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RESUMO

Doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, € uma doenca
protozodaria causada por um parasita hemoflagelado, o Trypanosoma cruzi. E uma infeccio
parasitaria cronica e debilitante que afeta milhdes de pessoas no México, América Central e
América do Sul. Aproximadamente 25% da populacdo da América Latina estd em risco de
contrair a infeccdo. Embora o nifurtimox ainda seja utilizado em alguns paises, o Unico
farmaco atualmente disponivel no Brasil &€ o nitro-heterociclico benznidazol. Este
medicamento é eficaz na fase aguda da doenca, mas a sua eficacia durante a fase cronica é
discutivel, o que torna imprescindivel a busca por novas drogas anti-T. cruzi. Neste trabalho,
realizou-se a concepg¢do, sintese e avaliacdo da atividade tripanocida de alguns derivados
piridil-1,3-tiazol. Estes derivados heterociclicos foram estruturalmente planejados, explorando
0 conceito de hibridizagdo molecular entre os anéis piridina e tiazol, que tem revelado
propriedades tripanocida. Neste contexto, foi planejada a sintese de uma série de 26 inéditos
piridil-1,3-tiazol (LpQM 2a-m; 3a-m) por meio da modificagdo dos substituintes no
nitrogénio do anel tiazol e variacdo dos substituintes ligados ao anel aromatico. A elucidacdo
estrutural foi realizada por meio da utilizacdo de técnicas espectroscépicas de RMN *H, RMN
B3C e IV. A fim de avaliar o potencial antichagasico destes compostos, avaliou-se o efeito
anti-proliferativo sobre a forma epimastigota do Trypanosoma cruzi (cepa DM28c) e
atividade citotoxica frente as formas tripomastigota da Cepa Y, assim como a citotoxicidade
deles sobre esplendcitos de camundongos BALB/c, tendo como drogas de referéncia o
benznidazol e nifurtimox. A excecdo dos compostos LpQM 2h e 2k, todas as piridil-1,3-tiazol
exibiram atividade citotoxica contra a forma evolutiva tripomastigota superior ao
medicamento referéncia benznidazol. Os derivados LpQM 3d e 3k foram o0s compostos
destaques, CCso = 1.2 e 1.6 UM, respectivamente. Estes compostos ndo apresentaram efeitos
citotoxicos nas suas concentracdes tripanocidas, sendo considerado um bom ponto de partida

para o desenvolvimento de novos farmacos antichagésicos.

Palavras-chave: Citotoxicidade. Doenca de Chagas. Desenho de drogas. Farmacos.

Trypanosoma cruzi.



ABSTRACT

Chagas disease, also known as American trypanosomiasis, is a protozoan disease caused by
the haemoflagellate parasite Trypanosoma cruzi. It is a chronic and debilitating parasitic
infection that affects millions of people in Mexico, Central America, and South America.
Approximately 25% of the population of Latin America is at risk for acquiring the infection.
Although nifurtimox is still used in some countries, the available drug for the clinical
treatment of Chagas disease in Brazil is the nitroheterocyclic drug benznidazole. This drug is
effective against the circulating form of the parasite (trypomastigotes) in the acute phase of
the disease, but its efficacy during the chronic stage is debatable, which necessitates the
search for new anti-T. cruzi. Held the design, synthesis and evaluation of trypanocidal activity
of some novel pyridyl-1,3-thiazole derivatives. These heterocyclic derivatives were
structurally planned by exploring the concept of molecular hybridisation between pyridine
and thiazole, which has potent trypanocidal activity. In this context, it was planned the
synthesis of a series of novel 26 pyridyl-1,3-thiazole derivatives (LpQM 2a-m; 3a-m) by
modifying the substituents on the nitrogen of the thiazole ring and variation of the substituents
attached to the aromatic ring. The structural elucidation was performed by the use of
spectroscopic techniques *H NMR, *C NMR and IR. In order to evaluate the potential anti-
chagasic activity of these pyridyl-1,3-thiazole, we evaluated their anti-proliferative effect on
Trypanosoma cruzi epimastigote forms (DM28c strain strain) and cytotoxic activity against
the trypomastigote forms of the Y strain, as well as their cytotoxicity on splenocytes from
BALB/c mice, with the reference drugs benznidazole and nifurtimox. Except for compounds
LpQM 2h e 2k, all pyridyl-1,3-thiazole evaluated exhibited cytotoxic activity against the
trypomastigote forms this evolutionary way higher than the reference medicament
benznidazole. The 3d and 3k LpQM derived compounds were highlights, CCs = 1.2 e 1.6
MM, respectively. These compounds did not present cytotoxic effects at concentrations
trypanocidal, being considered a good starting point for the development of new anti-Chagas

drug candidates.

Keywords: Citotoxicidad. Chagas disease. Drug design. Drug. Trypanosoma cruzi.
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1. INTRODUCAO

Doencas tropicais negligenciadas sdo um grupo diverso de infecgdes clinicamente
causadas por uma variedade de agentes patogénicos, tais como virus, bactérias, protozoarios e
helmintos. Elas afetam principalmente as populagdes pobres que vivem em climas tropicais e
subtropicais. Dezessete doencas desse grupo sdo priorizadas pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), em termos de a¢do combativa, afetam mais de um bilhdo de pessoas em todo o
mundo, sendo endémicas em cento e quarenta e nove paises, e causam imenso sofrimento

humano e morte [1].

Entre as 17 doengas negligenciadas priorizadas pela OMS, estd a doenca de Chagas
ou também chamada tripanossomiase americana, uma infeccdo parasitaria, sistémica e
crbnica causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Transmitida aos seres
humanos, principalmente através das fezes de insetos triatomineos, conhecidos como

barbeiros, pelo hébito de picar o rosto de suas vitimas [2].

A doenca de Chagas apresenta uma larga distribuicdo geografica, sendo endémica na
América do Sul e América Central, afetando dezoito paises [3], tornando-se um dos principais
problemas de salde publica nesta regido, com elevados indices de morbidade e mortalidade.
Estima-se que 16 a 18 milhdes de pessoas estdo infectadas no mundo, surgindo cerca de
cinquenta mil novos casos a cada ano e que cerca de 7 a 8 milhdes de pessoas estdo sob o
risco de infeccdo em todo o mundo, principalmente na América Latina onde a doenca de

Chagas € endémica [1].

A gquimioterapia especifica atual restringe-se a apenas um farmaco nitro-heterociclo: o
Benznidazol - (Lafepe®) (1) - descoberto no ano de 1970 - caracterizado por longo tempo de
terapia, originando efeitos colaterais graves, que levam a descontinuidade do tratamento[4]. O
Nifurtimox (NFX) — (Lampit®) (2) foi desenvolvido empiricamente em 1960, no entanto ndo

€ mais prescrito, pois apresenta eficacia inferior a do Benznidazol (BDZ) [5] (Figura 01).

Figura 01: Estruturas quimicas do BDZ (Lafepe®) (1) e do NFX (Lampit®) (2).

N\ (0]
. (.
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Outra relevante questdo a ser considerada é a falta de interesse das empresas
farmacéuticas no desenvolvimento de novos medicamentos para certas doencgas, entre elas o
mal de Chagas [6]. Isso se estabelece devido aos fatores socioeconémicos dos paises
endémicos com esta enfermidade, visto que sdo paises subdesenvolvidos nos quais a maioria

da populacdo vive com menos de US$ 2 por dia [7].

Na busca de novos farmacos para o tratamento da tripanossomiase americana, a
catepsina L-cisteina protease, também conhecida como cruzipaina ou cruzaina, vem se
destacando como um potente alvo tendo em vista que é a principal cisteinil protease do
parasita Trypanosoma cruzi. Ela é expressa em todas as fases do ciclo de vida do parasita e
desempenha um papel fundamental durante a infeccdo de células hospedeiras, replicacdo e
metabolismo [8]. Por esse motivo é considerada um alvo importante para o desenvolvimento

de novos agentes anti T. cruzi [9].

Compostos ndo peptidicos baseados em tiossemicarbazonas e seus bioisosteros
ciclicos (4-tiazolinonas e 1,3-tiazéis) tem demonstrado atividade contra T. cruzi e cruzaina
[10-16]. Por essa razdo, muitas tentativas tem sido feitas para explorar as relagdes estrutura-
atividade (REA), com intuito de conceber compostos menos toxicos e com efeitos

tripanocidas melhorados [16-22].

Do mesmo modo, derivados da 2-acetilpiridina tiossemicarbazonas provaram ser
excelentes inibidores do crescimento do T. cruzi, sendo 55 a 70 vezes mais ativos do que o
NFX e BDZ, respectivamente[23]. Complexos de antimonio (II) de tiossemicarbazonas
derivadas de piridina apresentaram atividade tripanocida contra epimastigota e

tripomastigotas do T. cruzi, superior as drogas de referéncia NFX e BDZ [24].

Face a necessidade de identificar novos candidatos a farmacos, Uteis no tratamento da
doenca de Chagas, e em virtude do potencial tripanocida dos 1,3-tiazdis, este trabalho
descreve o planejamento estrutural, a sintese, a avaliagdo farmacoldgica das propriedades anti
T.cruzi e as REAs de inéditos derivados piridil-tiazolil, planejados por estratégias de

bioisosterismo e hibridacdo molecular.
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2. REVISAO DA LITERATURA

A seguir serd feita uma analise critica, meticulosa e ampla sobre 0s assuntos relevantes

para o desenvolvimento deste trabalho.

2.1. DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas ou também chamada tripanossomiase americana, uma infec¢do
parasitaria, sistémica e crbénica causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi).
Transmitida aos seres humanos, principalmente através das fezes de insetos triatomineos,

conhecidos como barbeiros, pelo habito de picar o rosto de suas vitimas [2].

2.1.1. HISTORICO

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, foi descrita
pela primeira vez em 1909 pelo médico brasileiro Carlos Chagas, enviado a frente da
construcao da estrada de ferro Central do Brasil, em Lassance/MG, para estudar uma doenca
que acometia os trabalhadores, incapacitando-os. De maneira notavel, ele descreveu
detalhadamente o parasita causador da doenca, o vetor, o ciclo de vida do parasita e
da transmissdo e varios aspectos epidemiolodgicos, clinicos e sociais da doenca [25].

Antes mesmo da descoberta de Carlos Chagas, durante uma expedicdo pela América
do Sul em 1835, Charles Darwin pode ter contraido a infec¢do pelo T. cruzi, uma vez que ele
descreveu o contato com insetos triatomineos, além de conviver com determinados sintomas
desta doenca ao longo de sua vida [26]. Estudos paleoparasitologicos foram capazes de
recuperar o DNA do T. cruzi em mumias humanas mostrando que esta enfermidade acomete

0s homens ha mais de 900 anos [27].

Ha& milhares de anos, a doenca de Chagas era uma doenca enzodtica de animais
silvestres, que se estabeleceu como uma zoonose quando o homem invadiu os ecotopos
naturais destes animais, através do desmatamento provocado pela expansao da agricultura e
agropecudria; promovendo desta forma, a adaptacdo dos insetos silvestres ao ambiente
domiciliar na procura de novas fontes de alimentos [28]. O homem se fez incluir no ciclo
epidemiolédgico da doenca, oferecendo ao vetor hemiptero vivendas rurais de péssima

qualidade, as chamadas “casas de pau-a-pique” [29].

Estima-se que aproximadamente 8 a 10 milhdes de pessoas distribuidas entre México,

América Central e América do Sul tenham a doenca. A maioria dessas ndo sabe que estdo
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infectadas. Movimentos da populagdo em grande escala de &reas rurais para areas urbanas da
América Latina e de outras regies do mundo aumentaram a distribuicdo geografica da
doenca de Chagas (Figura 02), e por isso foram identificados casos em muitos paises,

particularmente na Europa [30, 31].

Figura 02: Estimativa da populagédo global afetada pelo Trypanosoma cruzi, 2009.
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2.1.2. EPIDEMIOLOGIA

Um século apds sua descoberta, a doenca de Chagas permanece como uma doenca
tropical negligenciada na América Latina [32, 33]. A partir de 1970, alguns paises endémicos
como Brasil, Argentina, Chile, Bolivia e México iniciaram programas nacionais de controle
da doenca, com politicas voltadas para o controle de vetores e melhorias em biosseguranca
nas transfusdes de sangue e transplantes [33]. Como resultado, estes programas foram
responsaveis pelo decréscimo na incidéncia da doenca de 700 mil casos/ ano para 40 mil/ ano,

e no numero anual de mortos, de mais de 45 mil para 12.500 em 2006 [34].

A incidéncia mundial da doenca segundo a OMS vem caindo nos ultimos anos de 7
para aproximadamente 4 milhdes de pessoas [35, 01]. Estima-se que 16 a 18 milhdes de
pessoas estdo infectadas em todo o mundo, surgindo cerca de 50 mil novos casos a
cada ano e estima-se que, entre 2015 a 2030, 7947 pessoas no mundo morrerdo [01]. A

doenca de Chagas € a maior causa de mortalidade e morbidade na América Latina, um
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peso para a economia e afeta drasticamente as condi¢cdes sociais e de trabalho dos

pacientes acometidos [36].

Por outro lado, a doenca de Chagas ndo esta confinada a América Latina, sendo
detectados casos na Europa, Estados Unidos e Canada, relacionados ao risco de transmissao
por transfusdo sanguinea e transplantes de 6rgaos, a partir de um grande nimero de imigrantes
provenientes de paises endémicos nestes paises [39, 40] (Figura 03) [30]. Devido ao
crescimento da migracdo, turismo internacional, transfusdo sanguinea, transplantes e

transmissao vertical, a doenga de Chagas é hoje um problema de satde mundial [39].

No Brasil, a estimativa é de que aproximadamente 3 milhdes de pessoas estejam
infectadas e 5 milhGes sob o risco de contrair a doenca [40]. Minas Gerais é considerado um
dos estados com maior prevaléncia da endemia chagésica, tendo sido coincidentemente o
palco da descoberta desta doenga [01]. A regido Amazonica apresenta um crescente risco da
enfermidade de Chagas se tornar endémica, relacionado principalmente pela adaptacdo de
vetores e animais silvestres - infectados com o T. cruzi - ao domicilio humano, em
consequéncia do desflorestamento incontrolado na regido [41]. A doenca de Chagas é a quarta
causa de morte no Brasil, entre as doengas infecto-parasitarias, sendo a faixa etaria mais

atingida acima dos 45 anos [42].

