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RESUMO

A doenca de Chagas é considerada pela Organizacdo Mundial da Saude uma das doencas
mais negligenciadas do mundo, cerca de 6 a 8 milhdes de pessoas estdo infectadas e 25
milhGes sob risco de adquirir a doenca. A quimioterapia para a enfermidade é composta por
apenas um medicamento disponivel no mercado, o benznidazol. O tratamento com o farmaco
necessita de um longo periodo e apresenta graves efeitos colaterais. Haja vista a grande
parcela da populacdo afetada e com uma quimioterapia restrita, a busca de novos protétipos a
farmacos antichagasicos se torna necessaria e emergencial. Para o planejamento da série
quimica utilizaram-se dois heterociclos, os 1,3-tiaz0is e as 4-tiazolinonas. Estes constituem
classes de compostos bastante exploradas no ambito da Quimica Medicinal, devido a sua
versatilidade quimica e ampla gama de atividades biol6gicas, com destaque para sua potencial
atividade tripanocida. Para o planejamento da sintese utilizou-se técnicas de bioisosterismos e
hibridacdo molecular. Com base nisso, este trabalho apresenta o planejamento, a sintese e
avaliacdo farmacoldgica de 31 compostos, dos quais 21 se classificam como 1,3-tiazois e 10
como 4-tiazolinonas.Todos os compostos tiveram sua estrutura quimica determinada por
técnicas espectroscopicas como infravermelho, ressonancia magnética nuclear 'H e C e
espectrometria de massas. A atividade tripanocida foi determinada em epimastigotas
(DM28c) e tripomastigota (cepa Y), além da citotoxicidade que foi estimada em esplendcitos
de camundongos BALB/c. Os compostos compostos ciclicos produzidos ndo demonstraram
atividade tripanocida relevante sobre a forma tripomastigota, no entanto, os tiazois
apresentaram em sua maioria uma boa citotoxicidade, que pode ser até quatro vezes inferior
ao benznidazol. A atividade frente a forma epimastigota foi at¢ 10 vezes superior ao

benznidazol,

Palavras-chaves: Doenca de Chagas. Trypanosoma cruzi. Tiazois.



STRUTURAL PLANNING,SYNTHESIS AND EVALUATION BIOLOGICAL
ACTIVITY OF 13-THIAZOLES TRYPANOCIDAL AND ITS STRUCTURAL
ANALOGUES 4-TIAZOLINONES

ABSTRACT

Chagas disease is considered by the World Health Organization one of the most neglected
diseases in the world, about 6 to 8 million people are infected and 25 million at risk of
acquiring the disease. Chemotherapy for this sickness is composedby only one drug available
in the market, benznidazole. The drug treatment requires a long period and has severe side
effects. Given the large proportion of the population affected and restricted chemotherapy, the
search for new prototypes antichagasic drugs becomes necessary and emergency. For
planning chemical series, itwas used two chemical classes, 1,3-thiazoles and 4-thiazolinones.
These classes of compounds are fully explored in the context of Medicinal Chemistry due to
their chemical versatility and wide range of biological activities, highlight their potential
trypanocidal activity. Based on this, this paper presents the design, synthesis and
pharmacological evaluation of 31 compounds, of which 21 are classified as 1,3-thiazoles and
10 as 4-thiazolinones. All compounds had the chemical structure determined by spectroscopic
techniques such as IR, *H and *C NMR, LCMS. The trypanocidal activity was determined in
epimastigotes (DM28c) and trypomastigotes (Y strain), and the cytotoxicity was estimated in
splenocytes from BALB/c mice. The thiazoles compounds showed mostly a good
cytotoxicity, which may be up to four times lower than benznidazole. The activity against the
epimastigote form was up to 10 times higher than benznidazole, however such cyclic

compounds showed no significant trypanocidal activity on trypomastigotes.

Keywords: Chagas disease. Trypanosoma cruzi. Thiazoles.
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1. INTRODUCAO

A doenga de Chagas esté inserida em um grupo de patologias negligenciadas e mais
precisamente no sub grupo de doengas extremamente negligenciadas. Sdo assim chamadas
porque tem sido progressivamente marginalizadas pelos grandes produtores de farmacos,
estando na base do problema o alto custo de investimentos e a falta de um mercado
consumidor ativo em pafses desenvolvidos.

Diariamente, mais de 35 mil pessoas morrem de doencas infecciosas e negligenciadas,
como leishmaniose, esquistossomose, doenca de Chagas, filariose e doenca do sono. Tais
patologias gerem um impacto de proporcgdes extensas sobre a humanidade, no entanto, elas

ainda dispde de escassos recursos de pesquisas. *(Figura 1).

Figura 1:Distribuicdo dos recursos de pesquisa em doencas tropicais e outras
realizadas pelo Ministério da Saude e Parceiros

Malaria2,3% Doengas
diarréicas 2,6%

Pneumoniae  Tracoma 0,5%

Meningite 10,7%.\

Helmintos

Lepra 6,2% 4%

HIV / Aids 6,5%

Dengue 38,6%

Doenca de Chagas e

Nucleode Leishmaniose
Outras financiamento de 10,4%
pesquisas  Plataformade pesquisas em
0,8% tecnologias0,3% doencas 6,5%

Estaduais
Fonte: G-Finder, 2010°

A doenca de Chagas, também chamada tripanossomiase americana, € uma doenca
causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. E transmitida aos seres humanos,
principalmente por insetos triatomineos conhecidos como barbeiros. Em nivel mundial, cerca
de dez milhdes de pessoas estdo infectadas, principalmente na América Latina, onde a doenca

de Chagas é endémica.’
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Entre 1975 e 2004, dos 1.556 novos medicamentos registrados, apenas 21 (1,3%)
foram desenvolvidos especificamente para doencas negligenciadas. Atualmente, 0s Unicos
farmacos com acéo tripanocida no mercado sdo o nifurtimox (NFX) e benznidazol (BZN),
(Figura 2) sendo que o primeiro foi retirado da terapéutica na década de 1980 devido a seus

efeitos colaterais, primeiro no Brasil e depois em outros paises da América do Sul.

Figura 2:Estrutura quimica dos farmacos Benznidazol e Nifurtimox

Benznidazol le) Nifurtimox

Fonte: Do autor.

O benznidazol tem seu uso associado a um resultado positivo apenas na fase inicial da
doenca obtendo cura de até 80% dos pacientes tratados. A sua eficacia diminui
significantemente na segunda fase ou fase cronica da doenca onde a parasitemia é diminuida e
os efeitos colaterais s&o mais agravados.”

A partir da década de 1990, diante das limitacdes do nifurtimox e do benznidazol ap6s
o0 crescente conhecimento da biologia basica do T. cruzi, permitiu-se o desenvolvimento de
novas abordagens racionalmente desenvolvidas para uma quimioterapia especiﬁca.6

Um alvo escolhido para o combate a infeccdo por Trypanosoma cruzi € a cruzaina ou
catepsina L-cisteina protease, que esta expressa em todas as fases do ciclo de vida do
parasita,(Figura 3) além de desempenhar um papel fundamental durante a infeccdo de células
hospedeiras, replicacéo e de metabolismo.’

A classe de enzimas cisteinil proteases sdo comuns na natureza e regulam varios
processos Vvitais de indimeros parasitas, o que as torna alvos altamente atrativos para o

planejamento de novas drogas.
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Figura 3: Localizagdo da cruzaina no T.Cruzi

localizagao da cruzaina (¢) no T. cruzi

epimastigotas tripomastigotas amastigotas
(lisossomos) (bolsa flagelar) (superficie)

Fonte: MOREIRA, 20128

A partir desse contexto, o planejamento e sintese de novos compostos para o
tratamento da Doenca de Chagas foi baseado em pesquisas anteriormente realizadas pelo
nosso grupo de pesquisa (LpQM).”****Tomando como base o conhecimentos do nosso
laboratério e da literatura escolheu-se grupamentos farmacoforicos tiossemicarbazonas e seus
bioisdsteros ciclicos (tiazdis e tiazolinonas) foram selecionados com o intuito de obter
compostos menos téxicos e com efeito tripanocida elevado.*

Este trabalho descreve a sintese de tiazOis e tiazolinonascandidatas a farmacos
antichagasicos, concebidaspor estratégias de bioisosterismo e hibridacdo molecular. Os
compostos sintetizados exibiram uma baixa citotoxicidade, quando comparada ao
benznidazol. Quanto a atividade na forma epimastigota, 13 moléculas demonstraram-se mais
potente que o benznidazol, sendo o mais promissor o MB 1.5.Para a forma tripomastigota o

MB1.5permaneceu como 0 composto mais promissor da série.
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2. OBJETIVOS

Para maior detalhamento da atividade desenvolvida, classificou-se os objetivos como

geral e objetivo.

2.1 Objetivo Geral

Os objetivos desse trabalho visa a obtengdo de novos agentes com agdo tripanocida
partindo-se do planejamento e sintese de novos 1,3 tiazlis e 4-tiazolinonas, bem como a

avaliacdo bioldgicas desses compostos.

2.2 Objetivos Especificos

*Planejamento estrutural e sintese de 12 inéditos 1,3-tiaz6is (MB01.1 a MB 1.12)
*Planejamento e sintese de 10 inéditas 4-tiazolinonas (MG 1.1a 1.5 e MG2.1a 2.5)
Caracterizar quimicamente e elucidar estruturalmente todos os compostos através de
técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear de Prétons (*H-RMN) e Carbono (13C-
RMN), Infravermelho (IV) e LCMS;

*Analisar a citotoxicidade celular frente a esplendcitos de camundongos BALB/c.
eAvaliar atividade anti-proliferativa “in vitro” frente as formas epimastigotas, e
tripomastigotas do T. cruzi, com determinacdo da concentracdo inibitéria para 50%
(IC50);
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3. REVISAO DA LITERATURA

A fim de conceder uma maior

3.1 Historico

Em 1909, Carlos Chagas(Figura 4), pesquisador do Instituto Osvaldo Cruz, descobriu
uma doenca infecciosa que acometia operarios do interior de Minas Gerais. Esta, causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi, é conhecida como doenca de Chagas, em homenagem a
quem a descreveu pela primeira vez.*®

O trabalho de Chagas ¢ Unico na histéoria da medicina, porque ele foi o uUnico
pesquisador até agora a descrever completamente uma nova doenga infecciosa: seu patogeno,
o vetor, o hospedeiro, as manifestagdes clinicas e epidemiologia.™

A Doenca de Chagas originou-se ha milhdes de anos atrds, como uma infec¢édo
enzodtica nos animais selvagens, e comegou a ser transmitida aos seres humanos como uma
antropozoonose, quando o homem invadiu o habitat silvestre. Ha relatos na literatura que ja
foram encontradas evidéncias da infeccdo humana em mamias até 9.000 anos de idade.’

A endemia da doenga de Chagas estabeleceu-se como uma zoonose apenas nos
ultimos 200-300 anos, com triatomineos adaptados para ambientes domésticos dentre outros
fatores, em decorréncia da busca por uma nova fonte de sangue para alimentagdo.**Os insetos
hematofagos da subfamilia Triatominae (familia Reduviidae), espécies mais comuns
pertencentes aos géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus **, séo vetores da doenca para a
contaminacdo do ser humano. A doenga também pode ser transmitida através da transfusdo de
sangue ou transplante de 6rgdos, de uma mae para o seu feto, além da ingestdo de alimentos
contaminados por parasitas.

Figura 4: Carlos Chagas
] | d
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Fonte: FIOCRUZ, 2012°

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), estima-se que 6 a milhdes milhdes
de pessoas estejam infectadas no mundo, principalmente na América Latina onde a doenca de
Chagas é endémica. Mais de 25 milhdes de pessoas estdo em risco de contraira doenca.'’No
Brasil, a notificacdo de casos agudos da doenca de Chagas € compulsoria imediata segundo a
Portaria 2.4725, de 31 de agosto de 2010 do Ministério da Saude.

Os sintomas da tripanossomiase americana variam durante a infecgdo e vao do estagio
inicial, que se mostra comumente assintomatica até a fase crénica onde o individuo pode
apresentar hipertrofia cardiaca, megacélon ou megaesofago. Para o tratamento o Unico

1.Y" Devido ao

farmaco disponivel é o benznidazol, o qual é eficaz apenas no estagio inicia
longo periodo necessério, o tratamento pode causar graves efeitos colaterais como anorexia,

vomitos e dermatite alérgica, proveniente do dano oxidativo de alguns tecidos.

3.2. Epidemiologia

Mais de um século depois de sua descoberta, a doenca de Chagas permanece como
uma doenca negligenciada na América Latina®. Essa enfermidade é um dos maiores
problemas de satde publica em paises do cone sul das Américas, pela sua vasta distribuicao,
altos indices de prevaléncia e gravidade de evoluc&o®.

A doenga de Chagas foi originalmente limitada a areas pobres e rurais da América
Central e do Sul, em que a transmissdo para 0 homem ocorre através de insetos vetores. Nos
ultimos 40 anos, o aumento dos programas de controle do vetor e a triagem obrigatdria nos
bancos de sangue reduziram substancialmente novos casos de infec¢cdo diminuindo o nimero
da doenca de Chagas na América Latina™.

Em pesquisas feitas em varios paises na década de oitenta, 100 milhdes de pessoas
(25% de todos os habitantes da América Latina) foram classificados em risco de infecgdo, e
17,4 milhdes foram diagnosticados como infectados em 18 paises endémicos no periodo
1980-1985. De acordo com estimativas da Organizagdo Pan Americana de Saude, 20% da
populacdo da América Latina estava em risco (109 milhdes de individuos) e cerca de 7,7
milhdes pessoas foram infectadas em 2005.%

Os dados mais recentes no Brasil apontam que a doenca de Chagas segue como um
problema de salde publica, sendo observados casos e surtos em diferentes estados (Bahia,

Ceard, Piaui, Santa Catarina e Sdo Paulo), sendo maior sua frequéncia na regido da Amazodnia
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Legal, que engloba os estados do Amazonas, Maranhdo, Mato Grosso, Amapda, Parad e
Tocantins.?!

