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RESUMO

A doenca de Chagas é reconhecida pela OMS como uma das 13 doencas tropicais mais
negligenciadas do mundo. O atual tratamento da doenca é feito basicamente com
Benznidazol. No entanto, tal medicamento ndo é ideal, principalmente por apresentar sérios
efeitos colaterais e por ndo ser ativo na fase cronica da doenca. Por esse motivo torna-se
necessario o desenvolvimento de novos protdtipos a farmacos anti-T. cruzi. Trabalhos
desenvolvidos por nosso grupo de pesquisa tém revelado que as tiossemicarbazonas e
derivados heterociclicos do tipo tiazol tem revelado potencial atividade frente ao T. cruzi.
Estes trabalhos nos motivaram a sintese de inéditos candidatos a farmacos antichagasicos.
Para o planejamento das series foram escolhidos grupamentos farmacofdricos com conhecida
atividade antichagasica. A primeira série PM01-10 utiliza a técnica de hibridacdo molecular,
juntando dois grupos farmacoforicos, o anel ftalimida e a tiazolil-hidrazona (bioiséstero
ciclico da tiossemicarbazona). A segunda série PT01.2-14 sdo bioisésteros da 3’-
bromopropilfenona-tiossemicarbazona (1i) contendo o anel tiazol. Dez inéditos derivados da
ftalimida (PM01-10 e PAOQ1) e dez inéditos derivados da 1li (PT01.2-14) do tipo tiazolil-
hidrazonas foram obtidos e caracterizados estruturalmente. Os compostos (PMO01-10 e PAQ1)
foram avaliados quanto as suas atividades tripanocidas “in vitro” frente a forma evolutiva
epimastigota e quanto a citotoxicidade frente a células de mamiferos. Os compostos (PT01.2-
14) foram avaliados quanto a atividade tripanocida frente a forma tripomastigota e
epimastigota e quanto a citotoxicidade em células de mamiferos. Da série PMO01-10, foi
possivel identificar os tiazois PM04, PMO05 e PMO06 como os mais potentes da serie, que
apresentam propriedades tripanocidas, para a forma epimastigota, melhores que o BDZ. Da
série PT01.2-14, foi possivel identificar os tiazéis PT01.2, PT01.4 e PT01.5 como 0s mais
potentes da série, que apresentam propriedades tripanocidas similares ao BDZ. As duas séries
de compostos também foram avaliadas quanto as propriedade leishmanicidas. Da série PMO01-
10, foi possivel identificar os tiazois PM02 e PM10 como os mais potentes da série. Ja entre
os tiazois da série PT01.2-14, foi possivel identificar os tiazois PT01.7 e PT01.9 como o0s
mais seletivos da série, sendo o PT01.7 trés vezes mais seletivo e 0 PT01.9 quatro vezes mais
seletivo, quando comparado com a tiossemicarbazona PTO1.

Palavras-chaves: Doenca de Chagas, Cisteina, Ftalimidas e tiazolil-hidrazonas.



ABSTRACT

Chagas disease is recognized by WHO as one of the 13 most neglected tropical diseases in the
world. The current treatment of the disease is basically done with Benznidazole. However,
this medicine is not ideal, especially for presenting serious side effects and for not being
active in the chronic phase. For this reason it is necessary to develop new prototypes anti-T.
cruzi. Works developed by our research group have shown that thiosemicarbazones and
heterocyclic derivatives of the type thiazole has revealed the potential activity against T.
cruzi. This works motivated the synthesis of novel drug candidates for anti-Chagas. For the
planning of the series were chosen pharmacophoric groups with known Chagas activity. The
first series PMO01-10 uses the technique of molecular hybridization, by joining two groups
pharmacophore, phthalimide ring and thiazolyl-hydrazone (cyclical thiosemicarbazone
bioisoster). The second series PT01.2-14 are 3'-bromopropilfenona thiosemicarbazone (1i)
bioisoster containing a thiazole ring. Ten novel derivatives of phthalimide (PM01-10 and
PAO1) and ten novel derivatives 1i (PT01.2-14), of the type thiazolyl-hydrazones, were
obtained and characterized structurally. The compounds (PM01-10 and PA01) were evaluated
for their trypanocidal activity "in vitro" forward to the way evolutionary epimastigote and the
cytotoxicity against mammalian cells. Compounds (PT01.2-14) were assessed for activity
against trypanocidal to epimastigote and trypomastigote forms and the cytotoxicity in
mammalian cells. Series PM01-10, it was possible to identify the thiazoles PM04, PMO05 and
PMO06 as the most potent of the series, which have trypanocidal properties for the
epimastigote form, better than the BDZ. PT01.2-14 series, it was possible to identify thiazoles
PT01.2, PT01.4 and PT01.5 as the most potent of the series, which have properties similar to
trypanocidal BDZ. The two series of compounds were also evaluated for the antileishmanial
property. Series PM01-10, it was possible to identify the thiazoles PM02 and PM10 as the
most potent of the series. Among the thiazoles PT01.2-14 series, it was possible to identify
thiazoles PT01.7 and PT01.9 as the most selective of the series, being the PT01.7 three times
more selective and PT01.9 four times more selective compared to the thiosemicarbazone
PTO1.

Keywords: Chagas disease, Cysteine, Phthalimides and Thiazolyl-hydrazones.
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Capitulo 1

Introducao, Objetivos e Revisdo da Literatura



Paulo André Teixeira de Moraes Gomes Dissertacdo de Mestrado 17

1.1 INTRODUCAO

A doenca de Chagas, inicialmente conhecida como tripanossomiase americana, teve
seu nome posteriormente modificado em homenagem a Carlos Ribeiro Justiniano Chagas,
pesquisador brasileiro que primeiro descobriu a doenca em 1909 [1]. Trata-se de uma
importante doenca parasitaria resultante da infeccdo pelo protozoario parasito
hemoflagelado Trypanosoma cruzi, tendo insetos triatomineos como vetores. As formas mais
importantes de transmissdo da doenca de Chagas ainda sdo as vetoriais (seja via leséo
resultante da picada, seja pela mucosa ocular ou oral), contudo apresentam também
importancia epidemioldgica a transmissao transfusional e congénita [2].

Segundo a Organizacdo Mundial da Saldde (OMS) estima-se que 10 milhdes de
pessoas estdo infectadas no mundo, principalmente na América Latina onde a doenca de
Chagas é endémica. Mais de 25 milhdes de pessoas estdo em risco da doenca. E estima-se que
em 2008 a doenca de Chagas matou mais de 10 000 pessoas [1]. No Brasil, é compulsoria a
notificacdo de casos agudos da doenca de Chagas, segundo a Portaria 5, de 21 de fevereiro de
2006 da Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude.

A doenca de Chagas € uma zoonose transmitida em foco natural ou em unidades
ecologicas dentro de um ambiente geografico bem definido. A unidade ecoldgica é composta
por mamiferos silvestres e domésticos e por triatomineos silvestres, ambos infectados com T.
cruzi. A transmissdo continua é garantida com ou sem o envolvimento do homem. Existem
dois estagios da doenca humana: A fase aguda, que aparece logo apds a infeccdo, e na fase
crbnica, que pode durar muitos anos. Apds varios anos de um periodo assintomatico, 25% dos
infectados desenvolvem sintomas cardiacos que podem levar a insuficiéncia cardiaca crénica
e morte subita, 6% desenvolvem danos digestivos, principalmente de mega-célon e mega-
esodfago, e 3% sofrem envolvimento dos nervos periféricos [3].

Nifurtimox e benznidazol foram introduzidos na clinica nas décadas de 60-70 como
tratamento para a doenca de Chagas, mas atualmente ndo se encontram disponiveis
comercialmente no Brasil. Nenhum destes compostos € ideal, principalmente por
apresentarem sérios efeitos colaterais e por ndo serem ativos na fase crbnica [4]. Por esse
motivo torna-se necessario o desenvolvimento de novos prototipos a farmacos anti-T. cruzi.

O crescente conhecimento da biologia basica de T. cruzi, o agente etioldgico causador
da doenca de Chagas, permite o desenvolvimento de novas abordagens racionalmente
desenvolvidas para quimioterapia especifica. A calepsina L-cisteina protease, também

denominada cruzipaina ou cruzaina € responsavel pela principal atividade proteolitica de
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todas as fases do ciclo de vida do parasito e representa um alvo interessante para o
desenvolvimento de potenciais terapéuticos para o tratamento da doenca [5]. Cruzipaina é
expressa diferencialmente em quatro fases principais do ciclo biolégico do parasito; esta
localizada em diferentes compartimentos celulares e é essencial para a sobrevivéncia do T.
cruzi dentro das células hospedeiras [6]. Embora a sua funcdo exata seja desconhecida, esta
provavelmente envolvida na degradacao de proteinas eliminadas a partir do repasto sanguineo
do inseto vetor [7].

O heterociclo ftalimida (IUPAC: 1,3-isoindolinadiona) ¢ um importante prot6tipo
estrutural, estando entre as 40 estruturas farmacoféricas mais promissoras para o0
desenvolvimento de drogas antitumorais, imunomoduladoras e anti-inflamatérias, segundo a
“National Cancer Institute” (NCI, USA) [8]. Considerando os aspectos clinicos da doenca, a
acdo imunomodulatoria e anti-inflamatéria de derivados ftlimidicos pode ser importante para
o0 tratamento da doenca de Chagas tanto na fase aguda quanto na doenca cronica. A ftalimida
atua tanto em determinadas cepas do T. cruzi quanto em outros parasitos [9].

Tiossemicarbazonas e seus bioisdsteros (como, por exemplo, o heterociclo tiazol)
também vém apresentando bons resultados de inibicdo do T. cruzi. Estudos realizados em
nosso laboratorio (LpQM), com o auxilio de colaboradores, comprovaram a atividade
antichagasica de compostos aril-tiossemicarbazonas e tiazolinonas, onde os resultados obtidos
dos estudos de “docking” indicaram a possibilidade de inibi¢do da cruzaina do T. cruzi [10,
11,12,13]. Du e colaboradores (2002) descreveram inicialmente alguns derivados
tiossemicarbazonicos com potente atividade antichagasica in vitro, destacando-se 0 composto
1i (3’-bromopropilfenona-tiossemicarbazona) [14].

Este trabalho apresenta a sintese de duas séries de inéditas tiazolil-hidrazonas (uma
série de analogos estruturais da talidomida e outra série de analogos da 3’-
bromopropilfenona-tiossemicarbazona) candidatas a farmacos antichagasicos, planejadas

por estratégias de bioisosterismo e hibridacdo molecular.



Paulo André Teixeira de Moraes Gomes Dissertacdo de Mestrado 19

1.2 OBJETIVO

1.2.1 Objetivo Geral

No ambito de um programa de pesquisas que visa a identificacdo de novos agentes
tripanocidas e inibidores da cruzaina, objetivou-se realizar o planejamento e a sintese de
novas hidrazona-tiazéis quimicamente funcionalizadas, estruturalmente planejadas atraves das
estratégias de hibridagdo e bioisosterismo molecular, e posterior avaliacdo das propriedades

antichagasicas desses compostos.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar uma série de compostos (PMO01-10 e PAOQ1) constituida por inéditos
derivados da ftalimida;

e Sintetizar uma série de compostos (PT01.2-14) constituida por inéditos derivados da
3’-bromopropilfenona-tiossemicarbazona;

e Caracterizar quimicamente e elucidar estruturalmente todos os compostos atraves de
técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear de Prétons (*H-RMN) e Carbono (:3C-
RMN), Infravermelho (1V) e Andlise Elementar;

e Analisar citotoxicidade celular frente a células de mamiferos;

e Auvaliar atividade anti-proliferativa “in vitro” frente a tripomastigotas e epimastigotas
do T. cruzi, com determinacdo da concentracdo inibitoria para 50% (ICso) e do indice

de seletividade (SI) (em comparacdo com o Benznidazol);
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1.3 REVISAO DA LITERATURA

1.3.1 Doenga de Chagas

1.3.1.1 Historia

Reconhecida pela OMS como uma das 13 doengas tropicais mais negligenciadas do
mundo [15], a doenca de Chagas tem sido uma calamidade para a humanidade desde a
Antiguidade, e continua a ser um relevante problema social e econdmico em muitos paises da
Ameérica Latina [16, 3].

Esta infeccdo permanente, também conhecida como tripanossomiase americana, €
causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, e foi descoberto em 1909, pelo médico
brasileiro Carlos Chagas (1879-1934) (Fig. 1). O relato original de Chagas [17] é Unico na
histéria da medicina, no sentido de que um dnico cientista descreveu detalhadamente tanto o
ciclo de transmissdo (vetores, hospedeiros, e um organismo infeccioso novo) quanto as
manifestacdes clinicas agudas do primeiro caso humano.

As conclus@es dos estudos de paleoparasitologia, que recuperaram DNA do T. cruzi de
muUmias humanas, mostraram que a doenca de Chagas ja afligia 0 homem ha 9000 anos [18].

Notavelmente, o primeiro caso relatado de doenca de Chagas pode ter precedido a
descoberta de Carlos Chagas - Charles Darwin possivelmente contraiu T. cruzi durante a sua
expedicdo a América do Sul em 1835, como sugerido por sua vivida descri¢do de contato com

0 barbeiro, triatomineos, e por alguns de seus sintomas na vida adulta [19].

Figura 1 - Carlos Chagas

©0swaldo Cruz House — Fiocruz.
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1.3.1.2 Epidemiologia

A doenca de Chagas era originalmente confinada em &reas pobres, rurais da América
Central e do Sul, em que ocorre a transmissdo por vetores ao homem. Nos ultimos 20 anos,
houve uma melhora nos programas de controle vetoriais (como as Iniciativas Cone Sul, Pacto
de Andina e América Central para controlar/eliminar a doenca de Chagas), e a triagem
obrigatoria nos bancos de sangue reduziram substancialmente novos casos de infecgdo e
diminuiram a carga da doenca de Chagas na America Latina [20].

Em pesquisas realizadas na década de 1980, 100 milhdes de pessoas (25% de todos 0s
habitantes da América Latina) estima-se que estavam em risco de infeccdo, e 17,4 milhdes
foram infectadas em 18 paises endémicos em 1980-85 [21].

De acordo com estimativas da Pan American Health Organization [22], 20% da
populacdo da América Latina estavam em risco (109 milhGes de individuos) e quase 7,7
milhdes de individuos foram infectados em 2005 [22]. Além disso, a transmissdo de T. cruzi
pelas principais espécies de vetores domiciliares, T. infestans, foi estacionada no Uruguai em
1997, no Chile em 1999, e no Brasil em 2006. De acordo com a legislacdo federal, varios
paises endémicos estdo agora fazendo a triagem para T. cruzi em praticamente todas as
doacGes de sangue [3], € o numero de amostras de sangue infectado diminuiu
substancialmente em todos os paises da América Latina [21, 22].

Outras realizacGes importantes foram as reducGes na incidéncia de novos casos da
doenca de Chagas (700.000 por ano em 1990 vs 41.200 por ano em 2006) e do nimero de
mortes pela doenca de Chagas (cerca de 50.000 por ano vs 12.500 por ano) [3]. Contudo, o
recente influxo de imigrantes de paises endémicos para a doenca Chagas, esta fazendo com
gque a mesma se torne um importante problema de saude nos EUA e Canadd e em muitas
partes da Europa e no oeste do Pacifico, onde tem sido identificado um nimero crescente de
individuos infectados (Fig. 3) [23]. O destino mais comum dos imigrantes da América Latina
sdo os EUA, onde um numero estimado de 300.167 individuos (principalmente do México)
estd infectado com o T. cruzi [24]. A Espanha tem o segundo maior nimero de imigrantes
infectados, uma estimativa de 47.738-67.423, a maioria oriundos do Equador, Argentina,
Bolivia e Peru [25].

Os dados mais recentes no Brasil apontam que a doenca de Chagas segue como
problema de saude publica, sobretudo nas grandes cidades para onde convergiram pessoas
infectadas pelo parasito, sejam aquelas assintomaticas ou oligossintomaticas em busca de

trabalho, ou doentes em busca de tratamento. A doenga de Chagas € a quarta causa de morte
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no Brasil entre as doencas infecto-parasitarias, sendo as faixas etarias mais atingidas acima de
45 anos. Vé-se que é nas grandes cidades que se concentram 0s pacientes, especialmente na
regido sudeste. Por isso, ndo se pode negligenciar na atengdo a transmissdo e cuidados com
pessoas infectadas pelo parasito, estejam elas com manifestacdes clinicas ou ndo, mesmo que

a transmissao domiciliar por Triatoma infestans tenha sido interrompida com sucesso [2].

Figura 2 - Numero estimado de imigrantes infectados pelo Trypanosoma cruzi vivendo em paises néo

edémicos
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Dados fornecidos pelo Canadd, Australia e Japdo em 2006 [26]; os EUA em 2005 [24]; Espanha em 2008 [25]; e
outros paises da Europa em 2004-06 [23].

1.3.1.3 Mecanismos principais e atipicos de transmissao

1.3.1.3.1 Transmissao vetorial

Doenca de Chagas € transmitida aos seres humanos e mais de 150 espécies de animais
domésticos e mamiferos selvagens (por exemplo, roedores, marsupiais e tatus),
principalmente pelos insetos triatomineos da subfamilia Triatominae, no prazo de trés ciclos
sobrepostos: domeéstico, peridoméstico e silvestre. Embora mais de 130 espécies de
triatomineos tenham sido identificadas, apenas uma parte delas sdo vetores competentes para
T. cruzi [27].

Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata séo as trés espécies de

vetores mais importantes na transmissao do T. cruzi para o homem [21]. Historicamente, T.
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infestans tém sido, de longe, o vetor mais importante e o principal em sub-regides endémicas
da Amazonia (América do Sul). R. prolixus normalmente é relatado no norte da América do
Sul e Central e T. dimidiata ocupa uma area similar, mas também se estende para o norte até o
Meéxico. Triatomineos tém cinco fases ninfais e adultos de ambos os sexos, e todos eles
podem abrigar e transmitir o T. cruzi. A probabilidade de um triatomineo estar infectado com
T. cruzi aumenta em conformidade com o ndmero de repastos tomados, de modo que instares

mais velhos e adultos tendem a ter maiores taxas de infeccéo.

