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Evaluation of Antiproliferative and Antileishmanial Activities of R-(+)-
limonene-derived 2-Amino-5-aryl-1,3,4-thiadiazoles

Abstract: Natural products are great prototypes for the development of new
compounds with pharmacologic properties. In this work, the monoterpene R-(+)-
limonene was used to obtain a series of 1,3,4-thiadiazoles and their antitumor and
antileishmania activities against Leishmania amazonenses were investigated. The
analogous 4-methyl (4b) was potentially active against melanoma tumor cells (UACC-
62), while the derivative 4-methoxy (4c) and 4-dimethylamino (4d) were the most
active against L. amazonensis.

Keywords: R-(+)-limonene; 1,3,4-thiadiazoles; thiosemicarbazones; antitumor activity;
Leishmania amazonensis.

Resumo

Produtos naturais sdo muitas vezes utilizados como protdtipos de sintese para o
desenvolvimento de novas substancias com potencial farmacoldgico. Neste trabalho,
utilizou-se o monoterpeno R-(+)-limoneno para obtencdo de uma série de 1,3,4-
tiadiazdis e suas atividades antitumoral e antileishmania frente a Leishmania
amazonenses foram investigadas. O derivado 4-metil (4b) mostrou-se potencialmente
ativo frente a células tumorais de melanoma (UACC-62), enquanto os derivados 4-
metoxi (4c) e 4-dimetilamino (4d) foram os mais ativos contra L. amazonensis.

Palavras-chave: R-(+)-limoneno; 1,3,4-tiadiazdis; tiossemicarbazonas; atividade
antitumoral; Leishmania amazonensis.
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1. Introdugao

Produtos naturais sdo fontes interessantes
de compostos que podem levar ao
desenvolvimento de moléculas candidatas a
novos farmacos. Cerca de 40% das moléculas
aprovadas para utilizacdo nos ultimos anos
estdo diretamente relacionadas aos produtos
naturais.> Dentre as diferentes classes de
produtos naturais, os terpenos, compostos
encontrados em plantas e comumente
associados com 6leos essenciais destacam-se
por apresentarem diferenciadas
propriedades farmacolégicas. Muitos desses
possuem propriedades analgésicas,® anti-
inflamatérias,” antibacterianas,’
antifungicas,® antiprotozodrias,””
antioxidante'® além de relevante atividade
antitumoral.™™® Entre os terpenos que
desempenham acdo antitumoral destaca-se o
R-(+)-limoneno, em que ensaios in vivo
mostraram que este monoterpeno inibe a
formacdo e o desenvolvimento de diferentes
tipos de tumores, tais como carcinomas
mamarios, neoplasias pulmonares, tumores
pancreaticos, cancer de figado, adenomas
pulmonares e tumores de estdmago.”*™
Compostos que possam desempenhar
atividade antitumoral sdo alvo de diversas
pesquisas ja ha muitos anos e a incidéncia da
doenga vem aumentando ano a ano. S6é em
2008 foram mais de 7,6 milhGes de mortes
decorrentes principalmente de tumores de
pulm3o, estdmago, figado, colo e mama.”
Para o ano de 2012 o Instituto Nacional do
Cancer (INCA) apontou que mais de 500.000
novos casos ocorreram no Brasil, sendo
tumores de melanoma, prdstata, pulmao e
estbmago os mais comuns entre individuos
do sexo masculino e mama e Utero para o
sexo feminino.”®  Além de despertar o
interesse pelas atividades antitumorais, o
limoneno também é descrito como um
potencial agente antileishmania. Estudos
confirmaram a ac¢do antiprotozodaria do
limoneno frente a formas promastigotas e
amastigotas de Leishmania amazonenses, L.
braziliensis, L. chagasi e L. major."

Além de terpenos e outros produtos

Vo

naturais, os compostos heterociclicos estdo
amplamente associados a uma gama variada
de atividades farmacoldgicas. Derivados
heterociclicos contendo o nucleo 1,3,4-

tiadiazol, suas formas isoméricas e
bioisostéricas, ja tiverem seu potencial
terapéutico investigado apresentando

resultados satisfatérios, destacando-se pelas
potenciais atividades antifungica,”
antibacteriana,* antileishmania,
antitripanossomazz'24 e antitumoral®.

Geralmente, as estratégias de sintese para
a obtencdo do nucleo 1,3,4-tiadiazol
envolvem a ciclodesidratacdo de
aciltiossemicarbazidas em meio acido ou
ciclizagdes oxidativas de tiossemicarbazonas
utilizando fons Fe®* *°. Nos ultimos anos,
nosso grupo de pesquisas mantém-se focado
na obtencdo de novos compostos
farmacologicamente ativos usando diferentes
terpenos como bloco de construcado sintética.
Diversos isotiocianatos, tiossemicarbazidas,
tiouréias e tiossemicarbazonas foram
anteriormente obtidas com significativas
atividades antifungica, antitumoral,
antileishmania e antitripanossoma.
Recentemente, apresentamos uma série de
tiossemicarbazonas possuindo a unidade
monoterpénica R-(+)-limoneno, onde alguns
analogos desempenharam potente atividade
contra células tumorais de préstata PC-3%7.

Como alguns nucleos heterociclicos, entre
eles o 1,3,4-tiadiazol, podem ser obtidos
diretamente a partir de tiossemicarbazonas,
optamos por dar continuidade ao estudo de
sintese e avaliaggo de  atividades
farmacoldgicas de novos produtos
preparados a partir de terpenos naturais.
Recentemente, reportamos a sintese e
avaliagdo da atividade antitripanossoma dos
derivados R-(+)-limoneno-1,3,4-tiadiazdis,
sendo que o derivado 4-metil-fenil
apresentou-se como 0 mais ativo®®. Com base
nos resultados obtidos, continuamos
avaliando outras potenciais atividades
farmacolégicas desempenhadas por estes
analogos. Neste trabalho apresentamos a
avaliacdo da atividade antiproliferativa frente
a diferentes linhagens de células tumorais
humanas, bem como a avalia¢dao da atividade
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antileishmania dos mesmos frente a forma
promastigota de L. amazonensis.