Os dados supracitados apontam uma grande abrangéncia da doenca na América do
Sul, mas devido ao grande fluxo de imigrantes de paises endémicos, algumas regiGes como a
Europa e pacifico ocidental, além do EUA e Canada, ja demonstra um crescente aumento de
pessoas infectadas (Figura 5). O nimero de pessoas infectada no EUA chega a mais de
300.000 sendo este valor aproximadamente seis vezes maior que o0s casos relatados na

Espanha no ano de 2007.%

Figura 5: Distribuicdo mundial da doenca de Chagas
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Fonte: WORLD DISTRIBUTION OF CHAGAS DISEASE, 2014%

3.3 Ciclo bioldgico do Trypanosoma cruzi

O T. cruzi tem um ciclo de vida que se alterna entre hospedeiros vertebrados (que
incluem uma vasta gama de mamiferos, incluindo os seres humanos) e hospedeiros
invertebrados. O parasita apresenta quatro estagios evolutivos morfologicamente e
bioquimicamente distintos durante o seu ciclo de vida: as formas replicativas (epimastigotas e
amastigotas) e as formas ndo-replicativas(tripomastigotas metaciclicas e sanguineas) do
parasita.Este é transmitido aos seres humanos através da urina e das fezes excretadas pelos

insetos vetores durante o repasto sanguineo. **
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Os tripomastigotas presentes nas excretas penetram na corrente sanguinea, atraves
doferimento causado pelo inseto. Depois de ciclos de divisdo asamastigotas se diferenciam
em tripomastigotas na corrente sanguinea que sdo liberados apos a ruptura da membrana da
célula hospedeira. Os tripomastigotas sanguineos liberados infectam as células vizinhas, ou
sdo disseminadas através do sangue, infectando células em outros locais do corpo.

No intestino médio do inseto, as formas tripomastigotas sanguineas transformam-se
em epimastigotas, o estagio de desenvolvimento replicador do hospedeiro invertebrado. Na
parte distal do intestino, os parasitas transformam-se em Tripomastigotas metaciclica, as
formas infecciosas que sdo libertados juntamente com as fezes de insetos durante o repasto de

sangue, completando assim o ciclo de vida de T. cruzi.?® (Figura 6 ).

Figura 6: Ciclo bioldgico do T. cruzi

Doenga de Chagas: Ciclo de Vida do
Trypanossoma cruzi
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Fonte: UMESH S. PAL,2011%
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3.4. Transmissdo do Trypanosoma cruzi

3.4.1. Transmissao pelo vetor

A doenca de Chagas é transmitida aos seres humanos e mais de 150 espécies de
animais domeésticos (por exemplo, cdes e gatos) e mamiferos selvagens (por exemplo,
roedores, marsupiais e tatus), principalmente por insetos da subfamilia Triatominae, dentro de
trés ciclos que se sobrepGem: domestico, peridomiciliar e silvestre. Apesar de terem sido
identificadas mais de 130 espécies de triatomineos, apenas alguns sdo vetores competentes
para T cruzi.

Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata sdo as trés espécies de
vetores mais importantes para a transmissao de T. cruzi ao homem. R. prolixus ¢é o principal
vetor na Colombia, Venezuela, Guatemala, Honduras e algumas partes da Nicaragua e El
Salvador, e T. dimidiata ocupa uma area semelhante, mas estende-se também mais ao norte,
no México. Em areas onde a doenga de Chagas ¢ endémica, T. infestans (Figura 7) tem sido,
de longe, o vetor mais importante .**

Figura 7: Triatoma infestans

Fonte:FIOCRUZ, 2012°

Apenas 0s triatomineos adultos de ambos os sexos, podem abrigar e transmitir o T.
cruzi. A probabilidade de um triatomineo estar infectado com T. cruzi aumenta de acordo com
o numero de repastos sanguineos realizados pelo mesmo, sendo assim os insetos mais velhos
e adultos tendem a ter maiores taxas de infec¢do®.

Lugares de vegetacao densa (florestas tropicais) e habitats urbanos nao sao ideais para

o estabelecimento do ciclo de transmissdo humana. No entanto, em regides onde o habitat
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silvestre e sua fauna sdo diluidos pela exploragdo, ha um aumento do nimero de transmissdo

direta entre humanos.?®

3.4.2. Outras formas de transmissao

A doenga de Chagas pode ser transmitida ao homem por mecanismos que ndo incluem
o0 inseto vetor, tais como transfusdo de sangue, congenitamente da mae para o bebé durante a
gestacdo, ou através do leite materno.*® O risco de contrair a doenca apo6s transfusao de
sangue proveniente de um doador infectado ¢ inferior a 10-20%, e depende de varios fatores,
incluindo a concentragdo de parasitas no sangue do doador, o componente do sangue
transfundido, e, talvez, a estirpe do parasita. O risco de transmissdo parece ser maior para
transfusdo de plaquetas do que para outros componentes do sangue. A transmissdo congénita
ocorre em 5% ou mais das mulheres gravidas com infec¢do cronica em algumas regides da
Bolivia, Chile e Paraguai, ¢ cerca de 1 a 2% ou menos na maioria dos outros paises
endémicos.?® Essas diferencas podem ser atribuidas a cepa do parasita, ao estado imunolégico
das maes infectadas, a fatores placentarios, e as diferentes metodologias utilizadas para a
detec¢do de casos congénitos.

Esporadicamente, pode-se contrair a doenga de Chagas por ingestdo de alimentos ou
liquidos contaminados com T. cruzi, e também por acidentes nos laboratorios que lidam com
os parasitas vivos. A transmissdo oral da doenca de Chagas ¢ normalmente responsavel por
surtos de infeccdo aguda em regides desprovidas de insetos vetores. A ingestdo de alimentos
contaminados, como o0 caldo de cana-de-agucar, agai, ou carne crua, é geralmente associada a
uma infestacao parasitaria maciga, resultando em uma manifestacao clinica aguda mais severa

e de alta mortalidade.?®

3.5 Manifestacdes clinicas e diagnostico

A doenca pode ser observada em duas fases: fase aguda, ocorre logo apés a infecgdo e

fase cronica, que permanece ao longo da vida.

3.5.1 Fase Aguda

A fase inicial ou aguda é transitéria e caracterizada pelo individuo que apresente febre
persistente, associada a um ou mais das seguintes manifestacGes clinicas: artralgia, cefaleia,
edema de face ou membros, epigastralgia, exantema, mialgia, sinal de Romafia,
adenomegalia, cardiopatia aguda, esplenomegalia, hepatomegalia, ictericia ou manifestagdes

hemorragicas. *°
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As manifestagoes da fase aguda da doenga decrescem espontaneamente em cerca de
90% dos individuos infectados, mesmo se a infec¢do ndo for tratada com drogas tripanocidas.
Cerca de 60 a 70% desses pacientes nunca irdo desenvolver a doenga clinica evidente. Esses
pacientes tém a forma indeterminada da doenga cronica, que se caracteriza pela positividade
para anticorpos contra o T. cruzi no soro, um eletrocardiograma (ECG) normal, ¢ exame
radiologico normal do torax, esdfago e colon. A fase aguda é sensivel aos tratamentos com

antiparasitarios e possui taxa de cura de 60% a 90% de cura (Esquema 1).*

Esquema 1: Desenvolvimento da doenga de Chagas no paciente

Exposicdo humana ao T cruzi (Vetorial,
via transfusdo, congénita, via transplante

de orgéos, acidental).

Tratamento com W Casos sintomaticos
Cura (50-80% |_ benznidazol Infecgdo aguda de Chagas (<5-10%) +| Morte por miocardite
dos casos). [~ (Assintomatica ou sintomatica). ou meningoencefalite.
Tra;amen(tjo n?m J, 10(;30 anos J, Tra;amen;n c?m T (Menor
Cura (20-60% ¢ ENZNI0AZ0 Fase crénica na Epois 3 Fase crénica na ENZNIGAZO .| proporgéo de casos
dos casos forma indeterminada. forma determinada. “| do que na forma
indeterminada).
Imunossupresséo
reativagéo
Permanece na forma
indeterminada Jr v J!
Cardiaca Cardiaca e Digestiva
digestiva

Fonte: RASSI, 2010 %

Para o diagnostico da fase aguda da doenca, sdo utilizados testes parasitologicos
direto, baseado na observacédo do parasito presente no sangue dos individuos infectados, como
0 exame de sangue a fresco, esfregaco e gota espessa (Figura 8). O teste direto a fresco é
mais sensivel que o esfregaco corado e deve ser o método de escolha para a fase aguda. Caso
estes testes sejam negativos, devem ser usados metodos 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 e na negatividade do teste direto a fresco. Esses

testes sdo indicados na fase aguda da doenca, quando a parasitemia é elevada.*®
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Figura 8: Exame para confirmacdo da parasitemia (tripomastigota)

Fonte: ACERVO DE LAMINAS DA USJT, 2014%

3.5.2. Fase Cronica

Apos a fase inicial da doenca, no periodo de 10 a 30 anos a doenca pode alcancar a
fase cronica. O desenvolvimento clinico vai desde a auséncia de sinais e sintomas (na forma
indeterminada) até os quadros onde a doenga é grave e ha risco de morte sUbita. As
manifestagdes clinicas tipicas desta fase estdo relacionadas com a alteragdo patoldgica do
coragdo, esdfago, colon, ou de uma combinagdo destes; e sdo agrupadas em trés formas
principais: cardiaca, digestiva e cardiodigestiva.?’

Na forma cardiaca, o coracdo mostra-se macroscopicamente aumentada de volume e
mais pesado do que o normal, com peso de 550g em média e hipertrofia das paredes. Dentre
0s principais sintomas estdo: arritmias, insuficiéncia cardiaca, tromboembolismo, insénia e
edema dos membros inferiores. *

A morte subita € a principal causa de morte em pacientes com cardiopatia chagasica, o
que representa cerca de dois tergos de todas as mortes, seguido de insuficiéncia cardiaca
refrataria (25 a 30%) e tromboembolismo (10 a 15%). A morte cardiaca stbita pode ocorrer
mesmo em pacientes previamente assintomaticos. E geralmente associada com taquicardia
ventricular e fibrilagdo ou, mais raramente, com bloqueio atrioventricular total ou disfungao

, . 34,35
do nodulo sinusal.
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A forma digestiva ¢ encontrada quase que exclusivamente ao sul da bacia amazonica
(principalmente na Argentina, Brasil, Chile e Bolivia). Esta distribuicdo geografica ¢ devida
provavelmente a diferencas nas estirpes dos parasitas®. Disfun¢do gastrintestinal
(principalmente megaesdfago, megacdlon, ou ambos)*®, desenvolve-se em cerca de 10 a 15%
dos pacientes cronicamente infectados.?® No megaesdfago, observa-se 0 aumento do diametro
do 6rgdo e alteracGes na motilidade, alem de sintomas como dores, regurgitacdo, hipertrofia
das glandulas salivares (provocando sialose), soluco e tosse. No caso do megacolon
apresenta-se como principal caracteristica a constipacdo intestinal, causado pelo
comprometimento do segmento sigmoide, reto ou célon descedente (Figura 9), podendo
durar semanas, e a perfuracdo levando por vezes a peritonite.*’

Figura 9: Localizacdo dos segmentos do intesino mais afetados pela doenca de Chagas

Célon transverso

Fonte: INFOESCOLA, 2014 *

A associagdo da doenca cardiaca com megaesdfago ou megacdlon, ou ambos, define a
forma cardiodigestiva da doenca de Chagas.28 Na maioria dos paises, o desenvolvimento de
megaesofago geralmente precede o acometimento do coragdo e do célon, mas a prevaléncia
exata da forma cardiodigestiva ndao é conhecida por causa da escassez de estudos adequados®,
A Figura 10 resume as manifesta¢des clinicas mais comuns associadas com a fase cronica da

doenca.
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Figura 10: Manifestagcbes comuns na fase cronica da doenca

AR LY

Fonte: PAHO, 2012% (adaptado do autor)

Na fase crénica da doenca, o diagndstico parasitolégico direto torna-se comprometido
em virtude da auséncia de parasitemia. Os métodos parasitolégicos indiretos (xenodiagndéstico
ou hemocultivo) que podem ser utilizados, apresentam baixa sensibilidade (20-50%). Sendo
assim, o diagnodstico na fase cronica é essencialmente soroldgico e deve ser realizado
utilizando-se dois testes de principios metodologicos diferentes: um teste de elevada
sensibilidade (ELISA com antigeno total ou fragdes semi-purificadas do parasito ou a
limunofluorescéncia indireta (IFI) e outro de alta especificidade (ELISA, utilizando antigenos
recombinantes especificos do T. cruzi).® Devido a necessidade de instalagdes laboratoriais
especificas, o PCR ndo é util no diagndstico de rotina, no entanto devido sua alta
sensibilidade pode ser utilizado em casos de sorologia inconclusiva. O Esquema 2 demonstra
0 passo a passo que deve ser assumido.
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Esquema 2: Esquema do metodo soroldgico para determinacdo da doenca de Chagas.

AMOSTRAS DE SORO OU PLASMA
TESTES ELISA, IFI OU HAI

02 METODOS
DIAGNOSTICOS

/

AMBOS REAGENTES | AMBOS NAO-REAGENTES |

| 01 REAGENTE E 01 NAO-REAGENTE |

|
POSITIVO | INDETERMINADO | NEGATIVO
}

| REPETIROS TESTES |

|

SE QUADRO PERMANECER
INDETERMINADO = RESULTADO
INCONCLUSIVO

!

REALIZAR TESTES DE
PCR/WB

Fonte:FIOCRU/Z, 2012~
ELISA= Ensaio enzima imunoenzimatico IFlI= Inunofluorescéncia indireta HAI=

Hemaglutinagdo PCR= Reag&o em Cadeia de Polimerase WB= Western blot

3.6.Tratamento clinico

Mesmo ap6s mais de 100 anos da descoberta da doenca de Chagas, o tratamento
permanece inapropriado e irresoluto, causando efeitos colaterais severos e causando apenas
uma diminuicgéo da parasitemia, ndo garantindo, portanto, a cura definitiva.

