exemplo o cancro, diabetes mellitus, distdrbios cardiovasculares e doengas

neuroldgicas. *¥

Tendo por base os resultados acima descritos e os obtidos noutros estudos %),
que suportam o potencial dos sacarinatos para atuarem como agentes quelantes
altamente eficazes e seletivos para o Cu(ll) e considerando a influéncia deste metal na
producio de ROS ©46559 g potencial antioxidante dos ligandos 2MTS, TSMT e MTSB
também foi avaliado. Para tal, recorreu-se a trés métodos a base de radicais (RSA para

os radicais DPPH, ABTS e NO) e a um método relacionado com metais, 0 FRAP.

No seguimento, comparou-se as RSA para os radicais DPPH, ABTS e NO de

cada um dos ligandos com a RSA exibida pelo 4cido galico 4%

DPPH e ABTS e a RSA exibida pela rutina ** para o radical NO.

para os radicais

Esta metodologia foi utilizada porque, ndo existindo um método universal, a
literatura “?**2) recomenda que, para uma avaliacdo mais fidvel da capacidade
antioxidante de um composto, se recorra a diferentes ensaios antioxidantes
complementares, uma vez que 0 stress oxidativo no nosso organismo é produzido pela
acdo de diversas espécies reativas que apresentam mecanismos de reacdo e atividade

diferentes.

Como representado na Tabela 3, os ligandos TSMT e MTSB exibiram valores de
RSA para o radical DPPH de 43% e 29%, respetivamente, na concentracdo de 1mM e
de 62% e 61%, respetivamente, na concentracdo de 10mM. Para o ensaio de RSA para o
radical ABTS, os ligandos TSMT e MTSB exibiram valores de 27% e 25%,
respetivamente, na concentracdo de 1mM e de 34% e 26%, respetivamente, na
concentracdo de 10mM. Estes valores sdo inferiores ao valor de RSA do acido galico
para os radicais DPPH e ABTS (de 78% e 94%, respetivamente), na concentracao de
1mM. No ensaio de RSA para o radical NO, o ligando TSMT na concentracdo de
10mM foi o Unico demonstrar atividade superior a 10%. O ligando 2MTS néo
evidenciou atividade acima de 10% para os ensaios de RSA dos radicais DPPH, ABTS

e NO, em nenhuma das concentragdes testadas.
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Tabela 3.3 — Atividade de eliminacéo radicalar para os radicais DPPH, ABTS ou
NO dos ligandos 2MTS, TSMT e MTSB e respetivos controlos positivos nas
concentracdes de 1 e 10mM. Resultados expressos em valores de percentagem (%)
calculados através da equacao (ii).

Composto DPPH ABTS NO

ImM 10mM ImM 10mM ImM 10mM
2MTS - - - - - -
TSMT 432+34° 625+4,2° 2752,9°  34,643,9™ - 18,9+3,3°
MTSB 29,9+4,2° 61,9 45,5° 25,6+54° 26,0459 - -
Acido Galico  78,9+1,4% n/a 94,5 +0,2° n/a n/a n/a
Rutina n/a n/a n/a n/a n/a 69,5 +4,9°

Os valores representam a media £ erro padrdo da média, n = 6. Na mesma coluna os valores
seguidos por diferentes letras sdo significativamente diferentes de acordo com o teste das amplitudes
multiplas de Duncan (P<0,05); n/a: ndo aplicavel; “—: atividade nula ou abaixo dos 10%

A Tabela 4 indica que os ligandos TSMT e MTSB apresentaram capacidade para
reduzir em 50% a espécie reativa DPPH" presente no meio reacional, com valores de
ICso de 1,95mM e 3,96mM, respetivamente. O acido galico mostrou uma capacidade
superior para reduzir em 50% a espécie reativa DPPH" presente no meio reacional, com
valores de ICsy de 0,13mM, mostrando também capacidade para reduzir em 50% a
espécie reativa ABTS™ presente no meio reacional com valores de ICsq de 0,17mM. Por
sua vez, a rutina mostrou capacidade para reduzir em 50% da espécie reativa NO°
presente no meio reacional com um valor de ICsde 2,94.

