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RESUMO

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, € uma infeccao parasitéria
sistémica, que afeta cerca de 10 milhdes de pessoas e causa, em media, cerca de 14.000
mortes por ano, além da estimativa de que 25 milhdes de pessoas estdo em risco de adquirir a
doenca. No Brasil, o Benznidazol (BZD) é o unico farmaco utilizado para o tratamento
durante a fase aguda, enquanto que, durante a fase cronica da doenca, 0 mesmo mostra-se
com atividade limitada. Dessa forma, o desenvolvimento de farmacos para o tratamento da
doenca de Chagas se faz necessario. Sabendo-se que o T. cruzi é susceptivel as
tiossemicarbazonas e seus bioisdsteros, essas classes de compostos tém se mostrado
promissoras para o desenvolvimento de drogas tripanocidas. Baseado em relatos na literatura
de potentes tiossemicarbazonas tripanocidas, elegeu-se o composto prototipo (Composto 1i -
pagina 21) deste trabalho, onde planejou-se por meio da estratégia de bioisosterismo, a sintese
de inéditas aril-4-tiazolinonas, no intuito de obter compostos mais potentes e menos toxicos.
Além disso, de estabelecer a relagdo estrutura-atividade anti-T. cruzi, através da insercdo de
substituintes diversos nas posi¢oes N3 e C5 do anel heterociclo. Os compostos foram obtidos
em duas etapas, sendo a primeira a obtencdo das tiossemicarbazonas (Int 1-3), com
rendimentos que variaram de 68% a 81%, e a segunda etapa, a reacdo destas (Int 1-3) com
ésteres e acidos halogenados para obtencdo dos compostos ciclicos (LR 01-18) os quais
apresentaram rendimentos de 23% a 97%. Todas as moléculas foram caracterizadas
guimicamente por Ressonancia Magnética Nuclear de Protons (*H-RMN) e Carbono (13C-
RMN) e Infravermelho (IV). A atividade tripanocida foi determinada em amastigostas e
tripomastigotas da cepa Tulahuen e a toxicidade foi estimada em fibroblastos L929. Apos
realizacdo dos ensaios bioldgicos, foi possivel identificar os compostos LR-05, LR-07 e LR-
08 como agentes tripanocidas com poténcia superior ao BZD (21.90 uM), com valores de
13.27 uM, 12.20 uM e 2.46 uM, respectivamente. O composto LR-08 foi cerca de nove vezes
mais potente que o BZD e possui como caracteristica estrutural uma metila em N3 e outra
metila em C5. Constatou-se que a funcionalizacdo da tiossemicarbazona em tiazolinona foi
benéfica, resultando em trés compostos mais ativos (LR-07, LR-08 e LR-16) que o0s seus
intermediarios (Int 2-3). De maneira geral, foi possivel identificar tiazolinonas mais ativas,
para as formas evolutivas tripomastigota e amastigota, quando comparado ao BZD.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, tiossemicarbazonas, tiazolinona.



ABSTRACT

Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi protozoan, is a systemic parasitic infection that
affects about 10 million people and causes on average about 14,000 deaths for year in
addition to the estimated 25 million people are at risk acquiring the disease. In Brazil,
Benznidazole (BZD) is the only drug used for the treatment during the acute phase, whereas
during the chronic phase of the disease, shows the same with limited activity. Thus, the
development of drugs for the treatment of Chagas disease is required. Knowing that the
Trypanosoma cruzi is susceptible to thiosemicarbazone and its bioisosters, these classes of
compounds have shown promise for the development of trypanocidal drugs. Based on reports
in the powerful thiosemicarbazones trypanocides literature, was elected the prototype
compound (Compound 1i - page 21) of this work, which was planned by bioisosterism
strategy, the synthesis of aryl-4-thiazolinones unpublished, in order to more potent and less
toxic compounds. Furthermore, to establish the relation structure-anti-T activity. cruzi, by
inserting in the various substituents N3 and C5 positions of the heterocycle ring. The
compounds were obtained in two steps, the first being the obtaining of thiosemicarbazone (Int
1-3), with yields ranging from 68% to 81% and the second step, the reaction of these (Int 1-3)
with esters and halogenated acids to obtain the cyclic compound (LR 01-18) showed that
yields of 23% to 97%. All molecules were chemically characterized by Proton Nuclear
Magnetic Resonance (*H-NMR) and carbon (3C-NMR) and Infrared (IR). The trypanocidal
activity was determined in amastigostas and trypomastigotes of the Tulahuen strain and
toxicity was estimated in L929 fibroblasts. After performing biological assays it was possible
to identify compounds LR-05, LR-07 and LR-08 as trypanocidal agents with superior power
to BZD (21.90 mM), with values of 13.27 uM, 12.20 uM and 2.46 uM, respectively. The LR-
08 compound was about nine times more potent than the BZD and has as structural feature in
one methyl and one methyl N3 C5. It was found that functionalization of thiosemicarbazone
was beneficial in thiazolinone, resulting in three more active compounds (LR-07, LR-08 and
LR-16) their intermediaries (Int 2-3). In general, it was possible to identify more active
thiazolinones to the amastigote and trypomastigote forms evolutionary compared to the BZD