1.3.1.3.2 Outros mecanismos de transmissao

A doenca de Chagas pode ser transmitida para 0 homem por mecanismos néo
vetoriais, como por transfusdo de sangue e verticalmente da mae para o feto. O risco de
adquirir a doenca de Chagas apos transfusdo de uma unidade de sangue de um doador
infectado € menos de 10-20%, e depende de varios fatores, incluindo a concentracdo de
parasitos no sangue do doador, a composi¢do do sangue transfusionado, e, talvez, a estirpe do
parasito [28, 29]. O risco de transmisséo aparenta ser mais elevado para transfusdo de
plaquetas do que para outros componentes do sangue. A transmissdo congenital ocorre em 5%
ou mais das mulheres gravidas com infec¢do crénica em algumas regies da Bolivia, Chile e
Paraguai, e em 1-2% ou menos em muitos outros paises endémicos [30].

Estas diferencas podem ser atribuidas a estirpe do parasito, 0 estado imunoldgico da
mée, fatores placentarios, e as diferentes metodologias empregadas para deteccdo dos casos
congénitos. As transmissdes por transfusdo e congénitas sdo as principais formas de infeccao
de humanos em zonas urbanas e em paises ndo endémicos.

A transmissao de infeccdo por meio de transplante de um 6rgédo solido ou da medula
Ossea de um doador com infec¢do cronica é algo possivel e tem sido bem documentado na
América Latina. Em regiGes ndo endémicas, como os EUA e o Canada, e muitas partes da
Europa, poucos casos de infeccdo mediada por transfuséo e transplante tem sido documentado
[31], porém o atual nimero de casos pode ser substancialmente aumentado devido ao grande
namero de imigrantes de areas endémicas da América Latina.

Raramente, a doenga de Chagas pode ser contraida por ingestdo de comidas ou
liquidos contaminados com T cruzi, e por acidentes em laboratérios que tratam parasitos
vivos. A transmissdo oral da doenca de Chagas € comumente responsavel por surtos de
infeccdo aguda em &reas desprovidas de insetos vetores domiciliados. A ingestdo de comida

contaminada, como o suco da cana-de-acucar, suco da fruta do acai, ou carne crua, é
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geralmente associada com uma massiva infeccdo parasitaria, resultando na mais grave

apresentacdo clinica aguda e com alta mortalidade [32].

1.3.1.4 Ciclodevidado T. cruzi

O ciclo de vida de T. cruzi é complexo, com varios estagios de desenvolvimento em
insetos vetores e mamiferos hospedeiros. Tripomastigotas ndo replicativos, na corrente
sanguinea, e amastigotas intracelulares replicativos, sdo as formas tipicas do organismo, que
sdo identificadas em hospedeiros mamiferos, enquanto epimastigotas replicativos e
tripomastigotas metaciclicos infecciosos infectam o vetor triatomineo (Fig. 3) [33].

Durante a fase aguda, todos os tipos de células nucleadas no hospedeiro humano sdo
alvos potenciais para a infeccdo. Com o desenvolvimento da resposta imunoldgica, a
parasitemia reduz-se a uma concentracdo subpatente e o numero de parasitos nos tecidos
diminui substancialmente, indicando o fim da fase aguda. No entanto, uma vez que o parasito
ndo é completamente eliminado, a infec¢do de tecidos especificos, tais como o musculo ou

ganglio entérico, persiste indefinidamente na vida do hospedeiro [34].
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Figura 3 - Transmissao pelo vetor e ciclo de vida do Trypanosoma cruzi
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Penetracdo da membrana mucosa intacta do olho por tripomastigotas infecciosos leva a uma reagdo indolor da
conjuntiva, com edema unilateral de ambas as péalpebras e linfadenite do ganglio da pré-auricular (sinal de
Romafia); uma picada em qualquer outra parte da pele pode conduzir a uma reacdo no tecido subcutaneo com
edema local e endurecimento, congestdo vascular e infiltragdo celular (chagoma). f tripomastigotas na célula
hospedeira escapam a partir do vacuolo parasitéforo e sdo libertados para o citoplasma por um mecanismo nao
usual: tripomastigotas transformam-se em amastigotas esféricas que comecam a replicacdo, e quando a célula
local fica inchada com amastigotas, transformam-se de volta para tripomastigotas com crescimento de flagelos. I
As tripomastigotas lisam as células infectadas, invadem os tecidos adjacentes e se espalham através dos vasos
linfaticos e da corrente sanguinea para locais distantes, principalmente células musculares (cardiaca, lisa e
esquelética) e as células ganglionares, onde se submetem a novos ciclos de multiplica¢do intracelular. (Imagem

do sinal de Romafia foi reproduzido de Rassi e colegas; [33] direitos autorais 2009 Editora Roca).

1.3.1.5 A diversidade genética do T. cruzi

T. cruzi pertence a espécies heterogéneas, constituidas por um conjunto de cepas,
reunidas ou isoladas que circulam entre hospedeiros mamiferos e insetos vetores. A
heterogeneidade do parasito tem sido extensivamente estudada por métodos biologicos,
bioquimicos e moleculares, e poderia explicar as manifestacdes clinicas variadas da doenga de

Chagas e as diferengas geogréaficas na morbidade e mortalidade [35].



Paulo André Teixeira de Moraes Gomes Dissertacdo de Mestrado 26

Em 1999, chegou-se a um consenso sobre as cepas de T. cruzi e duas linhagens
principais foram descritas [36]. T. cruzi I, que predomina no ciclo de transmissao silvestre,
aparenta ser menos resistente a drogas tripanocidas, e esta associado & doenga humana em
todos os paises endémicos ao norte da bacia amazonica. T. cruzi Il, que predomina no
ambiente doméstico em todos os paises do Cone Sul, aparentemente aumentou a resisténcia
aos medicamentos tripanocidas e, a0 menos no Brasil e na Argentina, foi comprovadamente
relacionado com o dano tecidual causado pela doenga de Chagas [37]. A linhagem T. cruzi Il
é subdividida em cinco unidades: lla, Ilb, lic, 1ld, e lle [38]. Em 2006, a existéncia de uma
linhagem T. cruzi Il foi relatada [39]. Ndo foi estabelecida nenhuma correlacdo entre a
gravidade da doenca e a linhagem do parasito.

O sequenciamento do genoma da cepa do T. cruzi CL Brener [40] (um membro da
unidade lle) abre perspectivas para o desenvolvimento de novas técnicas diagnosticas e

terapéuticas, e poderia aumentar a compreensao dos mecanismos da doenca.

1.3.1.6 Fases, formas e evolucao clinica

A fase inicial da infeccdo com T cruzi dura por 4-8 semanas e a fase cronica persiste
por tempo de vida do hospedeiro [21]. A fase aguda € comumente assintomatica ou pode
apresentar uma doenca febril auto-limitada. Os sintomas aparecem 1-2 semanas depois da
exposicdo a triatomineos infectados, ou até alguns meses apds a transfusdo de sangue
infectado. O tratamento com uma droga antiparasitaria, como o benznidazol, geralmente cura
a infeccdo aguda [41] e previne as manifestacdes cronicas. Ocasionalmente pode ocorrer ébito
na fase aguda (<5-10% dos casos sintométicos) como um resultado de uma severa miocardite

ou meningoencefalite, ou ambos (Fig. 4).
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Figura 4 - Historia natural da doenca de Chagas no homem [34].
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As manifestacGes da fase aguda resolvem-se espontaneamente em cerca de 90% dos
individuos infectados quando a infec¢do ndo é tratada com drogas tripanocidas. Cerca de 60—
70% desses pacientes ndo desenvolvem doenca clinica aparente. Esses pacientes tém a forma
indeterminada da doenca crénica, que € caracterizada pelo resultado positivo para anticorpos
contra o T. cruzi no soro, eletrocardiograma (ECG) normal e exame radioldgico normal do
torax, es6fago e colon. Os restantes 30-40% de pacientes irdo posteriormente desenvolver
uma determinada forma da doenca cronica — ou seja, cardiaco, digestivo (megaoesofago e
megacolon), ou cardiodigestivo — geralmente 10-30 anos ap0s a infeccdo inicial (Fig. 4)
[42]. Uma progressao direta da fase aguda para a forma clinica da doenca de Chagas pode ser
registrado em alguns pacientes (5-10%). Uma reativacdo da doenca de Chagas pode ocorrer
em pacientes com infeccdo cronica que tornam-se imunologicamente comprometidos, tais
como 0s que sdo coinfectados com HIV ou os que estdo recebendo drogas imunossupressoras
[43].

1.3.1.7 Patogénese e mecanismos patoldgicos
A patologia é principalmente caracterizada pela forma cardiaca, com cardiomiopatia

dilatada associada com miocardite, fibrose e disfuncéo cardiaca. Cerca de 10% dos individuos

infectados desenvolvem a forma gastrointestinal que pode resultar em megacélon e/ou
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megaesdfago, que sdo frequentemente associadas a forma cardiaca, constituindo a forma
crénica mista [2].

Os danos nos Orgéos e tecidos durante a infeccdo aguda pelo T. cruzi é causado pelo
proprio parasito e pela resposta imuno-inflamatéria aguda do hospedeiro, que é induzida pela
presenca do parasito [44]. As conclusdes dos varios estudos em modelos experimentais de
infeccdo pelo T. cruzi tém sugerido que a forte resposta imune T-helper-1 com células CD4 e
CD8, e caracterizada pela producdo de algumas citocinas especificas — como interferon v,
fator de necrose tumoral o (TNF- a), e interleucina 12 — é importante no controle da
parasitemia [45]. Por comparacdo, a producdo de interleucina 10 e o fator de crescimento 3
estdo relacionados com a replicacdo do parasito pela inibi¢cdo da atividade do macréfago
tripanocida [46]. A resposta imune T-helper-1 tem um papel protetor principalmente através
da sintese de 6xido nitrico (NO), que exerce uma potente acao tripanocida [47]. Durante a
infeccdo cronica, o balango entre contencdo imunomediada do parasita e a inflamacéo
prejudicial dos tecidos do hospedeiro provavelmente determina o curso da doenca. Uma
resposta imune bem executada, em que a carga parasitaria é diminuida e as consequéncias
inflamatorias sdo mantidas a um nivel minimo, resulta em dano tecidual reduzido [48].

Embora a patogénese da doenca de Chagas crbnica ndo seja completamente
compreendida, um crescente consenso indica que a persisténcia do parasito € necessaria para
o desenvolvimento da doenca [49]. No entanto, ainda ndo se sabe se o dano tecidual é causado
principalmente por fatores diretos dos parasitos ou é acionado indiretamente através de
mecanismos imunopatologicos impucionados pelos parasitos ou mesmo autoimune [50].
Autoimunidade é observada em alguns pacientes e em modelos animais, e pode surgir a partir
da ativacdo policlonal [51], automimetizacdo molecular por antigenos do parasita [52], ou
epitopos ocultos compartilnados pelo hospedeiro e parasito [53]. No entanto, para se
confirmar um papel patogénico predominante de auto-imunidade na doenca de Chagas, €
preciso mostrar, inequivocamente, que a transferéncia de anticorpos ou células T de animais
infectados com T. cruzi para células nativas resulta em miocardite, emulando o curso clinico
da cardiopatia chagasica cronica. Inversamente, o estabelecimento da infeccéo cronica pelo T.
cruzi esta relacionado com a depressdo da resposta de células T (T-cell) [54].

Na doenga de Chagas crbnica do coracdo, uma miocardite de intensidade baixa,
lentamente progressiva, mas incessante leva ao comprometimento da funcéo contratil e da
dilatacdo das quatro cémaras. Um aneurisma apical no ventriculo esquerdo e outras
anormalidades semelhantes aos observados na doenga cardiaca corondria, sd&o comuns e

costumam aparecer em estagios iniciais [55]. O exame histolégico mostra a destruicdo
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generalizada de células miocardicas, fibrose difusa, edema, infiltracdo de celulas
mononucleares no miocardio, e cicatrizes no sistema de conducao [56]. Tais danos, explicam
a frequente ocorréncia de bloqueios atrioventriculares, blogueios intraventriculares e
disfuncdo do nodo sinusal na cardiopatia chagasica. A destruicdo progressiva das fibras
cardiacas e a intensa fibrose de substituicdo de miocitos mortos predispdem o paciente a
insuficiéncia cardiaca e arritmias ventriculares [57]. Anormalidades na microvasculatura
coronariana e hipoperfusdo focal podem contribuir para o dano miocérdico [58]. A doenga de
Chagas gastrointestinal € causada pela destruicdo dos ganglios autonémicos intramurais, que
afeta predominantemente o es6fago, o célon ou ambos [59].

Marcante despovoamento neuronal pode ocorrer no coracdo, e a chamada teoria
neurogénica para a patogénese da cardiomiopatia chagésica postula que a perturbacdo do
sistema parassimpatico permite a hiperatividade simpatica [59]. Entretanto, esta teoria é falha,
com muitos obstaculos conceituais e experimentais, que incluem a sutileza e a variabilidade
da intensidade da desenervacgdo cardiaca em pacientes com cardiopatia chagasica, a auséncia
de correlagdo entre desenervacdo parassimpatica e da extensdo da disfuncdo miocardica, e 0
fato de que a desenervacdo simpatica (principalmente no nodo sinusal e no miocardio)

também ocorre durante as fases iniciais da doenca [50].

1.3.1.8 Manifestacdes clinicas

1.3.1.8.1 Doenca de Chagas aguda

Em muitos individuos, independentemente do mecanismo de transmissédo, a infeccao
aguda da doenca de Chagas é comumente assintomatica, provavelmente porque a carga
parasitaria é bastante pequena. Quando ocorrem sintomas, eles incluem: febre prolongada;
mal-estar; aumento do figado, baco e linfonodos; edemas subcutaneos (localizados ou
generalizados); e, no caso particular de transmisséo por vetor, os sinais de portal de entrada do
T. cruzi através da pele (chagoma) ou através das membranas mucosas oculares (sinal de
Romanfa; Fig. 2). Um ECG pode mostrar taquicardia sinusal, blogueio atrioventricular em
primeiro grau, baixa tensdo de QRS, ou mudancas primarias da onda T, e uma radiografia de
torax pode mostrar graus variaveis de cardiomegalia [21, 60].

Repeticdo do ECG e radiografia de térax € fundamental para a deteccdo dessas
anormalidades. Em criangas congenitamente infectadas, os sintomas mais comuns, que podem

ser aparentes no nascimento ou se desenvolver dentro de semanas ap6s o parto, sdo febre,
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hipotonicidade, hepatoesplenomegalia e anemia. Outros resultados incluem prematuridade,
baixo peso ao nascer e indice de Apgar baixo [61]. Uma mulher infectada com T. cruzi, em
qualquer fase da doenca, pode dar a luz um feto infectado, em qualquer uma de suas gestacdes
[34].

1.3.1.8.2 Doenca de Chagas cronica

A evolucéo clinica da fase cronica da doenga de Chagas vai desde a auséncia de sinais
e sintomas da doenca (forma indeterminada) para doenca grave e morte prematura.
Manifestacdes clinicas tipicas dessa fase estdo relacionadas com envolvimento patologico do
coragdo, esdfago, colon, ou a combinacdo desses sintomas, e estdo agrupados em trés formas
majoritarias: cardiaca, digestiva e cardiodigestiva [62].

A forma digestiva é vista quase que exclusivamente ao sul da bacia amazénica
(principalmente na Argentina, Brasil, Chile e Bolivia), e é rara no norte da América do Sul,
América Central e México. Esta distribuicdo geografica é provavelmente devido a diferencas
nas linhagens do parasita [63]. Disfungdo gastrointestinal (principalmente megaesofago,
megacolon, ou ambos) desenvolve-se em cerca de 10-15% dos pacientes infectados
cronicamente [64]. Megaesdfago provoca disfagia com odinofagia, combinadas com dor
epigéstrica, regurgitacdo, sialorréia e desnutricdo em casos graves. Megaco6lon muitas vezes
afeta o segmento sigmoide, reto ou colon descendente, ou uma combinacdo, e produz
obstipacdo prolongada, distensdo abdominal, e ocasionalmente grande obstrucdo intestinal
devido ao fecaloma ou ao volvo sigmoide. Pacientes portadores de megaes6fago tém uma
prevaléncia maior de cancer do es6fago [65]. Por outro lado, a maior frequéncia de cancer
colorretal ndo tem sido relatada em pacientes com megacélon chagésico [66].

A forma cardiaca é a mais séria e a mais frequente manifestacdo da doenca de Chagas
cronica. Ela se desenvolve em 20-30% dos individuos e, normalmente, leva a alteracdes do
sistema de conducdo, bradiarritmias e taquiarritmias, aneurismas apicais, insuficiéncia
cardiaca, tromboembolismo e morte subita [62]. As anomalias mais comuns no ECG séo
bloqueio de ramo direito, bloqueio divisional anterior esquerdo, extra-sistoles ventriculares,
alteracdes ST-T, ondas Q anormais e baixa tensdo de QRS. A combinagdo de bloqueio de
ramo direito e bloqueio divisional anterior esquerdo € muito comum na cardiopatia chagéasica
[34].

A insuficiéncia cardiaca é frequentemente uma manifestacdo tardia da cardiopatia

chagasica. Geralmente é biventricular, com predominio de insuficiéncia direita (edema
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periférico, hepatomegalia e ascite mais proeminentes do que congestdo pulmonar) em estagios
avancados. Insuficiéncia cardiaca esquerda isolada pode estar presente nas fases iniciais da
descompensacdo cardiaca [62]. A insuficiéncia cardiaca de etiologia chagasica esta associada
a maior mortalidade do que a insuficiéncia cardiaca de outras causas [67]. Embolias
sistémicas e pulmonares decorrentes de trombo mural nas camaras cardiacas sdo bastante
frequentes [68]. Clinicamente, o cérebro &, de longe, o local onde sdo mais frequentemente
reconhecidas embolias (seguido de membros e pulmdes), mas as embolias em necropsias séo
encontradas com mais frequéncia nos pulmdes, rins e baco. A doenca de Chagas é um fator de
risco independente para acidente vascular cerebral em paises endémicos [69]. A morte subita
é a principal causa de morte em pacientes com cardiopatia chagasica, 0 que representa quase
dois tercos de todas as mortes, seguido de insuficiéncia cardiaca refrataria (25-30%) e
tromboembolismo (10-15%) [70].