Figura 03: Numero estimado de imigrantes infectados com Trypanosoma cruzi vivendo em

paises ndo endémicos.
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2.1.3. FORMAS EVOLUTIVAS E CICLO BIOLOGICO DO T. cruzi

O Trypanosoma cruzi é um protozoario hemoflagelado pertencente a familia
Trypanosomatidae. Esse parasita desenvolve o seu ciclo de vida em hospedeiros vertebrados
(mamiferos) e invertebrados (triatomineos), assumindo diferentes estagios evolutivos. Como
0s ambientes apresentados ao T. cruzi sdo muito diferentes em suas caracteristicas fisico-
quimicas, este desenvolveu ao longo da sua evolugdo estratégias que o tornaram capaz de
lidar com tais diferencas. Caracteristicas do parasita como ciclos metabdlicos, expresséo
diferenciada de moléculas internas e de superficie, capacidade de infeccdo, de multiplicacéo,
entre outras, devem ser adequadas a cada novo ambiente. Além das mudancas fisioldgicas,
estas formas se diferenciam morfologicamente pelas posi¢6es do flagelo e do cinetoplasto em
relagdo ao nucleo. Com base nestas caracteristicas, o T. cruzi possui em seu ciclo de vida trés

estagios evolutivos: epimastigota, tripomastigota e amastigota [43] [44] (Figura 04).

As formas epimastigotas sdo alongadas e medem entre 20 e 40 um, tem o cinetoplasto
em forma de bastdo, localizado proximo a bolsa flagelar e anterior ao nucleo, e possui 0
flagelo livre. Sdo formas replicativas, ndo-infectantes, encontradas no tubo digestivo do

hospedeiro invertebrado.

As formas tripomastigota sdo fusiformes, levemente achatadas e medem
aproximadamente 25 um, apresentam o cinetoplasto arredondado e posterior ao nucleo, o
flagelo emerge da regido posterior aderindo-se a membrana plasmatica, tornando-se livre na
regido anterior. Nao apresentam capacidade de multiplicacdo e séo as formas infectantes para
ambos o0s hospedeiros. No hospedeiro vertebrado essas formas sdo encontradas no sangue
(tripomastigotas sanguineas) enquanto que no hospedeiro invertebrado sdo encontradas na

porcéo final do intestino (tripomastigotas metaciclicas).

As formas amastigotas sdo arredondadas com aproximadamente 5 pum de diametro,
seu cinetoplasto tem forma de bastdo, situado entre o nucleo e o flagelo. Este Gltimo é muito
curto, restrito ao interior da bolsa flagelar. O nucleo é relativamente grande, arredondado e
excéntrico. Estas formas sdo intracelulares multiplicativas, encontradas no interior das células
do hospedeiro vertebrado, preferencialmente em macréfagos, células musculares cardiacas e
do tecido digestivo [45].
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Figura 04: Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi. a. Epimastigota, b. Tripomastigota e c.
Amastigota [46].

O ciclo bioldgico do T. cruzi é bastante complexo e envolve a passagem obrigatoria
por hospedeiros vertebrados (mamiferos) e invertebrados (insetos triatomineos hematdfagos).
No inseto, o ciclo tem inicio quando durante 0 seu repasto sanguineo ele ingere formas
tripomastigotas sanguineas. No estbmago, estas formas se diferenciam em epimastigotas e se
proliferam por divisao binaria no limen do intestino. Na porcao terminal do intestino, essas
formas se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos, as quais serdo eliminadas nas fezes do
inseto durante seu repasto sanguineo no mamifero. No hospedeiro vertebrado, as formas
metaciclicas penetram em macréfagos e em células do tecido cardiaco e digestivo, escapam
do vacuolo fagolisossomal e se diferenciam em amastigotas, que se multiplicam por divisdo
binaria no citoplasma da célula hospedeira. Depois de alguns ciclos de multiplicacdo, as
amastigotas se diferenciam em tripomastigotas sanguineas, que serdo liberadas pela ruptura da
célula hospedeira, podendo entdo invadir novas células, tecidos ou entdo serem ingeridas pelo

inseto, completando assim o ciclo de vida do parasita (Figura 05) [30]



Figura 05: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.
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2.1.4. TRANSMISSAO

A principal via de transmissdo da doenca de Chagas € a vetorial, através de insetos

triatomineos hematéfagos. Embora mais de 130 espécies de triatomineos sejam conhecidas,

apenas alguns sdo vetores competentes para o T. cruzi [46]. Na América Central, Triatoma

infestans, Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata sdo as principais espécies implicadas na

transmissédo vetorial (Figura 06). Todos os estagios de desenvolvimento dos triatomineos sdo

capazes de transmitir o protozoario, porém sua capacidade de infeccdo aumenta de acordo

com o namero de repastos sanguineos, sendo o0s insetos adultos 0s que apresentam as maiores

taxas de infeccdo [30].
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Figura 06: Principais vetores da doencga de Chagas na América do Sul e América Central.

Triatoma infestans Rhodnius prolixus Triatoma dimidiata

Outras formas ndo convencionais de infeccdo também podem ser encontradas tais
como: transfusdo sanguinea, transplacentaria, transplante de érgéos, acidentes de laboratério.
Recentemente, a transmissdo oral, através da ingestdo de alimentos contaminados com
excretas dos triatomineos, passou a ocupar um importante papel na disseminagdo da doenca
[27, 47], visto que foi responsavel por surtos de infeccdo aguda em &reas desprovidas de
insetos vetores domiciliados. Esta via de infeccdo resulta em um quadro clinico agudo grave

associado a uma infec¢do parasitaria macica, com altas taxas de mortalidade [48].

2.1.5. SINTOMATOLOGIA

A doenca de Chagas apresenta duas fases bem caracterizadas e distintas: uma fase
aguda e uma cronica. A fase aguda se inicia logo ap6s a infec¢do, podendo durar de 4 a 8
semanas, e € caracterizada por uma alta parasitemia e pela presenca de infiltrados
inflamatorios em diversos tecidos. Geralmente é assintomatica ou pode apresentar sintomas
menos especificos tais como febre e edema no local da inocula¢do - chagoma de inoculagéo
ou sinal de Romanfa- (Figura 07). A mortalidade nesta fase ocorre ocasionalmente (5-10%
dos casos sintomaticos) como resultado de uma miocardite ou meningoencefalite grave [49,
50].

Figura 07: A: Sinal de Romafia; B: Chagoma de inoculacgéo [51].
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Estudos mostram que 60 a 70% dos pacientes ndo irdo desenvolver clinicamente a
doenca, caracterizando a forma crénica indeterminada da doenca de Chagas, que apresenta
positividade para exames sorologicos com exames radiologicos e eletrocardiograma normais.
Na auséncia de um tratamento especifico, 30 a 40% dos pacientes desenvolvem a fase cronica
determinada, que é caracterizada por lesdes irreversiveis em alguns drgdos, tais como o

coracgéo, o esbfago e o colon [52].

Na fase cronica cardiaca, que é mais séria e mais frequente, ocorre uma miocardite
lentamente progressiva com o comprometimento da funcdo contratil do musculo cardiaco,
além de outras anomalias semelhantes aquelas observadas em doencas coronarianas [53]. A
fase cronica digestiva é causada pela destruicdo dos ganglios autonémicos intramural, que
afeta o0 esdfago e o colon causando a sua dilatacdo e caracterizando assim as sindromes dos
“megas”: megacdlon e megaesdfago. A associagdo da doenca cardiaca com o megacolon e 0
megaesdfago define a forma cardiodigestiva da doenca de Chagas, que € menos frequente
(Figura 08) [54, 55].

Figura 08: Anatomia de um coragdo Chagéasico e megacolon [55].

2.1.6. DIAGNOSTICO

Na fase aguda e nas formas crbnicas da doenca de Chagas, o diagnostico etiologico
poderd ser realizado pela deteccdo do parasita por meio de métodos parasitologicos (diretos
ou indiretos) e pela presenca de anticorpos no soro através de testes soroldgicos, sendo 0s
mais  utilizados  imunofluorescéncia  indireta  (IFI), hemaglutinacdo e ensaio
imunoenzimético (ELISA). Testes de maiores complexidades como o teste molecular,
utilizando reacdo em cadeia da polimerase (RCP) acoplado a hibridizagdo com sondas

moleculares, e o Western blot (WB) tem apresentado resultados promissores e poderdo ser
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utilizados como teste confirmatdrio tanto na fase aguda, como nas formas crénicas da doenca
[56]. Na Figura 09, estdo descritas algumas caracteristicas das fases clinicas e métodos para

diagnostico.

Figura 09: Caracteristicas das fases clinicas da Doengca de Chagas [57].
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Fonte: Adaptado de Bern (2011).

Na fase aguda da doenca de Chagas o diagndstico laboratorial é baseado na
observacdo do parasito presente no sangue dos individuos infectados, através de testes
parasitolégicos diretos como exame de sangue a fresco, esfregaco e gota espessa. O teste
direto a fresco € mais sensivel que o esfregaco corado e deve ser 0 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
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direto a fresco. Em casos sintométicos por mais de 30 dias, devem ser os testes de escolha,

uma vez que a parasitemia comeca a declinar [56].

Na fase cronica da doenga, o diagndstico parasitolégico direto torna-se comprometido
em virtude da auséncia de parasitemia. Os métodos parasitoldgicos indiretos (xenodiagndstico
ou hemocultivo) que podem ser utilizados apresentam baixa sensibilidade (20-50%). Sendo
assim, o diagndstico na fase crbnica é essencialmente sorologico e deve ser realizado
utilizando-se dois testes de principios metodoldgicos 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) [56].

2.1.7. QUIMIOTERAPIA ANTICHAGASICA

A terapéutica da doenca de Chagas teve inicio em 1909, logo apo6s a descoberta da
doenca e consistia no uso de medicamentos a base de arsénico e antiménio. Dentre os agentes
quimioterapicos empregados entre os anos de 1936 a 1960, destacaram-se os derivados de

quinoleinas, antimalaricos, arsenobenzdis e outros arsemicais [58].

No final da década de 1960 e inicio da década 1970, duas drogas, o Nifurtimox (NFX)
e 0 Benznidazol (BDZ), surgiram com melhores perspectivas para o tratamento da Doencga de
Chagas, tanto pelo potencial curativo, particularmente na fase aguda, como pela tolerancia.
Ambas as drogas promovem um efeito supressivo da parasitemia em individuos infectados,

durante a fase aguda. Porém, o BDZ demonstra ser mais eficiente que o NFX [58, 59].

A chance de cura durante o tratamento na fase aguda € de aproximadamente 70 a 80%,
ao passo em que na fase cronica a probabilidade de cura fica em torno de 10 a 20% [60],

mostrando a baixa eficicia dos medicamentos nesta fase [52, 61, 62].

Apesar de ter sido um grande avanc¢o para o tratamento da doenca de Chagas, o NFX e
0 BDZ néo séo considerados farmacos ideais, por provocarem toxicidade sistémica e sérios

efeitos colaterais (Tabela 01) [57, 63, 64], 0 que leva a descontinuidade do tratamento.

Tabela 01: Frequéncia dos efeitos colaterais em adultos associado ao uso do Nifurtimox e do
Benznidazol [57].
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Efeitos colaterias % de paciantes Efeitos colaterias % de paciantes
NIFURTIMOX BENZINIDAZOL
Anorexia 5075 Dermatite alérgica 20-50
Nausea 15-50 Parestesia 0-30
Vomitos 15-26 Neuropatia periférica 0-30
Desconforte abdominal 12-40 Anorexia 540
Dor de cabeca 13-70 Niusea ¢ vimitos 05
Vertigem 12-33 Leucopenia <l
Alteracies de humor 10-49 Trombocitopenia 2]
Insénia 10-54
Mialgia 13-30
Neuropatia periférica 2=5
Diminuicio da memdria B-14
Leucopenia <1l

Fonte: Adaptado de Bern (2011).

O esquema de tratamento do BDZ para adultos consiste em 5 a 7,5 mg/kg por dia,
dividido em duas doses e administrado oralmente durante 60 dias. Para criangas com idade
superior a 12 anos, a recomendagdo é uma dose ndo superior a 10 mg/kg ao dia. Para 0 NFX é
recomendado 8 a 10 mg/kg ao dia, dividido em 3 ou 4 doses e administrado oralmente em um
periodo de 90 dias. Para criangas menores de 15 anos, a dose é de 12,5 a 15 mg/kg ao dia. Em
ambos os tratamentos, ap6s 10 dias do inicio, os pacientes devem ser acompanhados

semanalmente para o monitoramento dos efeitos colaterais [57].

No Brasil, 0 uso do NFX foi descontinuado, visto que os beneficios do tratamento nao
eram superiores aos riscos associados a ele [57], porém, pode ser utilizado como uma
alternativa ao tratamento com BDZ através de programas de uso compassivo [65]. No ano de
2012, o Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE), em parceria com a
DNDi (Drugs for Neglected Diseases initiative), deteve o direito de produzir o comprimido de
BDZ para o tratamento da Doenca de Chagas para paciente infantil com até dois anos de

idade, tornando-se o Unico fabricante mundial [66].

Segundo o banco de dados norteamericano de estudos clinicos, um composto esta
sendo avaliado em humanos para a fase aguda e cronica indeterminada (Figura 10). O estudo

de fase dois foi iniciado em 2011 e tem como objetivo avaliar a eficacia e a seguranca do
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composto E1224 (3), um pré-farmaco do ravuconazol (BMS-207147%, 4) [67]. Se sua eficacia
for comprovada, o composto E1224 (3) sera o primeiro medicamento introduzido na clinica

nos ultimos 40 anos.

Figura 10: Estruturas quimicas do E1224 (3) e do ravuconazol (4).
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Mesmo que o composto E1224 seja aprovado, as opgdes terapéuticas frente a doenca
de Chagas estardo longe de alcancar o ideal. Assim, torna-se imprescindivel a busca por
novos farmacos mais ativos e seguros, sobretudo para a fase crénica da doenca. O
desenvolvimento destes farmacos deve estar atrelado a alvos especificos, identificados em

vias metabolicas essenciais para o T. cruzi.