2. Parte experimental

2.1. Sintese dos derivados 1,3,4-tiadiazdis

Sintese dos 1,3,4-tiadiazois 4a-4j

1,3,4-tiadiazdis contendo a unidade
monoterpénica R-(+)-limoneno foram
sintetizados de acordo com metodologia
descrita na literatura®® (Figura 1). As
precursoras tiossemicarbazonas (3a-3j) foram
obtidas através da condensacdo de
guantidades equimolares de
tiossemicarbazida (3) com diferentes
derivados de benzaldeido®’. Em seguida, a
ciclizacao oxidativa destas
tiossemicarbazonas (0,22 mmol) foi realizada
na presenca de excesso de cloreto férrico
(1,10 mmol) em refluxo (2-20 horas)
utilizando uma mistura de etanol:agua (3:1)
levando a obtencdo dos R-(+)-limoneno-
1,3,4-tiadiazdis (4a-4j) (Esquema 1). O
desenvolvimento da reacao foi acompanhado
por CCD e os produtos obtidos foram
recristalizados em metanol ou acetona
resultando em rendimentos razodveis a
satisfatorios (35-85%). Todos os compostos
foram caracterizados com base em seus
dados espectroscopicos de RMN de 'H e de
B3¢, IV, massas e % C,H,N.

2.1.1. N-{1-Metil-1-[(1R)-4-metilciclo-
hex-3-en-il]etil}-5-fenil-1,3,4-tiadiazol-2-
amina (4a). Sélido branco recristalizado com
MeOH; rendimento 46 %; pf. 169-171 °C;
[a]o®®: +36 (CHCL); IV (KBr) vmax: 3226,
1551, 1095 cm™; RMN de 'H (CDCl;, 300
MHz): d=7.80 (2H, m, H-2", H-6"), 7.39 (3H,
m, H-3",H-4”, H-5"), 5.75 (1H, s, NH), 5.36
(1H, m, H-3’), 2.16 (1H, m, H-1’), 2.01 (2H, m,
H-5’), 1.99 (2H, m, H-2"), 1.86 (2H, m, H-6"),
1.64 (3H, s, H-10’), 1.41 (3H, s, H-9), 1.38
(3H, s, H-8'); RMN de *C (CDCls;, 75.5 MHz,):
d=166.9 (C, C-2), 158.1 (C, C-5),134.3 (CH, C-
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4’), 131.2 (C, C-1"), 129.9 (CH, C-4"), 129.1(
CH, C-3”, C-5"), 127.0 (CH, C-2"”, C-6""), 120.5
(CH, C-3”), 58.3 (C, C-7’), 41.4 (CH, C-1'), 31.2
(CH,, C-5’), 26.9 (CH,,C-2’), 24.5 (CH;, C-9),
24.3 (CH,, C-6’), 23.5(CH;, C-10’), 24.2 (CH,,
C-8); EI-MS m/z 313 (M+e); 123. Analise
elementar: calculado. para CigHy3NsS: C,
68.97 %; H, 7.40 %; N, 13.41 %. Encontrado:
C, 69.16 %; H, 7.49 %; N, 13.86 %.

2.1.2. N-{1-Metil-1-[(1R)-4-
metilciclohex-3-en-1-il]etil}-5-(4-metilfenil)-
1,3,4-tiadiazol-2-amina (4b). Sodlido branco
recristalizado em MeOH; rendimento 60 %; .
173-175 °C; [a]p*%: +34 (CHCL5); IR (KBr) vmax:
3211, 1510, 1102 cm™; RMN de 'H (CDCl; 300
MHz): 6 = 7.68 (2H, d, J 7.9 Hz, H-2"”, H-6"),
7.23 (2H, d, J 7.9 Hz, H-3”, H-5"), 6.22 (1H,
bs, NH), 5.37 (1H, m, H-3'), 2.39 (3H, s, 4-
CH3), 2.16 (1H, m, H-1’), 2.12 (2H, m, H-5'),
2.00 (2H, m, H-2’), 1.86 (2H, m, H-6'), 1.64
(3H, s, H-10"), 1.41 (3H, s, H-9’), 1.38 (3H, s,
H-8’); RMN de *C (CDCl;, 75.5 MHz,): & =
166.4 (C, C-2), 157.4 (C, C-5), 140.9 (C, C-4”),
134.4 (C, C-4’), 129.1 (2 CH, C-3”,C-5"), 127.6
(C, C-1”), 127.0 (2 CH, C-2”,C-6"), 120.3 (CH,
C-3’), 59.1 (C, C-7’), 41.6 (CH, C-1’), 31.2 (CH,,
C-5'), 26.9 (CH,, C-2’), 24.5 (CHs, C-9’), 24.3
(CH,, C-6’), 23.9 (CHs, C-8’), 23.5 (CH, C-10),
21.7 (CHs); EI -MS m/z 327 (M*™); Andlise
elementar: Calculado para CigHpsNsS: C,
69.68%; H, 7.69%; N, 12.83%. Encontrado: C,
69.36%; H, 7.39%; N, 13.04%.

2.1.3. 5-(4-metoxifenil)-N-{1-metil-1-[(1R)-
4-metilciclohex-3-en-1-il]etil}-1,3,4-tiadiazol-
2-amina (4c). Solido branco; rendimento
65%; pf. 173-175 °C; [a]p™: +48 (CDCl3); IV
(KBr) vmax: 3183, 1611, 1096 cm™; RMN de
"H (CHCl3 300 MHz): § = 7.73 (2H, d, J 8.2 Hz,
H-2”, H-6"); 6.93 (2H, d, J 8.2 Hz, H-3”, H-5"),
5.45 (1H, bs, NH), 5.37 (1H, m, H-3’), 3.84
(3H, s, OCHs), 2.16 (1H, m, H-1’), 2.01 (2H, m,
H-5’), 1.99 (2H, m, H-2"), 1.86 (2H, m, H-6’),
1.64 (3H, s, H-10’), 1.41 (3H, s, H-9’), 1.37
(3H, s, H-8’); RMN de “*C (CDCl;, 75.5 MHz,):
&= 166.3 (C, C-2), 161.0 (C, C-4”), 158.2 (C,
C-5), 134.4 (C, C-4), 128.4 (2 CH, C-2”, C-6"),
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124.0 (C, C-1”), 120.5 (CH, C-3’), 114.5 (2 CH,
C-3”, C-5”), 58.3 (OCH3), 55.6 (C, C-7’), 41.4
(C, C-1),31.2 (CH,, C-5"), 26.9 (CH,, C-2’), 24.5
(CH;, C-9), 24.3 (CH,, C-6’), 23.9 (CH3, C-8'),
23.5 (CH;, C-10’); EI-MS m/z 343 (M");
Analise elementar calculado para Cy9H,5N50S:
C, 66.44%; H, 7.34%; N, 12.23%. Encontrado:
C, 66.65%; H, 7.28%; N, 12.44%.