A morte cardiaca sUbita pode ocorrer mesmo em pacientes previamente
assintomaticos. E geralmente associada com taquicardia ventricular e fibrilagdo ou, mais
raramente, com bloqueio atrioventricular total ou disfungdo do nodo sinusal. As principais
causas de morte variam dependente do estagio da doenca, com uma clara predominancia de
morte subita nas fases iniciais, e um ligeiro predominio de morte por insuficiéncia cardiaca
em estagios avancados [34].

A associacdo de doenca cardiaca com megaoesofago ou megacoélon, ou ambos, define
a forma cardiodigestiva da doenca de Chagas. Na maioria dos paises o desenvolvimento de
megaoesofago geralmente precede a doenca cardiaca e do célon, mas a prevaléncia exata da
forma cardiodigestiva ndo é conhecida por causa da escassez de estudos adequados. Os
individuos com AIDS ou que recebem tratamento imunossupressor podem experimentar uma
exacerbacao de infeccdo crbnica, levando a aumentos de parasitemia e replicacdo do parasita
intracelular. Miocardite, febre, paniculite e lesbes na pele sdo comuns em transplantados de
orgdos solidos ou de medula 6ssea [71, 72], enquanto que em pacientes com AIDS as
manifestacdes mais comuns sdo meningoencefalite e lesdes no sistema nervoso central que se
assemelham as lesdes de toxoplasmose cerebral [73]. A Figura 5 resume as manifestacGes

clinicas comuns associadas com a fase cronica da doencga de Chagas.



Paulo André Teixeira de Moraes Gomes Dissertacdo de Mestrado 32

Figura 5 - Resultados comuns na doenca de Chagas cronica
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(A) forma cardiaca segmentar. (B) forma global cardiaca dilatada. LV = ventriculo esquerdo. VD = ventriculo
direito. LA = atrio esquerdo. RA = atrio direito. Partes deste valor foram reproduzidas a partir de Rassi e colegas
[33]; direitos autorais Editora Roca 2009.

1.3.1.9 Diagnostico laboratorial

Na fase aguda e nas formas crénicas da doenca de Chagas o diagnostico etioldgico
poderé ser realizado pela deteccdo do parasito através de métodos parasitolégicos (diretos ou
indiretos) e pela presenga de anticorpos no soro, através de testes sorologicos sendo 0s mais
utilizados a imunofluorescéncia indireta (IFI), hemaglutinacdo (HAI) e enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA). Testes de maiores complexidades como o teste molecular,
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utilizando polymerase chain reaction (PCR) acoplado a hibridizacdo com sondas moleculares,
e 0 Western blot (WB) tém apresentado resultados promissores e poderdo ser utilizados como

teste confirmatorio tanto na fase aguda como nas formas cronicas da doenga [74].

1.3.1.9.1 Fase aguda

Na fase aguda da doenca de Chagas o diagndstico laboratorial € baseado na
observacdo do parasito presente no sangue dos individuos infectados, através de testes
parasitologicos diretos como exame de sangue a fresco, esfregaco e gota espessa (Fig. 6). O
teste direto a fresco é mais sensivel que o esfregaco corado e deve ser o método de escolha
para a fase aguda. Caso estes testes sejam negativos, devem ser usados métodos de
concentracdo. Os testes de concentracdo (micro-hematocrito) apresentam 80 a 90% de
positividade e sdo recomendados no caso de forte suspeita de doenca de Chagas aguda e
negatividade do teste direto a fresco. Em casos sintomaticos por mais de 30 dias, devem ser 0s

testes de escolha, uma vez que a parasitemia comega a declinar [74].

Figura 6 - Formas tripomastigotas sanguineas do Trypanosoma cruzi.
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Fonte: Ministério da Salde, 2005 [74].

1.3.1.9.2 Fase crdnica

Na fase cronica da doenga o diagndstico parasitoldgico direto torna-se comprometido
em virtude da auséncia de parasitemia. Os métodos parasitolégicos indiretos (xenodiagnostico

ou hemocultivo) que podem ser utilizados, apresentam baixa sensibilidade (20-50%). Sendo
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assim, o diagndstico na fase cronica é essencialmente sorologico e deve ser realizado
utilizando-se dois testes de principios metodologicos diferentes: um teste de elevada
sensibilidade (ELISA com antigeno total ou fragcdes semi-purificadas do parasito ou a IFI) e
outro de alta especificidade (ELISA, utilizando antigenos recombinantes especificos

do T. cruzi), conforme descrito no fluxograma apresentado na Figura 7 [74].

Figura 7 - Fluxograma para a realizacéo de testes laboratoriais para a doenca de Chagas na fase crénica
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(Ministério da Saude, 2005). PCR, Polymerase Chain Reaction; WB, Western Blot.Fonte: Ministério da Saude,
2005 [74].

1.3.1.9.3 Transmissao vertical

Em casos suspeitos de transmissdo congénita, € importante confirmar o diagndstico
sorolégico da mée. Caso a infeccdo materna seja confirmada, deve se realizar o exame
parasitolégico no recém-nascido. Se for positivo, a crianca deve ser submetida ao tratamento
etiologico imediatamente. Os filhos de mées chagésicas com exame parasitologico negativo
ou sem exame devem retornar entre seis e nove meses, a fim de realizarem testes sorolégicos
para pesquisa de anticorpos anti-T. cruzi da classe 1gG. Se a sorologia for negativa, descarta-
se a transmissdo vertical. A Figura 8 apresenta o fluxograma de diagndstico em casos

suspeitos de transmissdo vertical. Os casos positivos devem ser tratados, considerando-se a
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alta taxa de cura nesta fase. Em virtude do elevado numero de falso-negativos em transmisséo

congénita, ndo se recomenda a pesquisa de anticorpos anti-T. cruzi das classes IgM e IgA

[74].

Figura 8 - Fluxograma para avaliacao da transmissdo vertical do T. cruzi.

(Ministério da Saude, 2005) [74].

1.3.1.10 Tratamento clinico

Figura 09 - Estruturas do Nifurtimox (Nfx) e Benznidazol (Bdz). (Arquivo pessoal).
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Nifurtimox e benznidazol (Fig. 09), cuja atividade anti-T. cruzi foi descoberta
empiricamente ha mais de trés décadas atras, sdo os dois unicos medicamentos disponiveis
para o tratamento etioldgico da doenca de Chagas [75]. Nenhum destes compostos é ideal
porque:

e ndo sdo ativos durante a fase crénica da doenca e apresentam sérios efeitos colaterais;
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e requerem administracdo por longos periodos de tempo sob supervisdo médica;

e h& grande variacdo na susceptibilidade de isolados do parasito a agdo destas drogas;
e populacdes de parasitos resistentes a ambos compostos tém sido relatadas e

e apresentam alto custo.

Ambos compostos tém sido principalmente utilizados no tratamento de pacientes
agudos e crbnicos recentes, nos quais se observam resultados positivos, principalmente em
criancas (menos de 15 anos), calculando-se um percentual médio de cura em torno de 80%, no
tratamento de infec¢bes congeénitas, transplantes de 6rgdos de doadores infectados, quadros de
reagudizacdo de pacientes imunosuprimidos [4]. O tratamento de pacientes que estdo no
estagio cronico indeterminado ou sintomético da doenga de Chagas tem sido debatido ha
anos, e a eficicia de drogas no paciente nesta situacdo permanece incerta [75]. Apesar da
maioria dos estudos revelar uma baixa eficiéncia destes farmacos durante a terapia de
pacientes cronicos, avaliagOes recentes tém sugerido o tratamento de modo a retardar ou
mesmo evitar a evolugéo da doenga cronica [4].

Estudo com jovens cronicos tratados com benznidazol demonstrou cerca de 60% de
negativacdo da sorologia e que todos ficaram menos vulnerdveis a desenvolver danos
cardiacos em relacdo ao grupo ndo tratado. Apesar da recomendacdo do tratamento de todos
os individuos (agudos e cronicos) com sorologia positiva para o parasito, ha severas criticas
relacionadas a generalizacdo desta recomendacgdo para 0s pacientes cronicos, pontuando-se a
necessidade de se avaliar caso a caso [4].

O consenso atual de autores latino-americanos é tratar todas as pessoas infectadas com
o T. cruzi com benznidazol ou nifurtimox até 18 anos de idade. Benzonidazole é considerado
como o medicamento mais adequado na América Latina, e € o Unico autorizado no Brasil. Ele
ndo estd disponivel comercialmente e deve ser solicitado através do Ministério da Saude.
Nifurtimox pode ser usado como uma alternativa ao tratamento com benzonidazol através de
programas de uso compassivo. No entanto, como foi dito anteriormente, ambas as drogas
podem ter efeitos secundarios numerosos em adultos. Os mais frequentes descritos no caso do
nifurtimox sdo dor abdominal, anorexia, perda de peso, nduseas e vomitos. As possiveis
reacfes neuroldgicas sdo inquietacdo, desorientacdo, esquecimento, insdnia, espasmos,
parestesias, polineurite e crise convulsiva, que desaparecem através da reducdo da dose ou
apos a suspensdo do tratamento [75].

N&o havia formulagdes pediatricas, apesar do fato de que criancas até 12 anos

possuirem maiores chances de se beneficiarem com o tratamento por ndo apresentarem ainda
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a sintomatologia crénica da doenca. Porém, uma concentracéo pediatrica do benznidazol para
a doenca de Chagas — desenvolvida pelo Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco
(LAFEPE), em parceria com a DNDi (Drugs for Neglected Diseases initiative)— ja esta
disponivel para compra via Fundo Estratégico da Organizacdo Pan-Americana de Saude
(OPAS) ou por contato direto com o laboratério. O novo medicamento serd utilizado em

criancas com até dois anos de idade [76].

1.3.1.11 Desenvolvimento de novas drogas

Devido ao alto custo dos investimentos e a falta de um mercado potencial e seguro nos
paises em desenvolvimento (onde a doenga é endémica), o desenvolvimento de drogas para o
tratamento da doenca de Chagas, assim como outras doencas negligenciadas, ndo é muito
viavel para as industrias farmacéuticas. Entre 1393 novas drogas desenvolvidas entre 1975 e
1999, menos de 1,1% foram dirigidas para doencas tropicais e tuberculose. Desta forma, a
despeito da notavel reducdo na incidéncia da transmissdo, ainda existem desafios com dois
problemas criticos: tratamento de pacientes na fase crbnica, e ocorréncia de novos casos
agudos em algumas regiGes da América Latina [4].

De um modo geral, o desenvolvimento de uma quimioterapia antiparasitaria ocorre
pelo estabelecimento de principios ativos de plantas utilizadas na medicina popular, pela
investigacao de drogas ja aprovadas para o tratamento de outras doencas, uma vez que elas ja
foram submetidas a ensaios clinicos muito dispendiosos, ou, através da determinacdo de
alvo(s) especifico(s) identificado(s) em vias metabolicas chave para o parasito. Estudos
recentes tém permitido a identificacdo de alvos potenciais em T. cruzi e que incluem o

metabolismo de esterdis, o DNA e diferentes enzimas como a cisteina protease [4].
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1.3.1.12 Cisteina protease

Figura 10 - Representacdo da Cruzaina [77].

T. cruzi possui uma cisteina proteinase semelhante a L-catepsina denominada de
cruzipaina (ou cruzaina) (Fig. 10), que € a principal responsavel pela atividade proteolitica em
todas as fases do ciclo evolutivo do parasito. Inibidores irreversiveis de cruzipaina do tipo
peptidil tais como diazometilcetonas, fluorometilcetonas, alilsulfonas, vinilsulfonas e
vinilsulfonamidas, foram investigados como potenciais agentes anti-T.cruzi. Em
epimastigotas, inibidores do tipo peptidil bloquearam a maturacdo de cruzipaina e seu
transporte para lisosomas, levando ao acumulo da sua proteina precursora no complexo de
Golgi e a interferéncia na via de secrecao [4].

Utilizando  N-piperazinil-F-Ala-homoF-Ala-vinilsulfona-fenila  observa-se  um
aumento no numero de vesiculas que se dirigem do Golgi para a bolsa flagelar do parasito,
interferindo na funcdo do Golgi. Tratamento de camundongos infectados com a peptidil
vinilsulfona, N-metilpiperazina-FhomoF-vinilsulfona-fenila, leva a reducdo da carga
parasitaria e das lesdes cardiacas. O mesmo composto foi utilizado em cées, sendo observada
uma regressdo do dano do miocérdio induzido pela infeccdo por T. cruzi. Certo niUmero de
inibidores da cruzaina estruturalmente diversos tem sido relatado [4].

Uma énfase especial tem sido aplicada para identificar inibidores ndo peptidicos. Com
base na relagdo bioisostérica conhecida entre ligaghes peptidicas e ureias, 0s primeiros
inibidores ndo peptidicos da cruzaina identificados foram aril-ureias e tioureias, que exibiram
uma afinidade moderada contra cruzaina e atividade antiproliferativa em culturas de formas
amastigotas [78]. ApOs estas constatacOes, tiossemicarbazonas e seus pirazolina-1-

tiocarboxiamida bioisosteres foram explorados como inibidores potenciais da cruzaina, uma
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vez que tioureias e tiossemicarbazonas sdo classicamente consideradas como bioisosteres.
Esta abordagem rendeu agentes altamente eficazes contra a enzima e as culturas de células do
parasito. Inspiradas pela poténcia de tiossemicarbazonas, outras classes de inibidores néo
peptidicos cruzaina tém sido desenvolvidas, explorando amidas funcionalizadas, hidrazonas e
triazoles/triazinas, N-acylhydrazones, vinilsulfonas, e chalconas como prototipos estruturais
[13].

1.3.2 3>-Bromopropilfenona-tiossemicarbazona

Du e colaboradores (2002) identificaram uma nova série de pequenas moléculas que
inibem fortemente a infeccdo pelo T. cruzi e servem como promissores agentes para a terapia
tripanocida [14].

Dentre as tiossemicarbazonas inicialmente obtidas por Du e colaboradores, o
composto 1i (3’-bromopropilfenona-tiossemicarbazona) (Fig. 11) apresentou atividade
tripanocida significativa sem causar toxicidade para células hospedeiras ou problemas de
solubilidade. As células infectadas tratadas com 1li a 10 uM foram curados da infecgdo
tripanossoma. Para confirmar a actividade tripanocida, as células infectadas foram tratadas
com 1li durante trés semanas e, em seguida, 1i foi removido da cultura de células. Nenhum
parasito foi observado em qualquer um dos sobrenadantes da cultura ou nas células
hospedeiras. As células estavam saudaveis e livres do parasito até o experimento ser
encerrado em 6,5 semanas apds infeccédo [14].

Figura 11 - Representacdo estrutural em 3D da 3"-Bromopropilfenona-tiossemicarbazona.

Vermelho, bromo; carbono, cinza; hidrogénio, branco; nitrogénio, azul; enxofre, amarelo (Arquivo pessoal).
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O composto 1i apresentou melhor resultado de inibicdo da atividade da Cruzaina
dentre as 14 tiossemicarbazonas testadas, com um valor de I1Cso de 100nm (Fig. 12).

Seguindo esta linha, mais de 100 compostos foram desenhados e sintetizados. Relacéo
estrutura-atividade especifica (SAR) foi estabelecida, e muitos andlogos potentes com valores
de IC50 na faixa de nanomolar foram identificados. Oito analogos adicionais apresentaram
atividade tripanocida em um ensaio de cultura de células, e isso indica que
ariltiosemicarbazona é uma importante estrutura para matar os parasitos. Os estudos cinéticos
mostram que estes s&o inibidores dependentes do tempo [14].

Estudos de modelagem molecular do complexo enzima-inibidor tem levado a uma
proposta de mecanismo de interacdo, bem como avaliacdo de SAR da série tiosemicarbazona.
A natureza ndo-peptidico desta série, a pequena dimensdo e custo extremamente baixo de
producdo sugerem que esta € uma direcdo promissora para o desenvolvimento de nova

quimioterapia antitripanosoma [14].

Figura 12 - Melhor célculo de orientacdo do composto 1i no sitio ativo da cruzaina.

A superficie do sitio ativo da cruzaina é representado por pontos cinzentos. O composto 1i € colorido de acordo

com os tipos de 4&tomos: magenta, bromo; carbono, cinza; hidrogénio, branco; nitrogénio, azul; enxofre, amarelo

[14].
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1.3.3 Tiazois

Tiazdis (Fig. 13) e seus derivados tém atraido um interesse continuo ao longo dos anos
devido a suas atividades bioldgicas variadas, a aplicagdo encontrada no desenvolvimento de
drogas para o tratamento de alergias, hipertensdo, inflamacdo, esquizofrenia, infeccOes
bacterianas, por HIV, hipnoticos, para o tratamento da dor, como antagonistas dos receptores

de fibrinogénio com atividade antitrombotica, e inibidores da DNA girase bacteriana B [79].

Figura 13 - Representa¢do em 3D do anel 1,3-tiazol

O anel esta colorido de acordo com o tipo de atomo: enxofre, amarelo; nitrogénio, azul; carbono, cinza;

hidrogénio, branco (Arquivo pessoal).

Bidlogos estdo familiarizados com o tiazol pelo seu papel chave na atividade catalitica
do pirofosfato de tiamina (TPP), uma coenzima importante na respiracdo no ciclo de Krebs
(Fig. 14). O anel de tiazol, além disso, € um prot6tipo estrutural que estd presente em
numerosos compostos bioativos naturais. Epotilonas (Fig. 14) e a grande familia de
antibidticos macrociclicos tiopeptidios, dos quais o prototipo estrutural é a tiostreptona (Fig.
14), sdo exemplos bem conhecidos de biomoléculas contendo tiazol. Outro exemplo notavel
de produto natural contendo tiazol é a micrococcina P1 (Fig. 14), um antibidtico tiopeptidio
ativo contra microrganismos resistentes a vancomicina, cuja estrutura foi estabelecida por
sintese total, cerca de 60 anos apds o seu isolamento [80].