Na Alemanha, a Bayer e outros laboratdrios desenvolveram as primeira drogas com
atividade antichagéasica, como a fenatridina carbidium, aminoguinolinas, arsénicos trivalentes
e compostos nitrofuranicos. Como consequéncia dos anos de pesquisa, na década de 1960
obtiveram-se as drogas classicas nifurtimox (Lampit ) e benznidazol (Rochagam ).**

Até pouco tempo ndo existiam formulagdes pediatricas, apesar do fato de que criangas
até 12 anos possuem maiores chances de se beneficiarem com o tratamento por ndo
apresentarem ainda a sintomatologia cronica da doenga. Porém, umaconcentracdo pediatrica
do benznidazol para a doenga de Chagas desenvolvida pelo Laboratério Farmacéutico do
Estado de Pernambuco (LAFEPE),em parceria com a DNDi (Drugs for Neglected Diseases
Initiative) ja esta disponivel na terapéutica. O novo medicamento serautilizado em criangas a

partir de dois anos de idade®.
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O nifurtimox € tripanossomicida contra as forma amastigota do T. cruzi. Seu
mecanismo de acao envolve a reducdo do oxigénio molecular (O,) formando o ion superdxido
(O2e-) e regenerando o grupo NO, num processo conhecido como ciclo redox.O ion
superoxido formado é captado pela enzima superoxido dismutase gerando perdxido de
hidrogénio (H,0.) que, através da reacdo de Haber-Weiss na presenca de fons Fe"', forma o
radical hidroxila (*OH). A esta espécie tem sido atribuido o efeito tripanocida por
mecanismos complexos que envolvem ligacdo a lipideos, proteinas e a0 DNA do T. cruzi.

Por outro lado, o farmaco benznidazol ndo atua através do ciclo redox e ndo depende
diretamente de espécies reativas de oxigénio (ROS — espécies reativas de oxigénios). O
radical nitro formado estaria envolvido com seu efeito tripanocida através da formacédo de
ligacBes covalentes com macromoléculas do T. cruzi. E descrito ainda que o farmaco aumenta
a fagocitose e lisa o T. cruzi através de um mecanismo dependente de interferon-gama (IFN-y
- interferon-gamma) e inibe o crescimento do T. cruzi atraves da enzima NADH-fumarato
redutase®*(Figura 11).

Figura 11: Mecanismo de acdo dos farmacos nifurtimox e benznidazol
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Fonte: MAYA, 2006 **

Os metabolitos formados através do mecanismo de a¢do acima podem atuar também
em outros sistemas, especialmente no hospedeiro (humano), devido a sua alta reatividade.
Esta baixa especificidade de acdo em vias bioquimicas definidas do parasita contribui para os
efeitos citotdxicos observados no tratamento dos pacientes. **

Segundo requerimentos de 1997 da Organizacdo Mundial de Saude, uma droga para
ser considerada ideal no tratamento da doenca de Chagas deve possuir algumas
caracteristicas:

1-Cura parasitologica na fase aguda e crénica da doenca;



34

2-Ser efetiva em uma ou poucas doses;

3-Ser acessivel aos pacientes, ou seja, baixo custo;

4-Ndo possuir efeitos colaterais nem teratogénicos;

5-Né&o requerer internacdo para o tratamento;

6-N&o induzir resisténcia.

Por ndo cumprir varios desses pré-requisitos, o nifurtimox e benznidazol, ndo podem
ser enquadrados como farmacos ideais.

Tendo em vista esse quadro supracitado sobre a doenca de Chagas, tem-se cada vez
mais intensificada a necessidade da descoberta de novas alternativas terapéuticas para a
obtencdo de farmacos mais seguros, ativos e alvos bioldgicos mais especificos.

3.7.Desenvolvimento de novas drogas

Dentre os desafios para a pesquisa de agentes quimioterapicos para a doenca de
Chagas, podemos destacar ainda o alto custo dos investimentos e a falta de um mercado
potencial e seguro nos paises em desenvolvimento. Devido a isso observa-se que 0
desenvolvimento de drogas para doencas negligenciadas ndo € muito vidvel para a industria
farmacéutica.Entre 1975 e 2004, dos 1.556 novos medicamentos registrados, apenas 21
(1,3%) foram desenvolvidos especificamente para doencas negligenciadas.*?

As pesquisas por novos farmacos para o tratamento da doenca de Chagas tem evoluido
sensivelmente nas ultimas décadas, com destaque para o sequenciamento do genoma do T.
Cruzi38que permitiu a identifica¢do de varios genes, muitos deles existentes apenas no parasita
e ndo no homem. Esses estudos recentes tém permitido a identificagdo de alvos potenciais no

T. cruzi e que incluem o metabolismo de esteréis, 0 DNA e diferentes enzimas.*?

3.8. Alvos terapéuticos

Virios critérios devem ser considerados na sele¢do de inibidores potenciais. O alvo a
ser explorado deve ser encontrado unicamente no parasita e, portanto, ausente na célula do
hospedeiro; deve ser também essencial para o desenvolvimento do parasita em um dos
estagios de seu ciclo replicativo. O uso de enzimas e metabolitos como alvos terapéuticos
permite melhor investigacdo em termos mecanisticos e estruturais, além de contribuir

significativamente para o planejamento racional de farmacos.*®
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Os alvos identificados que tém sido explorados para o planejamento racional de farmacos
antichagasicos envolvem a inibi¢ao seletiva de enzimas fundamentais no desenvolvimento do
parasita, entre elas vale menciona.*®

e Tripanotiona redutase, relacionada ao estresse oxidativo.

e Trans-sialidase, envolvida na glicosilagijo de mucinas de ancora de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) para reconhecimento ¢ adesdo do parasita na célula do
hospedeiro.

o Cy4Dy45-esterol metiltransferase, essencial na biossintese de ergosterol.

e Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, presente na via glicolitica.

o C(Cisteina protease (Cruzipaina), relacionadas a atividade proteolitica e penetracdo do
parasita na célula do hospedeiro.

e Diidrofolato redutase, responsavel pela geragdo de cofator na sintese —de novol de
timidina.

e Prolil endopeptidase, envolvida na clivagem de pequenos peptideos biologicamente
ativos.

e Hipoxantina-fosforibosiltransferase, essencial na sintese de nucleotideos purinicos.

e DNA topoisomerases | e Il, enzimas essenciais que catalisam alteragdes topologicas na
molécula de DNA. Elas desempenham um papel fundamental no metabolismo do DNA,
incluindo replicacado, transcri¢do, recombinacdo e condensagao.

e Farnesilpirofosfato sintase, envolvida na biossintese de uma variedade de esterdides e

poliisoprenoides e partirde farnesilpirofosfato.

3.9. Cruzaina

Cruzaina (cruzipaina) € a principal cisteina protease doT. cruzi. A protease € expressa
em todas as fases do ciclo de vida do parasita, mas presente em diferentes locais variando
com cada fase. No estagio epimastigota, que ocorre no inseto vetor, a protease esta localizada
em um compartimento lisossomal, onde funciona para degradar proteinas englobadas do
intestino do inseto.*’

No estagio tripomastigota infecciosa, a protease € exibida no bolso flagelar, o local de
endocitose e secrecdo. No estagio de amastigota, dentro da célula hospedeira de mamifero, a

protease esta presente tanto no compartimento lisossomal como na superficie do parasita,
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onde pode funcionar na alimentacéo, na remodelacdo da célula de mamifero, ou evasdo de
mecanismos de defesa do hospedeiro.*®

Portanto, a cruzaina torna-se um alvo de interesse para a sintese de novas moléculas
tripanomicidas. As principais classes de inibidores desta enzima incluem (Figura 12):

e Derivados peptidicos (7 e 8)49;

e Derivados ndo-peptidicos (triazéis (9), pirimidinas (10), tiossemicarbazonas (12) e

chalconas (11))*°;
e Complexos de rénio e ouro (oxorénios (13) e ciclometalados de ouro (14))**
e Doadores de 6xido nitrico (nitrosotidis (15) e nitrosilo, complexos de ferro e ruténio

(16))*%

Figura 12: Classes de inibidores da cruzaina

14
Fonte: LUIZ, 2009 *°

Em 2002, Du e colaboradores® descreveram uma nova série de aril-
tiossemicarbazonas, essas moléculas demonstraram serem potentes inibidores da cisteina
protease do Trypanosoma cruzi (cruzaina). Alguns desses compostos também demonstraram

ter atividade tripanocida in vitro. Estes autores inicialmente descobriram que a 3’-
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bromopropilfenona-tiossemicarbazona®® (Figura 13) inibia a cruzaina e poderia curar culturas
de células de mamiferos infectadas com o T. cruzi. A 3’-bromopropilfenona-
tiossemicarbazona ndo mostrou nenhuma toxicidade para as células de mamiferos nas
concentragdes em que era tripanocida.

Apo6s a descoberta deste composto lider, mais de 100 compostos foram projetados e
sintetizados. Uma relacdo estrutura-atividade (SAR) foi estabelecida e muitos anélogos
potentes, com baixos valores de Clsg na faixa de nanomolar, foram identificados. A partir
desses, foram identificados mais oito analogos com boa atividade tripanocida que as aril-
tiossemicarbazonas eram prototipos a farmacos tripanocidas.*®

Figura 13: Estrutura quimica do composto lider

S N
N/\"/

S

NH,

Fonte: Do autor

Dentre os vérios analogos sintetizados por Du et al*®, destaca-se 0 composto 3’,5’-di-
trifluormetil-tiossemicarbazona (Figura 14), com atividade de Cls; de 20 nM frente a

cruzaina, mostrando-se superior cerca de cinco vezes em comparagdo ao composto lider .

Figura 14: Estrutura quimica do 3,5-di-trifluormetil-fenil-tiossemicarbazona

H
\N/”\"/

S

FsC NH,

CF,
Fonte: Do autor
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3.10. 1,3-Tiazois

Os tiazdis sdo compostos heterociclicos contendo em sua estrutura quimica um anel de
cinco membros com os simbolos de Enxofre e Nitrogénio como heterodtomos, formam uma
importante classe de compostos ciclicos na quimica organica com amplo espectro de
atividades bioldgicas, 0 que desperta o interesse dos quimicos medicinais por causa das suas
atividades bioldgicas ja citadas na literatura, tais como: Antibacteriana,***>*® Antifungica®e
Anti-inflamatoria.”

Para a industria farmacéutica, o ndcleo tiazol (Figura 15) tem aplica¢do no tratamento
de alergias, hipertensdo, inflamagdo, esquizofrenia, infec¢des bacterianas, por HIV, como
hipnoéticos, para o tratamento da dor, como antagonistas dos receptores de fibrinogénio com
atividade antitromboética, e inibidores da DNA girase bacteriana B.>

Figura 15: Nucleo Tiazol

4 N 3
5 i ) 2
1
Fonte: Do autor
A construcdo estrutural da série de 1,3-tiazois também levou em conta a possivel relacéo
bioisostérica entre os heterociclos tiazolinonas e tiazdis. Ambos os heterociclos sdo capazes

de interagir por ligacOes de hidrogénio com os receptores envolvidos na atividade tripanocida.
Porém, com propriedades fisico-quimicas distintas.

3.10. 4-Tiazolinonas

Além do heterociclo tiazol, as tiazolinonas (Anel de cinco membros, heterociclos
substituidos com enxofre e nitrogénio com a presenca de uma carbonila no carbono cinco)
agem como inibidores covalentes e reversiveis da cruzaina. Nesse contexto, trabalhos
anteriores do nosso grupo de pesquisa identificaram uma série de inibidores ndo-peptidicos da
cruzaina, pertencentes a classe das 4-tiazolinonas, isso indicou que a classe desses ultimos

compostos eram promissores para atividade tripanocida.™®
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Em relatos mais recentes, Moreira e colaboradores ' comprovaram a atividade anti-T.
cruzi das 4-tiazolinonas, esses novos compostos foram habeis em inibir a atividade da
cruzaina e a prolifera¢do das epimastigotas do T. cruzi, e foram fatais para as tripomastigotas
nos ensaios in vitro em concentragdes nao toxicas para esplendcitos de ratos.

Nos ensaios in vivo destacou-se 0s compostos abaixo, que conseguiu reduzir a
parasitemia sanguinea em camundongos infectados.”” A Figura 16 apresenta a estrutura de

alguns dos principais prototipos estruturais baseados em 4-tiazolinonas.

Figura 16: Protdtipos estruturais

S /
/ Y
Aril-4-tiazolinona Aril-4-tiazolinona
1C59= 0.4 uM (cruzaina) IC5y= 6.6 uM (cruzaina)
I1C59= 10 pM (T. cruzi) I1C59= 6.1 uM (T. cruzi)

Fonte: Do autor

O planejamento da série possibilitou o estudo do efeito eletrdnico de substituintes
localizados na posicdo C4do anel tiazolico. Partindo da fenila como anel aromatico de

referéncia, diversos substituintes foram inseridos (posicao orto, meta e para).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.Planejamento estrutural

Com base nos relatos de Du®, que descreveu o anel 3°,5’-di-trifluormetil com detentor
de uma potente atividade o tripanocida e frente a cruzaina*® e em virtude das propriedades
tripanocidas de compostos tiazélicos ja estudados pelo nosso grupo de pesquisa. Planejou-se
uma série inédita de 1-3-tiazais.

Além disso, escolheu-se realizar modificacBes estruturais e inserir substituintesna
posi¢do N3, pois em trabalhos recentes, observou-se que a insercdo de substituintes nessa
posicao foi benéfica para a atividade farmacoldgica.

Por fim,almejou-se substituir o heterociclo tiazol por outro heterociclo estruturalmente
equivalente (bioisostérico). Em razdo de trabalhos de CAPUTTO et al,*® nés elegemos o anel
heterociclo, culminando assim com a construgdo estrutural dos aril-4-tiazolinonas.Essa classe
de moléculas se apresentou eficaz ao reduzir a parasitemia de camundongos infectados™ e por
isso a importancia de classifica-lo como prot6tipo estrutural a farmaco antichagasico.

Tendo em méos as excelentes atividades do nosso grupo de pesquisa com 0S grupos
farmacoféricos escolhidos e em conjunto com o estudo realizado por Du e colaboradores®,
nos decidimos construir uma nova série de compostos tiossemicarbazdnicos e seus
bioisosteros ciclicos.