2.1.8. ALVOS TERAPEUTICOS

O desenvolvimento de novos farmacos para a doenca de Chagas pode surgir através da
prospeccdo de produtos naturais e sintéticos que tenham similaridade com compostos usados
para outras doencas e/ou através da determinacdo de alvos especificos identificados em vias

metabdlicas essenciais para o T. cruzi [52, 68, 69].

A infeccdo pelo T. cruzi ocorre de maneira complexa e atraves de diversos mediadores
patogénicos, neste contexto, intervencdes terapéuticas devem ser feitas no intuito de
inviabilizar esta infeccdo. Dentre 0os mecanismos mais explorados para esta finalidade estdo o

estresse oxidativo, a interacdo parasita-hospedeiro e o metabolismo [70, 71].

Varios alvos bioldgicos tém sido apontados como alvos terapéuticos potenciais para a

doenga de Chagas, dentre eles destacam-se: a enzima tripanotiona redutase, a transialidase, a
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biossintese de esterdis e a cruzaina do T. cruzi, possibilitando assim um desenvolvimento

racional de fArmacos menos toxicos e mais potentes contra o parasita [72].

A intervengdo mais classica compreende o emprego de inibidores das nitroredutases e
da tripanotiona redutase. Estas enzimas, que sdo dependentes da nicotinamida adenina
dinucleotideo, neutralizam espécies reativas produzidas por toxinas e, portanto, conferem

protecdo ao parasita contra o estresse oxidativo celular [70, 71].

A relagdo parasita-hospedeiro constitui um ponto importante para intervengédo
terapéutica. A forma circulante do T. cruzi e invasiva para células de mamiferos,
tripomastigota, é coberta por uma variedade de mucinas na superficie da membrana
plasmatica [73]. No entanto, estas mucinas de superficie ndo sdo capazes de mascarar o
reconhecimento de tripomastigotas pelo sistema imune. Isso acontece, em parte, porque
mucinas e demais glicoproteinas do T. cruzi ndo possuem acido sialico, um monossacarideo
essencial na interacdo celula-célula. Como alternativa, tripomastigotas expressam a enzima
trans-sialidase, que além de hidrolisar o acido sidlico tambem o transfere das celulas de
mamiferos para as mucinas de superficie do parasito [74]. Logo, esta enzima confere ao
parasita habilidade em escapar do sistema imune. Todavia, a trans-sialidase ndo é expressa
em amastigotas, que é de grande relevancia para a fase cronica sintomatica da infeccdo. Tal
fato constitui um fator limitante para o desenvolvimento de farmacos baseado em inibidores

desta enzima [75].

O T. cruzi requer esterois especificos para a proliferacdo e a viabilidade de células em
todos os estagios de seu ciclo, sendo este parasita susceptivel aos inibidores da biossintese de
esterois. O principal esterol para o desenvolvimento do T. cruzi é o ergosterol, tornando a via
de biossintese desse lipideo um alvo atrativo para o desenvolvimento de farmacos [76]. As
enzimas mais estudadas desta cascata metabdlica sdo a esterol 14-demetilase, lanosterol
sintase, esqualeno epoxidase, esqualeno sintase, D-24(25) esterol metiltransferase,

farnesilpirofosfato sintase e a farnesiltransferase [77].

Outros alvos promissores para intervencdo terapéutica sdo as cisteino proteases, as
quais conferem ao parasita habilidade de invadir células do hospedeiro, inclusive células do
sistema imune [78]. Elas sdo enzimas proteoliticas as quais dependem da nucleofilia do grupo
tiol de um residuo de cisteina para sua atividade enzimatica e que sdo também funcionalmente
diversas e amplamente distribuidas [79, 80]. Entre as principais cisteino proteases do T. cruzi

destacam-se a cruzaina (gp57/51) e a autofagina-4 (TcAtg4), as quais possuem funcdes
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distintas, porém complementares. A TcAtg4 regula as alteragdes morfoldgicas do parasita

durante o ciclo evolutivo, reciclando proteinas localizadas no flagelo parasitario [8, 78].

A cruzaina é expressa durante todas as formas evolutivas do T. cruzi, porém localizada
em diferentes compartimentos (Figura 11). O fato de esta enzima estar localizada na
superficie de amastigotas, aliado ao potencial antigénico, sdo indicios do envolvimento da

cruzaina na relacdo parasita-hospedeiro [81].

Figura 11: Demonstracdo da cruzaina em diferentes compartimentos durante o ciclo
evolutivo do T. cruzi [82].
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A cruzaina participa durante a adesdo e invasdo do parasita em células do sistema
imune. Foi demonstrado que uma cepa do T. cruzi deficiente da cruzaina apresenta viabilidade
celular, porém ndo estabelece infeccdo in vitro (em macr6fagos) nem in vivo (com
camundongos C3H). Além disso, observaram que macrofagos sao ativados quando expostos
com esta cepa deficiente, 0o que ndo acontece com uma cepa funcional (“wild-type™) do T.
cruzi. Logo, este experimento sugere que durante a invasdo, a cruzaina degrada proteinas

secretadas por macrofagos, prevenindo a ativacdo do sistema imune [83].

Tendo em vista o importante papel da cruzaina durante a infec¢do pelo T. cruzi, a
identificagdo de inibidores desta enzima tem recebido uma atencdo considerdvel. As
principais classes de inibidores incluem (Figura 12): (i) derivados peptidicos (5 e 6) [84]; (ii)
derivados ndo-peptidicos (triazois 7, pirimidinas 8, chalconas 9 e tiossemicarbazonas 10) [85];
(iii) complexos de rénio e ouro (oxorénios 11 e ciclometalados de ouro 12) [86]; e (iv)
doadores de Oxido nitrico (nitrosotidis 13 e nitrosilo, complexos de ferro e ruténio 16) [87].



32

Dentre os inibidores da cruzaina, o composto K-777 merece destaque por ser capaz de
inibi-la e encontra-se em estudos pré-clinicos avancados [88]. Este composto apresentou
atividade tripanocida em ratos infectados com T. cruzi quando administrado
intraperitonealmente, além de ndo apresentar toxicidade aparente [89]. Entretanto, o K777 ¢
um composto peptidico, logo sua eficacia pode ser comprometida por via oral.

Neste ambito, busca-se identificar inibidores ndo peptidicos. Baseado na relacdo
bioisostérica conhecida entre ligagdes peptidicas e ureias, os primeiros inibidores ndo
peptidicos da cruzaina identificados foram aril-ureias e tioureias, que exibiram uma afinidade
moderada contra cruzaina e atividade antiproliferativa nas culturas das formas amastigotas
[90].

Figura 12: Estrutura cristalografica da cruzaina de T. cruzi (PDB ID 1ME4). Inibidores da
enzima alvo de diferentes classes quimicas [77].

M=Fe,Ru
(14)
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Apls estas constatacOes, tiossemicarbazonas e seus pirazolina-1-tiocarboxiamida
bioisosteros foram explorados como inibidores potenciais da cruzaina, uma vez que tioureias
e tiossemicarbazonas sdo classicamente consideradas como bioisosteros. Guiados pela
poténcia das tiossemicarbazonas, outras classes de inibidores ndo peptidicos da cruzaina tém
sido desenvolvidas, explorando amidas funcionalizadas, hidrazonas, 4-tiazolinonas, 1,3-

tiazois e triazois/triazinas e N-acilhidrazonas como prot6tipos estruturais [10].
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2.2. NUCLEOS DE INTERESSE

Vérios grupamentos quimicos tém apresentado relevantes atividades bioldgicas, a

seguir serdo descritos nucleos com atividade anti- T. cruzi reconhecida.

2.2.1. PIRIDINA

A piridina é um composto organico heterociclico usado como precursor para produtos
agroquimicos e farmacéuticos, além de desempenhar um papel chave como catalisador nos
sistemas biologicos e quimicos [91]. O nucleotideo piridina protético (NADP) esta envolvido
em varios processos de oxidacdo-reducdo de muitas enzimas de organismos vivos. Outra
relevante atividade da piridina em sistemas biologicos € a sua presenca nas vitaminas niacina
e piridoxina (vitamina B6). Na indUstria farmacéutica, a piridina forma um ndcleo de mais de

7000 medicamentos existentes [92].

Derivados da piridina sdo um importante grupo de compostos organicos evidenciados

como bactericidas [93], fungicidas [94], agentes anti -cancro [95-97] e tripanocida [98, 99].

Derivados da 2-acetilpiridina tiossemicarbazonas provaram ser excelentes inibidores
do crescimento do T. cruzi, sendo 55 a 70 vezes mais ativos do que o NFX [24]. Complexos
de antimonio (II1) de tiossemicarbazonas derivadas de piridina apresentaram atividade
tripanocida contra epimastigota e tripomastigotas do T. cruzi, superior as drogas de referéncia
NFX e BDZ [25].

Estudos do nosso grupo de pesquisa revelaram que de uma série de 26 piridil-tiaz6is
20 compostos apresentaram ser agentes tripanocidas mais potentes que o BDZ. E o melhor
composto desta série apresentou uma concentracdo inibitoria para 50% das cepas (Clso)
tripomastigotas de 1,24 M enquanto que o farmaco de referéncia apresenta uma Clsy cinco
vezes menor. Estes resultados nos inspiram a investigar e avaliar o potencial tripanocida

desses derivados [99].
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2.2.1. TIAZOIS
Os compostos tiazolinicos (Figura 13) sdo uma importante classe de compostos
heterociclicos que apresentam um amplo espectro de atividade biologica, tais como atividades
anticancer [100], antibacteriana [101, 102], antidepressiva [103], anti-inflamatdria [102]

dentre outras.

Figura 13: Estrutura quimica do ndcleo tiazol.
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O ndcleo tiazolinico esta presente como subunidade em diversas moléculas

biologicamente ativas. Como exemplo, podemos mencionar o sulfatiazol, um importante
farmaco antimicrobiano, o ritonavir (Norvir ®) medicamento utilizado no combate ao virus
HIV, as epotilonas A e B, produtos naturais que possuem uma potente atividade antitumoral
e o pirofosfato de tiamina, presente em uma variedade de enzimas que catalisam reacGes de

descarboxilacdo (descarboxilases) e de condensacéo do tipo aldolica (aldolases) [104].

Compostos com a funcdo tiazol na sua estrutura, apresentaram excelente atividade “in
Vvitro” contra cepas epimastigota, tripomastigota e amastigota do T. cruzi. [11, 12]. Resultados
de trabalhos anteriores em nosso laboratorio (LpQM), identificaram novos potentes inibidores
da cruzaina e inibidores do crescimento do T. cruzi, como demonstrado na Figura 14 [99,
105, 106, 107]. Esses estudos demonstram que o tiazol também é um ndcleo promissor para

prototipos a farmacos antichagasicos.
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Figura 14: Estruturas de moléculas contendo o nicleo tiazol e os valores de toxicidade para
forma tripomastigota [99, 105, 106, 107].
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3. OBJETIVOS

Diante da necessidade de identificar novos farmacos Uteis para o tratamento da doenca
de Chagas, 0s objetivos deste trabalho englobam o planejamento estrutural e a sintese de
inéditos piridil-1,3-tiazéis, bem como a avaliagdo farmacolégica das propriedades

tripanocidas e o estudo das relagdes estrutura-atividade.

3.1. OBJETIVO GERAL

Obter inéditos piridil-1,3-tiazois bem como avaliar as propriedades tripanocidas e

estudar a relacdo estrutura-atividade destes.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Planejar e sintetizar os derivados piridil-1,3-tiazéis (LpQM 2 a-m e 3 a-m);

e Determinar as propriedades fisico-quimicas dos compostos obtidos, bem como
elucidar as estruturas quimicas através da Espectroscopia de Infravermelho (1V), de
Ressonancia Magnética Nuclear de Préton (RMN *H) e Carbono (RMN *3C) e
Espectroscopia de Massas de Alta Resolucdo (EMAR);

e Avaliar a atividade tripanocida e determinar a citotoxicidade em esplendcitos de
camundongos.
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4. PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

O anel piridina é encontrado em biomoléculas enddgenas altamente significativas,
incluindo o NADP e as vitaminas niacina e piridoxina (vitamina B6). Varios compostos
bioativos com esta unidade heterociclica tém valiosas propriedades farmacoldgicas, tais como
bactericidas [93], fungicidas [94], agentes anti -cancro [95-97] e tripanocidas [24, 98, 99].
Neste contexto, os compostos piridinicos ganharam importancia notavel, devido a variedade

de atividades bioldgicas e a sua aplicabilidade na quimica orgénica sintética.

Por outro lado, 1,3-tiazol e seus derivados sdo importantes heterociclos e estdo
relacionados com um grande numero de aplicagdes bioldgicas. Dentre estas, podem-se citar
atividades antimicrobiana, antifungica e antinflamatéria [102], além de demonstrar-se como

potente inibidor da cruzaina e inibidores do crescimento do T. cruzi [10, 99, 105].

No nosso esforco continuo para desenvolver compostos tripanocidas potentes,
decidimos construir uma nova classe de derivados piridil-1,3-tiaz6is (LpQM 2 a-m e 3 a-m)
baseado na hibridizacdo molecular do ndcleo piridina A com o anel heterociclico tiazol B,
desenhados a partir do bioisosterismo ciclico ndo classico das tiossemicarbazonas, importante
classe com potencial tripanocida [99, 108] (Figura 15). Foram realizadas modificacdes
estruturais, através da insercdo de substituintes na posicdo N3(LpQM 1la-b), devido a
resultados obtidos em trabalhos recentes, onde derivados com grupo fenila ou metila em N3

apresentaram-se potentes agentes tripanocidas [105].

Figura 15: Concepcédo dos novos derivados piridil-1,3-tiazois, (LpQM 2 a-m e 3 a-m).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O seguinte trabalho apresentou os seguintes resultados listados como topicos abaixo.

5.1. SECAO QUIMICA

Uma vez que o planejamento estrutural foi realizado, realizou-se a sintese dos
compostos. A Figura 16 apresenta a sequéncia das reac6es envolvidas na sintese das piridil-
1,3-tiazéis (LpQM 2a-me LpQM 3 a-m).