Frequentemente estas substancias sdo caracterizadas como tiazdis 2,4-dissubstituidos,
muitos dos quais sdo isolados a partir de fontes naturais. Varios exemplos desta familia tém
estimulado esforcos para a sintese organica. Os quimicos medicinais tém procurado
incorporar o heterociclo tiazol no desenvolvimento de drogas e estudos de relagdo estrutura-
actividade. S8o geralmente preparados pela sintese de Hantzsch (Fig. 15), baseada na

condensacdo de compostos o -halocarbonilicos com tioamidas ou tiouréias substituidas ou
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ndo, sendo um dos primeiros e mais amplos métodos sintéticos empregados para obtencao de

tiazois substituidos [81].

Sabe-se que o 2-aminotiazol (Fig. 16) é um composto biologicamente ativo com uma

ampla gama de atividade e também é um intermediario na sintese de antibidticos e corantes

[82].

Outro importante grupamento farmacoférico em que o anel tiazol esta presente é a
tiazolil-hidrazona. Como resultado de trabalhos anteriores em nosso laboratério (LpQM),
novos potentes inibidores da cruzaina e inibidores do crescimento do T. cruzi foram
identificados, tais como as tiazolil-hidrazonas 3b e 3j (Fig. 16). O composto 3j exibiu uma

seletividade pelo menos 30 vezes maior para o parasito do que contra células de mamiferos,

merecendo uma avaliagdo mais aprofundada em modelo animal [13].

Figura 14 - Exemplos de produtos bioativos naturais contendo tiazol [80]
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Figura 15 - Proposta de mecanismo da reacdo de Hantzsch
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Figura 16 - Estrutura do 2-aminotiazol e das tiazolil-hidrazonas 3b e 3j [13]
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1.3.4 Talidomida

A talidomida ((x)N-ftalimidoglutarimida) ou ((£)2-(2,6-dioxo-3-piperidinil)-1H-
isoindol-1,3-(2H)-diona) foi introduzida no mercado farmacéutico em 1956, pela industria
farmacéutica alema “Chemie Griinenthal”, como sedativo e hipnoético, tornando-se em pouco
tempo o medicamento mundialmente mais popular para o tratamento da insbnia, devido a

notavel auséncia de toxicidade aguda [83].
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Neste periodo, evidenciou-se um aumento pronunciado no nimero de casos de mas
formaces congénitas na Europa e na Asia, destacando-se a focomelia, uma alteracdo no
desenvolvimento fetal dos ossos longos, resultando em encurtamento dos membros, podendo
ou ndo ser observada a manutencgao das extremidades [84].

No inicio da década de 60, foi descrito o perfil teratogénico da talidomida, associando
a utilizacdo deste composto, durante o primeiro semestre de gestacdo, a taxas alarmantes de
alteracbes congénitas [85], incluindo focomelia, auséncia de orelhas, ocorréncia de labio
leporino e fenda palatina, mas formacdes cardiacas e gastrointestinais [86]. Aproximadamente
12.000 criancas em todo mundo nasceram com anomalias relacionadas ao uso da talidomida
por gestantes entre as décadas de 1950 e 1960, resultando no cancelamento da licenca de
comercializa¢do deste farmaco no mercado mundial em 1962 [87].

A identificacdo das propriedades anti-inflamatorias e imunomoduladoras promissoras
da talidomida culminaram na renovacéo do interesse por este composto. Como consequéncia,
em julho de 1998, o FDA (Food and Drug Administration) aprovou, sob rigido controle, o
emprego da talidomida para tratamento das manifestagcGes cutaneas moderadas a severas da
lepra lepromatosa, marcando de forma definitiva o renascimento deste farmaco [88]. Apds
aprovacdo da talidomida pelo FDA, para o tratamento do eritema nodoso leproso, uma série
de ensaios clinicos foi iniciada visando a avaliacdo do potencial terapéutico da talidomida no
tratamento de doencas inflamatorias e autoimunes relacionadas ao aumento da concentracdo
plasmatica de TNF-a, tais como artrite reumatoide ¢ doenga de Crohn [89].

Em 2006, a talidomida foi aprovada pelo FDA para o tratamento do mieloma multiplo,
tendo sido demonstrada a sua eficacia sobre um amplo espectro de doencas malignas e nao-
malignas [86].

A talidomida consiste em uma bis-imida, contendo um anel ftalimidico ligado a
subunidade glutarimidica quiral. No anel glutarimidico existe um Unico centro estereogénico,
fornecendo uma mistura racémica dos enantibmeros dextrorrotatorio (R) e levorrotatorio (S)
(Fig. 17) [86].
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Figura 17 - Representacéo ilustrativa dos enantibmeros da talidomida [86].
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A resolucdo cromatogréfica dos isdmeros e administracdo das espécies enantiopuras
sugeriram inicialmente que o efeito teratogénico da talidomida era proveniente do emprego do
enantibmero (S), enquanto seu antipoda era desprovido de acdo embriotoxica [90]. No
entanto, a validade desta afirmativa é questionavel, uma vez demonstrado que a
estereoespecificidade da acdo teratogénica da talidomida é dependente da espécie animal
estudada [86].

Embora varias hipoteses tenham sido postuladas para explicar os efeitos teratogénicos
da talidomida, o mecanismo bioquimico responsavel pela resposta embriotdxica em humanos
e cobaias permanece obscuro e contraditério [91]. A dificuldade na conclusdo sobre o
mecanismo de inducéo de teratogenicidade pela talidomida se deve, entre outros fatores, a sua
baixa solubilidade e instabilidade na biofase [92]. Por outro lado, as diferencas significativas
encontradas nos processos farmacocinéticos de absorgdo, metabolizacdo, bioativacdo e
eliminacdo e na embriotoxicidade, quando avaliados em diferentes modelos animais,
dificultam a extrapolacdo dos resultados para a espécie humana [93]. Estudos in vitro e in vivo
indicam que o efeito sedativo da talidomida esta associado ao enantibmero (R), enquanto o
perfil imunomodulatdrio é relacionado a capacidade do enantiémero (S) em inibir a producéo
e liberagéo de TNF-a [88].
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Objetivando aprimorar as propriedades farmacocinéticas da talidomida e reduzir seus
efeitos teratogénicos, inumeros esforcos de pesquisa tém sido feitos na busca de analogos
otimizados, com melhor perfil farmacoterapéutico, partindo-se da premissa de que se
poderiam identificar e excluir os grupamentos toxicoféricos presentes na talidomida,
resguardando-se os grupamentos farmacoféricos [94].

A primeira abordagem do planejamento e sintese de novos analogos da talidomida
fundamentou-se em estudos prévios da relacéo entre a estrutura quimica e a atividade (SAR),
visando identifica os grupamentos farmacoforicos necessérios a atividade farmacoldgica
pretendida. Com este intuito, modificagdes nas subunidades glutarimida e ftalimida foram
realizadas.

ModificagOes estruturais da subunidade glutarimida demonstraram a irrelevancia do
grupamento glutarimidico na atividade anti-TNF-o da talidomida [95]. A substituicdo do
grupamento glutarimida por um anel fenilico reduz a atividade anti-TNF-a.. [96].

Derivados N-fenilftalimidicos funcionalizados demonstraram que substituicdes nas
posicOes orto, meta e para do anel fenila, por grupos alquilas, contribuem para o aumento da
atividade anti-TNF-a. Modificacdes na subunidade ftalimida sdo acompanhadas por
decréscimo na atividade farmacologica [97]. Esses resultados revelam o potencial
farmacoférico do anel ftalimidico e denotam a irrelevancia do grupamento glutarimida na
atividade anti-TNF-o..

1.3.5 Atividade da Ftalimida sobre parasitos

A atividade de compostos contendo como grupamento farmacoférico a ftalimida, tanto
sobre bactérias quanto sobre parasitos patogénicos, € muito relatada na literatura. Compostos
derivados da N-hidroximetilftalimida inibem o desenvolvimento de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Aerobacter aerogenes em meio de cultura. Esteres derivados da N-
hidroximetilftalimida demonstram atividade sobre o desenvolvimento de larvas de Aedes
aegypti e sobre 0 molusco Biomphalaria glabrata. [9].

Derivados N-aquil e N-arilftalimidas apresentam atividade sobre as formas
epimastigotas e tripomastigotas do T. cruzi, demonstrando comportamento diferenciado em
relacdo as cepas com caracteristicas morfologicas diferentes. N-clorometilftalimida, N-
hidroxietilftalimida e N-hidroxiftalimida apresentam atividade “in vitro” sobre formas
tripomastigotas de T. cruzi de diferentes cepas. Algumas aminas alifaticas e aromaticas

derivadas da N-aminometilftalimida, apresentam atividade significativa sobre a cepa Y de T.
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cruzi na forma tripomastigota. Derivados da N-aminometilftalimida possuem consideravel
potencial tripanocida frente as formas tripomastigotas e epimastigotas “in vitro” [9].

Sabe-se que os derivados da ftalimida influenciam na produgdo de TNF-a,
desempenhando um importante papel no controle da infeccdo através da regulagdo dos niveis
de macrdfagos e de NO (Oxido Nitrio).

O NO esta envolvido em uma variedade de funcdes biologicas em diferentes sistemas,
como a vasodilatagio sanguinea, agregacio plaquetaria e neurotransmissdo [98]. E
considerada também como uma importante molécula efetora antimicrobicida em macréfagos
contra patogenos intracelulares, incluindo: Leishmania major [99], Toxoplasma gondii [100] e
Trypanosoma cruzi [101].

Apesar da participacdo positiva das citocinas no processo de controle da infec¢do por
T. cruzi, estas ndo conferem uma resisténcia completa, podendo alguns microrganismos
persistir ou induzirem uma infeccdo subpatente, possivelmente resultando em uma doenca
crénica [102].

Sabe-se que altos niveis de NO podem desempenhar uma acdo patogénica ao
individuo infectado, incluindo a depressdo da funcdo do miocéardio e causar morte celular,
podendo estar relacionado com a patologia da doenca de Chagas na fase cronica [104].
Entretanto, o aumento dos niveis da producdo de NO pelos macrofagos pode induzir a
elevacdo da destruicdo e até mesmo a eliminacédo total dos parasitos intracelulares [102]. O
aumento dos niveis da producdo do NO, esta relacionado com a reducdo da parasitemia em
camundongos experimentalmente infectados. [103].

Derivados N-aminometilftalimidas aumentaram a inducdo da producdo de NO por
macrofagos peritoneais, obtidos de Mus musulus, quando comparados com IFN-y e LPS
(lipopolissacarideos) [9].
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Capitulo 2

Ftalil-Hidrazona-Tiazois
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2.1 PLANEJAMENTO DA SERIE QUIMICA

Esquema 1 - Planejamento da série quimica PM01-10 e PA0O1
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Para a obtencdo da série PMO01-10 foram inicialmente selecionados grupos
farmacofdricos destacados por suas propriedades bioldgicas. Assim, o anel ftalimida foi
escolhido por apresentar relatos na literatura de sua atividade sobre parasitos patogénicos [9].
Outro grupo farmacoférico escolhido foi a tiazolil-hidrazona (bioiséstero ciclico da
tiossemicarbazona) que esta presente em compostos que, em trabalhos anteriormente
realizados em nosso laboratorio (LpQM), se mostraram potentes inibidores da cruzaina e
inibidores do crescimento do T. cruzi [13]. De posse dos grupos farmacoféricos de base, foi
utilizada a ferramenta quimica de hibridacdo molecular (Esquema 1).

Somando-se a esta técnica foi empregado o bioisosterismo, onde foram utilizados
variados substituintes quimicos como grupo metil, met6xi, nitro, halogénios (F, Cl, Br), para
as moléculas da série aqui proposta. Esta técnica permite uma posterior analise da relacdo
estrutura-atividade (SAR) e assim apurar a especificidade das moléculas. A utilizacdo dos
substituintes halogenados foram selecionados devido a possibilidade de melhoria da absorgéo
oral, da permeabilidade, da estabilidade metabdlica e quimica, formacéo de ligacdo halogénio
no alvo farmacoldgico contribuindo para a estabilidade da ligacdo farmaco-receptor, além das

contribuices estéricas dessa classe na interagdo com alvos farmacologicos [105].
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As metodologias de sintese propostas foram eficazes na obtencdo dos produtos
desejados em bons rendimentos, com tempo reacional variando em torno de trés horas. Além
de serem utilizados reagentes economicamente viaveis.

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 Parte Quimica

2.2.1.1 Obtencédo da Série Quimica:

Esquema 2 - Sinteses dos compostos PM01-10 e PAQ1
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PMO1 Ph

PMO02 4-Me-Ph
PM03 4-MeO-Ph
PM04 3-NO2-Ph
PMO05 4-NO2-Ph
PMO06 4-Cl-Ph
PMO07 4-Br-Ph
PMO08 4-F-Ph
PM10 3,4-C1-Ph

Reagentes e condigdes: (a):1-aminoacetaldeido dietil acetal, tolueno, refluxo, 4hs; (b) Agua, H2SO4, refluxo,
1h.; (c) tiossemicarbazida (para obtencdo do Int3a) ou 4-fenil-3-tiossemicarbazida (para obtencdo do Int3b),

EtOH, HCI, refluxo, 3hs; (d) respectiva acetofenona, isopropanol, ultrassom; (e) 1,3-dicloroacetona, DMF, t.a.
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2.2.1.1.1 Intermediarios (Intl, Int2, Int3a e Int3b):

A partir do anidrido ftalico, obtido comercialmente, foi sintetizado primeiramente o
produto intermediério Intl com funcdo dietdxi através de uma reacdo de imidificacdo com o

reagente aminoacetaldeido-dietil-acetal (esquema 3).

Esquema 3 - Reacdo do intermediario 1
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Em etapa subsequente foi sintetizado o segundo produto intermediario (Int2), o 2-
(1,3-dioxoisoindol-2-il)acetaldeido, através da hidrdlise em meio acido catalitico do 2-(2,2-

dietoxietil)isoindolina-1,3-diona (Intl), como pode ser observado no esquema 4.

Esquema 4 - Reacdo do intermediario 2
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A reacdo do Intl foi realizada em tolueno, com posterior extracdo, utilizando-se agua
destilada. O rendimento final foi de 33,35% e o tempo reacional foi de 2 horas. A reacdo do
Int2 foi realizada em &gua, onde o tempo reacional foi de 2 horas com rendimento de 86,82%.

Os intermediarios Int3a e Int3b foram obtidos através de uma reagdo de aminagdo em
meio acido com etanol como solvente, onde o nitrogénio 4 da tiossemicabazida (para
obtengdo do Int3a) ou da 4-fenil-3-tiossemicarbazida (para obtencdo do Int3b) ataca o
carbono da carbonila do 2-(1,3-dioxoisoindol-2-il)acetaldeido (Int2) e como resultado da
desidratacdo subsequente obtéem-se as ftalil-tiossemicarbazonas, como demonstrado no

esquema 5.



Paulo André Teixeira de Moraes Gomes Dissertacdo de Mestrado 52

Os dois produtos apresentaram tempos reacionais de até 6 horas e rendimentos

superiores a 54%.

Esquema 5 - Reacéo dos intermediarios 3a e 3b
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2.2.1.1.2 PAO1

Na sintese do produto PAO1 o enxofre do Int3a faz ataque nucleofilico ao carbono
ligado ao halogénio. Posteriormente ocorre um rearranjo eletronico da estrutura formada, apds
perda do hidrogénio ligado ao nitrogénio. Em seguida, ocorre um ataque nucleofilico do
nitrogénio ao carbono da carbonila. Esta etapa é finalizada com perda de uma molécula de
agua e o carbono vizinho perde um hidrogénio. Como resultado, ocorre a formacdo de uma

ligagdo 7 entre carbonos e ciclizagdo do anel. (esquema 6).
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Esquema 6 - Reacdo do PAO1
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2.2.1.1.3 Série PM01-10

Na sintese da série PM01-10 (Fig. 16) o mecanismo é semelhante ao da obtengdo do
PAO1 (Esquema 7).

Esquema 7 - Reacdo da Série PM01-10
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2.2.1.2 Caracterizacao Estrutural

2.2.1.2.1 PAO1

Através da analise espectroscépica na regido do infravermelho foi possivel constatar
as principais bandas de absorcdo (Fig. 18). As frequéncias de 3159.36 e 3113.44 cm™ sugerem
a deformacdo axial N-H. Em 1771.01 e 1717.67 cm™ sdo caracterizados estiramentos de C=0

de imida ciclica e 1565.77 cm™ para o estiramento C=N.