2.1.4. 5-[4-(dimetilamino)fenil]-N-{1-metil-
1-[(1R)-4-metilciclohex-3-en-1-il]etil}-1,3,4-
tiadiazol-2-amina (4d). Sdlido alaranjado;
rendimento 35%; pf. 154 °C; [a],’%: +36
(CDCl3); IV (KBr) vmax: 3199, 1579, 1101 cm’
' RMN de 'H (CHCl;, 300 MHz): 6 = 7.66 (2H,
d, J 8.6 Hz, H-2”", H-6"), 6.70 (2H, d, J 8.6 Hz,
H-3”, H-5"), 1.36 (3H, s, H-8"), 5.36 (1H, m, H-
3’), 5.21 (1H, bs, NH), 3.01 (6H, s, N(CHs),,
2.14 (1H, m, H-1), 2.02 (2H, m, H-5"), 2.00
(2H, m, H-2"), 1.85 (2H, m, H-6’), 1.64 (3H, s,
H-10"), 1.39 (3H, s, H-9’); RMN de “*C (CDCls,
75.5 MHz,): § = 165.5 (C, C-2), 156.0 (C, C-5),
151.6 (C, C-4”), 134.4 (C, C-4’), 128.4 (2 CH,
C-2”, C-6”), 120.5 (CH, C-3’), 119.0 (C, C-1"),
112.1 (2 CH, C-3”, C-5”), 58.2 (C, C-7'), 41.3
(CH, C-1’), 40.4 (N(CHs),, 31.2 (CH,, C-5'), 26.9
(CH,, C-2’), 24.5 (CHs, C-9’), 24.3 (CH,, C-6),
23.9 (CH, C-8'), 23.5 (CHs, C-10'); EI-MS m/z
356 (M*"); Andlise elementar: calculado para
CyoHpgN4S: C, 67.38%; H, 7.92%; N, 15.71%.
Encontrado: C, 67.25%; H, 7.75%; N, 15.46%.

2.1.5. 5-(2-clorofenil)-N-{1-metil-1-[(1R)-4-
metilciclohex-3-en-1-il]etil}-1,3,4-tiadiazol-2-
amine (4e). Sélido branco recristalizado em
acetona; rendimento 75%; pf. 166-169 °C;
[a]p®®: +23 (CDCls); IV (KBr) vmax: 3174,
1549, 1104 cm™; RMN de 'H (CHCl; 300
MHz): 6 = 8.16 (1H, m, H-3”), 7.44 (1H, m, H-
6”’), 7.33 (2H, m, H-4”, H-5”), 6.36 (1H, bs,
NH), 5.36 (1H, m, H-3’), 2.19 (1H, m, H-1’),
2.02 (2H, m, H-5’), 1.98 (2H, m, H-2’), 1.87
(2H, m, H-6"), 1.65 (3H, s, H-10’), 1.44 (3H, s,
H-9’), 1.41 (3H, s, H-8’); RMN de **C (CDCl;,
75.5 MHz,): & = 168.8 (C, C-2), 153.0 (C, C-5),
134.1 (C, C-4’), 131.5 (C, C-2""), 130.5 (CH, C-
4", 130.4 (2 CH, C-5”, C-6”), 129.1 (C, C-1"),
127.2 (CH, C-3"), 120.4 (CH, C-3’), 58.2 (C, C-
7’), 41.4 (CH, C-1’), 31.1 (CH,, C-5’), 26.9 (CH,,

Vo

C-2’), 24.5 (CHs, C-9’), 24.3 (CH,, C-6'), 23.9
(CH3, C-8’), 23.3 (CH3, C-10'); EI-MS m/z 347
(M*™); Andlise elementar: Calculado para
C15H2CINsS: C, 62.14%; H, 6.37%; N, 12.08%.
Encontrado: C, 62.23%; H, 6.66%; N, 11.94%.

2.1.6. 5-(3-clorofenil)-N-{1-metil-1-[(1R)-4-
metilciclohex-3-en-1-yl]etil}-1,3,4-tiadiazol-2-
amina (4f). Sélido branco; rendimento 70%;
pf. 139-140 °C; [a]p™: +34 (CHCL3); IV (KBr)
vmax: 3253, 1502, 1078 cm™’; RMN de 'H
(CDCl5,300 MHz): § = 7.80 (1H, s, H-2"), 7.69
(1H, m, H-6"), 7.35 (2H, m, H-4”, H-5"), 5.64
(1H, bs, NH), 5.37 (1H, m, H-3"), 2.16 (1H, m,
H-1’), 2.02 (2H, m, H-5"), 2.00 (2H, m, H-2’),
1.85 (2H, m, H-6’), 1.64 (3H, s, H-10’), 1.42
(3H, s, H-9), 1.38 (3H, s, H-8’); RMN de “C
(CDCls, 75.5 MHz,): 6 = 167.1 (C, C-2), 156.6
(C, C-5),135.1 (C, C-3"), 134.4 (C, C-4’), 132.9
(C, c-1”), 130.3 (CH, C-4”), 129.8 (CH, C-5"),
126.9 (CH,C-2"), 125.0 (CH, C-6"), 120.4 (CH,
C-3’), 58.5 (C, C-7’), 41.4 (CH, C-1’), 31.2 (CH,,
C-5’), 26.9 (CH,, C-2’), 24.5 (CH;, C-9’), 24.3
(CH,, C-6’), 24.2 (CH5, C-8’), 23.5 (CH3, C-10);
EI-MS m/z 347 (M"); Andlise Elementar:
Calculado para CygH,,CINsS: C, 62.14%; H,
6.37%; N, 12.08%. Encontrado: C, 62.23%; H,
6.66%; N, 11.94%.

2.1.7. 5-(4-clorofenil)-N-{1-metil-1-[(1R)-4-
metilciclohex-3-en-1-il]etil}-1,3,4-tiadiazol-2-
amina (4g). Sélido branco; rendimento 65%;
pf. 172-174 °C; [a]p™®: +46 (CHCl3); IV (KBr)
vmax: 3179, 1552, 1088 cm™; RMN de 'H
(CDCl;, 300 MHz): & = 7.72 (2H, d, J 8.1 Hz, H-
2", H-6"), 7.38 (2H, d, J 8.4 Hz, H-3”, H-5"),
6.18 (1H, bs, NH), 5.37 (1H, m, H-3’), 2.16
(1H, m, H-1’), 2.12 (2H, m, H-5), 1.99 (2H, m,
H-2’), 1.87 (2H, m, H-6’), 1.63 (3H, s, H-10’),
1.44 (3H, s, H-9’), 1.38 (3H, s, H-8’); RMN de
Bc (cDCly, 75.5 MHz,): & = 167.1(C, C-2).
156.6 (C, C-5), 135.6 (C, C-4”"), 134.4 (C, C-&4'),
129.7 (C, C-1”), 129.3 (2 CH, C-3”, C-5”),
128.3 (2 CH, C-2”, C-6”), 120.5 (CH, C-3),
58.4 (C, C-7'), 41.3 (CH, C-1’), 31.2 (CH,, C-5),
26.9 (CH,, C-2’), 24.5 (CHs, C-9’), 24.3 (CH,, C-
6'), 23.9 (CHs, C-8’), 23.5 (CHs, C-10’); EI-MS
m/z 347 (M*"); Andlise elementar: calculado
para Ci;gH,,CINSS: C, 62.14%; H, 6.37%; N,
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12.08%. Encontrado C, 62.23%; H, 6.66%; N,
11.94%.