Figura 16: Rota sintética para obtencdo das piridil-1,3-tiazéis (LpQM 2 a-m e LpQM 3 a-

m).
O
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As tiossemicarbazonas LpQM 1 a-b foram preparadas com reagentes disponiveis
comercialmente. Reagiu-se acetilpiridina (1) com as tiossemicarbazidas apropriadas (2) em
temperatura ambiente, utilizando acido acético (AcOH) como catalisador e etanol como

solvente, como demonstrado na Figura 17.
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Figura 17: Obtencéo das tiossemicarbazonas LpQM 1 a-b.
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Os compostos piridil-1,3-tiazol LpQM 2 a-m e 3 a-m foram sintetizados conforme o
protocolo de Hantzsch, atraves da reacdo entre as tiossemicarbazonas LpQM 1 a-b e as
acetonas a-halogenadas (Figura 19). Essas reacdes desenvolvem-se mediante refluxo com
etanol durante uma a trés horas de reagdo, mas adaptou-se esta metodologia para banho em
ultrassom (40 MHz, 30-120 min) [109] utilizando 2-propanol como solvente [105]. Desse
modo, observaram-se rendimentos entre 30 e 100%. As acetonas a-halogenadas substituidas
utilizadas foram adquiridas de fontes comerciais. Os novos piridil-1,3-tiazol e seus

substituintes estéo listados na Figura 18.
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Figura 18: Procedimento sintético geral das piridil-1,3-tiaz6is (LpQM 2 a-m e 3 a-m) °.
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ultrassom, t.a., 30-120 min, com rendimentos entre 30-100%.
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5.2. CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

Todos o0s compostos tiveram suas estruturas elucidadas através técnicas de
Espectroscopia de infravermelho, Ressonancia Magnética Nuclear de Proton e Carbono e

Espectroscopia de Massas de Alta Resolucéo, dados esses descritos no apéndice.

5.2.1. ELUCIDACAO DA MOLECULA LpQM 2a

Através da analise espectroscdpica na regido do infravermelho foi possivel constatar
as principais bandas de absorcdo (Figura 19). As frequéncias em 1581 e 1555 cm™ sdo

estiramentos caracteristicos de C=N, enquanto que em 1491 cm™ destaca-se o estiramento
para C=C.

Figura 19: Espectro de infravermelho da molécula LpQM 2a.
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A Figura 20 apresenta um exemplo de espectro de RMN *H, o do composto LpQM
2a. Foi constatada a presenca de dois singletos em 2.45 e 3.42 ppm, integrando para trés
hidrogénios cada um, referente aos grupos metilas (CH3) existentes na molécula. O singleto
em 6.69 ppm integrando para um hidrogénio, corresponde ao hidrogénio na posi¢do Cs do
anel tiazol, este ratifica a ciclizagcdo e formacao do anel tiazol. A presenca do anel aromatico
ligado ao tiazol foi confirmada por um multipleto em torno de 7.50 ppm, integrando para

cinco hidrogénios. Os quatro hidrogénios do anel heterociclico piridina foram confirmados
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pela presenca de dois dubletos e dois tripletos. O primeiro tripleto apareceu em 7.77 ppm,
integrando para um hidrogénio, este por sua vez, possui constantes de acoplamento (J) de 3.99
e 11.99 Hz, o que indica que este hidrogénio estd acoplando com o hidrogénio da funcéo
azometilica (CH=N) que ressoou em 8.70 ppm como um dubleto, apresentando J de 3.99 Hz
também. O tripleto do CH do anel piridinico presente em 7.77 ppm também esta acoplando
com o tripleto em 8.37 ppm, que esta integrando para um hidrogénio, visto que ele possui
valores de J igual a 11.99 e 7.99 Hz. Por fim, em 8.27 foi identificado um dupleto integrando
para um hidrogénio, que esta acoplando com o tripleto presente em 8.37 ppm, devido o J ser
de 7.99 Hz.

Figura 20: Espectro do RMN *H da molécula LpQM 2a.

D N S
| \ N/ \|/
N N /
P e
7.77
(t, 1H, J 3.99 e 11.99 Hz,
CH Heterociclico)
8.27
(d, 1H, J 7.99 Hz, CH
Heterociclico)
PEEN 7.50
1n. (m, 5H, CH Ar)
3.42 <« 2.45
8.37 = (s, 3H, CH,) —> (5,3H,CHy)
,/--
(t,1H,J7.99 e 11.99 Hz, ]
CH Heterociclico) ' 6.69 ‘/‘ ',--= -
870 ],— —> (s, 1H, CH Tiazol) '
' — P - f
(d,1H,9399 Hz, CH=N €— [ | J P g /H Al
— J. ! — - — - m— ‘
Heterociclico) b ‘ ‘
W/ "._ \ \ [l L ————— VoA §
— — _— S — M —— A ————
9 8 7 6 5 4 3 2

A Figura 21 demonstra a confirmacéo dos carbonos presentes na molécula LpQM 2a,
através da utilizacdo da ressonancia magnética nuclear de carbono 13 e DEPT. Os picos em
13 e 34 ppm confirmam a presenca das duas metilas (CH3). O sinal de carbono diagnostico
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de tiaz6is, o CH da posicdo 5 aparece em 102 ppm. Os carbonos aromaticos sao
confirmados por picos em 123 ppm, 128.88 ppm, 128.91 e 130 ppm. Em 124 e 129 ppm
observou-se os picos referente aos metinos (CH) do anel piridinico, em 141 ppm o carbono
quaternario deste mesmo anel, assim como um pico em 143 ppm referente ao carbono da
funcdo azometilica (HC=N). Por fim, em 150 ppm o pico relativo ao Cg=N ligado a metila.

Em 172 ppm constata-se a presenca do carbono quaternario do tiazol N-C-S.

Figura 21: Espectro do RMN **C da molécula LpQM 2a.

z

127
918
709
291
082
873

=I179.91%
128.887

40

3

s

35

3

38

016
0O
2

Jé.

Cq=N Heterociclico

1h
@]
I

c*% .......

Ar Tiazol

124.790

123.078

)
i

102.283

CH=N Heterociclico

143,758

CH;Cg=N

172.276
411

is0

=3
o

20

5.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI T. cruzi

Analisou-se a toxicidade celular e a atividade antiparasitaria das inéditas piridil-1,3-
tiazol (Tabela 02 e 03). A priori, verificou-se a viabilidade dos esplenécitos da linhagem de
camundongos BALB/c, ap6s incuba¢do com os compostos, os resultados foram expressos
como a concentracdo mais elevada ndo toxica em pM. Uma vez determinada a toxicidade
para as células de mamiferos, realizou-se ensaios visando a determinacdo da atividade
antiparasitaria dos compostos. Foram realizados testes para avaliar & inibicdo da

proliferacdo de epimastigotas DM28c, bem como a toxicidade contra tripomastigotas da

0
0
&

ppm
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cepa Y do T. cruzi frente aos compostos. Os resultados foram expressos em termos de valores

de CCs (concentracdo citotoxica a 50%) para tripomastigotas e Clsg (concentracao inibitdria a

50%) para epimastigotas.

medicamentos de referéncia.

O Benznidazol

e o Nifurtimox foram

utilizados como

Tabela 02: Atividade anti- T. cruzi das piridil-1,3-tiazol LpQM 2 a-m.

Cédigo Ar R CCxy Clg Citotoxicidade
T. cruzi (UM)
Tripomastigota Epimastigota (LM)*
(Cepa Y)? (Cepa DM28c)°
N AN S
R
N N—’
v J/
Ar
LpQM 12 - - 8.8 ND <4.8
LpQM 2 a Ph H NT NT NT
LpQM 2b Ph Me 2.7 6.2 <3.1
LpQM 2c 4-PhPh H 2.2 66.6 26
LpQM 2d 4-OMePh H 4.6 4.5 2.9
LpQM 2e 4-FPh H 5.6 8.5 <3
LpQM 2f 4-CIPh H 4.5 ND 2.9
LpQM 2g 4-BrPh H 2.2 3.2 <25
LpQM 2h 4-NO,Ph H 7.0 13.7 <2.8
LpQM 2i 3-NO,Ph H 2.4 7.8 <2.8
LpQM 2j 3,4-diCIPh H 2.3 6.9 <2.6
LpQM 2k 2,4-diCIPh H 13.0 31.6 26.5
LpQM 21 4-BrPh Me 3.4 2.9 2.4
LpQM 2m Naftaleno H 3.0 8.2 2.79
BDZ - - 6.2 48.8 96
NFX - - 2.7 57 3.4

[a] Determinado 24 h ap0s a incubacéo das formas tripomastigotas com os compostos. [b] Determinado 11 dias
apods a incubagdo das formas epimastigotas com os compostos. Cls, foi calculada a partir de cinco concentracdes,
o ensaio foi realizando em triplicata (DP £10%). [c] Maior concentracdo ndo toxica para esplenocitos de ratos
apds 24h de incubacdo na presenca dos compostos. BDZ: benznidazol; NFX: nifurtimox.
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A Tabela 02 apresenta os resultados da atividade anti- T. cruzi dos compostos LpQM
2 a-m. Dentre os treze compostos desta série, dez apresentaram propriedades tripanocidas
superiores ao BDZ. As piridil-1,3-tiazol LpQM 2g e 2j foram os compostos destaque desta
série, com valores de CCsy de 2.2 e 2.3 uM respectivamente, para as formas tripomastigotas
da Cepa Y.

Analisou-se o efeito das substituicdes no anel fenilico. A presenca de grupamentos
retiradores de elétrons, tais como os halogénios, na posicdo para do anel aromatico, gerou
compostos com atividade tripanocida pronunciada. Visto que os substituintes 4-BrPh 2g, 4-
CIPh 2f e 4-FPh 2e apresentaram valores de CCs, de 2.2, 4.5 e 5.6 UM, respectivamente.
Quanto aos compostos dissubstituidos observou-se uma divergéncia nas suas capacidades
tripanocidas, uma vez que, dissubstituicbes com atomos de cloro nas posi¢cGes meta e para do
anel fenilico favorecem de forma significativa a atividade inibitéria na forma tripomastigota,
ao passo em que nas posicOes orto e para resultaram em reduzida atividade, tendo em vista
que os substituintes 3,4-diCIPh 2j e 2,4-diCIPh 2k possuem valores de CCsy 2.3 € 13 uM,

respectivamente.

Contudo, a presenga de um grupamento retirador de elétrons forte em para, promoveu
uma diminuicdo do potencial tripanocida, visto que a inser¢do do grupamento 4-NO,Ph 2h
apresentou CCspigual a 7.0 uM. Entretanto, a insercao deste grupamento na posi¢cdo meta do
anel aromatico é benéfica para atividade tripanocida, ja que o substituinte 3-NO,Ph 2i
apresentou valor de CCsy 2.4 uM, ratificando que substituicdes na posicdo meta do anel

aromatico potencializam a atividade tripanocida dos compostos.

Quanto aos grupos doadores de elétrons na posi¢do para no anel aromatico, a presenca
dos substituintes 4-PhPh 2c e naftaleno 2m foram positivas para a propriedade tripanocida
com CCso de 2.2 e 3.0 uM. Todavia, esse efeito foi inferior para a substituicdo com o

grupamento 4-OMePh 2d que apresentou valor de CCsp 4.6 UM, respectivamente.

Outro efeito estudado foi a modificacdo no carbono 5 do anel tiazol. Esta modificacéo
provocou uma reducdo da atividade tripanocida, ja que o composto com substituinte 4-BrPh
2g possui um valor de CCsqde 2.2 uM, ao passo em que a insercdo de um radical metil em Cs

gera o composto 2l que apresenta CCsode 3.4 UM.

Tendo verificado a atividade antiparasitaria para tripomastigotas, analisou-se a

atividade contra epimastigotas. Excetuando-se o composto 2c, todos os compostos testados
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foram mais ativos que o BDZ, sendo capazes de reduzir a proliferacdo de epimastigotas. Os
compostos 2g e 2j, 0s mais ativos contra as formas tripomastigota sanguineas, foram 15 e 7
vezes mais potentes que o BDZ, respectivamente, quanto a inibicdo da proliferacdo de
epimastigotas. No que diz respeito a citotoxicidade em esplendcitos de camundongos, a

maioria dos compostos exibiram toxicidade pronunciada.

Tabela 03: Atividade anti- T. cruzi das piridil-1,3-tiazol LpQM 3 a-m.

Cadigo Ar R CCxy Clg Citotoxicidade
T. cruzi (UM)
Tripomastigota Epimastigota (LM)*
(Cepa Y)? (Cepa DM28c)”
N
S e N \rs
| Vel
Ar

LpQM 1b - - 2.5 15.4 370

LpQM 3a Ph H NT NT NT

LpQM 3b Ph Me 2.3 15.5 2.6

LpQM 3c 4-Ph H 2.0 47.3 224

LpQM 3d 4-OMePh H 1.2 5.0 2.4

LpQM 3e 4-FPh H 3.9 3.1 12.8

LpQM 3f 4-CIPh H 2.0 9.1 12.3

LpQM 3g 4-BrPh H 1.8 6.3 22.3

LpQM 3h 4-NO,Ph H 3.1 87.4 <2.4

LpQM 3i 3-NO,Ph H 1.9 11.0 2.4

LpQM 3j 3,4-diCIPh H 1.9 13.9 2.2

LpQM 3k 2,4-diCIPh H 1.6 2.7 2.2

LpQM 3I 4-BrPh Me 3.1 17.1 54.1
LpQM 3m Naftaleno H 6.1 1.9 2.3
BDZ - - 6.2 48.8 96
NFX - - 2.7 5.7 3.4

[a] Determinado 24 h apds a incubacdo das formas tripomastigotas com os compostos. [b] Determinado 11 dias
apos a incubacdo das formas epimastigotas com os compostos. Cls, foi calculada a partir de cinco concentraces,
o0 ensaio foi realizando em triplicata (DP +£10%). [c] Maior concentracdo ndo toxica para esplendcitos de ratos
apos 24h de incubacdo na presenca dos compostos. BDZ: benznidazol; NFX: nifurtimox.



48

Da série LpQM 3 a-m, todos 0s compostos sintetizados apresentaram propriedades

tripanocidas para as formas tripomastigotas da Cepa Y superiores ao BDZ (Tabela 03).

Entre todos os compostos testados, as piridil-1,3-tiazol LpQM 3d e 3k possuiam a
mais elevada poténcia tripanocida, com valores de CCso de 1.2 e 1.6 uM para as formas
tripomastigotas da Cepa Y, sendo 5 e 4 vezes mais potentes, respectivamente, que o farmaco

de referéncia, o BDZ.