Figura 18 - Espectro de infravermelho da molécula PAO1.
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A Figura 19 apresenta os valores do espectro de RMN’H do composto PAO1, onde foi
constatada a presenca de um dupleto em torno de 4.410, integrando para dois hidrogénios,
referente a um grupo metileno diretamente ligado a ftalimida. O grupamento metileno ligado
ao cloro foi confirmado por um singleto em 4.528 ppm integrando para dois hidrogénios. O
singleto em 6.761 ppm corresponde ao hidrogénio do anel tiazol. O hidrogénio da funcéo
azometilica (CH=N) apareceu em 7.32 ppm. A presenca do anel aromatico do grupo ftalimida
foi confirmado por um multipleto entre 7.861 e 7.899 ppm. Um singleto com deslocamento
quimico de 11.745 ppm indicou a presenga do NH hidrazinico.
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Figura 19 - Espectro do RMN’H para a molécula PAO1.
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Para confirmacdo dos carbonos presentes na molécula PAO1 (Fig. 20), foi utilizada a
ressonancia magnética nuclear de carbono 13. O pico em torno de 38.0 ppm e 0 em 41.747
ppm confirmam a presenga dos dois metilenos (CH2). Picos de carbonos do anel tiazol
aparecem em 107.879 ppm e 138.382 ppm. Os carbonos aromaticos sdo confirmados por
picos em 123.104 ppm, 131.662 ppm e 134.512 ppm. O pico em 147.773 ppm indica o
carbono da funcdo azometilica (HC=N). As carbonilas (C=0) estéo representadas por picos

em 167.522 ppm e 168.631 ppm.
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Figura 20 - Espectro do RMN’C*3 para a molécula PAOL.
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2.2.1.2.2 Série PMO01-10

A caracterizacdo da série PMO01-10 serd exemplificada pela caracterizacdo do
composto PMO08. Através da andlise espectroscopica na regidao do infravermelho (Fig. 21) foi
possivel constatar apenas a banda na frequéncia de 1714.47 cm™ que sugere o estiramento de
C=0.
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Figura 21 - Espectro de infravermelho da molécula PMO08.

o
Bwn, A A I |
| f Moy LI T
8 v‘{; ‘ll 1 v
| “
o -
= .
§ 8 N | !
[
‘E _\:N s |
2 \
% o (o] N— | |
= N
= N ‘
|
I
8 . |
il
i
C=0
| || |
o~ DO~ O ™ «©
5% fgigd @ o3 o s O
S POUDEL S TS 8§ BRE B
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1

A Figura 22 apresenta os valores do espectro de RMN!H do composto PM08, onde
foi constatada a presenca de um dupleto em torno de 4.425, integrando para dois hidrogénios,
referente ao grupo metileno diretamente ligado a ftalimida. O singleto em 6.465 ppm
corresponde ao hidrogénio do anel tiazol. O hidrogénio da funcdo azometilica (CH=N)
apareceu como um tripleto em torno de 7.446 ppm. A presenca do anel aromatico do grupo
ftalimida foi confirmado por um multipleto entre 7.860 e 7.947 ppm. Os hidrogénios dos

outros dois anéis aromaticos apareceram como multipleto entre 7.022 e 7.359 ppm.

Figura 22 - Espectro do RMN’H para a molécula PMO08.
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Para a confirmacdo dos carbonos presentes na molécula PMO08, foi utilizada a
ressonancia magnetica nuclear de carbono 13 (Fig. 23). O pico em 38.875 (identificado no
DEPT 135°) corresponde ao metileno ligado a ftalimida (Fig. 24). O pico em 101.279 ¢
caracteristico do C-H do anél tiazol. Fazendo-se uma comparacdo com a hidrazona de partida
(Int3b) pode-se observar que esse pico caracteristico, que aparece em torno de 103 ppm, ndo
aparece no espetro de carbono 13 do Int3b (Fig. 25). Os picos entre 115.045 e 138.304
correspondem aos carbonos aromaéticos. O pico em 148.316 indica o carbono da funcéo
azometilica (C=N). Em 167.583 corresponde as carbonilas (C=0). Os sinais em 163.417 e
160.151 provavelmente correspondem ao carbono aromatico ligado ao fldor presente apenas
no PMO08. Em 169.933 temos o pico do carbono do anel tiazol que esta diretamente ligado a

dois nitrogénios e um enxofre.

Figura 23 - Espectro do RMN-C*2 para a molécula PMO08.
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Figura 24 - DEPT 135° de C*3 da molécula PMOS.
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Figura 25 - Espectro do RMN-C*2 para a molécula Int3b.
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2.2.2 Parte Biologica

Todos os compostos da série (PM01-10) e o composto (PA01) foram avaliados, in
vitro, quanto as propriedades tripanocidas em modelos experimentais frente & forma evolutiva
epimastigota da cepa Dm28c do T. cruzi. Nestes ensaios, os valores de Clso (UM) foram
calculados.

Nos ensaios com epimastigotas, o valor da Clsg reflete a capacidade do composto em
inibir a proliferacédo celular do parasita quando comparado com a cultura celular ndo tratada
(controle negativo). Os compostos (PMO01-10) e (PA01) foram incubados na presenca de
epimastigotas por cinco (cepa Dm28c).

Para determinar a seletividade, os compostos (PMO01-10) e (PA01) foram testados em
ensaios com células de mamiferos. O efeito na viabilidade celular (toxicidade) destes
compostos em esplendcitos de camundongos da linhagem BALB/c foi avaliado. Como este
ensaio € de viabilidade celular, os esplendcitos foram incubados na presenca dos compostos
(PMO01-10) e (PAO1) por vinte e quatro horas. A toxicidade em esplendcitos foi quantificada
como a maior concentracdo ndo-tdxica para as células, e quando necessario, os valores de Clsg
(em puM) foram determinados.

Todos os valores encontrados para 0s compostos foram comparados com o Nifurtimox
(NFX), com o Benznidazol (BZD) e com a tiossemicarbazona (PTO01). Os resultados das
atividades antichagasicas e de citotoxicidade em esplendcitos estdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Citotoxicidade e atividade tripanocida frente as formas epimastigota da série PM01-10 e PAO1

. . . Clso IS
Codigo R1 - Citotoxicidade  oimastigotas ~ Citotoxicidade/
. - uM Clso
bg/ml KM (cepa DM28)  epimastigotas
(o]
N
N\
b —( l
N R
£
PM 01 Ph Ph >100 228.05 ND -
PM 02 Ph 4-Me-Ph >100 221.17 57.83 3.82
PM 03 Ph 4-Me-O-Ph >100 213.43 ND -
PM 04 Ph 3-NO2 50 103.41 5.99 17.26
PM 05 Ph 4-NO2 >100 206.82 12.18 16.98
PM 06 Ph 4-Cl-Ph >100 21144 10.57 20.00
PM 07 Ph 4-Br-Ph 50 96.63 ND -
PM 08 Ph 4-F-Ph >100 219.06 ND -
PM 10 Ph 3,4-diCl-Ph >100 197.09 ND -
PAO1 H Cl-Me 25 73.67 85.67 0.86
Int3b 50 147.76 36.94 4.00
BZD 25 96.07 48.80 1.97
NFX 1 3.48 571 0.61

4 = maior concentracdo atoxica em células esplénicas de camundongos BALB/c; BZD = Benznidazol; NFX =
Nifurtimox; ND = N&o Determinado; * Os valores ND ("N&o Determinado") significam medidas que foram
feitas, mas ndo foi possivel fazer a regressdo para determinar o Clso. Isto significa que, apesar dos valores de
IC50 ndo terem sido determinados, os dados de atividade para a curva dose-resposta foram adquiridos.

2.2.2.1 Citotoxicidade e atividade antichagéasica

Todos os compostos da série PMO01-10 foram menos tdxicos para células esplénicas de
camundongos BALB/c quando comparados com o Benznidazol (BZD, 25ug/ml) e com o
Nifurtimox (NFX, 1ug/ml). Os dois compostos que apresentam grupo nitro no anel aromatico
adjacente ao tiazol (PM04 e PMO05) apresentaram significativa atividade para a forma
epimastigota do T. cruzi. PMO04 apresentou Clsg (5.99uM) semelhante ao NFX (5.71uM),
com a vantagem de o PMO04 ser cerca de 30 vezes menos toxico que o NFX para células de

mamiferos.
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Comparando-se os compostos PM04 e PMO05, pode-se observar que a mudanca do
grupo nitro do anel aromatico adjacente ao tiazol da posicdo meta para a posicao para leva a
uma significativa diminuigdo da toxicidade em células de mamiferos (50ug/ml para PMO04 e
100pg/ml para PMO05). No entanto também ocorre diminuicdo da atividade tripanocida (5.99
para PMO04 e 12.18 PMO5), de modo que o indice de Seletividade (1S) para epimastigotas de
T. cruzi de ambos 0s compostos se mantem em torno de 17.

Dos compostos avaliados o PMO06 foi 0 mais seletivo para o parasito (20.00), sendo
cinco vezes mais seletivo que a tiossemicarbazona (Int3b), dez vezes mais seletivo que o
BZD e trinta vezes mais que o0 NFX.

Portanto, entre os tiazois da série PM01-10, foi possivel identificar os tiazois PMO04,
PMO05 e PMO06 como os mais potentes da serie, que apresentam propriedades tripanocidas,
para a forma epimastigota, melhores que o BDZ. O PMO04 apresentou atividade tripanocida
similar ao NFX, porém com a vantagem de ser menos citotoxico. E o PMO06 foi composto

mais seletivo para o parasito (Fig. 26).

Fig. 26 - Compostos da série PMO01-10 que apresentaram melhor atividade tripanocida frente & forma

epimastigota (Arquivo pessoal)
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2.2.2.2 Atividade leishmanicida

Teve-se a oportunidade de avaliar também a atividade dos compostos da série (PMO01-
10 e PAO1) frente a outro parasito, Leishmania amazonensis. Os resultados sdo descritos na
Tabela 2.

Tabela 2 - Atividade leishmanicida frente a forma promastigota da série PM01-10 e PAOL.

1C50 IS
o promastigotas -  (Citotoxicidade/I
Cddigo R1 R2 UM (L. C50
amazonensis) promastigotas)

N

N\ .
5 \N# l
N R,
{

PMO1 Ph Ph 6.95 32.81
PMO02 Ph 4-Me-Ph 2.14 103.35
PMO03 Ph 4-Me-O-Ph 7.96 26.81
PMO04 Ph 3-NO, 2.42 42.73
PMO5 Ph 4-NO> 3.39 61.00
PMO06 Ph 4-Cl-Ph 471 44.89
PMO7 Ph 4-Br-Ph 6.00 17.62
PMO08 Ph 4-F-Ph 6.22 35.22
PM10 Ph 3,4-diCl-Ph 1.73 113.92
PAO1 H Cl-Me 69.39 1.08

Int3b 42.85 3.45

ND = Nao Determinado; *Os valores ND ("N&o Determinado") significam medidas que foram feitas, mas néo
foi possivel fazer a regressao para determinar o Clso. Isto significa que, apesar dos valores de 1C50 ndo terem
sido determinados, os dados de atividade para a curva dose-resposta foram adquiridos.

Todos os compostos da série (PMO01-10) apresentaram significativa atividade
leishmanicida. O composto PAO1 teve uma baixa atividade leishmanicida para a forma
promastigota do parasito (69.39um). Tendo em vista que a principal diferenca entre o0 PAOL e
0s compostos da série PM01-10 é a auséncia dos anéis aromaticos adjacentes ao tiazol, a
baixa atividade leishmanicida do PAO1 pode ser um indicativo de importancia da presenca de
grupos volumosos adjacentes ao anel tiazol.

O composto PMO1 foi 33 vezes mais seletivo para o parasito que para as células de

mamiferos, sendo 30 vezes mais seletivo que o PAl e dez vezes mais seletivo que a
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tiossemicarbazona de partida (Int3b). A mudanca de tiossemicarbazona para tiazolil-
hidrazona mostrou-se ser uma valida estratégia de otimizacgéo para atividade leishmanicida.

A introducdo de um grupo metila no anel aromatico adjacente ao anel tiazol (PM02)
aumentou a seletividade pelo parasito (103.35). A introdugdo de grupo nitro no anel aromatico
adjacente ao tiazol (PM04 e PM05) também levou a um aumento na atividade leishmanicida
(2.42uM para 0 PM04 e 3.39uM para 0 PMO05), quando comparados ao PMO01 (6.95um).

O composto que apresentou a mais potente atividade leishmanicida foi o PM10
(1.73uMm), tendo dois Cloros nas posi¢des meta e para no anel aromatico adjacente ao tiazol. O
PM10 foi cerca de cem vezes mais seletivo para o parasito que para células de mamiferos.

Portanto, entre os tiazois da série PM01-10, foi possivel identificar os tiazois PMO02 e
PM10 como os mais potentes da série, que apresentaram melhores propriedades
leishmanicidas (Fig. 27).

Figura 27 - Compostos da série PM01-10 que apresentaram melhor atividade leishmanicida frente a forma

promastigota (Arquivo pessoal).
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2.3 SESSAO EXPERIMENTAL

2.3.1 Parte Quimica

Os reagentes foram adquiridos da Acros Organics, Fluka, Vetec ou Sigma-Aldrich,
enguanto que os solventes foram provenientes da Vetec ou Dindmica. Os solventes deuterados
(DMSO-ds, CDCl3, D20) sdo da marca CIL (Tédia Brazil).

As reacdes foram acompanhadas em cromatografia de camada delgada (CCD)
utilizando silica-gel 60 contendo indicador fluorescente F2s4. As placas cromatogréaficas foram
visualizadas em uma lampada ultravioleta (com duplo comprimento de onda 365 ou 254nm).

As reagOes mediadas pela irradiagdo no ultrassom foram realizadas em banho de
ultrassom modelo Unique EM-804 TGR usando freqiiéncia de 40 KHz (180 W). Em todas as
reacdes no ultrassom, ndo houve aquecimento externo.

Os pontos de fusdo foram medidos em capilares usando um aparelho de Thomas
Hoover e os valores ndo foram posteriormente corrigidos.

Para todos os compostos inéditos, foram feitas as anélises de RMN de 'H e 13C e
quando necessario, analises bidimensionais (DEPT) bem como a adicdo de D,O para a
localizacdo dos sinais de NH. Todos os compostos foram solubilizados em DMSO-de. Os
espectros de RMN H e 13C foram adquiridos nos instrumentos Varian modelo Unity Plus (400
MHz para *H; 100 MHz para *C) ou Bruker AMX (300 MHz para *H e 75.5 MHz para o *C),
usando o tetrametilsilano como padrédo interno. A multiplicidade dos sinais nos espectros de
RMN *H foram designadas da seguinte forma: s / singleto; d / dubleto; t / tripleto; dd / duplo
dupleto; q / quarteto; m / multipleto. Para os espectros no infravermelho, utilizou-se o
instrumento Bruker (Modelo IFS 66) usando pastilhas de KBr.

2.3.1.1 Metodologia de Sintese

2.3.1.1.1 Sintese do composto intermediario 1 (Intl), 2-(2,2-dietoxietil)isoindolina-1,3-
diona: Em bal&o de fundo redondo, adicionou-se o anidrido ftalico, o aminoacetaldeido dietil
acetal, dimetil-amino-piridina (DMAP) e quantidade suficiente para solubilizar (g.s.p.s.) de
tolueno como solvente. A mistura reacional foi mantida em agitagdo magnética e refluxo por
2 horas. A reacdo foi acompanhada por placa cromatogréafica de camada delgada (CCD). Apos

o0 termino da reagdo, foram realizadas trés extracdes tendo como fase organica o tolueno. Em
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seguida realizou-se uma secagem do tolueno com sulfato de sodio anidro. Por fim, o tolueno
foi evaporado a vacuo, obtendo-se o precipitado puro.
e Intl = 13,5mmols de anidrido ftalico, 16,2mmols de aminoacetaldeido dietil acetal,
0,82mmols dimetil-amino-piridina (DMAP)

2.3.1.1.2 Sintese do composto intermediario 2 (Int2), 2-(1,3-dioxoisoindol-2-
il)acetaldeido: Em baldo de fundo redondo, adicionou-se 2-(2,2-dietoxietil)isoindolina-1,3-
diona (Intl), acido sulfurico catalitico e g.s.p.s. de 4gua como solvente. A mistura reacional
foi mantida em agitacdo magnética e refluxo por 2 horas. A reacéo foi acompanhada por placa
cromatografica de camada delgada (CCD). Apos o termino da reagdo, aguardou-se atingir a
temperatura ambiente e foi colocada sob resfriamento para inducdo da precipitacdo. O
precipitado formado foi filtrado em funil sinterizado com agua destilada, obtendo-se o
produto puro.
e Int2 =4,5mmols de Intl, 7 gotas H.SOa4.

2.3.1.1.3 Sintese dos compostos intermediarios 3a (Int3a), 2-(2-(1,3-dioxoisoindolin-2-
iletilideno)hidrazinacarbotioamida, e 3b (Int3b), 2-(2-(1,3-dioxoisoindolin-2-
il)etilideno)-N-fenilhidrazinacarbotioamida: Em bal&do de fundo redondo, adicionou-se o
aldeido 2-(1,3-dioxoisoindol-2-il)acetaldeido (Int2), a tiossemicabazida (na proporgdo 1:1),
etanol (g.s.p.s.) e HCI (cat.). A mistura reacional foi mantida em agitacdo magnética e refluxo
por 4 horas. As reacdes foram acompanhadas por placa cromatografica de camada delgada
(CCD). O precipitado formado foi filtrado em funil sinterizado com etanol, obtendo-se o
produto puro.
e Int3a = 3,85mmols Int2, 3,85mmols tiossemicarbazida, 7 gotas HCI;

e Int3b = 3,85mmols Int2, 3,85mmols 4-fenil-3-tiosemicarbazida, 7 gotas HCI.

2.3.1.1.4 Sintese do PAOQ1, 2-(2-(2-(4-(clorometil)tiazol-2-il)hidrazona)etil)isoindolina-1,3-
diona: Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se o 2-(2-(1,3-dioxoisoindolin-2-
il)etilideno)hidrazinacarbotioamida (Int3a), a 1,3-dicloro-acetona e DMF (dimetilformamida)
(9.s.p.s.). A mistura reacional foi mantida sob agitagdo a temperatura ambiente por cerca de 1
hora. A reacdo foi acompanhada por placa cromatografica de camada delgada (CCD). Apos
adicdo de agua destilada ocorre a precipitacdo do produto puro.

e PAO01 =3 mmol de Int3a, 3 mmol de 1,3-diclorocetona.
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2.3.1.1.5 Sintese da série ftalil-hidrazona-tiazéis (PMO01-10): Em baldo de fundo redondo,
adicionou-se o 2-(2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)etilideno)-N-fenilhidrazinacarbotioamida
(Int3b), a respectiva cetona halogenada e isopropanol (g.s.p.s.). A mistura reacional foi
mantida em ultrassom por 1-2 horas. As reacGes foram acompanhadas por placa
cromatografica de camada delgada (CCD). O precipitado formado foi filtrado em funil
sinterizado com &gua destilada, obtendo-se o produto puro.

e PMO1 = 1,14 mmol de Int3b, 1,14 mmol de 2-bromo-acetofenona;

e PMO02 = 1,14 mmol de Int3b, 1,14 mmol de 2-bromo-4’-metil-acetofenona;

e PMO03 = 1,14 mmol de Int3b, 1,14 mmol de 2-bromo-4’-metoxi-acetofenona;

e PMO04 = 1,14 mmol de Int3b, 1,14 mmol de 2-bromo-3’-nitro-acetofenona;

e PMO5 = 1,14 mmol de Int3b, 1,14 mmol de 2-bromo-4’-nitro-acetofenona;

e PMO06 = 1,14 mmol de Int3b, 1,14 mmol de 2-bromo-4’-cloro-acetofenona;

e PMO07 = 1,14 mmol de Int3b, 1,14 mmol de 2,4’-dibromo-acetofenona;

e PMO08 = 1,14 mmol de Int3b, 1,14 mmol de 2-bromo-4’-fluor-acetofenona;

e PMI10 = 1,14 mmol de Int3b, 1,14 mmol de 2-bromo-3’,4’-dicloro-acetofenona.