Tabela 3.4 — Menor concentracdo dos ligandos TSMT e MTSB e respetivos

controlos positivos capaz de reduzir em 50% a espécie reativa DPPH’, ABTS™ ou
NO’ presente no meio reacional. Resultados expressos em valores de 1Cso (mM).

Composto IC50 (mM)

DPPH ABTS NO
TSMT 1,95 +0,29° n/a n/a
MTSB 3,96 + 0,32° n/a n/a
Acido Galico 0,13 +0,01° 0,17 £ 0,02 n/a
Rutina n/a n/a 2,94 +0,28

Os valores representam a média + erro padrdo da média, n = 6. Na mesma coluna os valores
seguidos por diferentes letras sdo significativamente diferentes de acordo com o teste das
amplitudes maltiplas de Duncan (P<0,05); n/a: ndo aplicavel,
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De acordo com a tabela 5, os ligandos 2MTS, TSMT e MTSB apresentam
valores de FRAP de mais de 13%, 13% e 21%, respetivamente, para uma concentracao
de 10mM. Evidenciando que todos eles possuem capacidade para reduzir a espécie
Fe(I1l) no meio reacional para Fe(ll). Ao contrario do RSA, no FRAP o aumento da
atividade antioxidante resulta no aumento da absorvancia a determinado A . Em
consequéncia, utiliza-se como referéncia na equacgéo (iii) a absorvancia do controlo
positivo (&cido gélico, ImM em &gua destilada). Por este motivo ndo existe valores
IC50 nem de atividade de FRAP para o controlo positivo.

Tabela 3.5 — Poder antioxidante redutor ferrico (FRAP) dos ligandos 2MTS,

TSMT e MTSB nas concentragdes de 1 e 10mM. Resultados expressos em valores
de percentagem (%) calculados através da equacao (iii).

Composto FRAP

1ImM 10mM
2MTS - 13,2+1,9°
TSMT 12,2+0,5° 13,4+0,8"
MTSB - 21,4+4 4

Os valores representam a média + erro padrdo da média, n =6. Na mesma coluna os valores seguidos
por diferentes letras sdo significativamente diferentes de acordo com o teste das amplitudes multiplas
de Duncan (P<0,05); n/a: ndo aplicavel; “—: atividade nula ou abaixo dos 10%.

De acordo com a literatura ®2**?Y) 3 capacidade do composto antioxidante para
eliminar os radicais livres do meio reacional tem em conta dois fatores, a taxa de
eliminacdo radicalar e o numero de radicais que cada composto antioxidante pode
eliminar, sendo ambos os fatores determinados pelas estruturas quimicas do composto
antioxidante em causa e dos radicais livres. Neste contexto, os resultados sugerem que
as estruturas quimicas dos ligandos TSMT e MTSB sdo favoraveis a RSA. O ligando
2MTS ao ndo exibir a mesma capacidade sugere que a utilizacdo da ponte de S na

construcdo dos sacarinatos é preferencial.

Quanto ao FRAP, a literatura %% indica que ndo é possivel avaliar a
capacidade de reducdo da espécie Fe(lll) em antioxidantes que contenham na sua
estrutura o grupo —SH, como é o caso do ligando MTSB, o que possivelmente explica a
fraca capacidade deste ligando neste teste. Adicionalmente, os ligandos 2MTS e TSMT
tambem mostraram capacidade para reduzir a espécie Fe(ll1).
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Como jéa referido, apesar de numerosos estudos, ndo ha um método universal
confiavel para a avaliacdo da capacidade antioxidante, mesmo in vitro. Os efeitos
antioxidantes in vivo sdo muito menos compreendidos. Nos dias de hoje ainda é dificil
provar com certeza se 0s antioxidantes sdo efetivamente eficazes para a prevencao e/ou
tratamento de doencas. “?Y Tudo isto dificulta a interpretagdo dos resultados e a
avaliacdo das propriedades antioxidantes, ndo sé dos sacarinatos testados neste projeto

laboratorial, mas também de outros compostos.
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4 — Conclusao e perspetivas futuras