Analisou-se o efeito das substituicdes no anel fenilico. Assim como na série LpQM 2
a-m, a presenca de halogénios, na posi¢cdo para do anel aromatico, deu origem a compostos
com elevado potencial tripanocida. Visto que os substituintes 4-BrPh 3g, 4-CIPh 3f e 4-FPh
3e apresentaram o0s seguintes valores de CCsy 1.8, 2.0 e 3.9 pM, respectivamente. As
dissubstituicGes com &tomos de cloro proporcionou compostos ainda mais promissores com
valores de CCs de 1.6 € 1.9 pM para os substituintes 2,4-diCIPh 3k e 3,4-diCIPh 3j,
respectivamente. Esses resultados corroboram com dados da literatura, que sugere que 4&tomos
de halogénio provocam mudancas volumétricas e conformacionais, fazendo com que grupos
volumosos ocupem todo o sitio ativo dos alvos moleculares, incluindo os bolsos mais
profundos. E que a forga da interagdo tipicamente diminui em fungdo do tamanho do raio

atdbmico, de acordo com a seguinte ordem 1> Br> Cl [110].

Nesta série a posicdo do substituinte halogénio ndo influenciou negativamente a
atividade bioldgica como observado para os compostos 3,4-diCIPh 2j e 2,4-diCIPh 2k que

possuem valores de CCsy 2.3 e 13 UM, respectivamente.

A presenga de um grupamento retirador de elétrons forte na posicdo para, também
proporcionou moléculas com boa atividade tripanocida, visto que a insercdo do grupamento
4-NO,Ph 2h apresentou CCsgigual a 3.1 pM. Do mesmo modo, a insercdo desse grupamento
na posicdo meta do anel aromatico foi benéfica para atividade citotdxica contra a forma
tripomastigota, tendo em vista que o substituinte 3-NO,Ph 3i possui valor de CCsy 1.9 uM.

Em contraste com a série LpQM 2 a-m, ambos os grupamentos doadores de elétrons
4-Ph 3c e 4-OMePh 3d foram positivos para a propriedade tripanocida com CCsode 2.0e 1.2
KM, respectivamente. Ao passo em que, a presenca do naftaleno 2m provocou um déficit a
propriedade tripanocida, quando comparado aos demais compostos desta série, apresentando

valor de CCs 6.1 UM, ainda assim uma atividade equivalente ao BDZ.
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Assim como na série LpQM 2 a-m a modificagdo no carbono 5 do anel tiazol
provocou uma discreta reducdo da atividade tripanocida, ja que o composto com substituinte
4-BrPh 3g possui um valor de CCsy de 1.8 uM, na medida em que a inser¢do de um radical

metil em Cs gerou o composto 3l que apresentou CCsode 3.1 pM.

Verificou-se o potencial frente as cepas epimastigotas. Excetuando-se o composto 3h,
todos os compostos foram mais ativos que o0 BDZ, sendo capazes de reduzir a proliferacdo de
epimastigotas. Os compostos 3d e 3k, 0os mais ativos contra as formas tripomastigotas, foram
10 e 18 vezes, respectivamente, mais potentes que o BDZ quanto a inibi¢do da proliferacéo de
epimastigotas. No que diz respeito a citotoxicidade em esplendcitos de ratos, a maioria dos

compostos exibiram uma toxicidade acentuada.

Em suma, constatou-se que a presenca do grupamento fenila ligado a N3 no anel
tiazolico potencializa significativamente a atividade tripanocida, tendo em vista que essa
modificacdo proporcionou compostos, LpQM 3 a-m, com menor toxicidade - quando

comparado a série LpQM 2 a-m - e elevado potencial tripanocida.

Finalmente, constatou-se que a estratégia de bioisosterismo conduziu a compostos
bioativos com propriedades tripanocidas superiores as tiossemicarbazonas de origem.
Curiosamente a tiossemicarbazona LpQM 1b demonstrou-se a atdxica em esplendcitos de

ratos quando se sabe que essa classe promove efeito contrério nestas células [99, 111].

Lipinski descreveu intervalos desejados para determinadas propriedades, que sdo
importantes para a farmacocinética e desenvolvimento de medicamentos. Eles sdo Coeficiente
de log de P (C logP) <5, o nimero de doadores de ligacdo de hidrogénio <5, o nimero de
receptores de ligacdo a hidrogénio <10, e peso molecular (PM) < 500. Um composto que

satisfaz, ao menos, trés dos quatro critérios adere a regra de Lipinski [112].

As propriedades moleculares descritas na regra de Lipinski foram calculadas
utilizando o chemicalize.org [113]. O chemicalize.org é uma ferramenta disponivel na Web
desenvolvida pela ChemAxon, capaz de fornecer informacdes a respeito das propriedades de
uma molécula. O programa e capaz de calcular e prever diversas propriedades quimicas como
anélise elementar, geometria, polarizabilidade, log de P e pKa, além das propriedades

relacionadas com a regra de Lipinski [114].
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Todos os compostos sintetizados, inclusive 0os mais potentes agentes antiparasitarios,

sdo compativeis com a regra de Lipinski. A Tabela 04 lista as propriedades dos sete piridil-

1,3-tiazol que apresentaram melhor potencial tripanocida [113].

Tabela 04: Analise das propriedades dos compostos mais promissores com base na regra de

Lipinski [113].

Cddigo Peso ClogP N °de N °de N° de
molecular doadores de  aceptores de critérios
ligacdo de ligagdo de atendidos
hidrogénio hidrogénio
Regra <500 <5 <5 <10 No minimo 3
LpQM 2g 386.02 3.57 0 4 Todos
LpQM 2j 376.03 4.01 0 4 Todos
LpQM 3d 400.13 4.31 0 5 Todos
LpQM 3g 448.03 5.24 0 4 3
LpQM 3i 415.11 441 0 6 Todos
LpQM 3k 438.04 5.68 0 4 3
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6. CONCLUSOES

Duas séries inéditas de piridil-1,3-tiazol foram estruturalmente concebidas
empregando as estratégias de bioisosterismo e hibridacdo molecular. Estas modificacGes
moleculares produziram os compostos LpQM 2 a-m e LpQM 3 a-m.

Essas séries foram obtidas empregando-se uma metodologia simples com rendimentos
satisfatdrios, entre 30-100%. Sendo avaliada quanto a atividade anti-T. cruzi frente as formas

epimastigota e tripomastigota.

Exceto os compostos LpQM 2c, 2k, 2h, 3c e 3h, todos 0s compostos apresentaram
atividade tripanocida para as duas formas evolutivas. No estudo de relagdo estrutura-
atividade pOde-se observar que a presenca de grupos retiradores de elétrons ligados ao anel
aromatico, principalmente halogénios, potencializa a atividade anti-T. cruzi dessa série, assim
como a insercao do anel fenil em N3 no anel tiazolico. No entanto, os compostos apresentaram
toxicidade acentuada frente as células de esplendcitos de camundongo.

Os piridil-1,3-tiazol LpQM 3d e 3k foram identificados como potentes agentes anti-

T. cruzi, sendo 5 e 4 vezes, respectivamente, mais potentes que o Benznidazol.
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7. SECAO EXPERIMENTAL

Para o desenvolvimento deste trabalho foram necessarios os seguintes equipamentos,

reagentes e metodologias.

7.1. EQUIPAMENTOS E REAGENTES

Todos os reagentes utilizados foram adquiridos a partir de fontes comerciais (Acros
Organics, Fluka, Vetec ou Sigma-Aldrich), enquanto que os solventes foram provenientes da

Vetec ou Dindmica.

O progresso das reacdes foi acompanhado por cromatografia de camada delgada
(CCD) utilizando silica-gel 60 contendo indicador fluorescente F254 em folha de aluminio.
As placas cromatograficas foram visualizadas em uma lampada ultravioleta (com duplo
comprimento de onda 365 ou 254nm). As reacdes foram realizadas em banho de ultrassom
modelo Unique EM-804 TGR usando frequéncia de 40 KHz (180 W).

A identidade quimica dos compostos foi confirmada por ressonancia magnética
nuclear (RMN) de 'H e **C, infravermelho (IV) e espectros de massas de alta-resolucéo
(EMAR). O IV foi determinado em pastilhas de KBr. Os espectros de RMN *H e **C foram
realizados 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). Os solventes deuterados,
DMSO-d¢ e CHCIs-ds, foram adquiridos pela CIL (Tédia Brazil) ou Sigma-Aldrich. 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. Atribuicdes
estruturais foram corroboradas por DEPT. A espectrometria de massas de alta-resolucéo
(EMAR) usou-se a técnica de ionizacdo por electrospray (ESI) nos modos positivos (ESI+)
ou negativo (ESI-) com deteccdo no modo "time-of-flight” (TOF), medidos nos aparelhos LC-
IT-TOF da Shimadzu.

Procedimento geral para a sintese das tiossemicarbazonas LpQM 1 a-b. Exemplo o
composto LpQM 1 a: Em um baldo de 100mL, adicionou-se a tiossemicarbazida (0.84g,
7.98 mmol) e etanol (15 mL) que foram submetidos a agitacdo em temperatura ambiente. Na
sequéncia, a acetilpiridina (0.9g, 8 mmol) foi adicionada a mistura e continuou até o consumo
dos materiais de partida (30-120 minutos). O precipitado branco foi separado em um funil de
Buchner com um filtro de disco sinterizado e lavou-se com etanol frio, por fim secou-se em

dessecador de vidro contendo SiO, sob vacuo.
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(E)-N-metil-2- (1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazinacarbotioamida (LpQM 1a). Obteve-se
um sélido branco, rendimento de 1.5g, 94%. Faixa de fusdo (°C): 172-174. IV (v cmKBr)
Principais sinais: 3287.83 e 3238.19 (NH); 1537.07 (C=N). RMN *H (400 MHz, DMSO-
de): 8 6 2.383 (s, 3H, CHg); 3.05 (d, 3H, J 4.49 Hz, CH,); 7.37(t, 1H, J 4.79 e 11.09Hz, CH
Heterociclico); 7.81( t, 1H, J 7.49 e 17.09Hz, CH Heterociclico); 8.42( d, 1H, J 8.39 Hz, CH
Heterociclico); 8.60( m, 2H, NH, CH Heterociclico); 10.36 (s, 1H,NH). RMN **C (100 MHz,
DMSO-dg): 12 (CH3); 31 (CHsz ); 120 (CH Heterociclico); 123 (CH Ar); 136 (CH
Heterociclico); 147 (Cg=N); 148 (Cg-N Heterociclico); 154 (Cg-N Heterociclico); 178.6

(Ca).

(E)-N-Fenil-2-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazinacarbotioamida (LpQM 1b). Obteve-se
um sélido branco, rendimento de 3,99, 89%. Faixa de fusdo (°C): 182-184. IV (v emKBr)
Principais sinais: 3299.32 e 3240.82 (NH); 1522.00 (C=N). RMN *H (400 MHz, DMSO-
de): & 2.87(s, 3H, CHs); 7.63 (t, 1H, J 7.79 e 14.69Hz, CH Ar); 7.78 (m, 3H, CH Ar, CH Ar,
CH Heterociclico); 7.95 (d, 2H, J 7.79 Hz, CH Ar, CH Ar); 8.21 (t, 1H, J 7.79 e 14.69 Hz, CH
Heterociclico); 8.95 (d, 1H, J 7.79 Hz, CH Heterociclico); 9.00 (d, 1H, J 4.19 Hz, CH-N
Heterociclico); 10.60 (s, 1H, NH); 11.10 (s, 1H, NH). RMN **C (75.5 MHz, DMSO-dg): 12
(CH3); 121 (CH Ar); 124 (CH Ar); 125 (CH Ar); 126 (CH Ar); 128 (CH Ar); 136 (CH Ar);
139 (CH Ar); 148 (Cg=N); 149 (Cg-N Ar); 154 (Cqg-N Ar); 177 (Cg=S).

Procedimento geral para a sintese das piridil-1,3-tiazol LpQM 2 a-1 e LpQM 3 a-l.
Exemplo o composto LpQM 2 a: Em um baldo de 100 mL, adicionou 2-bromoacetofenona
(0.47g, 2.4 mmol) e 2-propanol (15 mL) que foram colocados num banho de ultrassom (40
MHz, 180 V). Em seguida, a tiossemicarbazona LpQM 1a (0.5 g, 2.3 mmol) foi adicionada a
mistura e continuou até o consumo dos materiais de partida (30-120 minutos). A reacdo foi
arrefecida e o precipitado colorido foi separado em um funil de Buchner com um filtro de
disco sinterizado e lavou-se com 2-propanol frio, por fim secou-se em dessecador de vidro
contendo SiO, sob vacuo. Alguns produtos necessitaram ser purificados por cromatografia em
coluna ou por recristalizacdo utilizando um sistema de solvente descrito abaixo para cada

composto.

(E)-3-metil-4-fenil)-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-dihidrotiazol (LpQM
2 a). Obteve-se um sélido avermelhado, rendimento de 0.4g, 85%. Faixa de fusdo (°C): 204-
206. IV (v em™KBr) Principais sinais: 1581 e 1555 (C=N); 1491.03 (C=C). RMN H (400
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MHz, DMSO-ds): & 2.45 (s, 3H, CHs); 3.42 (s, 3H, CHs); 6.69 (s, 1H, CH Tiazol); 7.50 (m,
5H, CH Ar); 7.77 (t, 1H, J 3.99 e 11.99 Hz, CH Heterociclico); 8.27 (d, 1H, J 7.99 Hz, CH
Heterociclico); 8.37 (t, 1H, J 7.99 e 11.99 Hz, CH Heterociclico); 8.70 (d, 1H, J 3.99 Hz,
CH=N Heterociclico). RMN **C (100 MHz, DMSO-dg): 13 (CHs); 34 (CHs); 102 (CH
Tiazol); 123 (CH); 124 (CH); 128.88 (2CH Ar); 128.91 (2CH Ar); 129 (CH); 130 (Cq); 141
(Cq); 143 (CH=N Heterociclico); 150 (Cq); 172 (Cq).