2.1.8. N-{1-metil-1-[(1R)-4-metilciclohex-
3-en-1-il]etil}-5-(2-nitrofenil)-1,3,4-tiadiazol-
2-amina (4h). Sdlido amarelo; rendimento
75%; pf. >250 °C; [a]p>%: +56 (CHCL3); IV (KBr)
vmax: 3184, 1557, 1100, 1530, 1359 cm™;
RMN de *H(CDCl;,300 MHz): § = 7,88 (1H, dd,
J7,6 and 1,5 Hz, H-4""); 7.76 (1H, dd, J 7,6 and
1,5 Hz, H-3"), 7.65 (1H, m, H-5"), 7.57 (1H, m,
H-6"), 6.55 (1H, bs, NH), 5.36 (1H, m, H-3"),
2.11 (1H, m, H-1), 2.07 (2H, m, H-5"), 2.00
(2H, m, H-2"), 1.87 (2H, m, H-6’), 1.64 (3H, s,
H-10’), 1.42 (3H, s, H-9’), 1.39 (3H, s, H-8);
RMN de “C (CDCl;, 75.5 MHz,): & = 168.3 (C,
C-2), 153.5 (C, C-5), 148.4 (C, C-2"), 134.1 (C,
C-4’), 132.8 (CH, C-5”), 131.9 (CH, C-4"),
130.6 (CH, C-6"), 124.8 (C, C-1"), 124.6 (CH,
C-3"), 120.5 (C, C-3’), 58.6 (C, C-7’), 41.4 (CH,
C-1'), 31.2 (CH,, C-5’), 26.9 (CH,, C-2’), 24.5
(CHs, C-9), 24.3 (CH,, C-6’), 23.9 (CH,;, C-8'),
23.5 (CHs, C-10’); and EI-MS m/z 358 (M™);
Analise elementar: calculado para
CigH22N40,S: C, 60.31%; H, 6.19%; N, 15.63%.
Encontrado C, 60.45%; H, 6.06%; N, 15.89%.

2.1.9. N-{1-metil-1-[(1R)-4-metilciclo-hex-
3-en-1-il]etil}-5-(3-nitrofenil)-1,3,4-tiadiazol-
2-amina (4i). Solido amarelo; rendimento
68%; pf. 198-200 °C; [a]p*% +48 (CHCl3); IV
(KBr) vmax: 3171, 1557, 1102, 1530 cm?,
1348; RMN de 'H (CDCl; 300 MHz): § = 8.58
(1H, d, J 1,5 Hz, H-2"), 7.22 (2H, dd, J 7.9 and
1.5 Hz, H-4”, H-6"), 7.61 (1H, t, J 7,9 Hz, H-
5”7), 6.49 (1H, bs, NH), 5.36 (1H, m, H-3’), 2.20
(1H, m, H-1’), 2.00 (2H, m, H-5’), 2.00 (2H, m,
H-2’), 1.88 (2H, m, H-6’), 1.64 (3H, s, H-10’),
1.46 (3H, s, H-9’), 1.42 (3H, s, H-8"); RMN de
B¢ (cDCl;, 75.5 MHz,): & = 167.7 (C, C-2),
154.8 (C, C-5), 134.3 (C, C-4’), 148.7 (C, C-3"),
133.0 (C, C-1"”), 132.2 (CH, C-6"), 130.2 (CH,
C-5"”), 124.1 (CH, C-4"”), 121.6 (CH, C-2"),
120.4 (CH, C-3’), 58.6 (C, C-7’), 41.2 (CH, C-1’),
31.2 (CH,, C-5’), 26.9 (CH,, C-2’), 24.5 (CH;, C-
9’), 24.3 (CH,, C-6’), 24.1 (CHs, C-8’), 23.4
(CHs, C-10’), and EI-MS m/z 358 (M*"); Anélise
elementar: Calculado para CisH,,N;0,S: C,
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60.31%; H, 6.19%; N, 15.63%. Encontrado: C,
60.45%; H, 6.06%; N, 15.89%.

2.1.10. N-{1-metil-1-[(1R)-4-metilciclo-
hex-3-en-1-illetil}-5-(4-nitrofenil)-1,3,4-
tiadiazol-2-amina  (4j). Sélido amarelo
recristalizado com MeOH; rendimento 85%;
pf. 234-238 °C; [a]p™®: +63 (CHCl3); IV (KBr)
vmax: 3176, 1557, 1102, 1517,1341 cm’™;
RMN de 'H (CDCl;, 300 MHz): 6 = 8.28 (2H, d,
J 8.4 Hz, H-3”, H-5"); 7.97 (2H, d, J 8.4 Hz, H-
2”, H-6"), 5.67 (1H, bs, NH), 5.37 (1H, m, H-
3’), 2.15 (1H, m, H-1), 2.06 (2H, m, H-5’), 2.01
(2H, m, H-2’), 1.87 (2H, m, H-6’), 1.65 (3H, s,
H-10’), 1.44 (3H, s, H-9’), 1.36 (3H, s, H-8');
RMN de *C (CDCls, 75.5 MHz,): & = 167.8 (C,
C-2), 155.4 (C, C-5), 148.2 (C, C-4"), 137.1 (C,
C-1”), 134.4 (C, C-4’), 127.4 (2 CH, C-2” C-6"),
124.4 (2 CH, C-3”, C-5”), 120.5 (CH, C-3"),
58.9 (C, C-7’), 41.4 (CH, C-1’), 31.2 (CH,, C-5’),
26.9 (CH,, C-2’), 24.5 (CH; C-9’), 24.3 (CH,, C-
6’), 23.9 (CHs;, C-8’), 23.5 (CH3, C-10’); EI-MS
m/z 358 (M*"); Analise elementar: Calculado
para CigH»,N,0,S: C, 60.31%; H, 6.19%; N,
15.63%. Encontrado C, 60.45%; H, 6.06%; N,
15.89%.