A substituigdo do 3’,5’-di-trifluormetil por apenas um trifluormetil em para foi
escolhida por n6s com o proposito de avaliar os efeitos na atividade tripanocida dos novos
compostos. A diminuicdo de um CF3 na estrutura, diminui também sua massa molar o que o

deixa mais proximo as regras de Lipinski.
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4.2. Secdo quimica
4.2.1.Sintese das tiossemicarbazonas (MB01, MB02, MB03)

A série que € composta por 31 moléculas, se inicia com a sintese de trés
tiossemicarbazidas. (Esquema 3). As tiossemicarbazonas (MB01, MB 02 e MB 03) foram
preparadas a partir da condensagdo do4’-trifluormetil benzaldeido com a tiossemicarbazida,
metil-tiossemicarbazida e fenil-tiossemicarbazida respectivamente em temperatura ambiente
em refluxo por até trés horas . Os produtos obtidos (MB01, MB02 e MBO03) foram
recristalizados em tolueno, a quente.

Esquema 3: Obtencdo das tiossemicarbazonas

H
N NHR
H \N/ 1
H _N NHR;
+ H;N j( —_— S
S F;C

FsC Ri=H e CH;

[a] 4’-trifluormetil benzaldeido, tiossemicarbazida equivalente, etanol, acido correspondente , refluxo e
temperatura 100° C, por até 48 horas.

4.2.2.Sintese dos aril-1,3-tiazois

Os compostos do tipo aril-1,3-tiazdis sdo geralmente preparados através do protocolo
de Hantzsch usando tioamida e uma acetona alfa-halogenada (Esquema 4). Esta rota fornece
rendimentos satisfatorios, ¢ de facil execuc¢do, além de ser compativel com inumeros
compostos™.Os aril-1,3-tiazéis propostos foram preparados segundo a metodologia descrita
por Hantzsch, em agitagao magnética, sob refluxo, com isopropanol como solvente, em até 24
horas. Os compostos foram obtidos como solidos cristalinos apds evaporagdo a baixa pressao

e posterior filtragdo, com rendimentos satisfatorios.



Esquema 4: Obtenc&o dos tiazois
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& /“ NHR, b \N/ N S
N \n/ / R,
N
s FsC r”
R,

Composto Ry R, R; Composto R R, R;
MB 1.1 H Ph H MB 1.8 H 3,4-diCl H
MB 1.2 H 4-NO, H MB 1.9 H Ph CH;
MB 1.3 H 3-NO, H MB 1.10 H 2-naftil H
MB 14 H 2,4-diCl H MB 1.11 H 4-CH, H
MB 15 H 4-MeO H MB 1.12 H 4-F H
MB 1.6 H 4-Cl H MB 2.1 CH, 4-MeO H
MB 1.7 H 4-Br H MB 2.2 CH; 4-NO, H

[b]lsopropanol, agitagdo magnética, tempetatura ambiente e a-halocetonas

4.2.3.Sintese das aril-4-tiazolinonas

As aril-4-tiazolinonas (MG1.1 a MG1.5 eMG2.1 a MG 2.5)foram sintetizadas através

da reagdo entre a tiossemicarbazona correspondente e 0s respectivos &cidos/esteres o-

halogenados (Esquema 5)estas reagdes foram realizadas em etanol absoluto, com excesso de

acetato de sodio anidro, a temperatura de aproximadamente 100 °C e agitagdo magnética

vigorosa. As rea¢des foram acompanhadas por cromatografia de camada delgada (CCD) que

mostraram o consumo dos materiais de partida (tiossemicarbazonas) apds longos tempos de

reacao.

Esquema 5: Obtencéo das tiazolinonas

H
—_— Rz
S N
F1C FsC R1/
(o}

[c]Tiossemicarbazona de origem, acetato de sodio, acido/ ésteres halogenados, Etanol, 100°C,
agitacdo magnética por até 48 horas.

Composto R, R, Composto R, R,
MG 1.1 H Ph MG 2.1 CH; Ph
MG 1.2 H Metil MG 2.2 CH; Metil
MG 1.3 H H MG 2.3 CH; H
MG 1.4 H Etil MG 2.4 CH; Etil
MG 1.5 H Isopropil MG 2.5 CH; Isopropil
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4.2.4.Avaliacao da atividade anti- T. cruzi

Os aril-1,3-tiazois e as aril-4-tiazolinonasforam inicialmente avaliados, in vitro,
quanto as propriedades tripanocidas em modelos experimentais frente as formas evolutivas
epimastigotas da cepa DM28c e tripomastigotas das cepas Y do T. cruzi. Nestes ensaios, 0s
valores de Clso (uM, concentracdo inibitéria a 50%) foram determinados. Em principio a
viabilidade dos esplendcitos da linhagem de camundongos BALB/c foi analisada e expressa
na concentracdo mais elevada ndo tdxica em uM. Para os ensaios bioldgicos almejando a
determinacdo da atividade tripanocida para as formas evolutivas epimastigota e
tripomastigota, os resultados foram expressados em valores de Clsppara epimastigotas e
CCso(Concentracdo citotoxica a 50 %) para tipomastigotas. Todos os compostos da tabela
abaixo, exceto MB1.2, MB02 e MB 2.1, se mostraram mais eficazes que o benznidazol na
forma epimastigota. Abaixo a atividade anti-Trypanosoma cruzi da série dos 1,3- tiazdis para
a forma evolutiva epimastigota. A metodologia para a realizacdo dos testes biologicos estdo

no anexo 1.
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Citotoxicidade Clso epimastigota
uMol? 1Mol (DM28c)°

@ATQA\f

Codigo R1 Rz

MB 01 - - 20,2 4
MB 1.1 Ph H 287,9 24.3
MB 1.2 4-NO; H 25,5 79.1
MB 1.3 3-NO; H 254,9 32.7
MB 1.4 2,4-diCl H 24,0 10.6
MB 1.5 4-MeO H 265,2 6.9
MB 1.6 4-Cl H 131,0 29.6
MB 1.7 4-Br H 234,6 8.5
MB 1.8 3,4-diCl H 12,0 25
MB 1.9 Ph CHs; 69,1 10.9
MB 1.10 2-naftil H 251,6 24.4
MB 1.11 4-CHs H ND 27.5
MB 1.12 4-F H 13,7 10.6

H H
NS N > N S
N7 cH R,

FsC FsC H,yC 2,
MBO02 - - 191,4 55.3
MB2.1 4-MeO H 256,1 83.7
MB2.2 4-NO;, H ND 18.6

BDZ - - 96,1 48.8

Tabela 1: Atividade anti-T. cruzi(epimastigota) dos 1,3-tiaz0is

[a]Maior concentracdo ndo toxica para esplendcitos de camundongos apds 24h de incubagdo na presenca dos
compostos. [b] Determinado 5 dias apds a incubacdo das formas epimastigotas com os compostos. Cl sq foi
calculada a partir de cinco concentracfes, o ensaio foi realizado em triplicata (DP+/- 10%). [c] N&o definida.
BDZ:benznidazol

Dentre os 16 compostos que tiveram suas atividades testadas frente a forma evolutiva
epimastigota do T. cruzi,apenasé compostos apresentaram uma citotoxidade, superior ao
benznidazol. Comparando-se as tiossemicarbazonas MB01 e MB 02, a simples adicdo de um
grupamento metila na estrutura diminui a citotoxicidade em quase 10 vezes.

Contrastando a citotoxicidade de compostos tiossemicarbazdnicos e seus derivados

ciclicos, pode-se observar uma significante diminuicdo da citotoxicidade, com exce¢do dos
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compostos MB 1.2, MB 1.4, MB1.8 e MB1.12, que mantiveram a citotoxicidade proxima a
sua tiossemicarbazona de origem. Portanto, quanto a avaliagdo citotoxica, a ciclizacdo foi
benéfica em praticamente todos 0s casos.

Sobre a eficacia frente a forma epimastigota (cepas DM28c) de Trypanosoma cruzi, as
tiossemicarbazonas (MB01 e MBO02) obtiveram resultados divergentes, sendo a sem
substituinte (MB 01) mais promissora que a MBO02. De todos os compostos analisados, o que
apresentou melhor resultado foi a tiossemicarbazona MB 01para forma epimastigota.

Para a correlacdo entre os substituintes na posicdo para,podemos afirmar que 0s
halogénios F, Cl e Br ndo possuem correlacdo quanto a atividade bioldgica e raio atbmico.
Dentre eles,0 composto de que apresentou melhor atividade foi o MB 1.7(bromo substituido),
seguido do MB 1.12(flGor substituido) e MB1.6(cloro substituido).

Quanto aos compostos que comportam em sua estrutura um grupo fortemente retirador
de elétrons na posicao para,como € o caso do MB1.2, a atividade demonstra uma diminuicao
importante. Em contrapartida, a adicdo desse mesmo grupo em metasofre um aumento
superior a duas vezes na atividade bioldgica. O compostos MB 1.2 é bem semelhante ao MB
2.2, sendo o segundo portador de uma metila em C5 do grupo tiazol e devido a esta alteracédo
a atividade aumenta cerca de quatro vezes.

Quanto aos grupos ativadores (doam elétrons ao anel aromético) como o fenil,
naftaleno e metil, 0o MB1.1,MB 1.10 e MB 1.11, respectivamente a atividade permaneceu
inalterada. Todavia, os efeitos desses grupos na estrutura incrementaram a atividade quando
comparados ao grupo nitro de resultados expostos acima.

Outro efeito estudado foi a adicdo de um metil em C5, como é o caso das moléculas
MB1.1 e MB 1.9, sendo a segunda portadora de um grupo CH3z a mais que a primeira. Nas
suas atividades biologica houve um aumento de duas vezes quando o acréscimo da metila.
Sendo a MB1.9 uma das moléculas que obteve uma das melhores respostas no teste.

Os compostos dissubstituidos obtiveram respostas divergentes em sua atividade,
dando foco a observacdo que em 2,4-diCl (MB1.4) obtivemos uma resposta duas vezes
superior quando comparado a substituicdo em 3,4-diCI(MB1.8).

Tendo verificado a atividade para todos os compostos na forma evolutiva

epimastigota, demos sequéncia ao estudo com a analise da atividade na forma tripomastigota.
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Tabela 2: Atividade anti-T. cruzi tripomastigotados tiazdis

Citotoxicidade Cl5otr|pomast|gota
uMol? uMol (cepa Y)P

H
X N NH, WL s
N \n/ N Y R
2
/©/\ S HN /
F1C F3C

Codigo R1 Rz

R4

MB 01 - - 20,2 13.8
MB 1.1 Ph H 287,9 83.1
MB 1.2 4-NO H 25,5 71.7
MB 1.3 3-NO H 2549 80.7
MB 1.4 2,4-diCl H 24,0 53.8
MB 1.5 4-MeO H 265,2 9.6
MB 1.6 4-Cl H 131,0 40.7
MB 1.7 4-Br H 234.,6 80.3
MB 1.8 3,4-diCl H 12,0 42.8
MB 1.9 Ph CHs; 69,1 79.4
MB 1.10 2-naftil H 251,6 88.7
MB 1.11 4- CH3 H ND 78 5
MB 1.12 4- H 13,7

Fegaatengee

MBO02 - 191,4 24.4
MB2.1 4-MeO H 256,1 169.7
MB2.2 4-NO; H ND 57.5
BDZ - - 96,1 6.3

[a]Maior concentracdo ndo toxica para esplendcitos de ratos ap6s 24h de incubacdo na presenca dos compostos.
[b]Determinado 24 horasap6s a incubacdo das formas tripomastigotas com os compostos. Clsy foi calculada a
partir de cinco concentracdes,os valores das CI50 foram calculados usando ao menos seteconcentragdes (data-
points) usando regressdo nao-linear.[c] N&o definida. BDZ: benznidazol

Quanto a eficacia frente a forma tripomastigota (cepas Y de Trypanosoma cruzi, as
tiossemicarbazonas (MBO1 e MB02) obtiveram resultados divergentes. O composto MB 01,
sem substituinte apresentou um potencial inibitério duas vezes superior ao docomposto,

MBO02.A adigéo de uma metila em N3 diminuiu drasticamente a atividade tripanocida.
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O composto MB1.1 dotado de um fenil sem substituintes na posicdo C4 do anel
tiazolico,apresentou uma baixa atividade inibitoria para a forma evolutiva tripomastigota.
Excetuando-se os compostos MB1.10 e MB 2.1, todos 0s outros compostos que substituiram
o fenil demonstrou uma melhor atividade que o MB 1.1, independente se sua substitui¢ao foi
feita em orto, meta ou para.

QOutro efeito estudado foi a adicdo de um metil em C5, MBL1.9, que diminuiu
sensivelmente a atividade bioldgica quando comparado ao composto MB1.1, padrédo da série,
sem substituintes em C5.

Para compostos que comportam em sua estrutura um grupo fortemente retirador de
elétrons na posicdo para,pode-se verificar uma leve diminuicdo da atividade quando a
substituicdo é feita em meta.Comparando-se 0s compostos nitro substituidos MB 1.2 e
MB2.2, observa-se que o segundo apresenta melhor atividade ,, isso ocorre devido a adi¢do de
uma metila no N3 do anel tiazélico.

Os compostos dissubstituidos, MB1.4 (2,4- diCl) e MB1.8 (3,4-diCl), obtiveram
respostas diferentes em sua atividade. A melhor resposta foi obtida para 0 composto MB 1.8,
onde as dissubstituicdes foram realizadas em meta e para.Para todas as substituicGes
realizadas apenas em meta, ou apenas em para, houve um decréscimos da atividade
tripanocida, excetuando o compostos MB1.12 que apresenta um flGior na posi¢do para.

Quando da adicéo de substituintes volumosos como o naftaleno, MB 1.10, a
atividade frente as cepas Y do Trypanosoma cruzi foi ndo benéfica por se tratar da segunda
mais baixa atividade de toda a série.

Para o composto MBL1.5, o melhor da série, tanto para a forma epimastigota como
para a tripomastigota, 0 grupo metoxi na posicdo para do anel aromético incrementou a
atividade quando comparado a todos os outros compostos da série de 16 compostos testados.

Sendo assim, esse composto pode ser eleito como 0 mais promissor da série.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

Essa sessdo se destina a descricao dos métodos e equipamentos usados para as
analises necessarias para confirmacao das estruturas moleculares obtidas.

5.1. Generalidades

Para a preparacdo da série de compostos foram utilizados os reagentes comercialmente
disponiveis nas empresas Acros Organics, Fluka, Vetec ou Sigma- Aldrich. Os solventes
utilizados foram provenientes da Vetec ou Dinamica e quanto aos solventes deuterados para a
analise sdo da marca CIL (Tédia Brazil). O acetato de sédio foi fundido em bico de Bunsen
antes do uso.