Keywords: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, thiosemicarbazones, thiazolinone.
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1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas, também chamada tripanossomiase americana, € uma doenca
potencialmente fatal, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. E transmitida aos seres
humanos, principalmente através das fezes de insetos triatomineos conhecidos como barbeiros
(1).

O inicio da histdria da doenca de Chagas datou de abril do ano de 1909, no estado de
Minas Gerais, Brasil, através do pesquisador do Instituto Oswaldo Cruz, Carlos Chagas (1878
—1934). Tanto o vetor, quanto o protozoario foram descobertos e identificados por ele (1).

A nivel mundial, cerca de dez milhdes de pessoas estdo infectadas, principalmente na
Ameérica Latina, onde a doenca é endémica. Cerca de 25 milhdes de pessoas estdo em risco de
adquirir a tripanossomiase (2) e estima-se que 14 mil pessoas morrem a cada ano em todo o
mundo (3).

A tripanossomiase é considerada como uma das doencas “negligenciadas”, a qual
recebe essa denominacao pela atencdo insuficiente por parte dos poderes publicos e por serem
enfermidades ligadas as méas condicGes de vida e moradia (4). As doencas negligenciadas
afetam um bilh&o de pessoas ao redor do mundo, muitas vezes as populacdes mais vulneraveis
que vivem em é&reas rurais pobres. Uma fonte de estigma social e da pobreza, as doengas
negligenciadas podem resultar em varios problemas de satde ao longo da vida e até mesmo a
morte (5).

As recomendacdes para o tratamento de quimioterapia da doenga de Chagas no Brasil
sdo baseadas em decisGes tomadas por especialistas que foram reunidos pelo Ministério da
Saude em 1997, com a revalidacdo feita, posteriormente, por especialistas coordenados pela
Organizacdo Pan-Americana da Saude, em 1998. Estas recomendacdes sugerem que 0S casos
agudos de doenca de Chagas adquiridos atraves do vetor, por transmissao oral ou congénita,
através de acidentes de laboratério ou qualquer outra via de transmissdo deve ser
imediatamente tratado com uma das drogas que estdo atualmente disponiveis: nifurtimox e
benznidazol (Figura 1) (6). O nifurtimox teve sua comercializagdo interrompida em alguns
paises: primeiro no Brasil, depois na Argentina, no Chile e Uruguai (7), devido a sua alta
toxicidade. Assim, a Unica droga utilizada no pais é o nitro-heterociclo benznidazol (BZD)
(LAFEPE, Brasil), que é eficaz para a cura da doenga na fase aguda, mas é menos eficaz em

doentes na fase crénica (8, 9, 10). Além disso, o benznidazol ndo é considerado adequado,
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uma vez que exibe efeitos secundarios graves, tais como hipersensibilidade, erupcéo cutanea,
desordem gastrointestinal, conduzindo um grande numero de pacientes a interromper o
tratamento (11).

Dessa forma, a doenca de Chagas ¢é considerada como uma das doencas tropicais mais
preocupantes em toda a América Latina (12), existindo, portanto, uma necessidade urgente do

desenvolvimento de novas drogas mais seguras e efetivas para o tratamento da mesma (13).