(E)-3,5-dimetil-4-fenil)-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-dihidrotiazol
(LpQM 2b). Cromatografia em coluna proporcionou um sélido avermelhado, rendimento de
0.25g, 40%. Faixa de fusdo (°C): 234-236. IV (v em'KBr) Principais sinais: 1523.11 e
1493.59 (C=N); 1463.77 (C=C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds): 6 2.06, 2.45 e 2.49 (s, 3H,
CHa3); 7.46 (m, 2H, CH Ar); 7.56 (m, 3H, CH Ar); 7.75 (t, 1H, J 5.99 e 12.59 Hz, CH
Heterociclico); 8.27 (d, 1H, J 8.09 Hz, CH Heterociclico); 8.35 (t, 1H, J 8.09 e 14.99 Hz, CH
Heterociclico); 8.70 (d, 1H, J 5.09 Hz, CH=N Heterociclico). RMN **C (75 MHz, DMSO-
de): 12 (CHs); 13 (CHa); 34 (CH3); 112 (CH Ar); 123 (CH Ar); 125 (CH Ar); 129.31 (CH
Ar); 129.40 (CH Ar); 129.87 (Cq); 130 (CH Ar); 136 (Cq); 144 (CH Ar); 170 (CH Ar).

(E)-4-(bifenil-4-il)-3-metil-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-dihidrotiazol
(LpQM 2c). Obtive-se um solido avermelhado, rendimento de 0.4g, 53%. Faixa de fusdo
(°C): 111-114. IV (v em™“KBr) Principais sinais: 1598.90 (C=N); 1481.03 (C=C). RMN 'H
(300 MHz, DMSO-dg): 8 2.22 e 2.48 (s, 3H, CHg); 6.91 (s, 1H, CH Tiazol); 7.39 (m, 5H, CH
Ar); 7.59 (m, 4H, CH Ar); 7.69 (t, 1H, CH Heterociclico); 8.24 (m, 2H, CH Heterociclico);
8.68 (d, 1H, J 4.49 Hz, CH=N Heterociclico). RMN **C (75 MHz, DMSO-dg): 13 (CHs); 21
(CH3); 103 (CH Ar); 107 (CH Ar); 124 (CH Ar); 125 (CH Ar); 126 (CH Ar); 127 (CH Ar);
128 (CH Ar); 129.28 (CH Ar); 129.41 (CH Ar); 137 (CH Ar); 139 (Cq); 140 (Cq); 145 (Cq).

(E)-4-(4-metoxifenil)-3-metil-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-

dihidrotiazol (LpQM 2d). A recristalizacdo em solucéo etandlica a 30% proporcionou um
solido avermelhado, rendimento de 0.24g, 38%. Faixa de fusdo (°C): 153-156. IV (v em’
'KBr) Principais sinais: 1588.06 e 1521.23 (C=N); 1420.49 (C=C); 1250.52 (C-O-C). RMN
'H (300 MHz, DMSO-dg):8 2.43 (s, 3H, CHs); 3.34 (s, 3H, CHs5-N); 3.81 (s, 3H, CH;-0);
6.35 (s, 1H, CH Tiazol); 7.05 (d, 2H, CH Ar); 7.39 (m, 3H, CH Ar); 7.80 (d, 1H, CH
Heterociclico); 8.09 (t, 1H, CH Heterociclico); 8.57 (d, 1H, CH Heterociclico). RMN *C
(75.5 MHz, DMSO-dg): 12 (CHa); 33 (CHs-N3); 55. (CH5-OAr); 99 (CH-S); 114 (2CH Ar);
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119 (CH Ar); 122 (Cq Ar); 123 (CH Ar); 130 (CH Ar); 135 (CH Ar); 140 (CH-N Ar); 148
(CH=N Ar); 154 (Cg-N Ar); 156 (Cg-O Ar); 159 (Cg=N); 169 (Cq).

(E)-4-(4-fluorofenil)-3-metil-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-dihidrotiazol
(LpQM 2e). A recristalizagdo em solucéo etanolica a 30% proporcionou um sélido amarelado,
rendimento de 0.24g, 38%. Faixa de fusdo (°C): 174-177. IV (v em“KBr) Principais sinais:
1582.61 e 1520.23 (C=N); 1418.89 (C=C). RMN *H (400 MHz, DMSO-d): & 2.42 (s, 3H,
CHj3); 3.35 (s, 3H, CHjy); 6.46 (s, 1H, CH Tiazol); 7.33 (m, 4H, CH Ar); 7.58 (t, 1H, J 2.99 e
11.99 Hz, CH Heterociclico); 7.80 (t, 1H, J 5.99 e 11.99 Hz, CH Heterociclico); 8.09 (d, 1H, J
5.99 Hz, CH Heterociclico); 8.56 (d, 1H, J 2.99 Hz, CH=N Heterociclico). RMN **C (100
MHz, DMSO-dg): 13 (CHj3); 33 (CH3-N3); 100 (CH-S Ar); 115.68 (CH Ar); 115.89 (CH Ar);
119 (CH Ar); 123 (CH Ar); 126 (Cq Ar); 131.07 (CH Ar); 131.16 (CH Ar); 136 (CH Ar);
139.57 (Cqg-N Ar); 148 (Cg=N Ar); 155 (Cg-N Ar); 156 (Cg=N); 161 (Cqg-F Ar); 169 (Cq Ar).
EMAR (ESI) Calculado para C17H15FN4S [M-H]": 325.10; encontrado 325.19.

(E)-4-(4-clorofenil)-3-metil-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-dihidrotiazol

(LpQM 2f). A recristalizacdo em solucdo etandlica a 30% proporcionou um sélido
amarelado, rendimento de 0.25g, 39%. Faixa de fusdo (°C): 154-157. IV (v cm‘KBr)
Principais sinais: 1583.92 e 1558.38 (C=N); 1463.07 (C=C). RMN 'H (400 MHz, DMSO-
de): & 2.44(s, 3H,CHs); 3.36 (s, 3H, CH3); 6.49 (s, 1H, CH Ar); 7.36 (t, 1H, J 5.99 e 11.99 Hz,
CH Ar); 7.55 (m, 4H, CH Ar); 7.83 (t, 1H, J 7.59 e 11.99 Hz, CH Ar); 8.11 (d, 1H, J 7.99 Hz,
CH Ar); 8.58 (d, 1H, J 6.79 Hz, CH=N Ar). RMN C (100 MHz, DMSO-dg): 12 (CHs); 33
(CH3-N3); 100 (CH-S); 119 (2CH Ar); 123 (2CH Ar); 128 (CH Ar); 129 (CH Ar); 130 (Cq
Ar); 133 (CH Ar); 136 (Cg-Cl); 139 (Cq); 148 (Cg=N Ar); 154 (Cq); 155 (Cg=N); 169 (Cq).

(E)-4-(4-bromofenil)-3-metil-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-
dihidrotiazol (LpQM 2g). A recristalizacdo em solucdo etanolica a 30% proporcionou um
sélido amarelado, rendimento de 0.49g, 54%. Faixa de fusdo (°C): 160-162. IV (v em™KBr)
Principais sinais: 1583.10 e 1524.78 (C=N); 1419.91 (C=C). RMN 'H (300 MHz, DMSO-
de): 8 2.44 (s, 3H, CHs); 3.37 (s, 3H, CHa); 6.54 (s, 1H, CH Ar); 7.46 (m, 3H, CH Ar); 7.70
(d, 2H, CH Ar); 7.89 (d, 1H, CH Ar); 8.12 (d, 1H, CH); 8.42 (t, 1H, CH Ar); 8.59 (d, 1H, CH
Ar). RMN 3C (75 MHz, DMSO-dg): 13 (CHs); 33 (CH3); 101 (CH-S Tz); 120 (CH Ar); 122
(C-Br); 123 (CH Ar); 124 (CH Ar); 129 (Cg-N Tz); 130 (CH Ar); 131 (CH Ar); 137 (CH Ar);
139 (Cq Ar); 147 (Cq); 155 (Cq).
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(E)-3-metil-4-(4-nitrofenil)-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-dihidrotiazol
(LpQM 2h). Apos lavagem com agua obteve-se um solido amarelado, rendimento de 0.29g,
44%. Faixa de fusdo (°C): 200-203. IV (v em™KBr) Principais sinais: 1597.71 e 1563.87
(C=N); 1462.23 (C=C); 1343.67 (NO,). RMN 'H (300 MHz, DMSO-d): & 2.44 (s, 3H,
CHs); 3.42 (s, 3H, CHa); 6.74 (s, 1H, CH Ar); 7.375 (t, 1H, CH Ar); 7.83 (m, 3H, CH Ar);
8.11 (d, 1H, CH Ar); 8.33 (d, 2H, CH Ar); 8.59 (d, 1H, CH=N Ar). RMN *C (75.5 MHz,
DMSO-ds): 18 (CHs); 39 (CHs); 108 (CH-S); 125 (CH Ar); 128 (CH Ar); 129 (CH Ar); 134
(C Ar); 141 (C-N Tz); 144 (C-NO;); 152 (Cq); 153 (Cq); 160 (Cq); 175 (Cq). EMAR (ESI)
Calculado para C17H15sN50,S [M+H]": 354.09; encontrado 354.10.

(E)-3-metil-4-(3-nitrofenil)-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-dihidrotiazol
(LpQM 2i). A recristalizagdo em solucéao etanolica a 70% proporcionou um solido alaranjado,
rendimento de 0.78g, 93%. Faixa de fusdo (°C): 242-244. IV (v emKBr) Principais sinais:
1588.21 e 1532.80 (C=N); 1486.48 (C=C); 1351.88 (NO). RMN 'H (300 MHz, DMSO-d):
82.23 e 2.48 (s, 3H, CHgy); 7.16 (s, 1H, CH Tiazol); 7.57 (m, 3H, CH Ar); 7.79 (s, 1H, CH Ar);
8.06 (d, 1H, J 23.99Hz, CH Ar); 8.32 (m, 2H, CH Ar); 8.72 (d, 1H, CH Ar). RMN *C (75
MHz, DMSO-dg): 13 (CHj3); 106 (CH Tiazol); 123.51 (CH Ar); 123.62 (CH Ar); 123.80 (CH
Ar); 125 (CH Ar); 128.95 (CH Ar); 129 (CH Ar); 130 (CH Ar); 132 (CH Ar); 135 (CH Ar);
137 (CH Ar); 138 (CH Ar); 143 (CH=N Heterociclico); 144 (CH Ar); 147 (Cq); 150 (Cq); 172
(Cq). EMAR (ESI) Calculado para C17H15N50,S [M-H]": 352.40; encontrado 352.85.

(E)-4-(3,4-diclorofenil)-3-metil-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-
dihidrotiazol (LpQM 2j). Apds lavagem com agua obteve-se um sdélido alaranjado,
rendimento de 0.33g, 83%. Faixa de fusdo (°C): 195-198. IV (v em*KBr) Principais sinais:
1594.89 e 1525.82 (C=N); 1492.10 (C=C). RMN *H (300 MHz, CHCl5-dg): & 2.40 (s, 3H,
CHj3); 6.36 (s, 1H, CH Tiazol); 6.85 (d, 1H, J 8.09 Hz, CH Ar); 7.33 (m, 6H, CH Ar); 7.94 (t,
1H, CH Ar); 8.22 (d, 1H, J 6.89 Hz, CH Ar); 8.84 (d, 1H, CH Ar). RMN **C (75 MHz,
DMSO-ds): 13 (CH3); 104 (CH Tiazol); 121 (CH Ar); 123 (CH Ar); 127 (CH Ar); 128.05
(CH Ar); 128.19 (CH Ar); 128.99 (CH Ar); 129 (CH Ar); 130.23 (CH Ar); 130.55 (Cq);
132.63 (CH Ar); 132.75 (Cq Ar); 136 (Cq); 138 (Cq); 139 (CH Ar); 145 (CH Ar); 153 (Cq).

(E)-4-(2,4-diclorofenil)-3-metil-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-

dihidrotiazol (LpQM 2k). Cromatografia em coluna proporcionou um sélido amarelado,
rendimento de 0.22g, 50%. Faixa de fusdo (°C): 130-133. IV (v emKBr) Principais sinais:
1601.24 (C=N); 1494.62 (C=C). RMN *H (300 MHz, DMSO-ds): & 2.59 (s, 3H, CHs); 3.29
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(s, 3H, CH3); 6.06 (s, 1H, CH Ar); 7.30 (m, 3H, CH Ar); 7.54 (d, 1H, J 17.99Hz, CH Ar);
7.72 (t, 1H, J 17.09 e 8.99 Hz, CH Ar); 8.27 (t, 1H, J 8.39 Hz, CH Ar); 8.63 (d, 1H, J 7.19Hz,
CH=N Ar). RMN *C (75 MHz, DMSO-ds): 13 (CHs); 32 (CHs3); 101 (CH Tiazol); 120 (CH
Ar); 122 (CH Ar); 127 (CH Ar); 128 (Cq Ar); 129 (CH Ar); 132 (CH Ar); 135 (Cq Ar);
136.21 (CH Ar); 136.46 (Cq Ar); 136.56 (Cq Ar); 147.97 (CH Ar); 156.27 (Cq); 156.51 (Cq);
169 (Ca);

(E)-4-(4-bromofenil)-3,5-dimetil-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-
dihidrotiazol (LpQM 2I). A recristalizacdo em solugdo etandlica a 70% proporcionou um
s6lido amarelado, rendimento de 0.16g, 31%. Faixa de fusdo (°C): 150-152. IV (v emKBr)
Principais sinais: 1554.61e 1526.67 (C=N); 1494.37 (C=C). RMN 'H (300 MHz, DMSO-
de): 6 3.43 (s, 3H, CHz); 3.84 (s, 3H, CHj3); 4.65 (s, 3H, CH3); 8.76 (t, 1H, J 5.99 e 11.69, CH
Heterociclico); 8.84 (d, 1H, J 7.79Hz, CH Ar); 9.20 (m, 2H, CH Heterociclico); 9.40 (d, 2H, J
8.09Hz, CH Ar); 9.53 (d, 1H, J 8.09Hz, CH Ar); 10.00 (d, 1H, J 3.89Hz, CH=N
Heterociclico). RMN C (75 MHz, DMSO-ds): 20 (CHs); 33 (CHs); 43 (CHs); 120 (Cq
Tiazol); 123 (CH Heterociclico); 129 (CH Heterociclico); 131 (Cq Ar); 132.37 (2 CH Ar);
132.73 (2 CH Ar); 134 (Cq Ar); 136 (CH Heterociclico); 149 (CH=N Heterociclico); 155 (Cq
Heterociclico); 156 (Cq); 193 (Cq).