Para o acompanhamento das reacGes utilizou-se cromatografia de camada delgada
(CCD) utilizando silica-gel 60 contendo indicador fluorescente F254 adquirida
comercialmente. As placas cromatogréaficas foram visualizadas em uma lampada ultravioleta
(com duplo comprimento de onda 365 ou 254nm).

Para a verificagdo dos pontos de fusdo fez-se uso de capilare susando um aparelho
fusibmetro e os valores indicam que os produtos se fundiram sem aparente decomposi¢éo da
amostra.

Para todos os compostos foram feitas as analises de RMN de 1H e 13C e quando
necessario analise bidimensional (DEPT). Os espectros de RMN 1H e 13C foram adquiridos,
com a colaboracdo do Departamento de Quimica Fundamental,nos instrumentos Varian
modelo Unity Plus (400 MHz para 1H; 100 MHz para 13C) ou Bruker AMX (300 MHz para
1H e 75.5 MHz para 0 13C), usando o tetrametilsilano como padréo interno. A multiplicidade
dos sinais nos espectros de RMN 1H foram designadas da seguinte forma: s / singleto; d /
dubleto; t / tripleto; dd / duplodubleto; q / quarteto; m / multipleto.

Para os espectros no infravermelho, utilizou-se o instrumento Bruker (Modelo IFS 66) usando
pastilhas de KBr.As micro-analisespara C, N, H, S foram feitas em um analisado relementar
Carlo Erba (modelo EA 1110). Para os espectros de massas de alta-resolucdo (EMAR), usou-
se a técnica de ionizagdo po reletrospray (ESI) nos modos positivos (ESI+) ou negativo (ESI-)
com deteccdo no modo "time-of-flight" (TOF), medidos nos aparelhos LC-IT-TOF da

Shimadzu.
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5.2. Metodologia da sintese e analise espectroscopica

MBO01

(E)-2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazinacarbotioamida

H
N NH,
N \n/
F S
F
F

Em bal&o de fundo redondo, adicionou-se 5,166 mmols (0,157g) de tiossemicarbazida em 25

mL de etanol e 7 gotas de &cido cloridrico como catalizador sob agitacdo magnética e
temperatura ambiente até completa dissolucdo do sdélido. Os 5,166 mmols (0,99) 4-
(trifluormetil) benzaldeido foi adicionado em seguida e a reacdo foi aquecida até 100°C em
refluxo por 3(trés) horas.

A reacdo foi acompanhada por placa cromatografica de camada delgada (CCD). Apés o
termino da reacgdo, adicionou-se agua ao baldo de fundo redondo e houve um precipitacdo de
coloracdo branca. Para a recristalizacdo foi utilizado tolueno em volume 25 mL para a
dissolugdo a quente, apés a dissolucdo deixou-se esfriar lentamente a solucdo e o precipitado
resultante foi de coloracéo branca, brilhosa e em agulhas.

PF: 166° C-170°C Rendimento: 85%  Rf:0,41 (7:3 hexano/acetato de etila)

RMN *H

RMN- 1H (400 MHz, ppm): 11.6 (s largo, 1H, NH), 8.3 (s largo, 1H, HC=N), 7.8 (d, 2H, CH
Ar) e 7.67 (d, 2H, CH Ar);

RMN “C

RMN- *3C (75.5 MHz, ppm): 178.3 (C=S), 140.2 (C=N), 138.1 (CH Ar), 134.5 (CH Ar),
129.9 (CH Ar), 127.6 (CH Ar) e 125.3 (CF3).

1.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 3439.63(NH2), 3154.62(NH), 1698.36 (HC=N);

EMAR (ESI): Calculado para C14H16CI,N,OS [M-H]": 344,04; encontrado: 343,9749
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MBO01.1
((E)-4-fenil-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazinil)tiazol

H
N N S

7’

Em baldo de fundo redondo, adicionou-se 1,913 mmols do intermediario MB01, 1,913mmols
de 2-bromo-acetofenona e15mL de &lcool isopropilico sob agitacdo magnética e temperatura
ambiente por cerca de meiahora.

A reacdo foi acompanhada por placa cromatografica de camada delgada (CCD). Ap6s o
termino da reacdo, filtrou-se o precipitado de coloracdo amarelo claro. Para recristalizacéo
utilizou-se o alcool isopropilico 50 mL para completa dissolucdo a quente e deixou-se esfriar
lentamente a temperatura ambiente.

PF: 212° C-215°C Rendimento: 47%  Rf: 0,72 (7:3 hexano/acetato de etila)

RMN *H

RMN- 1H (400 MHz, ppm): 12.5 (s largo, 1H, NH), 8.1 (s, 1H, HC=N), 7.95 (d, 3H, CH Ar),
7.77 (d, 2H, CH Ar), 7.42 (d, 2H, CH Ar), 7.38 ( CH tiazol), 7.30, (t, 1H, CH Ar);

RMN “C

RMN- C (75.5 MHz, ppm): 167.9 (S-CH), 150.3 (C4 Tiazol),139.6 (HC=N), 138.4 (CH Ar),
134.4 (C Ar), 129.1(CH Ar), 128.7(CH Ar), 127.7 (CH Ar), 126.8 (CH Ar), 125.8 (CH Ar),
125.8 (CH Ar), 125.6 (CF3) e 104.2 (CH tiazol).

1.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 1630.19 (C=N);

EMAR (ESI): Calculado para C17H12F3NsS [M-H]": 347,07; encontrado: 348,0710
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MBO01.2
(E)-4-(4-nitrofenil)-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazinil) tiazol

H
N N S

NT \W/

F N

NO,

Em bal&o de fundo redondo, adicionou-se 1,913 mmols do intermediario MBO1, utilizou-se
1,913mmols de 2-bromo-acetofenona el5mL de &lcool isopropilicosob agitacdo magnética e
temperatura ambiente por cerca de meia hora.

A reacdo foi acompanhada por placa cromatografica de camada delgada (CCD). Apds o
termino da reacdo, filtrou-se o precipitado de coloracdo amarelo alaranjado. Para
recristalizacdo utilizou-se o &lcool isopropilico 50 mL para completa dissolugdo a quente e
deixou-se esfriar lentamente a temperatura ambiente.

PF: 226° C-230°C Rendimento: 34%  Rf: 0,66 (7:3 hexano/acetato de etila)

RMN *H

RMN- 1H (400 MHz, ppm): 8.3 e 8.2 (d, 2H, CH Ar), 8.11 (d, 2H, CH Ar), 8.1 (s, 1H,
HC=N), 7.85 (d, 2H, CH Ar), 7.78 (d, 2H, CH Ar) e 4.3 (s largo, 1H, NH);

RMN “C

RMN- °C (75.5 MHz, ppm): 168.4 (N=C-S), 148.6 (C4 Tiazol), 146.2 (CH Ar), 140.5
(HC=N), 139.9 (CH Ar), 138.2 (CH Ar), 130.2 (CH Ar), 129.2 (CH Ar), 126.8 (CH Ar),
126.4 (CH Ar), 125.8 (CF3), 124.2 (CH Ar), 123.9 (CH Ar), 109.1 (CH tiazol).
1.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 3298.22(NH), 1594.12 (C=N), 1515.28 (NO);

EMAR (ESI): Calculado para C17H11FsN4O,S [M-H]": 392,06; encontrado: 393,0565
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MBO01.3
(E)-4-(3-nitrofenil)-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazinil) tiazol

NO,

Em baldo de fundo redondo, adicionou-se 0,809 mmols do intermediario MBO1, utilizou-se
0,809mmols de 2,2°,4’- tricloro-acetofenona el5mL de alcool isopropilico sob agitacao
magnética e temperatura ambiente por cerca de meia hora.

A reacdo foi acompanhada por placa cromatografica de camada delgada (CCD). Apds o
termino da reacdo, filtrou-se o precipitado de coloragdo amarelo bege Para recristalizacao
utilizou-se o alcool isopropilico 50 mL para completa dissolucdo a quente e deixou-se esfriar
lentamente a temperatura ambiente.

PF: 229° C-231°C Rendimento: 63%  Rf:0,61 (7:3-Hexano:Acetato de etila)

RMN 'H

RMN- 1H (400 MHz, ppm): 8.6 (s, 1H, CH Ar),8.29 (d, 2H, CH Ar), 8.153 ¢ 8.126 (d, 1H,
CH Ar), 8.097 (s, 1H, HC=N), 7.85 (d, 2H, CH Ar), 7.76 (d, 2H, CH Ar), 7.725 ( s, 1H, S-
CH), 7.701 (s, 1H, CH Ar), 4.295 (s largo, 1H, NH);

RMN ©C

RMN- C (75.5 MHz, ppm): 168.7 (S-C=N), 167.3 (HC-NO,), 148.7 (C=N), 140.2 (C4
Tiazol), 138.7 (CH Ar), 136.5 (CH Ar), 132.0 ( CH Ar), 130.7 ( CH Ar), 127.3 C Ar),
126.2(CH Ar), 122.6 ( CH Ar), 120.4 (CF3) e 107.4 ( CH Tiazol)

L.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 3049.09(NH), 1618.99 (C=N), 1530.97 (NO);

EMAR (ESI): Calculado para C17H11F3sN4O,S [M-H]": 392,016; encontrado: 393,0565
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MB01.4
((E)-4-(2,4-diclorofenil)-2-(2-(4(trifluorometil)benzilideno) hidrazinil)tiazol

H
N N S

N7 \W/

F N
Cl

cl
Em baldo de fundo redondo, adicionou-se 0,809 mmols do intermedidario MBO01,utilizou-se

0,809 mmols de 2-bromo-acetofenona e15mL de &lcool isopropilico sob agitacdo magnética e
temperatura ambiente por cerca de meia hora.

A reacdo foi acompanhada por placa cromatografica de camada delgada (CCD). Apds o
termino da reacdo, filtrou-se o precipitado de coloracdo branco amarelado.

PF: 165° C-168°C Rendimento: 50%  Rf:0,80 Rf 7:3-Hexano:Acetato de etila):

RMN *H

RMN- 1H (400 MHz, ppm): 12.5 ( s largo, 1H, NH), 8.1 (s,1H,HC=N), 7.9 (s,1H, CH Ar),7.8
(dd, 4H, CH Ar), 7.7 (s, 1H, CH Ar), 7.50 (d, 1H, CH Ar) e 7.4 (s, 1H, CH tiazol);

RMN *C

RMN- *C (100.5 MHz, ppm): 167.2 (S-C=N), 145.8 (C4 Tiazol),139.7 (C=N), 138.3 (CH
Ar), 132.6 (C-Cl), 132.2 (C-Cl), 131.9(CH Ar), 131.6(CH Ar), 129.8 (CH Ar), 129.0 (CH
Ar), 128.7 (CH Ar), 127.5 (CH Ar), 126.8 (CH Ar), 125.7 (CF3), 109.7 (CH Tiazol).
I.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 1623.63 (C=N); 1173.84

EMAR (ESI): Calculado para C17H1oCloF3N3S [M-H]": 416,25; encontrado: 415,9950
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MBO01.5
(E)-4-(4-metoxifenil)-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazi-nil)tiazol

O—

Em baldo de fundo redondo, adicionou-se 0,809 mmols do intermediario MBO1,utilizou-se
0,809mmols de 2-bromo-4’-metoxi-acetofenona e15mL de alcool isopropilico sob agitacdo
magnética e temperatura ambiente por cerca de meiahora.

A reacdo foi acompanhada por placa cromatografica de camada delgada (CCD). Apds o
termino da reacdo, filtrou-se o precipitado de coloracdo amarelo. Para recristalizacdo utilizou-
se 0 alcool isopropilico g.s.q para completa dissolucdo a quente e deixou-se esfriar lentamente
a temperatura ambiente. Observou-se uma mudanca de cor, de roxo para amarelo queimado.
PF: 210° C-213°C Rendimento: 88%  Rf: 0,64 (7:3-Hexano:Acetato de etila)

RMN *H

RMN- 1H (400 MHz, ppm): 8.1 (s,1H,HC=N), 7.85 (d ,2H, CH Ar),7.78 (d, 4H, CH Ar), 7.2
(s, 1H,CH tiazol),6.97 ( d, 2H, CH Ar) e 3.7 (s, 3H, CHy);

RMN *C

RMN- *C (100.5 MHz, ppm): 167.9 (S-C=N), 158.8 (C4 Tiazol),139.4 (C=N), 138.4 (CH
Ar), 127.2 (CH Ar), 126.9 (CH Ar), 126.7(CH Ar), 125.7(CF3), 113.9 (CH Ar), 102.0(CH
Tiazol) e 55.1 (CH3).

L.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 3421.75 (NH); 1611.53 (C=N), 1164.63 e

EMAR (ESI): Calculado para C1gH14F3N30S [M-H]*: 377,08; encontrado: 378,0814
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MBO01.6
(E)-4-(4-clorofenil)-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazinil)tiazol
H
N /N S
Y
F N /

cl
Em baldo de fundo redondo, adicionou-se 0,809 mmols do intermedidario MBO1,utilizou-se

0,809mmols de 2-bromo-4’-cloro-acetofenona el5mL de alcool isopropilico sob agitacao
magnética e temperatura ambiente por cerca de meia hora.

A reacdo foi acompanhada por placa cromatografica de camada delgada (CCD). Apds o
termino da reacdo, filtrou-se o precipitado de coloracdo amarelo claro. Para recristalizacao
utilizou-se o alcool isopropilico 50 mL para completa dissolucdo a quente e deixou-se esfriar
lentamente a temperatura ambiente.

PF: 240° C-243°C Rendimento: 90%  Rf: 0,74 (7:3-Hexano:Acetato de etila)

RMN *H

RMN- 1H (400 MHz, ppm): 12.5 (s largo, 1H, NH), 8.3 (s largo, 1H,HC=N), 8.1(s ,1H, CH
Ar), 7.8 (s, 1H, CH tiazol), 7.85 (s, 2H, CH Ar),7.77 (d, 2H, CH Ar) e 7.46 (d, 2H, CH Ar);
RMN *C

RMN- *C (100.5 MHz, ppm): 168.1 (S-C=N), 149.2 (C4 Tiazol),139.7 (C=N), 138.3 (CH
Ar), 133.3 (CH Ar), 132.0 (C-Cl), 129.5 (CH Ar), 128.6 (CH Ar), 127.3 (CH Ar), 126.8 (CH
Ar), 125.7 (CFs) e 105 (CH tiazol).