Sintese dos derivados 1,3,4-tiadiazdis 5a-
5j

Os derivados 1,3,4-tiadiazéis (5a-j) foram
preparados de acordo com procedimento
descrito anteriormente *® e as estruturas
foram estabelecidas através da comparagao
com dados existentes na literatura).”*°

2.2, Avaliagao da atividade

antiproliferativa

Para a realizag¢do da triagem in vitro foram
utilizadas as linhagens de células tumorais
humanas U251 (glioma, SNC), UACC-62
(melanoma), MCF-7 (mama), NCI-ADR/RES
(ovario com fendtipo de resisténcia a
multiplas drogas), 786-0 (rim), NCI-H460
(pulmao), PC-3 (préstata), OVCAR-03 (ovario),
HT29 (cdlon) e K562 (leucemia), além da
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linhagem VERO (célula epitelial, rim de
macaco verde) utilizada para o delineamento
da toxicidade dos derivados testados. Essas
linhagens foram cedidas pelo Instituto
Nacional do Cancer dos Estados Unidos
(NCI/EUA) e foram cultivadas em meio RPMI
1640 com 5% de soro fetal bovino inativado
(SFB), em atmosfera de 5% de CO,, a 37 2C e
ambiente Umido. Uma mistura de penicilina e
estreptomicina (1ug mL:1 Ul mL") foi
adicionada as culturas experimentais. As
células (100 uL de suspensdo celular por
compartimento, densidade de inoculacdao
entre 3 x 10%e 6,5 x 10*cel mL") foram
expostas a diferentes concentra¢cdes das
amostras dissolvidas em DMSO/RPMI/SFB 5%
(0,25; 2,5; 25 e 250 pg mL™) e incubadas a 37
oC, 5% de CO,, em ambiente Umido, por 48 h.
A concentragao final de DMSO 1% nao afetou
a viabilidade celular. Utilizou-se
doxorrubicina como controle positivo nas
concentragdes de 0,025; 0,25; 2,5 e 25 ug mL’
! Todas as amostras foram testadas em
triplicata. Apds o periodo de incubacdo de 48
h, as células foram fixadas com acido
tricloroacético 50% e a proliferacdo celular
foi determinada através da quantificacdo
espectrofotométrica (540 nm) do contetdo
proteico celular, usando-se o teste de
sulforrodamina B*'. A partir da curva de
proliferagdo  celular em fun¢do da
concentragdo de amostra os parametros Gls
(concentragdo que produz 50% de inibicdo do
crescimento), TGl (concentragdo que produz
inibicdo total do crescimento ou efeito
citostatico) foram determinados através de
regressao nao linear usando o software
ORIGIN 7.5 (OriginLab Corporation)®.

2.3. Atividade Antileishmania

Os ensaios microbiolégicos  foram
realizados com formas promastigotas de
Leishmania amazonensis (cepa
WHOM/BR/75/JOSEFA), cultivadas em meio
Warren (infusdo de cérebro e coracgdo
“Difco® + hemina + &cido folico) pH 7,0
suplementado com 10% de soro fetal bovino
inativado (SFB — Gibco’) e incubadas a 259C.

Vo

Nos experimentos foram utilizados culturas
em fase logaritmica de crescimento, ou seja,
apoés 48 horas de incubacdo depois do
subcultivo. Para os ensaios, foram feitas
solugbes estoque de 1000 pg/mL dos
compostos sintetizados incluindo a
tiossemicarbazida, o isotiocianato e o R-(+)-
limoneno, solubilizadas com DMSO
(dimetilsulfoxido — Sigma Chemical Co, St
Louis, MO, USA®) a 1%. Para os testes, um
inéculo inicial de 1x10° células/mL em meio
Warren de formas promastigotas de L.
amazonensis com cultivo de 48 h foram
colocadas em placa de 24 pocgos estéreis na
presenca e na auséncia da substancia
solubilizada em DMSO a 1%. Os tratamentos
foram realizados nas concentracdes finais de
1, 5, 10, 50 e 100 pg/mL. O crescimento foi
avaliado através da contagem em camara
hematocitrométrica de Neubauer, em um
microscopio 6ptico, apds 72 h de incubagdo a
25 °C. Os experimentos foram realizados em
duplicata e a atividade antileishmania foi
expressa através do percentual de inibicdo de
crescimento em relagdo ao controle®.

A avaliagdo da atividade citotdéxica dos
compostos sintetizados foi realizada sobre
macrofagos da linhagem J774G8. Este
método baseia-se na afinidade do corante
sulforrodamina B pelas proteinas celulares
propiciando uma avaliacdo colorimétrica
diretamente proporcional ao numero de
células vidveis. Uma suspensdo de
macrofagos J774G8 em meio RPMI 1640
acrescido de 10% de SFB e 50 ug/mL de
gentamicina foi distribuida em microplaca de
96 pocos na concentragio de 5,0 x 10°
células/mL. As células foram incubadas por
24 h em estufa Umida a 37 2C com tensdo de
5% de CO, até a formagdo da uma
monocamada. Posteriormente, o meio foi
retirado e 100 uL de diferentes
concentragdes dos compostos (160, 320, 640
e 1.280 pg/ml) foram adicionados a
monocamada de macrofagos. Controle de
células (sem adicdo dos compostos
sintetizados) foi realizado. A microplaca foi
incubada por 48 h apds a adicdo das
concentragdes dos compostos. Apds esse
periodo de incubagdo, o meio dos pocgos foi
removido, e fixado com acido tricloroacético
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a 10% no volume de 50 pL/pogo por 1 h sob
refrigeracdo e ao abrigo de luz. A placa foi
lavada 4 vezes em dagua corrente e mantida
em temperatura ambiente até secagem. Em
cada pocgo adicionou-se 50 plL de uma solucdo
4% de sulforrodamina B, para coloragdo, e a
microplaca foi incubada por 30 min sob
refrigeracdo e ao abrigo da luz. Em seguida a
microplaca foi lavada com acido acético 1% 4
vezes para a remogdo do corante. O corante
ligado as células viaveis foi dissolvido em 150
puL  de solugdo Tris-base 10 mM. A
absorbancia foi determinada em por
espectrofotdbmetro com leitor de microplacas
em 530 nm. A citotoxicidade foi determinada
pela destruicdo celular propiciada pelo
composto, a fim de determinar o CCs, (dose
tdxica a 50% das células).***