Figura 1: Estrutura quimica do Nifurtimox (1) e Benznidazol (2).

-
S @

Fonte: Do autor.

ozs

O atual conhecimento da anatomia, bioquimica, fisiologia e ainda, de quase todas as
etapas do ciclo de vida dos parasitos no homem, tem possibilitado o processo de planejamento
de farmacos de forma mais racional, com énfase no mecanismo de acdo, visando atingir 0s
alvos especificos e essenciais dos parasitos e assim poupar seu hospedeiro humano (14).
Como exemplo, tem-se a cruzaina, que é a principal cisteinil protease do parasita Trypanosoma
cruzi. Ela é expressa em todas as fases do ciclo de vida do parasita e desempenha um papel
fundamental durante a infeccdo de células hospedeiras, replicagdo e de metabolismo. Por esse
motivo é considerada um alvo importante para o desenvolvimento de novos agentes anti-
trypanosoma cruzi (14).

Tiossemicarbazonas e seus bioisosteros ciclicos, como as aril-4-tiazolinonas, tem
apresentado atividade contra T. cruzi e via cruzaina (13, 15-20), que exerce um papel
importante durante a infeccdo de células hospedeiras. Muitas tentativas tém sido feitas para
explorar as relagdes estrutura-atividade (SAR), com objetivo de sintetizar compostos menos
toxicos e com efeito tripanocida melhorado (20-26). Ainda sobre o ndcleo tiazolinona, ao
longo dos anos, 0 Nnosso grupo descreveu a sintese e atividade anti-T. cruzi delas (13, 21, 22,
27), onde nas primeiras tentativas, as aril-4-tiazolinonas mostraram apenas baixa atividade
contra as formas epimastigota e tripomastigota do parasita (21). Entretanto, trabalhos
posteriores despertaram grande interesse no ndcleo 4-tiazolinona (Figura 2), pois

comprovaram boa atividade apresentada frente ao T. cruzi e a cruzaina (13, 22, 27).
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Figura 2: Aril-4-tiazolinonas
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Fonte: Do autor

Em 2002, Du e colaboradores descreveram

inicialmente alguns derivados

tiossemicarbazénicos com potente atividade antichagasica in vitro, destacando-se 0 composto

1i (3’-bromopropilfenona-tiossemicarbazona) (Figura 3).

Diante do exposto, este trabalho apresenta a sintese de uma série de inéditas aril-4-

tiazolinonas, tendo como prototipo estrutural,

tiossemicarbazona (Figura 3), candidatas
estratégia de bioisosterismo.

0 composto 1i, (3’-bromopropilfenona-

a farmacos antichagéasicos, planejadas por

Figura 3: Estrutura do composto 1i.

Br

Fonte: Do autor
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar novos agentes tripanocidas e potenciais inibidores da cruzaina. O trabalho
engloba o planejamento e a sintese de novas 4-tiazolinonas, onde posteriormente sera

realizada a avaliacdo das suas atividades antichagasicas.

2.2 Objetivos Especificos

% O planejamento estrutural e sintese de uma série de compostos (LR-01 a LR-18)
constituida por inéditas tiazolinonas;

% Caracterizacdo quimica e elucidacdo estrutural de todos os compostos através de
técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear de Prétons (*H-RMN) e Carbono (33C-
RMN), Infravermelho (1V);

% Auvaliacdo da atividade anti-proliferativa in vitro frente as formas tripomastigotas e
amastigotas do T. cruzi, com determinagdo da concentragdo inibitdria para 50% (Clso);

% Anadlise da citotoxicidade celular frente a células de mamiferos, para determinar o
indice de seletividade (S1) (em comparacdo com o Benznidazol);

¢+ Analise comparativa das atividades tripanocidas e das relacdes estrutura-atividade das

moléculas estudadas.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Doenca de Chagas

3.1.1 Histoérico e Caracteristicas

A Tripanossomiase americana € uma grave doenca parasitaria resultante da infeccéo
pelo protozoario parasito hemoflagelado Trypanosoma cruzi, tendo insetos triatomineos
como vetores. E conhecida como doenca de Chagas, tendo sido nomeada desta maneira por
causa do médico brasileiro Carlos Chagas (Figura 4), que foi quem primeiro a descreveu em
1909. O trabalho de Chagas é Unico na historia da medicina, porque ele foi o Unico
pesquisador até agora a descrever completamente uma nova doenca infecciosa: seu patdgeno,

0 vetor, 0 hospedeiro, as manifestacGes clinicas e epidemiologia (28).