L.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 3451.89 (NH); 1623.25 (C=N); 1167.29 e

EMAR (ESI): Calculado para C17H1:CIF3NsS [M-H]": 381,03; encontrado: 382,0342
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MBO01.7
(E)-4-(4-bromofenil)-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazinil tiazol
H
N /N S

Y
F N /

Br

Em bal&o de fundo redondo, adicionou-se 0,728 mmols do intermediario MBO1, utilizou-se
0,728mmols de 2.,4’-dibromo-acetofenona el5mL de &lcool isopropilicosob agitacdo
magnética e temperatura ambiente por cerca de meia hora.

A reacdo foi acompanhada por placa cromatografica de camada delgada (CCD). Apés o
termino da reacdo, filtrou-se o precipitado de coloracdo amarelo forte. Para recristalizacao
utilizou-se o alcool isopropilico 50mL para completa dissolucdo a quente e deixou-se esfriar
lentamente a temperatura ambiente.

PF: 235° C-238°C Rendimento: 68%  Rf 7:3-Hexano:Acetato de etila): 0,71

RMN *H

RMN- 1H (400 MHz, ppm): 12.4 (s largo, 1H, NH), 8.8 (s largo, 1H, HC=N), 8.09 (d, 2H,
CH Ar),7.78 (m ,5H, CH Ar) e 7.6 (s largo, 1H, CH tiazol);

RMN “C

RMN- *3C (100.5 MHz, ppm): 168.1 (S-C=N), 147.9 (C4 Tiazol),139.8 (C=N), 138.2 (CH
Ar), 135.0 (C-Cl), 131.4 (C-Cl), 130.9 (CH Ar), 129.8 (CH Ar), 127.7 (CH Ar), 127.160 (CH
Ar), 126.7 (CH Ar), 125.6 (CH Ar), 122.8 (CH Ar) e 106.4 (CH tiazol).

1.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): .28 (NH), 2958.92( CH Ar), 1613.71 (C=N);

EMAR (ESI): Calculado para C17H11BrF3NsS; [M-H]": 414,99; encontrado: 415,9948
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MBO01.8
(E)-4-(3,4-diclorofenil)-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazi-nil)tiazol

Cl

Cl

Em baldo de fundo redondo, adicionou-se 1,011 mmols do intermediario MBO1,utilizou-se
1,011mmols de 2-bromo-3’,4’-dicloro-acetofenona e15mL de alcool isopropilico sob agitacdo
magnética e temperatura ambiente por cerca de meiahora.

A reacdo foi acompanhada por placa cromatografica de camada delgada (CCD). Apds o
termino da reacdo, filtrou-se o precipitado de coloracdo creme. Para recristalizacdo utilizou-se
0 alcool isopropilico 50 mL para completa dissolucdo a quente e deixou-se esfriar lentamente
a temperatura ambiente. Para essa rea¢do houve uma dificil manipulagdo pela sua alta
irritabilidade das mucosas e dificuldade na precipitagéo.

PF: 236° C-238°C Rendimento: 47%  Rf: 0,76; (7:3-Hexano:Acetato de etila)

RMN *H

RMN- 1H (400 MHz, ppm): 12.5 (s largo, 1H, NH),8.1 (s largo, 1H, HC=N), 7.7 (m ,4H, CH
Ar),7.60 (d, 2H, CH Ar) e 7.4 (s, 1H, CH tiazol);

RMN “C

RMN- **C (100.5 MHz, ppm): 168.1 (S-C=N), 149.3 (C4 Tiazol), 139.6 (C=N), 138.3 (CH
Ar), 133.7 (CH Ar), 131.6 (CH Ar), 127.5 (CH Ar), 126.7 (CH Ar), 125.7 (CFs), 120.6(C-
Br)e 105.1 (CH tiazol).

1.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 3411.24 (NH), 3017.99( CH Ar), 1610.73 (C=N);

EMAR (ESI): Calculado para C1gH14F3N30S [M-H]": 426,25; encontrado: 427,9754
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MBO01.9
(E)-5-metil-4-fenil-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidra-zinil)tiazol

Em baldo de fundo redondo, adicionou-se 1,011 mmols do intermediario MBOZ1,utilizou-se
1,011mmols de 2-bromo-propiofenona e 15mL de alcool isopropilico sob agitagdo magnética
e temperatura ambiente por cerca de 24 (vinte e quatro) horas.

A reacdo foi acompanhada por placa cromatografica de camada delgada (CCD). Apds o
termino da reacdo, filtrou-se o precipitado de coloracdo amarelo queimado. A reacao
apresentou ser bem complicada devido a irritabilidade das mucosas provocada pelo reagente
de partida.

PF: 226° C-229°C Rendimento: 84%  Rf: 0,60 (7:3-Hexano:Acetato de etila)

RMN *H

RMN- 1H (400 MHz, ppm): 8.1 ( s largo, 1H, HC=N), 7.87(d, 2H, CH Ar),7.78 (d ,2H, CH
Ar), 7.60 (d, 2H, CH Ar), 7.46 (t, 2H, CH Ar) e 7.37 (m, 1H, CH Ar);

RMN *C

RMN- *C (100.5 MHz, ppm): 164.4 (S-C=N), 138.2 (CH Ar),133.5 (CH Ar), 128.4 (CH Ar),
128.1 (CH Ar), 127.7 (CH Ar), 126.9 (CH Ar), 125.7 (CH Ar), 1255 (CF3), 117.4 (CH
Tiazol), 12.1 (CHy).

L.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 3366.11 (NH), 3061.97( CH Ar), 1616.63 (C=N);

EMAR (ESI): Calculado para C1gH14F3N3S [M-H]": 361,09; encontrado: 362,0856
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MBO01.10
((E)-4-(naftaleno-1-il)-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidra-zinil)tiazol

i A
F N=—NH

F s
Nl/

9@

Em baldo de fundo redondo, adicionou-se 0,728 mmols do intermediario MBO01,0,728mmols
de 2-bromo-2’-acetonaftona el5mL de A&lcool isopropilico sob agitagdo magnética e
temperatura ambiente por cerca de meia hora.

A reacdo foi acompanhada por placa cromatografica de camada delgada (CCD). Apds o
termino da reacdo, filtrou-se o precipitado de coloracdo amarelo citrico. A precipitacdo foi
expressiva e comegou-se observar desde 0 momento da mistura dos reagentes.

PF: 217° C-220°C Rendimento: 76%  Rf:0,71 (7:3-Hexano:Acetato de etila)

RMN *H

RMN- 1H (400 MHz, PPM): 11.6 (s, 1H, NH), 8.4 (s, 1H, CH Ar), 8.1 (s ,1H, C=N), 8.02 (d,
2H, CH Ar), 7.92 (m, 6H, CH Ar), 7.80 ( d, 2H, CH Ar), 7.5 (s, 1H, CH Tiazol) e 7.6 (s, 1H,
CH Ar);

RMN “C

RMN- C (100.5 MHz, ppm): 168.0 (S-C=N), 150.3 (C4 Tiazol), 139.6 (C=N), 138.3 (CH
Ar), 133.1 (CH Ar), 132.5 (CH Ar), 131.9 (CH Ar), 128.7 (CFs), 128.1 (CH Ar), 127.8 (CH
Ar), 126.7 (CH Ar), 126.4 (CH Ar), 126.1 (CH Ar), 125.7 (CH Ar), 125.5 (CH Ar), 124.1
(CH Ar), 123.9 (CH Ar) e 105.0 (CH Tiazol).

1.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 3421.17 (NH), 3053.02( CH Ar), 1613.46 (C=N);

EMAR (ESI): Calculado para C1gH14F3NsS [M-H]": 397,09; encontrado: 398,0866



62

MBO01.11
(E)-4-p-toluil-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazinil) tiazol

H
N N S

NT T/

F N

Em baldo de fundo redondo, adicionou-se 0,809mmols do intermediario MBO01, 0,809mmols
de 2-bromo-4’-metil-acetofenona e 15 mL de alcool isopropilico sob agitacdo magnética e
temperatura ambiente por cerca de meiahora.

A reacdo foi acompanhada por placa cromatografica de camada delgada (CCD). Apds o
termino da reacdo, filtrou-se o precipitado de coloracdo amarelo. Para recristalizacéo utilizou-
se 0 alcool isopropilico 50 mL para completa dissolu¢cdo a quente e deixou-se esfriar
lentamente a temperatura ambiente.

PF: 214° C-217°C Rendimento: 47,60% Rf: 0,69 (7:3-Hexano:Acetato de etila)

RMN *H

RMN- 1H (400 MHz, PPM): 11.612(s, 1H, NH), 8.109 (s, 1H, C=N),7.866 e 7.847 (d, 2H, C
Ar), 7.783 e 7.765 (d, 2H, C Ar), 7.747 e 7.729(d, 2H, C Ar), 7.291 (s, 1H, CH Tiazol), 7.222
e 7.203 (d, 2H, C Ar) e 2.496( s, 3H, CHy);

RMN “C

RMN- C (100.5 MHz, ppm): 167.8 (S-C=N), 150.3 (C4 Tiazol), 143.3 (C=N), 139.6 (CH
Ar), 138.3 (CH Ar), 136.9 (CH Ar), 131.7 (CH Ar), 129.2 (CH Ar), 128.9 (CH Ar), 126.7
(CH Ar), 125.6 (CF3), 103.3 (CH Tiazol) e 20.8 (CHs).

1.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 3350.54 (NH), 1625.33 (C=N);

EMAR (ESI): Calculado para C1gH14F3NsS; [M-H]™: 361,09; encontrado: 362,0864
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MBO01.12
(E)-4-(4-fluorofenil)-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidra-zinil)tiazol

Em bal&o de fundo redondo, adicionou-se 0,809mmols do intgrmediério MBO01,0,809mmols
de 2-Cl-4’-fluor-acetofenona e 15mL de alcool isopropilico sob agitacdo magnética e
temperatura ambiente por cerca de 12(doze)horas.

A reacdo foi acompanhada por placa cromatografica de camada delgada (CCD). Apds o
termino da reacdo, filtrou-se o precipitado de coloracdo amarelo.

PF: 212° C-215°C Rendimento: 22%  Rf:0,71 (7:3-Hexano:Acetato de etila)

RMN *H

RMN- 1H (400 MHz, PPM): 11.6 (s, 1H, NH), 8.3 (s, 1H, C=N), 8.1 (s largo, 1H, CH Ar),
8.03 (d, 2H, CH Ar),7.87 (m, 2H, CH Ar), 7.76 (m, 4H, C Ar), 7.3 (s, 1H, CH Tiazol), 7.25
(d, 2H, CH Ar) e 2.3 (s, 3H, CHa) ;

RMN C

RMN- *3C (100.5 MHz, ppm): 178.3 (S-C=N), 168.0 (C-F), 150.3 (C4 Tiazol), 140.3 (C=N),
139.5 (CH Ar), 138.3 (CH Ar), 127.8 (CH Ar), 127.6 (CH Ar), 127.5 (CH Ar), 126.5 (CH
Ar), 126.7 (CH Ar), 125.6 (CF3), 115.5 (CH Ar) e 108.9 (CH Tiazol).

I.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): ): 3326.72 (NH), 1611.91 (C=N);

EMAR (ESI): Calculado para C17H111F4N3S [M-H]": 365,06; encontrado: 366.0610
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MBO02

(E)-N-metil-2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazinacarbotio-amida

H H
N
N'N\n/N\
F )
F
F

Em baldo de fundo redondo, adicionou-se 5,166 mmols (0,157g) de 4-metil-tiossemicarbazida
em 25 mL de etanol e 7 gotas de acido cloridrico como catalizador sob agitacdo magnética e
temperatura ambiente até completa dissolucdo do sdélido. Os 5,166 mmols (0,99) 4-
(trifluormetil)benzaldeido foi adicionado em seguida e a reacdo foi aquecida até 100°C em
refluxo por 3(trés) horas.

A reacdo foi acompanhada por placa cromatografica de camada delgada (CCD). Apds o
termino da reacdo, adicionou-se 4gua ao baldo e houve uma precipitacdo de coloracédo branca.
Para a recristalizacdo foi utilizado tolueno para a dissolugcdo a quente, apds a dissolugédo
deixou-se esfriar lentamente a solugéo e o precipitado resultante foi de coloragdo branca,
brilhosa e em agulhas.

PF: 234° C-236°C Rendimento: 94%  Rf: 0,75 (7:3-Hexano:Acetato de etila)

RMN *H

RMN- *H (300 MHz, ppm):11.7 (s, 1H, NH); 8.7 (s, 1H, HC=N), 8.02 (d, 2H, C Ar), 7.75 (d,
2H, C Ar), 3.3 (s largo, 1H, NHCHS3), 3.02 (d, 3H, CHa);

RMN *C

RMN- *C (75.5 MHz, ppm): 177.9 (C=S), 139.8 (HC=N), 138.4 (CH Ar), 131.2 (CH Ar),
128.9 (CH Ar), 127.7 (CH Ar), 125.5 (CF3) e 30.9 (CHs).

1.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 3386.86(NH-CHs); 3158,76 (NH); 1539,93(C=N);

EMAR (ESI): Calculado para C1gH10F3N3S [M-H]": 261,05; encontrado: 262,05
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MB2.1
((E)-4-(4-metoxifenil)-5-metil-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno) hidrazinil)tiazol

@)

/

Em baldo de fundo redondo, adicionou-se 0,574 mmols do intermediario MB02, 0,574mmols
de 2-bromo-4’-metoxi-acetofenona el5mL de alcool isopropilico sob agitacdo magnética e
temperatura ambiente por cerca de meia hora.

A reacdo foi acompanhada por placa cromatografica de camada delgada (CCD). Apds o
termino da reacdo, filtrou-se o precipitado de coloracdo amarela.