2.3.1.2 Dados Fisico-Quimicos e Elucidacao Estrutural

Intl: 2-(2,2-dietoxietil)isoindolina-1,3-diona:
C14H17NOy4; 263g/mol; Rend. 33,35%; Rf (6:4-Hexano:Acetato de etila): 0,82; PF 74 a 76°C;
IV (KBr, cm™): 1772 ¢ 1717 (C=0), 1070 (C-O).

Int2: 2-(1,3-dioxoisoindol-2-il)acetaldeido:
C10H7NOs; 189g/mol; Rend. 86,82%; Rf (6:4-Hexano:Acetato de etila): 0,65; PF: 93°C; IV
(KBr, cm™): 1774 e 1699 (C=0).

Int3a: 2-(2-(1,3-dioxoisoindol-2-il)etilideno)hidrazinacarbotioamida:

C11H10N405S; 262 g/mol; Rend. 76%; Rf (6:4-Hexano:Acetato de etila): 0,45; PF: 220 a
224°C; IV (KBr, cm™): 3423 e 3308 (N-H), 1769 e 1713 (C=0), 1602 (C=N); RMN- H (300
MHz, ppm): 6.61 (s, 1H, NH2), 7.54-7.68 (m, 4H, Ar), 9.13 (s, 1H, NH); RMN - 3C (75.5
MHz, ppm): 122.5 (Ar), 123.2 (Ar), 129.6 (Ar), 130.3 (Ar), 174.5 (C=0), 176.9 (C=0).
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Int3b: 2-(2-(1,3-dioxoisoindolin-2-il)etilideno)-N-fenilhidrazinacarbotioamida:
C17H14N405S; 338,38 g/mol; Rend. 70%; Rf (6:4-Hexano:Acetato de etila): 0,52; PF: 173-
176°C; RMN- 'H (300 MHz, ppm): 4.454 e 4.468 (d, 2H, CHa), 7.144 (t, 1H, Ar), 7.297 (t,
2H, Ar), 7.481 (t, 2H), 7.518 (t, 1H, Ar), 7.845-7.999 (m, 4H, Ar), 9.660 (s, 1H, NH), 11.718
(s, 1H, NH); RMN - 13C (75.5 MHz, ppm): 40 (Alif), 129.228-138.711 (Ar), 140.917 (C=N),
167.610 (C=0), 175.790 ((NH).C=S).

PAOQ1: 2-(2-(2-(4-(clorometil)tiazol-2-il)hidrazona)etil)isoindolina-1,3-dione:
C11H11CIN4O2S; 334,78g/mol; Rend. 82%; IV (KBr, cm™): 3159.36 e 3113.44 (N-H),
1771.01 e 1717.67 (C=0), 1565.77 (C=N); RMN- *H (300 MHz, ppm): 4.408 e 4.416 (d, 2H,
CHy), 4.528 (s, 2H, CH>), 6.761 (s, 1H, CH, tiazol), 7.32 (s, 1H, CH), 7.861-7.899 (m, 4H,
CH Ar), 11.745 (s, 1H, NH); RMN- 3C (75.5 MHz, ppm): 38 (Alif), 41.747 (Alif), 107.879
(Tiazol), 123.104 (Ar), 131.662 (Ar), 134.512 (Ar), 138.382 (Tiazol), 147.773 (C=N),
167.522 (C=0), 168.631 (C=0).

PMO1 N
‘\:N S
\ _<
o) N ‘
N

PMO1: 2-(2-((3,4-difeniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazona)etil)isoindolina-1,3-diona:
C2sH1sN40,S; 438,50g/mol; Rend. 56%; RMN- H (300 MHz, ppm): 4.419 (s, 2H, CH>),
6.450 (s, 1H, CH, tiazol), 7.091-7.320 (m, 10H, CH Ar), 7.442 (t, 1H, HC=N), 7.912-7.883
(m, 4H, CH Ar, ftalimida); RMN- *C (75.5 MHz, ppm): 40.057 (CH), 104.240 (Tiazol),
128.124-144.561 (CH, Ar), 148.239 (Tiazol), 165.965 (Tiazol), 167.514 (C=N), 169.987
(C=0).
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PMO02 Nx
— .
N
N*< |
N

PMO02: 2-(2-((3-fenil-4-(p-tolil)tiazol-2(3H)-ilideno)hidrazona)ethil)isoindolina-1,3-diona:
C26H20N402S; 452,13g/mol; Rend. 52%; Rf (6:4-Hexano:Acetato de etila): 0,7; PF: 154-
158°C; IV (KBr, cm™): 1712.39 (C=0); RMN- *H (300 MHz, ppm): 2.190 (s, 3H,CHs), 4.418
(s, 2H, CH>), 6.409 (s, 1H, CH tiazol), 6.945-6.986 (m, 4H, CH Ar), 7.167-7.445 (m, 6H, CH
Ar), 7.881-7.948 (m, 4H, CH Ar ftalimida); RMN- *C (75.5 MHz, ppm): 20.660 (CHs),
38.867 (CH2), 100.669 (CH, tiazol), 123.096-139.456 (CH, Ar), 148.208 (C=N).

PMO03 N
N
= |
N

PMO03: 2-(2-((4-(4-metoxifenil)-3-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazona)etil)isoindoli-na-
1,3-diona:

C26H20N403S; 468,53g/mol; Rend. 54%; PF: 173-175°C; IV (KBr, cm™): 1713.83 (C=0).
RMN- *H (300 MHz, ppm): 4.177 (s, 3H, CHa), 4.436-4.446 (d, 2H, CH,), 6.826-8.104 (m,
14H, Ar); RMN- 8C (75.5 MHz, ppm): 40.057 (CH,), 123.073-137.536 (Ar), 146.782
(Tiazol), 167.492 (C=N), 169.643 (C=0).
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PMO04 N
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PMO04:  2-(2-((4-(3-nitrofenil)-3-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazona)etil)isoindolina-1,3-
diona:

CasH17Ns04S; 483,50g/mol; Rend. 49%; Rf (6:4-Hexano:Acetato de etila): 0,64; PF: 154-
154°C; IV (KBr, cm™): 1712.80 (C=0); RMN- 'H (300 MHz, ppm): 4.427-4.436 (d, 2H,
CH>), 6.758 (s, 1H, CH tiazol), 7.250-7.377 (m, 5H, CH Ar), 7.477-7.511 (m, 3H, CH Ar),
7.859-7.947 (m, 5H, CH Ar), 8.069 (t, 1H, HC=N).

PMO5 N
N\ .
A
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PMO5: 2-(2-((4-(4-nitrofenil)-3-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazona)ethil)isoindoli-na-1,3-
diona:

CasH17Ns04S; 483,50g/mol; Rend. 46%; Rf (6:4-Hexano:Acetato de etila): 0,75; PF: 186-
189°C; IV (KBr, cm™): 1713.38 (C=0). RMN- 'H (300 MHz, ppm): 4.438 e 4.471 (d, 2H,
CHa), 6.778-8.102 (m, 15H, Ar); RMN- *C (75.5 MHz, ppm): 40.057 (CH2), 123.027-
146.689 (CH>, Ar), 167.484 C=N, Tiazol), 169.605 (C=N), 175.748 (C=0).
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PMO06 N
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PMO06: 2-(2-((4-(4-chlorofenil)-3-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazona)etil)isoindoli-na-1,3-
diona:

C2sH17CIN4O2S; 472,95g/mol; Rend. 58%; Rf (6:4-Hexano:Acetato de etila): 0,844; PF: 176-
179°C; IV (KBr, cm™): 1717.30 (C=0). RMN- 'H (300 MHz, ppm): 4.412 e 4.422 (d, 2H,
CHy), 6.503-7.940 (m, 15H, Ar); RMN- C (75.5 MHz, ppm): 56.021 (CH), 101.844
(Tiazol), 123.088-138.682 (Ar). 167.575 (C=N), 169.888 (C=0).

PMO7 N
N\ .
A
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PMO7: 2-(2-((4-(4-bromofenil)-3-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hydrazona)etil)isoindoli- na-
1,3-diona:

CasH17BrN4O-S; 517,40g/mol; Rend. 55%; Rf (6:4-Hexano:Acetato de etila): 0,73; PF: 189-
193°C; IV (KBr, cm™): 1717.05 (C=0).
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PMO08: 2-(2-((4-(4-fluorofenil)-3-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazona)etil)isoindoli-na-1,3-
diona:

CasH17FN4O3S; 456,49g/mol; Rend. 50%; Rf (6:4-Hexano:Acetato de etila): 0,63; PF: 176-
179°C; IV (KBr, cm™): 1714.47 (C=0); RMN- 'H (300 MHz, ppm): 4.430 e 4.420 (d, 2H,
CH?y), 6.465 (s, 1H, CH tiazol), 7.022-7.359 (m, 9H, CH Ar), 7.446 (t, 1H, CH), 7.860-7.947
(m, 4H, CH Ar ftalimida); RMN- *C (75.5 MHz, ppm): 38.875 (CH>), 101.279 (CH tiazol),
115.060-138.304 (CH Ar), 148.323 (C=N), 160.151 e 163.417 (C-F), 167.583 (C=0),
169.933 (S-C=N).

PM10 N
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PM10: 2-(2-((4-(3,4-diclorofenil)-3-feniltiazol-2(3H)-ylideno)hidrazona)etil)isoin-dolina-
1,3-diona:

CasH16C12N402S; 507,39g/mol; Rend. 48%; Rf (6:4-Hexano:Acetato de etila): 0,89; PF: 154-
157°C; IV (KBr, cm™): 1714.45 (C=0). RMN- 'H (300 MHz, ppm): 4.448 (s, 2H, CH),
6.807-7.918 (m, 14H, Ar); RMN- C (75.5 MHz, ppm): 40.127 (CH,), 104.590 (Tiazol),
123.109-137.337 (CH, Ar), 149.249 (Tiazol), 167.489 (C=N), 169.619 (C=0).
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2.3.2 Parte Biologica

2.3.2.1 Toxicidade para esplendcitos: Esplendcitos de camundongos BALB/c foram
distribuidos em placa de 96 pogos com uma densidade de 5x10° células por pogo em
meio RPMI-1640. Cada inibidor quimico foi solubilizado em DMSO na concentracdo de 10
mg/mL e em seguida a amostra foi diluida serialmente em meio RPMI-1640 nas
concentragcdes de 1.0, 10 ¢ 100 ug/mL, em triplicata. Como controle positivo, usou-se a
saponina na concentracdo de 0.1 pg/mL, enquanto que como controle negativo, os pocos
receberam somente meio RPMI-1640 e DMSO. A placa foi entdo cultivada por 24 horas na
temperatura de 37° C e 5% CO,. Entéo adicionou-se 1.0 uCi de ®H-timidina em cada poco e a
placa foi incubada por 6 horas. A placa foi entdo lida no contador de irradiacdo beta
(Multilabel Reader, Finland) e a porcentagem de incorporagédo de timidina tritiada foi
determinada. Para as células que nao foram tratadas com as drogas (controle negativo),
calculou-se como 100% de incorporacdo de timidina tritiada (100% de viabilidade celular).
Para as células tratadas com saponina, a viabilidade celular foi de 5%. Quando o percentual de
incorporacgdo foi maior que 90%, a concentracdo da droga foi considerada como atoxica para

0s esplendcitos.

2.3.2.2 Atividade antiproliferativa para a forma epimastigota: Epimastigotas das cepas Y
ou Dm28c foram distribuidas em uma placa de 96 pocosem uma densidade final de
108 células por poco. Cada inibidor quimico foi adicionado nos respectivos pogos em
triplicatas. Benznidazol e Nifurtimox foram usados como controles positivos neste ensaio. A
placa foi entdo cultivada durante 11 (cepa Y) ou 5 dias (cepa Dm28c) sob 26° C e 5% de CO..
Apos esse tempo, aliquotas de cada poco foram coletadas e o nimero de parasitas foi
calculado em uma camara de Neubauer. Para as epimastigotas ndo tratadas com os inibidores
qguimicos (controle negativo), assumiu-se como 100% do numero de parasitas. As curvas
dose-respostas foram determinadas e os valores das Clsg foram calculados usando ao menos

cinco concentracdes (“data-points™) usando uma equacao ndo-linear (Prism, versao 4.0).

2.3.2.3 Atividade contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis: Para
determinar o efeito anti-proliferativo para Leishmania sp., formas promastigotas (10°/ml)
crescidos em culturas axénicas, na fase log de crescimento, foram colocadas em placas de 96
pocos no volume de 100 ml, sob condigdes de cultura adequadas (26°C). Os testes foram

conduzidos tendo como controle culturas de parasitos sem tratamento. As substancias foram
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avaliadas quanto a concentracdo inibidora de 50% do crescimento dos parasitas (ICsov%) onde
formas promastigotas de diferentes cepas de Leishmania foram cultivadas em diferentes
periodos, na presenca de diferentesconcentragcdes dos compostos, procedendo-se em seguida a
contagem de parasitos viaveis. O calculo da ICsos foi determinado por meio de uma regresséo

linear simples utilizando o software Prisma 4 Graphpad.
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Capitulo 3

3-Bromo-Fenil-propil-Hidrazona-Tiazois
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3.1 PLANEJAMENTO DA SERIE QUIMICA

Esquema 8 - Planejamento da série quimica PT01.2-14

4 )

\_Er _/
3’-BROMOPROPILFENONA
TIOSSEMICARBAZONA

BIOISOSTERISMO

HIBRIDACAO
H
\N/N ‘ R4
R

\ Br TIAZOL /

Tendo como base a potente atividade tripanossomicida apresentada pelo composto 1i
(3’-bromopropifenona-tiossemicarbazona) [14] e tendo em vista que tiazolil-hidrazonas sédo
potentes inibidoras da cruzaina e do crescimento do T. cruzi [13], utilizou-se as técnicas de
hibridacdo molecular e bioisosterismo, obtendo-se bioisdsteros da 3’-bromopropilfenona-
tiossemicarbazona, contendo o anel tiazol. Dessa forma, tais bioisdsteros apresentam dois
conhecidos grupamentos farmacoforicos importantes na atividade antichagasica (Esquema 8).

Foram utilizados variados substituintes quimicos como grupo metil, metoxi, nitro,
halogénios (F, Cl, Br), para as moléculas da série aqui proposta. Esta técnica permite posterior
andlise da relacdo estrutura-atividade (SAR) e assim apurar a especificidade das moléculas. A
utilizacdo dos substituintes halogenados foram selecionados devido a possibilidade de
melhoria da absorcéo oral, da permeabilidade, da estabilidade metabolica e quimica, formacéo
de ligacdo halogénio no alvo farmacologico contribuindo para a estabilidade da ligacao
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farmaco-receptor, além das contribuicdes estéricas dessa classe na interagdo com alvos
farmacoldgicos [105].

As metodologias de sintese propostas foram eficazes na obtencdo dos produtos
desejados em bons rendimentos, com tempo reacional variando em torno de trés horas. Além

de serem utilizados reagentes economicamente viaveis.

3.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.2.1 Parte Quimica

3.2.1.1 Obtencéo da Série Quimica

Esquema 9 - Sinteses dos compostos PT01.2-14

9 H
S
PTO1
Br \(bi

Br

3-Br-fenil-propanona
(b) ~. _N S

Codigo da amostra  Ar PTO1.5

H Br
. N S
PT01.2 Ph N X
PT01.3 4-Me-Ph N / Br
Ar

PTO01.4 4-MeO-Ph

PT01.6 3-NO2-Ph

PTO01.7 4-NO2-Ph Br
PTO01.8 4-F-Ph

PT01.9 4-C1-Ph

PT01.13 3,4-DiCl-Ph
PTO1.14 2,4-DiCl-Ph

Reagentes e condicBes: (a) tiossemicarbazida, etanol, HCI, refluxo, 4hs; (b) respectiva acetofenona,

isopropanol, t.a, 1h.
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3.2.1.1.1 Sintese do PTO01

Partindo-se do 1-(3-bromofenil)propan-1-ona, a tiossemicarbazona PTO1 foi obtida
através de uma reacdo de aminagdo em meio &cido com etanol como solvente, onde o
nitrogénio 4 da tiossemicabazida ataca o carbono da carbonila do 1-(3-bromofenil)propan-1-
ona e como resultado da desidratacio subsequente obtém-se a 2-(1-(3-
bromofenil)propilideno)hidrazinacarbotioamida (PT01), como demonstrado no esquema 10.

O produto apresentou tempo reacional de até 6 horas e rendimento superior a 90%.