(E)-3-metil-4-(naftalen-1-il)-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-dihidrotiazol
(LpQM 2m). Obteve-se um sélido alaranjado, rendimento de 0.26, 53%. Faixa de fusdo (°C):
122-125. IV (v em*KBr) Principais sinais: 1584.73 e 1523.75 (C=N); 1416.76 (C=C).
RMN *H (400 MHz, DMSO-ds): & 2.46 (s, 3H, CHa3); 3.29 (s, 3H, CH3-N); 6.80 (s, 1H, CH
Tiazol); 7.62 (m, 2H, CH Ar); 7.78 (t, 1H, CH Ar); 8.02 (m, 4H, CH Ar); 8.13 (d, 1H, CH
Heterociclico); 8.30 (t, 1H, CH Heterociclico); 8.38 (t, 1H, CH Heterociclico); 8.71 (d, 1H,
CH Heterociclico). RMN *C (75.5 MHz, DMSO-dg): 12 (CHs); 33 (CHz-N3); 100 (CH-S);
119 (2 CH Ar); 123 (2CH Ar); 125(Cq Ar); 126.71 (CH Ar); 126.92(CH Ar); 127.56 (CH
Ar); 127.96 (CH Ar); 128 (Cq Ar); 132 (CH Ar); 136 (Cq Ar); 140 (Cq); 148 (Cq Ar); 155
(Cg=N); 156.07(Cq).

(E)-3,4-difenil)-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-dihidrotiazol (LpQM 3 a).
Obteve-se um solido alaranjado, rendimento de 0.6g, 99%. Faixa de fusdo (°C): 232-234. IV
(v em™KBr) Principais sinais: 1598.90 (C=N); 1481.03 (C=C). RMN 'H (400 MHz,
DMSO-dg): 6 2.23 (s, 3H, CH3); 6.90 (s, 1H, CH Tiazol); 7.3 (m, 10H, CH Ar); 7.81 (t, 1H, J
3.99 e 11.99 Hz, CH Heterociclico); 8.26 (d, 1H, J 7.99 Hz, CH Heterociclico); 8.39 (t, 1H, J
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7.99 e 11.99 Hz, CH Heterociclico); 8.73 (d, 1H, J 3.99 Hz, CH=N Heterociclico). RMN **C
(100 MHz, DMSO-dg): 13 (CHs); 103 (CH Tiazol); 123 (CH Ar); 125 (CH Ar); 128.21(CH
Ar); 128.27 (CH Ar); 128.38 (2CH Ar); 128.41 (CH Ar); 128.64 (CH Ar); 128.84 (CH Ar);
130 (Cq); 137 (Cq); 140 (Cq); 143 (CH=N Heterociclo); 149 (Cq); 150 (Cq); 172 (Cq).

(E)-5-metil-3,4-difenil-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-dihidrotiazol
(LpQM 3b). A recristalizacdo em solucdo etanolica a 70% proporcionou um solido
amarelado, rendimento de 0.37g, 52%. Faixa de fusdo (°C): 267-269. IV (v ¢cmKBr)
Principais sinais: 1523.11 e 1493.59 (C=N); 1463.77 (C=C). RMN *H (300 MHz, DMSO-
de): & 2.09 (s, 3H, CHg); 2.19 (s, 3H, CH3); 7.27 (m, 11H, CH Ar); 7.80 (t, 1H, J 7.79 e
17.09Hz, CH Heterociclico); 8.10 (d, 1H, J 7.79Hz, CH Heterociclico); 8.54 (d, 1H, J 4.79Hz,
CH=N Heterociclico). RMN **C (100 MHz, DMSO-dg): 13 (CH3); 13 (CHs); 111 (C Ar);
120 (CH Ar); 123 (CH Ar); 127 (CH Ar); 128.68 (2CH Ar); 128.79 (2CH Ar); 128.94 (2 CH
Ar); 128.98 (2 CH Ar); 130.20 (CH Ar); 130.49 (C Ar); 135 (CH Ar); 136 (Cq Ar); 138 (Cq
Ar); 149 (CH Ar); 156.34 (Cq Ar); 156.59 (Cq); 168 (Cq Ar).

(E)-4-(bifenil-4-il)-3-fetil-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-dihidrotiazol
(LpQM 3c). Obteve-se um soélido alaranjado, rendimento de 0.8g, 100%. Faixa de fusdo (°C):
202-204. IV (v em™KBr) Principais sinais: 1616.19 (C=N); 1438.23 e 1478.00 (C=C).
RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): & 2.24 (s, 3H, CHs); 6.98 (s, 1H, CH Ar); 7.27 (m, 8H, CH
Ar); 7.39 (m, 8H, CH Ar); 7.57 (d, 2H, CH Ar); 7.62 (d, 2H, CH Ar); 7.82 (t, 1H, CH Ar);
8.27 (d, 1H, CH Ar); 8.40 (t, 1H, CH Ar); 8.74 (d, 1H, CH=N Ar). RMN C (100 MHz,
DMSO-ds): 13 (CHg); 103 (CH-S Tz); 123 (CH Ar); 125 (CH Ar); 126 (3 CH Ar); 127 (C
Ar); 128.32 (3 CH Ar); 128.44 (2 CH Ar ); 128.84 (2 CH Ar); 128.96 (2 CH Ar); 129 (CH=N
Ar); 137 (C Ar); 138 (C Ar); 139 (Cq); 140 (C-N Ar); 143 (C=N); 172 (N-C-S).

(E)-4-(4-metoxifenil)-3-fenil-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-dihidrotiazol
(LpQM 3d). Obteve-se um solido avermelhado, rendimento de 0.42g, 60%. Faixa de fusdo
(°C): 217-219. IV (v em™KBr) Principais sinais: 1600.79 (C=N); 1477.24 e 1438.17 (C=C);
1251.93 (C-O-C). RMN *H (400 MHz, DMSO-d): & 2.22 (s, 3H, CH3); 3.69 (s, 3H, CHs-
0); 6.80 (d, 3H, CH Ar); 7.11 (d, 2H, CH Ar); 7.35 (m, 5H, CH Ar); 7.81 (t, 1H, CH Ar);
8.25 (d, 1H, CH Ar); 8.40 (t, 1H, CH Ar); 8.72 (t, 1H, CH Ar). RMN **C (100 MHz, DMSO-
de): 13 (CHs); 55 (CHs); 102 (CH Ar); 113 (CH Ar); 122 (CH Ar); 123 (Cq Ar); 125 (CH
Ar); 126 (CH Ar); 128.24 (CH Ar); 128.34 (CH Ar); 128.50 (CH Ar); 128.88 (CH Ar); 129
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(CH Ar); 137 (Cq Ar); 140 (CH Ar); 143 (CH Ar); 159 (Cq Ar); 172 (CH Ar). EMAR (ESI)
Calculado para Cy3H2oN4,OS [M+H]": 401.14; encontrado 401.14.

(E)-4-(4-fluorofenil)-3-fenil-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-dihidrotiazol
(LpQM 3e). A recristalizacdo em solucdo etandlica a 70% proporcionou um solido
amarelado, rendimento de 0.2g, 31%. Faixa de fusdo (°C): 171-173. IV (v cmKBr)
Principais sinais: 1596.90 (C=N); 1524.36 e 1501.76 (C=C). RMN *H (300 MHz, DMSO-
de): 6 2.21 (s, 3H, CH3); 6.69 (s, 1H, CH Tz); 7.24 (m, 7H, CH Ar); 7.55 (d, 2H, CH Ar); 7.82
(t, 2H, CH Ar); 8.09 (d, 1H, CH Ar); 8.55 (d, 1H, CH=N Ar). RMN **C (75 MHz, DMSO-
dg): 13 (CHs); 102 (CH-S); 115.12 (CH Ar); 115.41 (CH Ar); 119 (CH Ar); 123 (CH Ar); 125
(CH Ar); 126 (Cq Ar); 127.18 (CH Ar); 127.82 (CH Ar); 128.08 (CH Ar); 128.48 (CH Ar);
130.48 (CH Ar); 130.58 (CH Ar); 136 (CH Het.); 137 (Cq); 138 (Cqg-N Tz); 148 (C=N Het.);
155 (Cg-N Het.); 156 (Cg=N); 169 (N-C-S); 177 (Cg-F). EMAR (ESI) Calculado para
CaoH17FN,S [M+H]": 389.12; encontrado 389.15.

(E)-4-(4-clorofenil)-3-fenil-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-dihidrotiazol
(LpQM 3f). Obteve-se um sélido alaranjado, rendimento de 0.7g, 99%. Faixa de fusdo (°C):
246-248. IV (v em™KBr) Principais sinais: 1615.65 (C=N); 1480.15 e 1443.99 (C=C).
RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg): & 2.23 (s, 3H, CHs); 6.95 (s, 1H, CH Ar); 7.21 (d, 2H, CH
Ar); 7.37 (m, 7H, CH Ar); 7.79 (t, 1H, CH Ar); 8.25 (d, 1H, CH Ar); 8.37 (t, 1H, CH Ar);
8.73 (d, 1H, CH Ar). RMN **C (100 MHz, DMSO-dg): 13 (CHs); 104 (CH Ar); 123 (CH
Ar); 125 (CH Ar); 128.38 (CH Ar); 128.43 (CH Ar); 128.96 (CH Ar); 129 (Cq Ar); 130 (CH
Ar); 133 (Cq Ar); 137 (Cq Ar); 138 (Cq Ar); 143 (CH Ar); 144 (CH Ar); 150 (Cq); 172 (Cq
Ar). EMAR (ESI) Calculado para CxH17CIN,S [M+H]": 405.09; encontrado 405.09.

(E)-4-(4-bromofenil)-3-fenil-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-dihidrotiazol
(LpQM 3g). Obteve-se um sélido alaranjado, rendimento de 0.7g, 94%. Faixa de fusdo (°C):
243-246. IV (v cm™KBr) Principais sinais: 1615.49 (C=N); 1479.18 e 1443.64 (C=C).
RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): 6 2.23 (s, 3H, CHs); 6.96 (s, 1H, CH Ar); 7.13 (d, 2H, CH
Ar); 7.40 (m, 7H, CH Ar); 7.80 (t, 1H, CH Ar); 8.25 (d, 1H, CH Ar); 8.38 (t, 1H, CH Ar);
8.73 (d, 1H, CH Ar). RMN **C (100 MHz, DMSO-dg): 13 (CHs); 104 (CH Ar); 122 (Cq Ar);
123 (CH Ar); 125 (CH Ar); 128.82 (CH Ar); 128.88 (CH Ar); 129.44 (CH Ar); 129.95 (Cq
Ar); 130 (CH Ar); 131 (CH Ar); 137 (Cq Ar); 139 (Cq Ar); 143 (CH Ar); 144 (CH Ar); 150
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(Cq Ar); 172 (Cq Ar). EMAR (ESI) Calculado para C,Hy7BrN,S [M+H]™: 449.04;
encontrado 449.04.

(E)-4-(4-nitrofenil)-3-fenil-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-dihidrotiazol
(LpQM 3h). A recristalizacdo em solugdo etanolica a 30% proporcionou um solido
avermelhado, rendimento de 0.49g, 68%. Faixa de fusdo (°C): 243-246. IV (v cm‘KBr)
Principais sinais: 1605.67 (C=N); 1532.39 e 1514,95 (C=C); 1341.28 (NO,). RMN *H (300
MHz, DMSO-dg): 6 2.23 (s, 3H, CH3); 7.01 (s, 1H, CH Tiazol); 7.40 (m, 8H, CH Ar); 7.82 (t,
1H, J 7.04 e 14.09, CH Heterociclico); 8.09 (d, 3H, J 8.39Hz, CH Ar); 8.56 (d, 1H, J 4.49Hz,
CH=N Heterociclico). RMN C (100 MHz, DMSO-ds): 13 (CHs); 106 (CH-S Tiazol); 119
(CH Ar); 123.48 (CH Ar); 123.72 (CH Ar); 128.05 (2 CH Ar); 128.29 (2 CH Ar); 128.98 (CH
Het.); 129 (2 CH Ar); 136.35 (2 CH Ar); 136.89 (CH Het.); 137.31 (C-N Ar); 137.72 (C-
NO,); 146 (C-N Tiazol); 148 (C=N Heterociclico); 155 (C-N Heterociclico); 157 (C=N); 169
(N-C-S). EMAR (ESI) Calculado para C»H17Ns0,S [M+H]": 416.11; encontrado 416.11.

(E)-4-(3-nitrofenil)-3-fenil-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-dihidrotiazol

(LpQM 3i). A recristalizacdo em solugdo etandlica a 30% proporcionou um solido alaranjado,
rendimento de 0.9g, 100%. Faixa de fusdo (°C): 150-152. IV (v emKBr) Principais sinais:
1601.37 (C=N); 1523.79 (C=C); 1347.45 (NO,). RMN 'H (400 MHz, DMSO-de): & 2.23 (s, 3H,
CHs); 7.00 (s, 1H, CH Tiazol); 7.38 (m, 5H, CH Ar); 7.59 (m, 3H, CH Ar); 7.86 (s, 1H, CH Ar);
8.06 (m, 3H, CH Ar); 8.57 (d, 1H, CH=N Heterociclico). RMN **C (100 MHz, DMSO-dg): 13
(CH3); 104 (CH Ar); 119 (CH Ar); 122 (CH Ar); 123.08 (CH Ar); 123.65 (CH Ar); 128.08 (CH
Ar); 128.47 (CH Ar); 128.96 (CH Ar); 129(CH Ar); 132 (CH Ar); 134 (Cq Ar); 136 (CH Ar);
137.15 (CH Ar); 137.35 (CH Ar); 147 (Cq); 148 (CH Ar); 155 (C Ar); 157 (Cq); 169 (Cq).