PF: 166° C-168°C Rendimento: 72,05% Rf: 0,71 (7:3-Hexano:Acetato de etila)

RMN 'H

RMN- *H (300 MHz, ppm): 8.5 (s, 1H, C=N), 7.96 (d, 2H, CH Ar), 7.83 (d, 2H, CH Ar), 7.46
(d, 2H, CH Ar),7.09 (d, 2H, CH Ar), 6.8 (s largo, 1H, NH), 3.8 (s, 3H, O-CHs), 3.5 (s, 3H,
CHa);

RMN *C

RMN- **C (75 MHz, ppm): 169.5 (S-C=N), 160.3 (CH Ar), 148.7 (C4 Tiazol), 141.7 (C=N),
137.8 (CH Ar), 130.8 (CH Ar), 127.7 (CH Ar), 125.9 (CF3), 121.2 (CH Ar), 114.4 (CH Ar),
103.8 (CH Tiazol), 55.4 (O-CHj3) e 34.9 (CHj3).

L.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 1590.69 (C=N);

EMAR (ESI): Calculado para C19H1sF3N3OS [M-H]": 391,10; encontrado: 392,10
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MB2.2
((E)-4-(4-metoxifenil)-5-metil-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno) hidrazinil)tiazol
N N S
NT \\r
F N /
/7
F
F

NO,

Em baldo de fundo redondo, adicionou-se 0,766 mmols do intermediario MB02, 0,766mmols
de 2-bromo-4’-nitro-acetofenona e 15mL de alcool isopropilico sob agitacdo magnética e
temperatura ambiente por cerca de meia hora.

A reacdo foi acompanhada por placa cromatografica de camada delgada (CCD). Ap6s o
termino da reacdo, filtrou-se o precipitado de coloracdo branca.

PF: 235° C-237°C Rendimento:83% Rf:0,66 (7:3-Hexano:Acetato de etila)

RMN *H

RMN- *H (400 MHz, ppm): 8.5 (s, 1H, C=N), 8.35 (d, 2H, C Ar), 7.95 (d, 2H, C Ar), 7.83 (m,
4H, C Ar), 7.1 (s largo, 1H, CH Tiazol), 5.8 (s largo, 1H, NH), 2.7 (s, 3H, N-CHy);

RMN “C

RMN- *¥C (75 MHz, ppm): 170.7 (S-C=N), 149.6 (HC=N), 148.2 (C-NO,), 139.9 (C4
Tiazol), 138.7 (CH Ar), 136.2 (CH Ar), 130.7 (CH Ar), 128.1 (CH Ar), 126.3 (CH Ar), 124.4
(CF3), 123.3 (CH Ar), 106.3 (CH Tiazol) e 35.2 (CHs).

L.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 1608.64 (C=N);

EMAR (ESI): Calculado para C1gH13F3N40,S [M-H]": 406,07; encontrado: 407,0711
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MBO03

(E)-N-fenil-2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazina carbotio-amida

\N,NHTI/NH

F s

Em baldo de fundo redondo, adicionou-se 5,740 mmols de 4-fenil-tiossemicarbazida em 25
mL de etanol e 7 gotas de &cido cloridrico como catalizador sob agitacdo magnética e
temperatura ambiente até completa dissolu¢cdo do solido. Os 5,740 mmols de 4-
(trifluormetil)benzaldeido foi adicionado em seguida e a reacdo foi aquecida até 100°C em
refluxo por 3(trés) horas.

A reacdo foi acompanhada por placa cromatografica de camada delgada (CCD). Apds o
termino da reacgdo, adicionou-se agua ao baldo de fundo redondo e houve um precipitacdo de
coloracdo branca e com aspecto de plumas. O produto demonstrou-se puro e 0S espectros
confirmaram a suposicéo.

PF: 190° C-193°C Rendimento:93% Rf:0,65 (7:3-Hexano:Acetato de etila)

RMN *H

RMN- *H (400 MHz, ppm): 11.9 (s, 1H, NH), 10.2 (s, 1H, NH), 8.2 (s, 1H, HC=N), 8.13 (d,
2H, C Ar), 7.76 (d, 2H, C Ar), 7.54 (d, 2H, C Ar), 7.38 (t,2H, C Ar) e 7.23 (t, 1H, C Ar);

RMN *C

RMN- *C(100.515 MHz, ppm): 176.9 (C=S), 141.4 (C=N), 139.4 (CH Ar), 138,6 (CH Ar),
130.1 (CH Ar), 129.8 (CH Ar), 128.6 (CH Ar), 128.6 (CH Ar), 128.5 (CH Ar), 126.6 (C Ar),
126.0 (C Ar), 125.9 (C Ar), 123.2 (CF3).

L.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 3336.09(NH); 1541.11 (HC=N);

EMAR (ESI): Calculado para C1sH12F3N3S [M-H]": 323,0704; encontrado: 324,070
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MGL1.1
(E)-3-metil-5-fenil-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazinil) tiazolidin-4-ona

F

Em baldo de fundo redondo com 15mL de etanol, adicionou-se 0,503 mmol da
tiossemicarbazida MBO1 e em seguida a base acetato de sodio numa proporcdo de 4:1.
Levou-se a agitacdo magnética até a completa dissolucdo sob temperatura ambiente.
Posteriormente se adicionou 0,503 mmol de éster 2-cloro-2-fenil acetato e deixou-se sob
agitacdo magnética e temperatura de 100° C por 24 horas. Observou-se um precipitado de
coloragdo branca e fez-se placa. Com presenca de sal no precipitado necessitou-se a
recristalizacdo com o solvente tolueno.

PF: 212° C-215°C Rendimento: 36%  Rf: 0,61 (7:3-Tolueno:Acetato de etila)

RMN *H

RMN- H (400 MHz, ppm): 11.9 (s, 1H, NH), 8.2 (s, 1H, HC=N), 7.96 (d, 2H, CH Ar), 7.81
(d, 2H, CH Ar), 7.35 (m, 5H, CH Ar) e 5.4 (s, 1H, CH-S);

RMN C

RMN- **C (100.5 MHz, ppm): 155.3(C=0), 138.6 (C=N), 137.3 (CH Ar), 129.4 (CH Ar),
128.9 (CH Ar), 128.6 (CH Ar), 126.2 (CH Ar), 126.2 (CF3) e 51.9 (C-S).

L.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 3045.09(NH); 1723.06 (C=0); 1637.62 (C=N);

EMAR (ESI): Calculado para C1gH16FsN3OS [M-H]": 379,40g; encontrado: 380,50
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MG1.2
((E)-5-metil-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazinil) tiazolidin-4-ona

F

Em baldo de fundo redondo com 15mL de etanol, adicionou-se 0,809 mmol da
tiossemicarbazida MBO1 e em seguida a base acetato de sodio numa propor¢do de 4:1.
Levou-se a agitacdo magnética até a completa dissolucdo sob temperatura ambiente.
Posteriormente se adicionou 0,809 mmol de acido 2 cloro propibnico e deixou-se sob agitacao
magnética e temperatura de 100° C por 24 horas. Observou-se um precipitado de coloracdo
branca e fez-se placa. Com presenca de sal no precipitado necessitou-se a recristalizacdo com
o solvente tolueno.

PF: 239° C-241°C Rendimento: 40%  Rf: 0,71 (7:3-Tolueno:Acetato de etila)

RMN *H

RMN- *H (400 MHz, ppm): 12.1 (s largo, 1H, NH), 8.5 (s, 1H, HC=N), 7.96 (d, 2H, CH Ar),
7.82 (d, 2H, CH Ar), 4.3 (dd, 1H, C-SH), 1.51 (d, 1H, CHa);

RMN “C

RMN- ¥C (100.5 MHz, ppm): 154.9 (C=0), 138.1 (C=N), 130.3 (CH Ar), 130 (CH Ar),
128.2 (CH Ar), 125.7 (C=N), 125.4 (CH Ar), 122.7 (CF3), 42.3 (HC-S) e 18.7 (CHs).
I.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 3045.09(NH); 1727.77 (C=0); 1641.83 (C=N);

EMAR (ESI): Calculado para C13H14F3sN3OS [M-H]": 317,33g; encontrado: 318,33
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MGL1.3
(E)-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazinil) tiiazolidin-4-ona

X N S
H
HN
F o

Em baldo de fundo redondo com 15mL de etanol, adicionou-se 0,809 mmol da
tiossemicarbazida MBO1 e em seguida a base acetato de sodio numa propor¢do de 4:1.
Levou-se a agitacdo magnética até a completa dissolucdo sob temperatura ambiente.
Posteriormente se adicionou 0,809 mmol de éster bromo acetato de etila e deixou-se sob
agitacdo magnética e temperatura de 100° C por 24 horas. Observou-se um precipitado de
coloragdo branca e fez-se placa. Com presenca de sal no precipitado necessitou-se a
recristalizacdo com o solvente tolueno.

PF: 251° C-254°C Rendimento: 35%  Rf: 0,45 (7:3-Tolueno:Acetato de etila)

RMN 'H

RMN- *H (400 MHz, ppm): 12.0 (s largo, 1H, NH), 8.5 (s, 1H, HC=N), 7.96 (d, 2H, CH Ar),
7.82 (d, 2H, CH Ar) e 3.9 (s, 2H, H,C-S);

RMN “C

RMN- *C (100.5 MHz, ppm): 154.9 (C=0), 138.1 (C=N), 130.3 (CH Ar), 129.9 (CH Ar),
128.2 (CH Ar), 125.7 (CH Ar), 125.4 (CH Ar), 122.7 (CF3) e 33.1 ( CHs).

L.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 3045.09(NH); 1710.55 (C=0); 1644.05 (C=N);

EMAR (ESI): Calculado para C1,H1:F3N3OS [M-H]": 303,30; encontrado: 304,30;
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MG1.4
(E)-5-etil-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazinil) tiazolidin-4-ona

N
\N, Ys

F HN

Em baldo de fundo redondo com 15mL de etanol, adicionou-se 0,809 mmol da
tiossemicarbazida MBO1 e em seguida a base acetato de s6dio numa proporcdo de 4:1.
Levou-se a agitacdo magnética até a completa dissolucdo sob temperatura ambiente.
Posteriormente se adicionou 0,809 mmol de acido 2-br butirico e deixou-se sob agitacdo
magnética e temperatura de 100° C por 24 horas. Observou-se um precipitado de coloracdo
branca e fez-se placa. Com presenca de sal no precipitado necessitou-se a recristalizacdo com
o solvente tolueno.

PF: 235° C-237°C Rendimento: 65%  Rf: 0,79 (7:3-Tolueno:Acetato de etila)

RMN 'H

RMN- *H (400 MHz, ppm): 12.0 (s largo, 1H, NH), 8.5 (s, 1H, HC=N), 7.97 (d, 2H, CH Ar),
7.82 (d, 2H, CH Ar),4.26 (dd, 1H, HC-S), 1.88 (m, 2H, CH,) e 0.950 (t, 3H, CHs);

RMN “C

RMN- **C (100.5 MHz, ppm): 155 (C=0), 138 (C=N), 130.3 (CH Ar), 129.9 (CH Ar), 128.2
(CH Ar), 125.7 (C=N), 125.4 (CH Ar), 122.7 (CF3), 49.3 (HC-S), 25.4 (CH,) e 10.3 (CHs).
L.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 3045.93 (NH); 1714.07 (C=0); 1641.98 (C=N);

EMAR (ESI): Calculado para C14H16F3N30S [M-H]": 331,36; encontrado: 332,36



72

MG1.5
(E)-5-isopropil-3-metol-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno) hidrazinil)tiazolidin-4-ona
N S
\N P Y
F HN
F o

Em baldo de fundo redondo com 15mL de etanol, adicionou-se 0,809 mmol da
tiossemicarbazida MBO1 e em seguida a base acetato de sodio numa propor¢do de 4:1.
Levou-se a agitacdo magnética até a completa dissolucdo sob temperatura ambiente.
Posteriormente se adicionou 0,809 mmol de &cido 2-Br-3-metil butirico e deixou-se sob
agitacdo magnética e temperatura de 100° C por 24 horas. Observou-se um precipitado de
coloragdo branca e fez-se placa. Com presenca de sal no precipitado necessitou-se a
recristalizacdo com o solvente tolueno.

PF: 203° C-205°C Rendimento: 65%  Rf: 0,70 (7:3-Tolueno:Acetato de etila)

RMN 'H

RMN- *H (400 MHz, ppm): 12.0 (s largo, 1H, NH), 8.5 (s, 1H, HC=N), 7.97 (d, 2H, CH Ar),
7.82 (d, 2H, CH Ar), 4.3 (d, 1H, HC-S), 1.0 (d, 3H, CHs) e 0.88 (d, 3H, CHa);

RMN “C

RMN- *C (100.5 MHz, ppm): 154.7 (C=0), 138.2 (C=N), 132.3 (CH Ar), 129.2 (CH Ar),
128.2 (CH Ar), 125.7 (C=N), 122.4 (CF3), 55.2 (HC-S), 29.9 (CH), 20.4 (CHs) e 16.3 (CH3).
L.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 3045.62 (NH); 1722.03 (C=0); 1637.52 (C=N);

EMAR (ESI): Calculado para CisH1gF3N3OS [M-H]": 345,38; encontrado: 346,38
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MG2.1
(E)3-metil-5-fenil-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazinil) tiazolidin-4-ona

N _N
N’\\(s
F N
/7
o

F
Em baldo de fundo redondo com 15mL de etanol, adicionou-se 0,809 mmol da
tiossemicarbazida MBO02 e em seguida a base acetato de sodio numa propor¢do de 4:1.
Levou-se a agitacdo magnética até a completa dissolucdo sob temperatura ambiente.
Posteriormente se adicionou 0,809 mmol de éster 2-cl-2-fenil acetato e deixou-se sob agitacao
magnética e temperatura de 100° C por 48 horas. Observou-se um precipitado de coloracdo
branca e fez-se placa. Com presenca de sal no precipitado necessitou-se a recristalizacdo com
o solvente tolueno.