Esquema 10: Reagéo do PTOL.

o)

ZI

NH,

Br Br

3-Br-fenil-propanona Tiossemicarbazida PTO1

3.2.1.1.2 Série PT01.2-14

A sintese da série PT01.2-14 (Fig. 25) apresenta mecanismo semelhante ao das

moléculas do primeiro capitulo (esquema 11).
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Esquema 11 - Reacdo da série PT01.2-14

N NH M N_ _NH
AN
N~ T 2 BM N/Cﬁﬁj 2
O ——  »
S o S
. -B @
PTO1 \_/ }
Br Br
(o) Ar

X

-H
Br Br

H H
\N/NYN Ar \N/N\]/NH
S\><o@ D S >
H@‘> (\;\
o} Ar

¥ N
\N/N\(N Ar SN \(\N>/Ar
OH /
S7Z< -H,0 S
H
Br H Br
3.2.1.2 Caracterizacéo Estrutural

3.2.1.2.1 Série PT01.2-14

3.21.2.1.1PT01.4

A caracterizacdo da série PTO01.2-14 serd exemplificada pela caracterizacdo do

composto PT01.4. Através da analise espectroscopica na regido do infravermelho foi possivel

constatar as principais bandas de absorcio (Fig. 26). A frequéncia de 3115.41 cm™ sugere a

deformac&o axial N-H de tioamida secundaria. 1505.43 cm™ para o estiramento C=N.
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Figura 28 - Espectro de infravermelho da molécula PT01.4
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A Figura 27 apresenta os valores do espectro de RMN’H do composto PT01.4, onde
foi constatada a presenca de um tripleto em torno de 1.062, integrando para trés hidrogénios,
referente a um grupo metila ligado ao metileno (esse sinal € encontrado em todos 0s outros
compostos dessa série). O grupamento metileno foi confirmado por um quarteto em 2.780
ppm integrando para dois hidrogénios (também presente nos demais compostos). Um singleto
em 3.780 ppm integrando para trés hidrogénios caracteriza a metila do grupo metoxi presente
no PT01.4. O sinal largo em 5.708 ppm caracteriza a presenca do NH hidrazinico. Os sinais
entre 6.96 e 7.79 pertencem aos hidrogénios dos anéis aromaticos. O singleto em 7.946 ppm

corresponde ao hidrogénio do anel tiazol.
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Figura 29 - Espectro do RMN’H para a molécula PT01.4.
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Para confirmacdo dos carbonos presentes na molécula PT01.4, foi utilizada a

ressonancia magnética nuclear de carbono 13 (Fig. 28). Os picos em 10.655, 19.621 e 55.182

correspondem aos carbonos alifaticos presentes nas moléculas dessa série. O pico em 102.258

é caracteristico C-H do anél tiazol. Esse mesmo pico estd presente em todos 0s compostos

dessa série. Fazendo-se uma comparacdo com a hidrazona de partida (PT01) pode-se observar

que esse pico caracteristico, que aparece em torno de 103 ppm, ndo aparece no espetro de
carbono 13 do PTO01 (Fig. 29). Os picos entre 114.048 e 139.024 correspondem aos carbonos

aromaticos. O pico em 158.956 indica o carbono da funcdo azometilica (C=N). Em 169.494

temos o pico caracteristico do carbono do anel tiazol que esta diretamente ligado a dois

nitrogénios e um enxofre.
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Figura 30 - Espectro do RMN’C*3 para a molécula PT01.4
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Figura 31 - Espectro do RMN’C*? para a molécula PTO1
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3.2.2 Parte Biolodgica

Todos os compostos da série (PT01.2-14) foram avaliados, in vitro, quanto as
propriedades tripanocidas em modelos experimentais frente as formas evolutivas epimastigotas
e tripomastigotas das cepas Y ou Dm28c do T. cruzi. Nestes ensaios, 0s valores de Clso (UM)
foram calculados.

Nos ensaios com epimastigotas, o valor da Clsg reflete a capacidade do composto em
inibir a proliferacdo celular do parasita quando comparado com a cultura celular néo tratada
(controle negativo). Os compostos (PT01.2-14) foram incubados na presenca de epimastigotas
por cinco (cepa Dm28c) ou onze dias (cepa Y). Ja nos ensaios com tripomastigotas, a forma
evolutiva infectante em mamiferos, o valor da Clso reflete o efeito do composto em reduzir a
viabilidade celular do parasita quando comparado com ocontrole negativo. Neste ensaio, 0S
compostos (PT01.2-14) foram incubados na presenca de tripomastigotas da cepa Y por vinte e
quatro horas.

Para determinar a seletividade, os compostos (PT01.2-14) foram testados em ensaios
com células de mamiferos. O efeito na viabilidade celular (toxicidade) destes compostos em
esplendcitos de camundongos da linhagem BALB/c foi avaliado. Como este ensaio é de
viabilidade celular, os esplendcitos foram incubados na presenca dos compostos (PT01.2-14)
por vinte e quatro horas. A toxicidade em esplendcitos foi quantificada como a maior
concentracdo ndo-toxica para as células, e quando necessario, os valores de Clso (em pM)
foram determinados.

Todos os valores encontrados para 0s compostos foram comparados com o Nifurtimox
(NFX), o Benznidazol (BZD) e com a tiossemicarbazona (PTO01). Os resultados das

atividades antichagésicas e de citotoxicidade em esplendcitos estdo apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Citotoxicidade e atividade tripanocida frente as formas epimastigota e tripomastigota da série
PTO01.2-14.

H

Br Ny /NYN
Ar

s/

(PT01.2-14) R
PTO01.2 H Ph 25 64.71 73.80 5.51 11.74
PTO01.3 H  4-Me-Ph 50 125.30 3.41 16.64 7.53
PT01.4 H  4-Me-O-Ph 50 120.10 ND 3.84 31.27
PT01.5 CHsz 4-Br-Ph 10 20.87 69.30 5.80 3.60
PT01.6 H  3-NO:-Ph 10 23.18 28.98 15.05 1.54
PT01.7 H  4-NO:-Ph >100  231.85 ND 60.00 3.86
PT01.8 H  4-F-Ph 50 123.67 ND 146.05 0.85
PT01.9 H  4-Cl-Ph 50 118.83 ND 140.34 0.85
PT01.13 H  3,4-diClI-Ph 25 54.92 ND 129.72 0.42
PT01.14 H  2,4-diCl-Ph 25 54.92 46.31 59.20 0.93
PTO1 10 34.94 94.73 241 14.50
BZD 25 96.07 48.80 6.26 15.35
NFX 1 3.48 5.71 2.75 1.27

@ = maior concentracdo atoxica em células esplénicas de camundongos BALB/c; BZD = Benznidazol; NFX =
Nifurtimox; ND = N&o Determinado; * Os valores ND ("N&o Determinado") significam medidas que foram
feitas, mas ndo foi possivel fazer a regressdo para determinar o Clso. Isto significa que, apesar dos valores de Clsg
ndo terem sido determinados, os dados de atividade para a curva dose-resposta foram adquiridos.

3.2.2.1 Citotoxicidade e atividade antichagéasica

De modo geral, os tiazois (PT01.2-14) apresentaram menores valores de toxicidade
em esplendcitos de camundongos da linhagem BALB/c quando comparados com a
tiossemicarbazona (PT01) e com o NFX.
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O composto PT01.2 apresentou concentracdo atoxica para esplenocitos (25ug/ml)
semelhante ao BZD (25ug/ml), cerca de duas vezes maior que o PT01 (10ug/ml) e cerca 20
vezes maior que o NFX (1ug/ml). O PT01.2 também apresentou valor de Clsp para a forma
tripomastigota do T. cruzi (5.51uM) semelhante ao BZD (6.26M).

Com relacdo ao indice de seletividade (IS) o PT01.2 é 11.74 vezes mais seletivo para
0 parasito que para células de mamiferos. A seletividade do PT01.2 pelo parasito € proxima
do IS do PTO1 (14.50) e do BZD (15.35) e cerca de dez vezes mais seletivo que o NFX
(1.27). Comparando-se os valores do PT01.2 com o PTO01, pode-se observar que a conversao
da tiossemicarbazona para tiazolil-hidrazona reduziu a citotoxicidade em células de
mamiferos e, apesar de uma pequena diminui¢do na atividade tripanocida, o valor de Clso
ainda foi semelhante ao farmaco de referéncia (BZD).

O composto PTO01.3 apresentou valor de citotoxicidade (50ug/ml) cerca de 5 vezes
menor que o PTO1 (10ug/ml), 2 vezes menor que o BZD (25ug/ml) e cerca de 50 vezes
melhor que o NFX (1pg/ml). O PT01.3 ndo apresentou uma significativa atividade frente a
forma tripomastigota do T. cruzi (16.64uM), tendo um IS de 7.53. Entretanto, o PTO01.3
apresentou uma atividade tripanocida para a forma epimastigota (3.41uM) cerca de trinta
vezes maior que o PTO1 (94.73uM), quatorze vezes maior que o BZD (48.80uM) e
semelhante ao NFX (5.71uM). Comparando-se com o PT01.2 observa-se que a insercao de
uma metila no anel aromético adjacente ao anel tiazol, diminuiu a atividade frente a forma
tripomastigota (16.64uM) e aumentou consideravelmente a atividade frente a forma
epimastigota (3.41uM).

O composto PT01.4 também apresentou citotoxicidade (50ug/ml) cerca de 5 vezes
melhor que o PTO1 (10pg/ml), 2 vezes melhor que o BZD (25ug/ml) e cerca de 50 vezes
melhor que o NFX (1pg/ml). O PTO01.4 apresentou, dentre os compostos dessa série, melhor
atividade tripanocida frente a forma tripomastigota (3.84uM), com valor semelhante a
tiossemicarbazona PT01 (2.41uM) e ao NFX (2.75uM) e quase duas vezes melhor que 0 BZD
(6.26uM).

O PTO01.4 foi 31.27 vezes mais seletivo para o parasito que para células de mamiferos,
sendo esse valor cerca de duas vezes melhor que o PTO1 e que 0 BZD, e 25 vezes melhor que
0 NFX. Aparentemente a insercdo de uma metoxila no anel aromatico adjacente ao tiazol
melhora a atividade tripanocida sem aumentar sua citotoxicidade para células de mamiferos.

A insercdo de halogénios (Cl, Br, F) no anel aromatico adjacente ao tiazol (PTOL.5,
PTO01.8, PT01.9, PT01.13 e PT01.14) mostrou-se prejudicial para a atividade tripanocida.
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Apesar de tais compostos apresentarem baixa toxicidade, ndo apresentaram significativa
atividade tripanicida.

A insercdo do grupo nitro no anel aromaético adjacente ao tiazol (PT01.6 e PT01.7)
também mostrou-se prejudicial para a atividade tripanocida. Ainda com relagdo ao grupo
nitro, observou-se que uma mudanca do grupo nitro da posi¢do meta (PT01.6) para a posicao
para (PTO01.7) reduziu em dez vezes a toxicidade. No entanto, tal mudanca também reduziu a
atividade tripanocida (15.05uM para PT01.6 e 60.00uM para PT01.7)

Portanto, entre os tiazois da série PT01.2-14, foi possivel identificar os tiazois
PT01.2, PT01.4 e PT01.5 como os mais potentes da série, que apresentam propriedades
tripanocidas similares ao BDZ. O PTO01.4 foi o mais ativo para a forma tripomastigota,
apresentando seletividade pelo parasito duas vezes melhor que o BZD e que o protétipo
estrutural (PT01), e cerca de 30 vezes mais seletivo que o NFX (Fig. 30).

Figura 32 - Compostos da série PT01.2-14 com melhor atividade tripanocida frente a forma tripomastigota

(Arquivo pessoal)
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B N
T \N/ \(N
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3.2.2.2 Atividade leishmanicida

Uma vez alcancado o objetivo de avaliar a atividade antichagasica de tais compostos
(PT01.2-14), teve-se também a oportunidade de se calcular a atividade desses compostos

frente a outro parasito, Leishmania sp. Os resultados estdo descritos na Tabela 4.
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Tabela 4 - Atividade leishmanicida frente a forma promastigota da série PT01.2-14.

1C50 IS

p promastigotas -  (Citotoxicidade/I

CODIGO R Ar UM (L. C50
amazonensis) promastigotas)
B N
r
\N/ \(N
Ar
S\%/
(PT01.2-14) R

PTO01.2 H Ph 6.29 10.29
PT01.3 H 4-Me-Ph 14.13 8.87
PTO01.4 H 4-Me-O-Ph 8.07 14.88
PT01.5 CH3 4-Br-Ph 4.44 4.70
PT01.6 H 3-NO2-Ph 3.45 6.72
PTO1.7 H 4-NO2-Ph 7.58 30.59
PT01.8 H 4-F-Ph 12.79 9.67
PTO01.9 H 4-CI-Ph 2.68 44.34
PT01.13 H 3,4-diCI-Ph 10.06 5.46
PT01.14 H 2,4-diCI-Ph 12.39 4.43

ND = PTO1 3.18 10.99 Nio

Determinado; *Os valores ND ("Né&o Determinado") significam medidas que foram feitas, mas ndo foi possivel
fazer a regressdo para determinar o Clso. Isto significa que, apesar dos valores de IC50 ndo terem sido

determinados, os dados de atividade para a curva dose-resposta foram adquiridos.

De modo geral, todos os compostos da série (PT01.2-14) foram ativos para a forma
promastigota do L. amazonensis. O composto PTO01.2 apresentou IS para a forma
promastigota do L. amazonensis (10.29uM) semelhante a tiossemicarbazona PTO1
(10.99uM), observando-se que a mudanga de tiossemicarbazona para tiazolil-hidrazona néo
diminui a atividade leishmanicida.

A introducdo de uma metila no anel aromatico adjacente ao anel tiazol (PT0L1.3)
reduziu a atividade leishmanicida (14.13uM) quando comparado ao PT01.2 (6.29uM). Ja a
introducdo de uma metoxila no anel adjacente ao tiazol (PT01.4) manteve a atividade
leishmanicida (8.07puM), semelhante ao PT01.2 (6.29uM).

Aparentemente, a introducdo de um halogénio no anel aromatico adjacente ao tiazol
melhora a atividade leishmanicida, com excecéo do Fltor (PT01.8, 12.69uM). Por outro lado,
a introducdo de dois halogénios no anel aromatico adjacente ao tiazol (PT01.13 e PT01.14)
diminuiu a atividade leishmanicida (10.06 e 12.39uM, respectivamente).
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A introducdo de grupo nitro no anel aromaético adjacente ao tiazol (PT01.6 e PT01.7)
também aumentou a atividade leishmanicida. A mudanca do grupo nitro da posicdo meta
(PTO01.6) para a posicdo para (PT01.7) aumentou em cinco vezes a seletividade do parasito.

Dos compostos avaliados dessa série, o composto halogenado PT01.9 foi o que
apresentou melhor atividade leishmanicida (2.68uM), sendo quase 45 vezes mas seletivo para
0 parasito que para células de mamiferos. Desse modo, a introducdo de um Cloro na posicédo
para do anel aromatico diretamente ligado ao tiazol, mostrou-se ser a melhor estratégia para
otimizar a atividade leishmanicida dessa serie de tiazolil-hidrazonas.

Portanto, entre os tiazois da série PT01.2-14, foi possivel identificar os tiazois PT01.7
e PT01.9 como os mais seletivos da série, sendo o PT01.7 trés vezes mais seletivo e o
PT01.9 quatro vezes mais seletivo, quando comparado com a tiossemicarbazona PTO1 (Fig.
31).

Figura 33 - Compostos da série PT01.2-14 com maior seletividade para a forma promastigota do Leishmania

amazonensis (Arquivo pessoal)

H
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3.3 SECAO EXPERIMENTAL

3.3.1 Parte Quimica

Os reagentes foram adquiridos da Acros Organics, Fluka, Vetec ou Sigma-Aldrich,
enguanto que os solventes foram provenientes da Vetec ou Dindmica. Os solventes deuterados
(DMSO-ds, CDCl3, D20) sdo da marca CIL (Tédia Brazil).

As reacdes foram acompanhadas em cromatografia de camada delgada (CCD)
utilizando silica-gel 60 contendo indicador fluorescente F2s4. As placas cromatogréaficas foram
visualizadas em uma lampada ultravioleta (com duplo comprimento de onda 365 ou 254nm).

Os pontos de fusdo foram medidos em capilares usando um aparelho de Thomas
Hoover e os valores ndo foram posteriormente corrigidos.

Para todos os compostos inéditos, foram feitas as analises de RMN de 'H e 3C e
quando necessario, analises bidimensionais (DEPT) bem como a adicdo de D,O para a
localizagdo dos sinais de NH. Todos os compostos foram solubilizados em DMSO-de. Os
espectros de RMN H e 13C foram adquiridos nos instrumentos Varian modelo Unity Plus (400
MHz para *H; 100 MHz para *C) ou Bruker AMX (300 MHz para *H e 75.5 MHz para o **C),
usando o tetrametilsilano como padrédo interno. A multiplicidade dos sinais nos espectros de
RMN !H foram designadas da seguinte forma: s / singleto; d / dubleto; t / tripleto; dd / duplo
dupleto; q / quarteto; m / multipleto. Para os espectros no infravermelho, utilizou-se o
instrumento Bruker (Modelo IFS 66) usando pastilhas de KBr.