O trabalho descrito nesta dissertacdo esta principalmente relacionado com a
sintese de novos sacarinatos, em que o sistema heterociclico benzisotiazole esta ligado a
outro heterociclo, um tetrazole ou um tiadiazole, através de um grupo funcional
especifico que funciona como ponte. Os ligandos foram preparados utilizando uma
estratégia sintética convergente em que os dois blocos de constru¢do contendo 0s
heterociclos respetivos para cada grupo de ligandos multidentados de N foram
separadamente sintetizados e depois acoplados para formar os conjugados alvo. Os
novos sacarinatos preparados podem subdividir-se em dois grupos de ligandos
multidentados de N, os tetrazole-sacarinatos e os tiadiazole-sacarinatos, com objetivo
final de avaliar e comparar a capacidade destas moléculas enquanto ligandos
multidentados seletivos para a coordenacdo com caties de metais de transicdo, o
potencial para atuarem como agentes quelantes seletivos e também do seu potencial

antioxidante.

Na parte final do trabalho os ligandos 2MTS, TSMT e MTSB foram avaliados
quanto a sua atividade quelante para os catifes divalentes dos metais cobre, ferro e
calcio. Todos demonstraram elevada eficécia e seletividade para quelatar o cobre (I1)
em detrimento do ferro (11) e célcio (I1). Tendo em conta as estruturas moleculares dos
ligandos, os resultados também sugerem que, nas concentragdes testadas, a utilizacdo da

ponte de S na construcdo dos ligandos é preferivel a ponte de N.

Considerando a influéncia do catido cobre (I1) na producdo de ROS, o potencial
antioxidante dos ligandos 2MTS, TSMT e MTSB também foi avaliado in vitro. Os
resultados evidenciam pela primeira vez que as estruturas quimicas dos ligandos TSMT
e MTSB sédo favoraveis a atividade de eliminagdo radicalar para os radicais DPPH,
ABTS e NO. Quanto ao poder antioxidante férrico os ligandos 2MTS, TSMT e MTSB

mostraram capacidade para reduzir a espécie ferro (I11).

A estratégia sintética convergente utilizada na construgdo dos sacarinatos,
permite uma facil introducdo de diversidade quimica, através de diferentes substituintes
no anel tretrazélico e tiadiazolico, e alteragcBes no grupo funcional que funciona como

ponte, como € exemplo a tentativa de oxidacéo do composto TSMT 55.c.
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Como perspetivas futuras, as sinteses abordadas na presente dissertacdo deverdo
ser repetidas de maneira a otimizar rendimentos e resultados. Novas altera¢des quimicas
e estruturais deverdo ser realizadas de maneira a aumentar a biblioteca de moléculas
com as caracteristicas acima descritas. No futuro, devera ser avaliada a capacidade dos
conjugados sintetizados se ligarem a catides divalentes e formar os complexos
correspondentes. A toxicidade dos ligandos e respetivos complexos serd avaliada in
vitro contra linhagens celulares cancerigenas humanas e as linhagens celulares normais

correspondentes, recolhendo assim informacéo acerca da seguranca dos compostos.

A otimizacdo estrutural é assim o primeiro passo num longo caminho para o
desenvolvimento de novas moléculas, com capacidade quelante e propriedades
otimizadas para aplicacdo farmacoldgica, onde os sacarinatos ja revelaram potencial e
oferecem perspetivas para novas abordagens na quimioterapia do cancro, especialmente
para tumores, sendo que a proliferacdo de células neoplasicas requer uma maior

concentracdo de ides cobre (I1) do que as células normais correspondentes.
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