PF: 245° C-248°C Rendimento: 30%  Rf: 0,62 (7:3-Tolueno:Acetato de etila)

RMN *H

RMN- 'H (400 MHz, ppm): 8.5 (s, 1H, C=N), 7.97 (d, 2H, CH Ar), 7.81 (d, 2H, CH Ar), 7.37
(m, 5H, CH Ar), 5.5 (s, 1H, CH-S) e 3.3 (CH3);

RMN C

RMN- *C (100.5 MHz, ppm): 155.3 (C=0), 138.6 (C=N), 137.3 (CH Ar), 129.3 (CH Ar),
128.9 (CH Ar), 128.6 (CH Ar), 126.2 (CH Ar), 126.2 (CF3) e 51.9 (C-S) e 35.2 ( CHy)
L.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 3045.09(NH); 1723.06 (C=0); 1637.62 (C=N);

EMAR (ESI): Calculado para C1gH14F3sN3OS [M-H]": 377,08; encontrado: 378,08
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MG2.2
(E)-3,5-dimetil-2-((E)-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazona)tiazolidin-4-ona

N _N
N/\\(S
F N
/
F o
F

Em baldo de fundo redondo com 15mL de etanol, adicionou-se 0,766 mmol da
tiossemicarbazida MBO02 e em seguida a base acetato de sodio numa propor¢do de 4:1.
Levou-se a agitacdo magnética até a completa dissolucdo sob temperatura ambiente.
Posteriormente se adicionou 0,766 mmol de acido 2 cloro propibnico e deixou-se sob agitacao
magnética e temperatura de 100° C por 48 horas. Observou-se um precipitado de coloracdo
branca e fez-se placa. Com presenca de sal no precipitado necessitou-se a recristalizacdo com
o solvente tolueno.

PF: 114° C-118°C Rendimento: 32%  Rf: 0,75 (7:3-Tolueno:Acetato de etila)

RMN *H

RMN- *H (400 MHz, ppm): 8.5 (s, 1H, HC=N), 7.96 (d, 2H, CH Ar), 7.82 (d, 2H, CH Ar),
4.23 (dd, 1H, C-SH), 1.51 (d, 1H, CH3) e 3.4 (s, 3H, CHy);

RMN *C

RMN- C (100.5 MHz, ppm): 154.9 (C=0), 138.1 (C=N), 130.3 (CH Ar), 130 (CH Ar),
128.2 (CH Ar), 125.7 (C=N), 125.4 (CH Ar), 122.7 (CFs3), 42.3 (HC-S), 35.1 (CHs)e 18.665
(CH3);

L.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 3045.09(NH); 1723.06 (C=0); 1637.62 (C=N);

EMAR (ESI): Calculado para C13H;,F3sN3OS [M-H]": 315,07; encontrado: 316,07
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MG2.3
(E)-3,5-dimetil-2-((E)-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazona)tiazolidin-4-ona

N N
N” \\rs
F N
/7
F o

F
Em baldo de fundo redondo com 15mL de etanol, adicionou-se 0,766 mmol da

tiossemicarbazida MBO02 e em seguida a base acetato de sodio numa propor¢do de 4:1.
Levou-se a agitacdo magnética até a completa dissolucdo sob temperatura ambiente.
Posteriormente se adicionou 0,766 mmol de éster bromo acetato de etila e deixou-se sob
agitacdo magnética e temperatura de 100° C por 24 horas. Observou-se um precipitado de
coloragdo branca e fez-se placa. Com presenca de sal no precipitado necessitou-se a
recristalizacdo com o solvente tolueno.

PF: 156° C-158°C Rendimento: 35%  Rf: 0,70 (7:3-Tolueno:Acetato de etila)

RMN *H

RMN- 'H (400 MHz, ppm): 8.6 (s, 1H, C=N), 7.8 (d, 2H, CH Ar), 7.75 (d, 2H, CH Ar), 3.9
(s, 1H, CH-SH), 3.1(s, 1H, CHs):

RMN *C

RMN- C (100.5 MHz, ppm): 154.9 (C=0), 138.1 (C=N), 130.3 (CH Ar), 130 (CH Ar),
128.2 (CH Ar), 125.7(C=N), 125.4 (CH Ar), 122.7 (CF3), 42.3 (HC-S), 33.9 (CHs) e 18.6
(CHs).

L.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 3045.09(NH); 1723.06 (C=0); 1637.62 (C=N);

EMAR (ESI): Calculado para C1,H10F3N30S [M-H]": 301,05; encontrado: 302,05
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MG2.4
((E)-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazinil) tiiazolidin-4-ona

N _N
N/\\(S
F N
/7
F o
F

Em baldo de fundo redondo com 15mL de etanol, adicionou-se 0,766 mmol da
tiossemicarbazida MBO02 e em seguida a base acetato de so6dio numa propor¢do de 4:1.
Levou-se a agitacdo magnética até a completa dissolucdo sob temperatura ambiente.
Posteriormente se adicionou 0,766 mmol de acido 2-br butirico e deixou-se sob agitacéo
magnética e temperatura de 100° C por 24 horas. Observou-se um precipitado de coloracdo
branca e fez-se placa. Com presenca de sal no precipitado necessitou-se a recristalizacdo com
o solvente tolueno.

PF: 95,6° C-98,9°C Rendimento: 70%  Rf: 0,62 (7:3-Tolueno:Acetato de etila)

RMN *H

RMN- H (400 MHz, ppm): 8.6 (s, 1H, C=N), 7.83 (d, 2H, CH Ar), 7.75 (d, 2H, CH Ar), 4.31
(m, 1H, CH-SH), 3.0 (s, 1H, CH3) e 2.0 (m, 2H, CH,) e 1.62 ( m, 3H, CHs)

RMN *C

RMN- C (100.5 MHz, ppm): 155.1 (C=0), 138 (C=N), 130.3 (CH Ar), 129.9 (CH Ar),
128.2 (CH Ar), 125.7 (C=N), 125.4 (CH Ar), 122.7 (CF3), 49.3 (HC-S), 34.9 (CH Ar), 35.90
(CH Ar), 35.7 (CH Ar), 35.6 (CH Ar), 25.4 (CH,) e 10.3 ( CHs).

L.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 3045.09(NH); 1723.06 (C=0); 1637.62 (C=N);

EMAR (ESI): Calculado para C14H14F3sN3OS [M-H]": 329,08; encontrado: 330,08
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MG2.5
(E)-3-metil-5-isopropil-3-metol-2-(2-(4-(trifluorometil)benzilideno)hidrazinil)tiazolidin-
4-ona
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Em baldo de fundo redondo com 15mL de etanol, adicionou-se 0,766 mmol da
tiossemicarbazida MB02 e em seguida a base acetato de soédio numa propor¢cdo de 4:1.
Levou-se a agitacdo magnética até a completa dissolucdo sob temperatura ambiente.
Posteriormente se adicionou 0,766 mmol de acido 2-Br-3-metil butirico e deixou-se sob
agitacdo magnética e temperatura de 100° C por 24 horas. Observou-se um precipitado de
coloracdo branca e fez-se placa. Com presenca de sal no precipitado necessitou-se a
recristalizacdo com o solvente tolueno.

PF: 97,8°C-101°C  Rendimento: 50%  Rf: 0,72 (7:3-Tolueno:Acetato de etila)

RMN *H

RMN- H (400 MHz, ppm): 8.7 (s, 1H, C=N), 7.89 (d, 2H, CH Ar), 7.80 (d, 2H, CH Ar), 4.46
(d, 1H, CH-SH), 3.3(s largo, 1H, CH3) e 0.98 (m, 3H, CHa)

RMN C

RMN- *C (100.5 MHz, ppm): 154.7 (C=0), 138.2 (C=N), 132.3 (CH Ar), 129.2 (CH Ar),
128.2 (CH Ar), 125.7 (C=N), 122.4 (CF3), 55.2(HC-S), 33.9 (CHs), 29.9 (CH), 20.4 (CH3) e
16.4 (CHy).

I.V.(Principais bandas)

(KBr, cm™): 3045.09(NH); 1723.06 (C=0); 1637.62 (C=N);

EMAR (ESI): Calculado para C1sH16F3sN30OS [M-H]": 343,10; encontrado: 344,10
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6. PERSPECTIVAS

Com base nas informagdes obtidas nos resultados bioldgicos, pode-se planejar novos
compostos, variando o substituinte em N3, para avaliar a relacdo estrutura-atividade e o
possivel incremento da atividade. Ap6s a obtencdo destes dados, dar-se-& sequéncia aos
estudos analisando-0s na forma epimastigota e tipomastigota. E posterior a analises desses
resultados a forma evolutiva amastigota sera testada com a finalidade de verificar a atividade
dos compostos que obtiveram uma melhor resposta frente a forma evolutiva tripomastigota.

As anélises bioldgicas dos compostos 4-tiazolinona estdo em andamento com o grupo
de pesquisas do Prof. Dr. Policarpo Ademar. De acordo com os resultados que serdo obtidos,
serdo avaliadas as melhores moléculas para a realizacao dos testes frente a enzima cruzaina. A
colaboracdo para o estudo j& estd estabelecida e os compostos serdo enviados logo apos o
recebimento e analise da Gltima série de compostos.

Modificagdes estruturais da molécula mais promissora, MB 1.5. Substituicdes em orto
e meta, além de dissubstituicdes pelos varios carbonos do anel aromatico ligado ao tiazol
proporcionardo um melhor estudo de relagdo estrutura atividade.

A comparacdo entre tizois e tiazolinonas é fundamental para enriquecer o trabalho e
dar uma maior sustentacdo quanto a influencia desses grupos farmacoféricos nas moléculas
antiparasitarias.

Também pretende-se analisar as alteracbes morfoldgicas induzidas pela agdo dos
compostos mais promissores, nas diferentes formas evolutivas do T. cruzi, atraves da

microscopia eletronica.
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7. CONCLUSAO

Foram sintetizadas e analisadas estruturalmente através de técnicas espectroscopicas
duas séries derivadas do composto intermediario 4’-trifluormetil-fenil-tiossemicarbazida. A
primeira série sintetizada pertencem 14 tiazois e suas 2 tiossemicarbazonas de origem, MB01
para os tiazois denominados MBO01.X, onde x € o numero de identificacdo de substituinte e o
mesmo para a série MB02.

A segunda série é composta de 10 tiazolinonas inéditas,caracterizadas estruturalmente
por técnicas de RMN'H e *C, infravermelho e espectro de massas. Estas moléculas foram
enviadas para testes bioldgicos como: citotoxicidade em esplendcitos, atividade tripanocida
frente as formas epimastigota e tripomastigota. As atividades das tiazolinonas ainda néo
foram determinadas por nossos colaboradores até o presente momento, mas estamos
esperando para tempo breve.

Para ambas as séries foram utilizadas metodologias simples, fundamentadas na
literatura e bem utilizadas no nosso laboratério. Os rendimentos foram satisfatorios para os
tiazois, que variaram, em sua maioria, de 70% a 90% e, para as tiazolinonas, os rendimentos
variaram de 35% a 70%.

Os tiazdis foram analisados quanto a sua atividade bioldgica e observou-se que a
modificacdo estrutural proposta para o trabalho ndo foi benéfica para a atividade tripanocida.
No entanto, a citotoxicidade diminuiu com a ciclizacdo das tiossemicarbazonas, na maioria
dos casos. A presenca de uma metila na posi¢do C5 do anel tiazélico (MB 02) proporcionou
uma diminuicdo na citotoxicidade de quase dez vezes, quando comparado ao MB 01.

Face ao supracitado, obteve-se uma menor toxidade para esplendcitos em todos 0s
compostos analisados biologicamente, exceto para MBO01, MB1.8 e MB1.12. Em
contrapartida, esses compostos demonstraram uma potente atividade frente a forma
epimastigota, sendo até 12 vezes mais potente que o farmaco de escolha, o benznidazol.

Como prot6tipo mais promissor da série, obteu-se 0 MB 1.5 que possui em sua
estrutura um anel tiaz6lico substituido no carbono 4 com um para-metoxi-fenil. Essa
molécula se mostrou mais potente na forma epimastigota e semelhante ao benznidazol na

forma evolutiva tripomastigota. Quanto a citotoxicidade o MB 1.5 se mostrou atoxico.
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ANEXO | - PROTOCOLO DE AVALIACAO BIOLOGICA

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.

PARASITAS

Epimastigotas foram coletadas e mantidas em meio axénico usando o meio de cultura "liver
infusion triptose™ contendo 10% de 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-MK2 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 CO2.

7TOXICIDADE EM ESPLENOCITOS

Células esplénicas (6x10° células/poco) obtidas anteriormente foram cultivadas em placas de
96 pogos de fundo plano, contendo meio de cultura RPMI com 10% de soro bovino fetal. Para
0 ensaio de citotoxicidade, as células foram incubadas com os compostos em sete diferentes
concentracgdes (faixa de 200 a 0,1 pg/mL) e com 1 uM de timidina tritiada/pogo durante 24 h
em estufa de CO2 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 captacdo de timidina tritiada foi
determinada através do contador beta de cintilacdo. O percentual de citotoxicidade foi
determinado comparando-se a percentagem de incorporacdo de timidina tritiada nos pocos
com as drogas em relacdo aos po¢os ndo tratados.

ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA PARA EPIMASTIGOTAS

Epimastigotas (Dm28c) foram contadas em um hemocitdmetro e depois vertidas em placas
de 96 pocos, a um numero de células de 10° células/poco. Todos os compostos foram
dissolvidos em DMSO e depois diluidos em meio LIT em cinco concentracdes diferentes
(1.23, 3.70, 11.11, 33.33 e 100 pg / mL) e adicionado as respectivas cavidades, em
triplicata. A placa foi incubada durante 5 dias a 26°C, foram recolhidas aliquotas de cada
poco, € 0 numero de parasitas viaveis foram contadas numa camara de Neubauer e
comparados com cultura parasitaria ndo tratada. CI50 foram calculados por meio de regressao
ndo-linear no software GraphPad Prism 4.0. Benznidazol e nifurtimox foram utilizados como
farmacos de referéncia.

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 celulas de 4.105
células/pogo em meio RPMI-1640. Todos os compostos foram dissolvidos em DMSO e
depois diluidos em meio RPMI-1640 em cinco concentragdes diferentes (1.23, 3.70, 11.11,
33.33 e 100pg/mL) e adicionado as respectivas cavidades, em triplicata. A placa foi incubada
durante 24h a 37°C e 5% de CO2. Aliquotas de cada poco foram recolhidas, e 0 numero de
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parasitas viaveis foi contado numa camara de Neubauer. A percentagem de inibicdo foi
calculada em relagdo as culturas ndo tratadas. O calculo das CC50 também foi realizada por
meio de regressdo ndo-linear com o software GraphPad Prism 4.0. Benznidazol e Nifurtimox
foram utilizados como os farmacos de referéncia.