3. Resultados e discussao

3.1. Obtencdo dos 1,3,4-tiadiazois

A série dos heterociclicos 1,3,4-tiadiazdis
(Figura 1) foi obtida a partir de um protocolo
sintético ja estabelecido por nosso grupo de
pesquisas, em que o precurssor terpénico
insaturado R-(+)-limoneno é convertido no
seu respectivo isotiocianomonoterpeno 1 a
partir da adicdo quimio- e regiosseletiva de
acido isotiocianico (HSCN) a dupla ligagdo™.
Esta metodologia garante a manutenc¢do e a
integridade do centro estereogénico do
monoterpeno. O isotiocianato terpénico
obtido é submetido a uma reagdo de
condensacdo com hidrazina que leva a
formacao da tiossemicarbazida
monoterpénica 2.” As tiossemicarbazonas
3a-3j sdo obtidas pela condensagao mediante
catalise acida da tiossemicarbazida 2 com
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benzaldeido e derivados substituidos.”’” Por
fim, os derivados 1,3,4-tiadiazélicos 4a-4j
foram preparados a partir da ciclizacdo
oxidativa das
benzaldeidotiossemicarbazonas 3a-3j com
cloreto férrico mediante refluxo em meio
hidro-etandlico. Os tiadiazdis foram obtidos
com rendimentos satisfatorios entre 35-85%
com tempos reacionais variando de 2 a 20
horas.

Os derivados 1,3,4-tiadiazois foram
caracterizados estruturalmente através das
técnicas espectroscopicas de IV, EM e RMN
de 'H e de °C, uni- e bidimensionais. Nos
espectros de absorcdao no infravermelho
destacam-se a presenca das bandas em 1095-
1102 cm™ caracteristica de vibracdes da
porcdo N=C-S-C=N do anel tiadiazélico, além
de banda em 3211-3226 cm™ referente a
estiramento da ligacdo N-H. Para os nitro-
derivados 4h, 4i e 4j destacam-se também os
sinais referentes ao estiramento do grupo —
NO, em 1517 e 1341 cm™ A formacao do
nucleo 1,3,4-tiadiazol foi confirmado por
sinais nos espectros de RMN de 'H e de “C.
No espectro de RMN de 'H, observa-se a
auséncia de sinais de hidrogénios iminicos
caracteristicos das
benzaldeidotiossemicarbazonas precursoras
dos 1,3,4-tiadiazdis, a presenga de um
singleto em &y 5,21-6,55 (NH-6), além de
sinais caracteristicos da unidade R-(+)-
limoneno e hidrogénios do sistema aromatico
provenientes do benzaldeido, enquanto que
no espectro de RMN de *C/DEPT verifica-se a
presenga de dois sinais de carbonos nao
ligados a hidrogénio em 6. 165,5-168,8 (C-2)
e 153,0-158,2 (C-5) tipicos do sistema
heterociclico e também as auséncias de sinal
de carbono iminico e tiocarbonilico. Os dados
espectrais das substancias sintetizadas foram
reportadas anteriormente®.
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Figura 1. Rota de sintese para obtencgdo de 1,3,4-tiadiazéis (4a-4j) a partir do R-(+)-limoneno

3.2, Avaliacdo da atividade

antiproliferativa

A atividade antitumoral para os 1,3,4-
tiadiazoéis foi avaliada in vitro frente a dez
diferentes linhagens de células tumorais
humanas: glioma (U251), melanoma (UACC-
22), mama (MCF-7), ovario com fendtipo
resistente a multiplas drogas (NCI-ADR/RES),
rim (786-0), pulmdo, tipo células ndo-
pequenas (NCI-H460), préstata (PC-3), ovario
(OVCAR-3), colo (HT29) e leucemia (K562). A
célula epitelial renal de macaco verde (VERO)
foi utilizada como parametro de avaliagdo da
toxicidade dos compostos sobre célula
normal. O quimioterdpico doxorubicina foi
utilizada como padrdo de controle positivo.

Os compostos R-(+)-limoneno,
isotiocianato 1, tiossemicarbazida 2 e
tiossemicarbazonas 3a-3h tiveram seu
potencial antitumoral anteriormente

reportado,”’ com destaque para derivados 2-
hidroxibenzaldeido e pirrol-carboxaldeido-
tiossemicarbazonas como as moléculas
potencialmente mais ativas, enquanto que o
derivado  4-fluor-benzaldeido  mostrou-se
seletivo para células tumorais de préstata PC-
3.

Com relagdo a atividade inibitéria do
crescimento tumoral (Glsg), a maioria dos
1,3,4-tiadiazdis derivados do R-(+)-limoneno
desempenharam atividade antiproliferativa
contra as linhagens celulares tumorais
avaliadas, em especial frente a células
tumorais de melanoma UACC-62, em que os
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derivados benzaldeido (4a) e 4-metil (4b)
apresentaram melhor atividade com Glsg =
1,5 e 0,27 uM, respectivamente (Tabela 1).
Ainda, o derivado 4b apresentou uma
moderada seletividade frente a UACC-62 em
comparacdo com as demais linhagens
celulares tumorais avaliadas (Figura 2). Os
derivados menos ativos da série foram o 4-Cl
(4g) e 4-NO, (4j). O derivado 4-Cl mostrou-se

Vandresen, F. et al.

tumorais de glioma U251, melanoma UACC-
62 e colo HT-29, enquanto que o derivado 4-
NO, apresentou-se mais ativo para células
tumorais de melanoma UACC-62 e leucemia
K-562. Para as demais linhagens de células
tumorais avaliadas, estes dois derivados
mostraram-se inativos. Seis andlogos (4c, 4d,
4e, 4f, 4h e 4i) foram moderadamente ativos
frente a todas as células tumorais testadas,

pouco ativo apenas contra as células ndo apresentando seletividade significativa.
4-Me TDZ
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Figura 2. Gréfico de porcentagem de crescimento versus concentragdo (ug/mL) para avaliagdo
da atividade antitumoral do derivado (4b)

Em relacdo aos derivados nitro-
substituidos (4h-4j), o mais ativo da série foi
o analogo 3-NO, (4i), enquanto que o 4-NO,
(4j) se mostrou o menos ativo. Porém, este
analogo se mostrou moderadamente seletivo
para células leucémicas K-562 e com
consideravel atividade inibitdria do
crescimento celular (Glsp= 2,4 uM). Para os
cloro-derivados (4e-4g), fracos retiradores de
densidade eletronica, também foi possivel
observar que o composto mais ativo foi o 3-Cl

(4f), enquanto que o menos ativo foi o
analogo 4-Cl (4j).