3.3.1.1 Metodologia de Sintese

3.3.1.1.1 Sintese do composto intermediario PTO01, 2-(1-(3-bromofenil)propilideno)
hidrazinacarbotioamida: Em baldo de fundo redondo, adicionou-se a 1-(3-
bromofenil)propan-1-ona, a tiossemicabazida (na proporcao 1:1), etanol (g.s.p.s.) e HCI (cat.).
A mistura reacional foi mantida em agitacdo magnética e refluxo por 2-3 horas. As reagoes
foram acompanhadas por placa cromatografica de camada delgada (CCD). O precipitado
formado foi filtrado em funil sinterizado com etanol, obtendo-se o produto puro.

e PTO01 = 5,486mmols 1-(3-bromofenil)propan-1-ona, 5,486mmols tiossemicarbazida, 7

gotas HCI,
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3.3.1.1.2. Sintese da série 3-Br-fenil-propil-hidrazona-tiazois (PT01.2-14): Em baldo de
fundo redondo, adicionou-se o 2-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazinacarbotio-amida
(PTO1), a respectiva cetona halogenada e isopropanol (g.s.p.s.). A mistura reacional foi
mantida & temperatura ambiente por 1 hora. As reacdes foram acompanhadas por placa
cromatografica de camada delgada (CCD). O precipitado formado foi filtrado em funil
sinterizado com &gua destilada, obtendo-se o produto puro.

e PTO01.2 =1,398 mmol de PT01, 1,398 mmol de 2-bromo-acetofenona;

e PTO01.3=1,398 mmol de PTO01, 1,398 mmol de 2-bromo-4’-metil-acetofenona;

e PTO01.4=1,398 mmol de PTO01, 1,398 mmol de 2-bromo-4’-metoxi-acetofenona;

e PT01.5=1,398 mmol de PTO01, 1,398 mmol de 2,4’-dibromo-propilfenona;

e PTO01.6 = 1,398 mmol de PTO01, 1,398 mmol de 2-bromo-3’-nitro-acetofenona;

e PTO01.7 = 1,398 mmol de PTO01, 1,398 mmol de 2-bromo-4’-nitro-acetofenona;

e PTO01.8 =1,398 mmol de PT01, 1,398 mmol de 2-bromo-4’-fluor-acetofenona;

e PTO01.9 =1,398 mmol de PTO01, 1,398 mmol de 2-bromo-4’-cloro-acetofenona;

e PT01.13=1,398 mmol de PT01, 1,398 mmol de 2-bromo-3’,4’-dicloro-acetofenona;

e PT01.14 =1,398 mmol de PT01, 1,398 mmol de 2,2’ ,4’-tricloro-acetofenona.

3.3.1.2 Dados Fisico-Quimicos e Elucidacao Estrutural

PTO1: 2-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazinacarbotioamida:

C10H12BrNsS; 286,19g/mol; Rf (8:2-Hexano:Acetato de etila): 0.4; PF: 142°-146°C; IV (KBr,
cm™): 3415.33 (NH), 3200.90 e 3146.40 (CH Ar), 1507.11 (C=N); RMN- 'H (300 MHz,
ppm): 0.992 (t, 3H, CHa), 2.860 (g, 2H, CH2), 7.341 (t, 1H, Ar), 7.560 (d, 1H, Ar), 7.860 (d,
1H, Ar), 8.083 e 8.151 (2s, 2H, NH2), 8.310 (s, 1H, Ar), 10.353 (s, 1H, NH); RMN- 13C (75.5
MHz, ppm): 10.791 (Alif), 19.096 (Alif), 122.137 (Ar), 125.746 (Ar), 129.028 (Ar), 130.382
(Ar), 131.796 (Ar), 138.776 (Ar), 150.221 (C=N), 179.045 (S=C-NH>).
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H
Br N N
PTO01.2 \N/ \(
S/

PT01.2: 2-(2-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazinil)-4-feniltiazol:

C18H16BrNsS; 386,31g/mol; Rf (8:2-Hexano:Acetato de etila): 0.63; PF: 196°-199°C; IV
(KBr, cm™): 1516.36 (C=N); RMN- *H (300 MHz, ppm): 1.029 (t, 3H, CHa), 2.820 (d, 2H,
CHy), 7.276-7.396 (m, 5H, Ar), 7.518-7.536 (d, 1H, Ar), 7.721-7.739 (d, 1H, Ar), 7.810-7.828
(d, 2H, Ar), 7.911 (s, 1H, Tiazol), 10.638 (s, 1H, NH); RMN- 3C (75.5 MHz, ppm): 10.065
(Alif), 19.639 (Alif), 104.404 (Tiazol), 122.100-138.962 (Ar), 149.819 (C=N), 169.576
(Tiazol).

H
Br N N
PTO1.3 \N/ \(
s/

PT01.3: 2-(2-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazinil)-4-(p-tolil)tiazol:

C1oH18BrNsS; 399,04g/mol; Rf (8:2-Hexano:Acetato de etila): 0.63; PF: 192°-196°C; IV
(KBr, cm™): 1505.60 (C=N); RMN- *H (300 MHz, ppm): 1.064 (s, 3H, CH3), 2.314 (s, 3H,
CHs) 2.847 e 2.864 (d, 2H, CH>), 6.322 (s, 1H, NH), 7.211-7.752 (m, 8H, Ar), 7.943 (s, 1H,
Tiazol); RMN- ¥C (75.5 MHz, ppm): 10.583 (Alif), 19.587 (Alif), 20.792 (Alif), 103.422
(Tiazol), 122.085-137.042 (Ar),138.992 (C=N), 169.494 (Tiazol).
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H
PTO1.4 o \N/ N\(N o\
s/

PT01.4: 2-(2-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazinil)-4-(4-metoxifenil)thiazol:
C19H18BrN30OS; 416,33g/mol; Rf (8:2-Hexano:Acetato de etila): 0.55; PF: 197°-200°C; IV
(KBr, cm™): 3115.41 (NH), 2954.46 e 2831.76 (CH Ar), 1509.43 (C=N); RMN- 'H (300
MHz, ppm): 1.062 (t, 3H, CHz3), 2.780 (g, 2H, CH>), 3.780 (s, 3H, CHs), 5.708 (s, 1H, NH),
6.964 e 6.993 (d, 2H, Ar), 7.164 (s, 1H, Ar), 7.391 (t, 1H, Ar), 7.57 (dd, 1H, Ar), 7.776 (d,
1H, Ar), 7.79 (d, 2H, Ar), 7.946 (s, 1H, Tiazol); RMN- 3C (75.5 MHz, ppm): 10.655 (Alif),
19.621 (Alif), 55.182 (Alif), 102.258 (Tiazol), 114.048-139.024 (Ar), 158.956 (C=N),
169.494 (Tiazol).

H
Br N N
PTO1.5 \N/ \( Br
s/

PTO0L.5: 4-(4-bromofenil)-2-(2-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazinil)-5-metil-tiazol:
C19H17Br2NsS; 479,23g/mol; Rf (8:2-Hexano:Acetato de etila): 0.65; PF: 192°-197°C; RMN-
'H (300 MHz, ppm): 1.051 (t, 3H, CHs), 2.396 (s, 3H, CHs), 2.822 e 2.840 (d, 2H, CH>),
4.637 (s, 1H, NH), 7.385 (t, 1H, Ar), 7.567 e 7.584 (d, 3H, Ar), 7.630 e 7.650 (d, 2H, Ar),
7.753 e 7.771 (d, 1H, Ar), 7.941 (s, 1H, Ar); RMN- 3C (75.5 MHz, ppm): 10.598 (Alif),
12.130 (Alif), 19.587 (Alif), 118.156-131.290 (Ar), 138.955 (C=N), 165.796 (Tiazol).
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NO
B N
I. \ N
PTOL.6 N~ Y
) /

PT0L1.6: 2-(2-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazinil)-4-(3-nitrofenil)tiazol:
C1sH15BrN4O2S; 431,31g/mol; Rf (8:2-Hexano:Acetato de etila): 0.63; PF: 220°-223°C; IV
(KBr, cm™): 1530.66 (C=N); RMN- 'H (300 MHz, ppm): 1.071 (s, 3H, CHa), 2.862 (s, 2H,
CHy), 6.83 e 11.6 (s, 1H, NH), 7.393-8.717 (m, 9H, Ar); RMN- C (75.5 MHz, ppm): 10.545
(Alif), 19.527 (Alif), 107.098 (Tiazol), 122.070-148.271 (Ar), 149.261 (C=N), 169.903
(Tiazol).

H
Br N N
PT01.7 \N/ \( NO,
s/

PTO0L1.7: 2-(2-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazinil)-4-(4-nitrofenil)tiazol:
C18H15BrN4O-S; 431,31g/mol; Rf (8:2-Hexano:Acetato de etila): 0.52; PF: 193°-196°C; IV
(KBr, cm™): 3332.81 (NH), 1508.37 (C=0); RMN- H (300 MHz, ppm): 1.071 (s, 3H, CHs3),
2.850 e 2.864 (d, 2H, CHy), 7.397-8.291 (m, 9H, Ar), 11.663 (s, 1H, NH); RMN- 13C (75.5
MHz, ppm): 10.545 (Alif), 19.557 (Alif), 109.181 (Tiazol), 122.085-140.733 (Ar), 146.173
(C=N), 170.015 (Tiazol).

2
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H
Br N N
PTO01.8 \N/ \( F
s/

PT01.8: 2-(2-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazinil)-4-(4-fluorofenil)tiazol:
C1sH15BrFN3S; 404,30g/mol; Rf (8:2-Hexano:Acetato de etila): 0.65; PF: 207°-210°C; RMN-
'H (300 MHz, ppm): 1.066 (t, 3H, CHs), 2.85 (g, 2H, CHy), 4.275 (s, 1H, NH), 7.218-7.929
(m, 9H, Ar); RMN- 3C (75.5 MHz, ppm): 10.568 (Alif), 19.505 (Alif), 104.047 (Tiazol),
115.335-139.074 (Ar), 149.164 (C=N), 169.688 (Tiazol).

H
Br N N
PT01.9 \N/ \( cl
s/

PT01.9: 2-(2-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazinil)-4-(4-clorofenil)tiazol:
C18H1sBrCINsS; 420,75g/mol; Rf (8:2-Hexano:Acetato de etila): 0.65; PF: 204°-209°C; IV
(KBr, cm™): 3922.26 (NH); RMN- *H (300 MHz, ppm): 1.096 (t, 3H, CHs), 2.834 (q, 2H,
CHy), 6,006 (s, 1H, NH), 7.361-7.926 (m, 9H, Ar); RMN- C (75.5 MHz, ppm): 10.624
(Alif), 19.552 (Alif), 105.180 (Tiazol), 122.144-139.055 (Ar), 149.181 (C=N), 169.754
(Tiazol).
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cl
B N
I. \ N
PT01.13 N~ Y cl
s/

PT01.13: 2-(2-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazinil)-4-(3,4-diclorofenil)tiazol:
C18H14BrC2NsS; 455,20g/mol; Rf (8:2-Hexano:Acetato de etila): 0.85; PF: 228°-231°C; IV
(KBr, cm™): 3642.77 e 2971.43 (CH Ar), 1475.20 (C=N); RMN- *H (300 MHz, ppm): 1.033 e
1.049 (d, 3H, CHs), 2.822 e 2.845 (d, 2H, CH), 5.288 (s, 1H, NH), 7.348-8.101 (m, 8H, Ar);
RMN- 13C (75.5 MHz, ppm): 10.632 (Alif), 19.583 (Alif), 106.623 (Tiazol), 122.152-147.868
(Ar), 149.265 (C=N), 169.808 (Tiazol).

cl
B N
r N
PTO1.14 \N/ Y cl
L

PT01.14: 2-(2-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazinil)-4-(2,4-diclorofenil)tiazol:
C18H14BrCi2NsS; 455,20g/mol; Rf (8:2-Hexano:Acetato de etila): 0.75; PF: 174°-179°C; IV
(KBr, cm™): 1518.07 (C=N); RMN- *H (300 MHz, ppm): 1.061 (t, 3H, CHs), 2.84 (q, 2H,
CH>), 4.041 (s, 1H, NH), 7.378-7.939 (m, 8H, Ar); RMN- 3C (75.5 MHz, ppm): 10.560
(Alif), 19.572 (Alif), 109.836 (Tiazol), 122.077-132.570 (Ar), 139.014 (C=N), 168.772
(Tiazol).

3.3.2 Parte Biologica

3.3.2.1 Toxicidade para esplendcitos: Esplenécitos de camundongos BALB/c foram
distribuidos em placa de 96 pogos com uma densidade de 5x10° células por pogo em
meio RPMI-1640. Cada inibidor quimico foi solubilizado em DMSO na concentragédo de 10
mg/mL e em seguida a amostra foi diluida serialmente em meio RPMI-1640 nas
concentragOes de 1.0, 10 e 100 pg/mL, em triplicata. Como controle positivo, usou-Se a
saponina na concentracdo de 0.1 pg/mL, enquanto que como controle negativo, 0os pogos

receberam somente meio RPMI-1640 e DMSO. A placa foi entéo cultivada por 24 horas na
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temperatura de 37° C e 5% CO,. Entéo adicionou-se 1.0 uCi de *H-timidina em cada poco e a
placa foi incubada por 6 horas. A placa foi entdo lida no contador de irradiacdo beta
(Multilabel Reader, Finland) e a porcentagem de incorporacdo de timidina tritiada foi
determinada. Para as células que ndo foram tratadas com as drogas (controle negativo),
calculou-se como 100% de incorporacdo de timidina tritiada (100% de viabilidade celular).
Para as células tratadas com saponina, a viabilidade celular foi de 5%. Quando o percentual de
incorporacédo foi maior que 90%, a concentragdo da droga foi considerada como atdxica para
os esplendcitos.

3.3.2.2 Atividade antiproliferativa para a forma epimastigota: Epimastigotas das cepas Y
ou Dm28c foram distribuidas em uma placa de 96 pocosem uma densidade final de
106 células por pogo. Cada inibidor quimico foram adicionados nos respectivos pogos em
triplicatas. Benznidazol e Nifurtimox foram usados como controles positivos neste ensaio. A
placa foi entdo cultivada durante 11 (cepa Y) ou 5 dias (cepa Dm28c) sob 26° C e 5% de CO..
Apos esse tempo, aliquotas de cada poco foram coletadas e o nimero de parasitas foi
calculado em uma camara de Neubauer. Para as epimastigotas ndo tratadas com os inibidores
qguimicos (controle negativo), assumiu-se como 100% do numero de parasitas. As curvas
dose-respostas foram determinadas e os valores das Clso foram calculados usando ao menos

cinco concentracdes (“'data-points™) usando uma equacao ndo-linear (Prism, versao 4.0).

3.3.2.3 Toxicidade para a forma tripomastigota: Tripomastigotas da cepa Y foram
coletadas do sobrenadante de células LLC-MK: e distribuidas em uma placa de 96 pocos para
uma densidade final de 4x10° células por pogo. Cada inibidor quimico foi adicionado nos
respectivos pocos, em triplicata. Benznidazol e Nifurtimox foram usados como controles
positivos neste ensaio. A placa foi entdo cultivada por 24 horas em 37° C contendo 5 % de
CO.. Apos esse tempo, aliquotas de cada pogo foram coletadas e 0 nimero de parasitas
viaveis (ou seja, com motilidade aparente) foi contado em uma camara de Neubauer. Para 0s
pocos que ndo receberam os inibidores quimicos, assumiu-se como 100% do numero de
parasitas viaveis. As curvas dose-respostas foram determinadas e os valores das Clso foram
calculados usando ao menos sete concentragOes (data-points) usando regressdao nao-linear

(Prism, verséo 4.0).

3.3.2.4 Atividade contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis: Para

determinar o efeito anti-proliferativo para Leishmania sp., formas promastigotas (10%/ml)
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crescidos em culturas axénicas, na fase log de crescimento, foram colocadas em placas de 96
pocos no volume de 100 ml, sob condi¢cdes de cultura adequadas (26°C). Os testes foram
conduzidos tendo como controle culturas de parasitos sem tratamento. As substancias foram
avaliadas quanto a concentracdo inibidora de 50% do crescimento dos parasitas (ICso%) onde
formas promastigotas de diferentes cepas de Leishmania foram cultivadas em diferentes
periodos, na presenca de diferentesconcentracdes dos compostos, procedendo-se em seguida a
contagem de parasitos viaveis. O calculo da ICsos foi determinado por meio de uma regresséo
linear simples utilizando o software Prisma 4 Graphpad.
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4 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Dez inéditos derivados da ftalimida (PM01-10 e PAO1) e dez inéditos derivados da 3°-
bromopropifenona-tiossemicarbazona (PT01.2-14) do tipo tiazolil-hidrazona foram obtidos e
caracterizados estruturalmente. Os compostos derivados da ftalimida (PMO01-10 e PAO1)
foram avaliados quanto as suas atividades tripanocidas “in vitro” frente a forma evolutiva
epimastigota e quanto a citotoxicidade frente a células de mamiferos. Os compostos da série
(PTO1.2-14) foram avaliados quanto a atividade tripanocida frente a forma tripomastigota e
epimastigota e quanto a citotoxicidade em células de mamiferos.

Entre os tiazois da série PMO01-10, foi possivel identificar os tiazois PM04, PMO05 e
PMO06 como os mais potentes da série, que apresentam propriedades tripanocidas, para a
forma epimastigota, melhores que o BDZ. O PMO04 apresentou atividade tripanocida similar
ao NFX, porém com a vantagem de ser menos citotéxico. E o PMO06 foi composto mais
seletivo para o parasito.

Entre os tiazois da série PT01.2-14, foi possivel identificar os tiazéis PT01.2, PT01.4 e
PT01.5 como os mais potentes da série, que apresentam propriedades tripanocidas similares
ao BDZ. O PT01.4 foi o mais ativo para a forma tripomastigota, apresentando seletividade
pelo parasito duas vezes melhor que o BZD e que o protdtipo estrutural (PTO1), e cerca de 30
vezes mais seletivo que o NFX.

As duas séries de compostos também foram avaliadas quanto as propriedade
leishmanicidas. Entre os tiazois da série PM01-10, foi possivel identificar os tiazois PM02 e
PM10 como os mais potentes da série, que apresentaram melhores propriedades
leishmanicidas. J& entre os tiazois da série PT01.2-14, foi possivel identificar os tiazois
PTO01.7 e PT01.9 como os mais seletivos da serie, sendo o PT0L1.7 trés vezes mais seletivo e
0 PT01.9 quatro vezes mais seletivo, quando comparado com a tiossemicarbazona PTOL.

Os compostos da série (PMO01-10) ainda deverdo ser avaliados quanto a atividade
tripanocida frente a forma tripomastigota, uma vez que essa é a forma infectante e que se
encontra presente na corrente sanguinea do hospedeiro. Os compostos mais ativos (de ambas
as séries) serdo avaliados quanto a atividade tripanocida frente a forma amastigota e 0s mais
potentes poderado ser testados in vivo.

As duas series de compostos foram bastante ativas para o L. amazonenses, indicando
uma nova linha de pesquisa para tiazolil-hidrazonas. Principalmente para as tiazolil-

hidrazonas derivadas da ftalimida, que apresentaram alta seletividade para o parasito.
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