Figura 4: Carlos Chagas

Fonte: Fiocruz 2012.

A doenca de Chagas € transmitida aos seres humanos e mais de 150 espécies de
mamiferos domésticos e silvestres, principalmente por grandes insetos, sanguessugas do filo
Arthropoda, subfilo Hexapoda, ordem Hemiptera, familia Reduviidae e subfamilia
Triatominae. Apesar de existirem cerca de 140 espécies de triatomineos, foram identificados,
somente alguns que sdo vetores competentes para T. cruzi. Os principais vetores séo:
Triatoma infestans, Triatoma brasiliensis e Panstrongylus megistus nos paises do Cone Sul,
Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata nos Paises Andinos e partes da América Central, e T.

dimidiata e Triatoma barberi no México (29).
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Embora a doenca de Chagas sé tenha sido descoberta em 1909, ela comecou ha
milhdes de anos como uma doenca enzootica entre 0s animais selvagens. Sua transmissao ao
homem comegou acidentalmente como uma antropozoonose quando a humanidade invadiu
ecétopos silvestres. A doenca de Chagas endémica se estabeleceu como uma zoonose durante
0s Ultimos 200-300 anos, através do desmatamento para o surgimento da agricultura e a
criacdo de gado, sendo feita a adaptacdo de triatomineos para moradias, tendo 0s seres
humanos e animais domésticos como fontes de alimento (29).

As formas mais importantes de transmissdo da doenca de Chagas ainda sdo as
vetoriais (seja por lesdo resultante da picada, pela mucosa ocular ou pela mucosa oral),
entretanto, a transmissdo transfusional e congénita também tem importancia epidemiolégica
(30).

A tripanossomiase americana apresenta-se classicamente em uma fase aguda ou
inicial, a qual € seguida por uma fase cronica, que pode ser classificada em: forma
indeterminada, cardiaca, digestiva ou com diferentes manifestacdes clinicas (31). A fase
aguda é sensivel aos tratamentos com antiparasitarios, com as taxas de cura de 60 a 90%.
Depois de 4 a 8 semanas, os individuos com infec¢cbes ativas entram na fase crbnica da
doenca de Chagas, que é assintomatica para 60 a 80% dos individuos durante quase toda vida
(31).

Durante os Gltimos anos, a doenca tem recebido cada vez mais atencdo como um
problema emergente na América do Norte e Europa, devido a migracdes internacionais de
areas endémicas para areas ndo-endémicas (30). Ha cerca de 8-10 milhdes de pessoas
infectadas na América Latina (32).

A terapia antiparasitaria é indicada para pacientes com infeccdo aguda, em criancas e
pessoas recém-infectadas, e no caso de reativacdo devido a imunossupressdo (3). Estudos
anteriores sugeriram que o tratamento anti-tripanossoma pode retardar a progressdo da doenca
cronica, mas ainda é uma questdo de debate (33, 34, 35). As drogas atualmente disponiveis
(Benzonidazol e Nifurtimox (Figura 1)) exigem um uso prolongado, realiza um risco de

eventos adversos e precisam de acompanhamento cuidadoso (36).

3.1.2 Epidemiologia

A tripanossomiase americana ocorre principalmente na América Latina. No entanto,

nas Gltimas décadas, tem sido cada vez mais detectada nos Estados Unidos da América,
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Canada, muitos paises da Europa Ocidental e alguns do Pacifico e isto é principalmente
devido & mobilidade da populagdo entre a América Latina e o resto do mundo (Tabela 1).
Menos frequentemente, é devido a uma infeccdo através de transfusdo de sangue, a

transmissdo vertical (da mée infectada para o filho) ou a doacdo de 6rgéos (37).