Entre os compostos avaliados, no que se
refere a atividade citostatica (Tabela 2) se
destacam os derivados 3-Cl (4f) e 3-NO, (4i),
pois ambos se mostraram ativos contra todas
as células tumorais avaliadas, porém com
baixa seletividade. Ambos os compostos
também apresentaram toxicidade contra
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células normais VERO com valores de TGl de
31,3 e 31,5 uM, respectivamente.

Em relacdo a andlise individual das células
tumorais testadas, hovamente o derivado 4-
CH; (4b) se apresentou como o mais ativo,
com TGl de 5,8 uM contra as células de
melanoma UACC-62. O Unico composto que
se apresentou inativo contra todas as
linhagens celulares avaliadas foi o derivado 4-
Cl (4g).

Quanto a atividade citotoxica dos 1,3,4-
tiadiazdis, os derivados 4-N(CH3), (4d), 4-Cl
(4g), 2-NO, (4h) e 4-NO, (4j) se mostraram
inativos contra todas as células tumorais
testadas. O derivado que apresentou maior
atividade citotdxica foi o 3-NO, (4i). Contudo,
a maior citotoxicidade apresentada foi
verificada para o derivado 3-Cl (4f) contra
células tumorais de melanoma UACC-62, com
LCso de 36,6 uM.

Analisando os resultados da avaliacdo de
atividade antitumoral realizada para os
compostos sintetizados neste trabalho a
partir do R-(+)-limoneno, pode-se observar

Vo

que a incorporagdo de novos grupos a sua
molécula foi proporcionando o acréscimo da
atividade antitumoral dos seus derivados.
Inicialmente, este monoterpeno apresentou-
se com atividade de inibicdo do crescimento
tumoral apenas para células leucémicas K-
562 e com a adi¢do do grupo isotiocianato foi
possivel observar que a atividade biolégica ja
foi razoavelmente amplificada.

O potencial antitumoral dos 1,3,4-
tiadiazdis sintetizados é considerada positiva,
mesmo que estes compostos ndo tenham
apresentado uma seletividade consideravel.

Derivados 1,3,4-tiadiazéis descritos na
literatura apresentam atividade
antiproliferativa com Glsg similares ou
maiores aos analogos 1,3,4-tiadiazéis

derivados do R-(+)-limoneno.***” Todos os

derivados apresentaram-se ativos quanto a
atividade inibitdria do crescimento celular e
alguns analogos, como os derivados com
substituintes 3-CI (4f) e 3-NO, (4i)
apresentaram importantes atividades
citotoxicas.

Tabela 1. Valores de Glso (LM) para a avaliagdo da atividade antitumoral de 1,3,4-tiadiazéis

derivados do R-(+)-limoneno (4a-4j)

U251 vAcc- MCF-7 746-0 PC-3 OVCAR- HT29 K-562 VERO
Composto 2 03

DOX 0,06 0,13 0,10 0,14 0,40 0,53 0,34 0,11 1,3
4a 17,8 1,5 29,6 15,3 24,3 16,5 16,9 13,1 11,2
4b 14,6 0,27 31,7 16,4 23,2 20,7 16,9 11,9 11,6
4c 8,6 11,3 19,4 9,7 14,8 12,7 16,0 6,2 18,0
4d 25,7 27,8 >100 56,0 39,5 56,3 22,0 10,1 70,7
de 68,9 14,0 28,2 14,0 93,4 93,4 69,1 43,0 52,6
af 12,8 8,7 17,5 13,9 16,2 12,9 18,2 12,9 11,4
4g 81,3 78,2 >100 >100 >100 >100 45,4  >100 >100
4h 19,7 13,9 31,3 44,8 36,6 15,6 24,8 16,9 23,0
4i 9,8 9,1 16,4 11,6 12,5 11,1 14,6 10,3 11,1
4j >100 15,6 >100 >100 >100 93,9 >100 2,4 >100

DOX=doxorrubicicina. U251 (glioma); UACC-62 (melanoma); MCF-7 (mama); 746-0 (rim); PC-3
(prostata); OVCAR-3 (ovario); HT29 (colorretal); K562 (leucemia). VERO (célula epitelial renal

de macaco verde, cel. normal).
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Tabela 2. Valores de TGI(uM) para a avaliacdo da atividade antitumoral de 1,3,4-tiadiazdis
derivados do R-(+)-limoneno (4a-4j)

Composto U251 UACC-62 MCF-7 746-0 PC-3 OVCAR-03 HT29 K-562 VERO
DOX 1,2 0,55 4,6 >46,0 5,9 8,5 >46 0,46 >46,0
4a 63,1 14,3 >100 42,4  >100 49,4 >100 72,7 50,0
4b 43,3 5,8 >100 54,6 87,6 74,2 >100 43,3 35,1
4c 21,8 24,2 >100 20,7 60,3 34,9 >100 36,4 >100
4d >100 95,0 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
4e >100 73,0 >100 41,7 >100 84,5 >100 >100 >100
4f 55,2 14,4 61,2 41,7 55,2 54,6 82,5 34,8 31,3
4g >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100
4h 74,2 42,1 >100 100 99,6 57,5 >100 >100 >100
4i 20,1 20,9 84,2 24,8 34,6 11,1 57,2 32,1 31,5

4j >100 90,9 >100 >100 >100 >100 >100 >100 >100

DOX=doxorrubicicina. U251 (glioma); UACC-62 (melanoma); MCF-7 (mama); 746-0 (rim); PC-3
(préstata); OVCAR-3 (ovario); HT29 (colorretal); K562 (leucemia). VERO (célula epitelial renal

de macaco verde, cel. normal).

3.3. Atividade Antileishmania

Com relacdo a atividade antileishmania,
foram avaliadas as atividades dos derivados
R-(+)-limoneno-1,3,4-tiadiazdis e também os
1,3,4-tiadiazdis desprovidos da unidade
monoterpénica. Os compostos sintetizados
apresentaram pronunciada atividade frente a
forma promastigota de L. amazonensis com
valores de ICso entre 5,4 e 22,4 uM para os
derivados do R-(+)-limoneno e de 8,5 a 80,7
MM para os derivados nao substituidos. A
anfotericina B foi utilizada como farmaco
referéncia e apresentou Clsp= 0,063uM.