(E)-4-(3,4-diclorofenil)-3-fenil-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-
dihidrotiazol (LpQM 3j). Obteve-se um sélido alaranjado, rendimento de 0.8g, 100%. Faixa
de fusdo (°C): 227-229. IV (v emKBr) Principais sinais: 1615.58 e 1586.69 (C=N);
1482.18 e 1442.42 (C=C). RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg): & 2.23 (s, 3H, CH3); 7.05 (s, 1H,
CH Ar); 7.12 (d, 1H, CH Ar); 7.45 (m, 7H, CH Ar); 7.74 (t, 1H, CH Ar); 8.23 (d, 1H, CH
Ar); 8.30 (t, 1H, CH Ar); 8.70 (d, 1H, CH Ar). RMN **C (100 MHz, DMSO-dg): 13 (CHs);
105 (CH Ar); 122 (CH Ar); 124 (CH Ar); 128 (CH Ar); 129 (CH Ar); 130.25 (CH Ar);
130.39 (CH Ar); 130.79 (Cq Ar); 131.03 (Cq Ar); 131.30 (Cq Ar); 136 (Cq Ar); 137 (Cq);
142 (CH Ar); 144 (CH Ar); 150 (CH Ar); 171 (CH Ar).
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(E)-4-(2,4-diclorofenil)-3-fenil-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-
dihidrotiazol (LpQM 3Kk). Obteve-se um sélido amarronzado, rendimento de 0.2g, 30%.
Faixa de fusdo (°C): 177-180. IV (v em™KBr) Principais sinais: 1603.71 (C=N); 1582.56 e
1522.06 (C=C). RMN *H (400 MHz, DMSO-dg): & 2.21 (s, 3H, CHs); 6.72 (s, 1H, CH); 7.31
(m, 6H, CH Ar); 7.42 (d, 1H, CH Ar); 7.57 (d, 2H, CH Ar); 7.83 (t, 1H, CH Ar); 8.10 (d, 1H,
CH Ar); 8.56 (d, 1H, CH Ar). RMN **C (100 MHz, DMSO-dg): 13 (CHs); 104 (CH Ar); 119
(CH Ar); 123 (CH Ar); 127.34 (CH Ar); 127.98 (CH Ar); 128.16 (CH Ar); 128.53 (CH An);
128.87 (CH Ar); 129 (Cq Ar); 134.16 (CH Ar); 134.23 (C Ar); 134.85 (Cq Ar); 135 (Cq Ar);
136.35 (Cq Ar); 136.56 (CH Ar); 148 (CH Ar); 155 (Cq Ar); 156 (Cq); 169 (Cq Ar). EMAR
(ESI) Calculado para Cy,H16CIoN4S [M+H]": 439.05; encontrado 439.05.

(E)-4-(4-bromofenil)-5-metil-3-fenil-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-
dihidrotiazol (LpQM 3l). A recristalizacdo em solugdo etandlica a 70% proporcionou um
s6lido amarelado, rendimento de 0.2g, 30%. Faixa de fusdo (°C): 174-176. IV (v cmKBr)
Principais sinais: 1599.15 e 1524.51 (C=N); 1463.64 (C=C). RMN *H (300 MHz, DMSO-
de): 8 2.09 (s, 3H, CH3); 2.19 (s, 3H, CHs); 7.15 (d, 2H, CH Ar); 7.30 (m, 6H, CH Ar); 7.48
(d, 2H, CH Ar); 7.81 (t, 1H, CH Ar); 8.09 (d, 1H, CH Ar); 8.55 (d, 1H, CH=N Ar). RMN *C
(75 MHz, DMSO-dg): 12 (CHs); 13 (CHs); 95 (CH Tiazol); 119 (CH Ar); 121 (CH Ar); 123
(CH Ar); 127 (CH Ar); 128.41 (CH Ar); 128.59 (CH Ar); 131 (CH Ar); 132 (CH Ar); 136
(Cq); 148 (Cq).

(E)-4-(naftalen-1-il)-3-fenil-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-dihidrotiazol
(LpQM 3m). A recristalizacdo em solucdo etandlica a 70% proporcionou um solido
alaranjado, rendimento de 0.7g, 98%. Faixa de fusdo (°C): 166-169. IV (v cmKBr)
Principais sinais:1618,51 (C=N); 1483.89 e 1442.40 (C=C). RMN *H (300 MHz, DMSO-
ds):8 2.23 (s, 3H, CHs); 6.80 (s, 1H, CH Tiazol); 7.17 (d, 1H, J 8.09Hz, CH Ar); 7.32 (m, 5H,
CH Ar); 751 (m, 2H, CH Ar); 7.77 (m, 6H, CH Ar); 8.10 (d, 1H, J 8.09Hz, CH
Heterociclico); 8.55 (d, 1H, J 4.19Hz, CH=N Heterociclico). RMN **C (100 MHz, DMSO-
de): 13 (CHg); 103 (CH-S Ar); 123 (CH Ar); 125.10 (CH Ar); 125.51 (CH Ar); 126.73 (CH
Ar); 126.96 (CH Ar); 127.52 (CH Ar); 127.59 (CH Ar); 127.78 (CH Ar); 127.93 (Cq Ar);
127.99 (C Ar); 128.24 (CH Ar); 128.44 (CH Ar); 128.91 (CH Ar); 132 (Cq Ar); 137 (Cq Ar);
140 (Cq Ar); 143.55 (CH Ar); 143.94 (CH=N Ar); 150 (Cg=N); 172 (Cq). EMAR (ESI)
Calculado para CpsHzoN4S [M+H]": 421.14; encontrado 421.14.
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7.2. ANIMAIS

Para a determinacdo da citotoxicidade em esplendcitos, camundongos albinos da
linhagem BALB/c (fémeas entre 6-8 semanas) foram fornecidos pelo biotério do Centro de
Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM, Recife, Brasil). Os animais foram mantidos em gaiolas
esterilizadas, e receberam alimentacdo e agua a vontade. Os experimentos foram aprovados
pelos comités de ética da FIOCRUZ.

7.3. PARASITAS

Epimastigotas foram coletadas e mantidas em meio axénico usando o meio de cultura
"liver infusion triptose” contendo 10% de soro bovino fetal (SBF), 1% de hemina, 1% de
meio R9 e 50 pug/mL de gentamicina e mantidas sob 26° C. Tripomastigotas circulantes da
cepa Y foram coletadas do sobrenadante de células LLC-MK; infectadas. Os parasitas foram
entdo mantidos em ambiente axénico usando o meio RPMI-1640 contendo 10% de SBF, 1 %
de hemina, 1 % de meio R9 e 50 pg/mL de gentamicina em estufa sob 37 °C e 5 % de CO,.

7.4. TOXICIDADE EM ESPLENOCITOS

Células esplénicas (6x10° células/poco) obtidas anteriormente foram cultivadas em
placas de 96 pocos de fundo plano, contendo meio de cultura RPMI com 10% de soro bovino
fetal. Para o ensaio de citotoxicidade, as células foram incubadas com os compostos em sete
diferentes concentragdes (faixa de 200 a 0,1 pg/mL) e com 1 uM de timidina/po¢o durante 24
h em estufa de CO, a 37°C. Em paralelo, foram feitos controles com células tratadas com
saponina (0,05%), com células tratadas com DMSO (0,05%), substancias com reconhecida
atividade toxica e um controle sem tratamento. Apds 24 h de incubacdo, as células foram
coletadas em papel de fibra de vidro e, posteriormente, a captagéo de timidina foi determinada
através do contador beta de cintilacdo. O percentual de citotoxicidade foi determinado
comparando-se a percentagem de incorporagdo de timidina nos pogos com as drogas em

relacdo aos pocos nado tratados.

7.5. ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA PARA EPIMASTIGOTAS

Epimastigotas (Dm28c) foram contadas em um hemocitbmetro e depois vertidas em
placas de 96 pocos, a um niimero de células de 10° células/poco. Todos os compostos foram
dissolvidos em DMSO e depois diluidos em meio LIT em cinco concentragOes diferentes
(1.56, 3.1, 6.25, 12.5, 25, 50 ¢ 100 pg / mL) e adicionado as respectivas cavidades, em
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duplicata. A placa foi incubada durante 5 dias a 26°C, foram recolhidas aliquotas de cada
poco, e 0 ndmero de parasitas viaveis foram contadas numa camara de Neubauer e
comparados com cultura parasitaria ndo tratada. Clso foram calculados por meio de regressao
n&o-linear no software GraphPad Prism 4.0. Benznidazol e Nifurtimox foram utilizados como

farmacos de referéncia.

7.6. TOXICIDADE PARA TRIPOMASTIGOTA CEPAY

Tripomastigotas metaciclicas foram recolhidas a partir do sobrenadante de células
LLC-MK2 infectadas e, em seguida, distribuidas em placas de 96 pocos a uma série de
células de 4.10° células/poco em meio RPMI-1640. Todos os compostos foram dissolvidos
em DMSO e depois diluidos em meio RPMI-1640 em cinco concentra¢des diferentes (1.56,
3.1, 6.25, 12.5, 25, 50 e 100 pg/mL) e adicionado as respectivas cavidades, em duplicata. A
placa foi incubada durante 24h a 37°C e 5% de CO2. Aliquotas de cada pog¢o foram
recolhidas, e 0 numero de parasitas vidveis foi contado numa camara de Neubauer. A
percentagem de inibicdo foi calculada em relagdo as culturas ndo tratadas. O calculo das
CCso também foi realizada por meio de regressao ndo-linear com o software GraphPad Prism

4.0. Benznidazol e Nifurtimox foram utilizados como os farmacos de referéncia.
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APENDICE A

7

Abaixo sdo descritos algumas propriedades dos novos derivados piridil-1,3-tiazol

sintetizados.

Propriedades fisico-quimicas das tiossemicarbazonas (LpQM la-b) e das

piridil-1,3-tiazol (LpQM 2a-m; 3a-m) e rendimentos reacionais.

Caddigo Formula PM Rendimento Rf Estrutura
LpQM molecular
CoH1,N4S 208.08 94% 0.6 (1:1- \ N / N
la Hex:AcOEt) | T
N
1b CuHuaN4S 270.09 89% 0.5 (9:1- \ N / \
Hex:AcOEt) j(
N
2 a C17H16N4S 308.11 85% 0.6 (7:3'
Hex:AcOEt)

X N S
@N T /?
& /
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x AN S
N N” Y
2b  CiHiNsS 322.13 90% 0.5 (7:3- | N \ /
Hex:AcOEt) 2 J
C%\ /
N
2c CaHaxNsS 384.14 53% 0.6 (7:3- F
Hex:AcOEt)

C(K /
N
2d C1gH1sN,OS 338.12 38% 0.5 (7:3-

Hex:AcOEt)
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2e

2f

Ci7H1sFN4S

C17H15CIN,S

C17H1sBrN,S

326.10

342.07

386.02

Y /
320 0.5 (7:3-
Hex:AcOEt)
N
N YS
39% 0.6 (7:3- N N /
Hex:AcOE) /
Cl
@)\ /
56% 0.6 (7:3- 2N
Hex:AcOEt)
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XN W N\ S
@ T /g
7/
NO,

2h C17H15N50,S 353.09 43% 0.5 (7:3-
Hex:AcOEt)
. AN S
Z N /N /
2- C17H15N5028 353.09 93% 0.5 (7:3'
: Hex:AcOEt)
O,N
. AN S
> N /N /
o C17H14CIoN,S 376.03 83% 0.6 (7:3-
J Hex:AcOEt)
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2k

2l

2m

3a

C17H14CIaN,S

C1gH17BrN,S

C21H18N4S

C22H 18N4S

376.03

400.04

358.13

370.13

50% 0.5 (7:3- N /N Cl
Hex:AcOEt)
Cl
N S
N \N/ \r
/N N /
31% 0.6 (7:3- 7/
Hex:AcOEt)
Br
N
NN YS
52% 0.5 (7:3- 2N /N /
Hex:AcOEt)

N \N/N\(S
99% 0.4 (9:1- | /

N N
Hex:AcOEt) P
Ph/
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3b

3c

3d

Ca3H20N4S

CagH2oN4S

Ca3H2oN,OS

384.14

446.16

400.14

52%

99%

60%

0.4 (9:1-
Hex:AcOEt)

0.4 (7:3-
Hex:AcOEt)

0.6 (7:3-
Hex:AcOEt)

\ \/N\ S
/
N \,N\ S
Cﬁ” ),
Z ph”
Ph
N NS
@N )
Z ph”
/0
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3e

3f

39

CoH17FNLS

C2:H17CIN,S

C22H17BI’N4S

388.18

404.09

448.04

31% 0.4 (9:1-
Hex:AcOEt)
F
99% 0.4 (9:1-
Hex:AcOEt)
Cl
x N s
\ N/ \r
Pt \_/
F
Z Ph/
94% 0.4 (9:1-
Hex:AcOEt)

Br




84

3h C2H17Ns0,S

. CH17N50,S
3j 22M17N50>

. C22H16C|2N4S
3]

415.11

415.11

438.05

G/K g
N
68% 0.6 (7:3- P

Hex:AcOEt)

N S
| N \N/ \r
99% 0.5 (7:3- N /N /
Hex:AcOEt) Ph

O,N

N \N/N\(S
D L/
ph’
100% 0.4 (9:1- cl -

Hex:AcOEt)
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3k

3l

3m

C2H16CIN,S

C23ngBrN4S

Ca6H20N4S

438.05

462.05

420.14

30%

30%

98%

0.4 (9:1-
Hex:AcOEt)

0.4 (9:1-
Hex:AcOEt)

0.7 (7:3-
Hex:AcOEt)

S g N
Cﬁ” )
/ cl
Cl
S e W P
o Yg
/N N
Ph/
Br

N \N/N\rs
I ),
Ph/
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Abaixo estdo mostrados alguns espectros dos novos derivados piridil-1,3-tiazol sintetizados.

ESPECTROS DE
SINTETIZADOS.

IV E RMN DE ALGUNS PIRIDIL-1,3-TIAZOIS

Composto LpQM 2a: (E)-3-metil-4-fenil)-2-((E)-(1-(piridin-2-il)etilideno)hidrazona)-2,3-

dihidrotiazol.

v
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Compostos LpQM 2e: (E)-4-(4-fluorofenil)-3-metil-2-((E)-(1-(piridin-2-
il)etilideno)hidrazona)-2,3-dihidrotiazol.
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Analyst Administrator
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(E)-4-(4-clorofenil)-3-metil-2-((E)-(1-(piridin-2-
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