Para os derivados que possuem grupos
retiradores de densidade eletronica, os
andlogos contendo o grupo nitro nas
posicdes orto (4h), meta (4i) e para (4j),
verificou-se que o mais ativo foi o que
apresenta o grupo nitro em meta (4i), com
IC50=6,0 uM. Para os derivados contendo o
grupo cloro também nas posi¢cdes orto (4e),
meta (4f) e para (4g), o composto mais ativo
também foi o que apresentou o substituinte

na posicao meta, com IC5= 5,6 puM. Em
relacio aos derivados contendo grupos
doadores de densidade eletrbnica, as
moléculas que apresentaram  melhor
desempenho na avaliagdo da atividade frente
a forma promastigota de L. amazonensis
foram as derivadas 4-OCH; (4c) e 4-N(CHs),
(4d), ambas com 1C5,=5,4 uM (Tabela 3).

Como pode ser observado na Tabela 3 os
derivados ndo substituidos de 1,3,4-tiadiazéis
apresentaram atividade bioldgica frente as
formas promastigotas de L. amazonensis
inferior aos derivados substituidos pela
unidade terpénica, com exce¢ao do derivado
4-N(CHs), (5d) com IC50=8,5 puM. Assim, a
hipétese pela melhor atividade bioldgica
apresentada pelos 1,3,4-tiadiazdis derivados
do R-(+)-limoneno pode ser devido a
presenca do grupo terpénico, conferindo
maior carater lipofilico as moléculas.
Segundo Barreiro (2008) esta observacdo é
pertinente uma vez que o aumento na
lipofilicidade ou coeficiente de particdo de
uma molécula pode conferir a ela a tendéncia
a ultrapassar com maior facilidade as
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membranas  hidrofébicas, apresentando  uma melhora no perfil farmacolégico.*®
melhor biodisponibilidade, resultando em

Tabela 3. Valores de Cls, para as formas promastigotas de Leishmania amazonensis, CCsy
para células J774G8 e seus respectivos indices de seletividade (IS)

Composto Estrutura Clso (UM) CCso (UM) IS*
4a é 18,0+2,9 NT NT
A
T
h
ab é CHy 6,9+0,6 NT NT
: /'\[N\
A
H
ac é OCH, 5,410 1237,5 229,1
NN
%N)\S

\
4d é NS 5,4+1,0 2828,4 523,8
: N
de é >/© 22,4+4,9 NT NT
_N
.
af é >/©L 5,640,2 2874,3 513,2
N
R B cl

e é ¢ 9,1£2,6 NT NT
: '\f/N\>/©/
%N)\S
4h é p 7,1+0,2 NT NT
N/N
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4i é V@\ 6,0+0,6 199,5 33,3
N
: N NO,

pE
NS
H
4j é Mo 7,5+0,0 NT NT
N/NV©/
: | )
o
H
5a N/N\ 80,7+17,5 NT NT
.
CHs
5b NN 16,2+0,0 NT NT
A\
.
OCH3
5¢ N/N\ 16,746,5 NT NT
HzN/LS
N/
5d ) N 8,50,3 NT NT
D
Hy S
[¢]]
Se v 34,8+1,7 NT NT
HZN/[/\S
5f NN 17,7+11,7 NT NT
| al e
HZN/kS
Cl
5g N—N 15,445,0 4727,9 307,0

.,

O,N
5h N 41,0+12,7 NT NT
A\
HZN/LS
5i N/N>/© 48,4+0,3 NT NT
HZN/LS e
NO,

5j 41,9+8,3 NT NT

N
HZN/LS

*1S=CCs /Clso, NT=Ndo testada
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Os compostos que contém o nucleo 1,3,4-
tiadiazol apresentam bons resultados de
atividade frente a diferentes espécies de
Leishmania, com valores de ICsy inferiores a
10 uM. Os resultados obtidos neste trabalho
sdo de grande relevancia, pois a atividade
antileishmania desempenhada pelos 1,3,4-
tiadiazois derivados do R-(+)-limoneno sdo
em alguns casos superiores as relatadas na
literatura para trabalhos com compostos
contendo este tipo de nucleo heterociclico.

A avaliacdo da atividade citotdxica (CCsg)
foi realizada inicialmente para os compostos
gue apresentaram melhores atividades.
Dentre os derivados do R-(+)-limoneno, foi
observado que os analogos 4-OCH; (4c), 4-
N(CHs), (4d) e 3-Cl (4f) apresentaram os
menores efeitos tdxicos as células J774GS,
sendo os dois ultimos com valores de CCsq
superiores a 2800 uM. O derivado 3-NO, (4i)
apresentou efeitos téxicos moderados com
valor de CCsy de 199,5 uM. Ja em relacdo aos
1,3,4-tiadiazdis ndo substituidos, apenas o
derivado 4-Cl (5g) foi avaliado e se
apresentou pouco téxico com valor de CCs
de 4727,9 uM.

De acordo com os indices de seletividade
(1S), foi constatado que os derivados 4-OCHj;
(4c), 3-Cl (4f) e 4-N(CHs), (4d) 1,3,4-tiadiazdis
apresentaram-se bastante seletivos com IS =
229,1, 513,2 e 523,8, respectivamente,
enquanto que o derivado 3-NO, (4i)
apresentou média seletividade, com IS =
33,3. Para o derivado n3o-substituido
analisado 4-clorobenzaldeido-1,3,4-tiadiazol
(5g), a seletividade também foi bastante
consideravel com IS = 307,0.

Comparados ao farmaco referéncia, os
1,3,4-tiadiazdis derivados do R-(+)-limoneno
bem como os derivados sem unidade
terpénica ndo apresentaram o mesmo perfil
de atividade. Mas quando comparados a
atividades frente a formas promastigotas de
Leishmania de outros derivados 1,3,4-
tiadiazdis da literatura, verificou-se que os
compostos sintetizados apresentaram
resultados muito satisfatorios, similares e em
alguns casos foram mais ativos.>**

Vo

4. Conclusao

Neste trabalho, apresentamos os
resultados da avaliagdo das atividades
antitumoral e antileishmania para 1,3,4-

tiadiazois derivados do R-(+)-limoneno. Com
relacdo a atividade antitumoral, o derivado 4-
metil (4b) mostrou-se ativo frente as células
tumorais de melanoma (UACC-62), enquanto
que os derivados 4-metoxi (4c) e 4-
dimetilamino (4d) foram os mais ativos frente
a forma promastigota de L. amazonenses. Os
resultados obtidos demonstram o potencial
farmacolégico dos derivados obtidos, em
especial a substancia (4b) que mostrou-se
ativa e seletiva frente as células tumorais de
UACC-62 levando a continuidade dos estudos
para um melhor entendimento do
desempenho farmacoldgico desta substancia
e a investigacdo a respeito do mecanismo de
acao.
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