Tabela 1: As estimativas sobre o nimero de imigrantes latino-americanos na Espanha, por pais de origem,
namero esperado de imigrantes com infeccdo T. cruzi, e destes, 0 nimero esperado com necessidade de
atencdo médica. (3)

Paises NuUmero de N° estimado de N° estimado de imigrantes
imigrantes imigrantes infectados gue poderdo precisar de
com T. cruzi atencdo médica

Argentina 196.447 16.109 3.222

Bolivia 236.023 36.348 7.270
Brasil 119.209 1.550 310
Chile 48.939 1.370 274

Coldémbia 284.043 11.078 2.216
Costa Rica 1.651 71 14
Equador 415.535 4.986 997
El Salvador 5.029 307 61
Guatemala 3.424 270 54
Honduras 21.520 1.248 250
México 23.673 166 33
Nicaragua 8.391 143 29
Panama 2.228 201 40

Paraguai 66.950 6.226 1.245
Peru 123.173 3.695 739
Uruguai 61.407 737 147
Venezuela 61.069 2.443 489

Total 1.678.711 86.948 (5.2%) 17.390

Fonte: Schmunis G. A., Yadon Z.E., 2010 (3). Adaptado pelo autor.

Cerca de dez milhGes de pessoas estdo infectadas a nivel mundial e cerca de 25
milhdes de pessoas estdo em risco de adquirir a tripanossomiase (2). Estima-se que 14 mil
pessoas morrem a cada ano em todo o mundo (3) e que 100 milhdes de pessoas nas Américas

vivem em areas de exposicao e estdo em risco de contrair esta doenca (38).
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Figura 5: Distribuicéo geografica da doenca de Chagas nas Américas de acordo com a situacéo do
principal vetor de transmisséo de cada area. Ano de 2011 (39).
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Desde o inicio de 1990, os paises afetados pela doenca de Chagas, especialmente
aqueles onde a doenca é endémica, tem se organizado para proporcionar uma resposta
relacionada a salde publica. Junto com a Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS), um
esquema bem sucedido foi gerado pelas iniciativas sub-regionais de Prevencdo e Controle da
Doenca de Chagas. Estas iniciativas tém sido desenvolvidas no México (2004), Cone Sul
(1992), América Central (1997), paises andinos (1998) e os paises amaz6nicos (2003). Eles
tém contribuido para a melhoria substancial da situacdo por meio da interrupcdo da
transmissdo vetorial no todo ou parte do territorio dos paises em questdo, da remocdo de
espécies ndo-nativas de vetores, da implementacdo do rastreio universal de doadores de
sangue, triagem de casos congénitos, reduzindo a prevaléncia em criancas, diminuicdo da
morbidade, cobertura ampliada para o diagndstico e 0 acesso ao tratamento, melhorando a
qualidade do diagnostico, tratamento clinico e tratamento das pessoas infectadas (39).

Ap0s a reducdo significativa do vetor e da transmissdo transfusional do Trypanosoma

cruzi no Brasil, o nimero de casos com a forma aguda da doenca de Chagas foi reduzido
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drasticamente (40). A reducdo de mortalidade especifica e aumento da sobrevida dos
individuos infectados é uma consequéncia de um melhor conhecimento sobre a histéria
natural da doenca e melhoria dos cuidados clinicos e cirargicos (41, 42, 43). Estimativas
apontam que 2-3 milhdes de pessoas estdo infectadas no Brasil (43, 44), com cerca de 6000
mortes por ano (45, 46, 47).

Figura 6: Distribuicdo espacial da prevaléncia observada de doenga de Chagas na
populacdo brasileira (42).

Mats Grosso

CENTRAL-

Observed prevalence (%)

[ Region

I:l Federative Uil State
i}

0l-50

51 -10.0

10,1 - 20,0

=200

0 23 5 LA K

Fonte: Martins-Melo, F.R.; Heukelbach, J., 2013.

A fase cronica da doenca de Chagas € o periodo mais longo durante a sua evolucgéo
apos a fase aguda ou inicial da doenca. Os dois a trés meses da fase aguda sdo seguidos por
um periodo de tempo no qual é dito cronico, inicialmente assintomatico, sem alteracdes
eletrocardiogréficas e/ou radiologicas no coracdo, eséfago ou colon, o que foi descrito por
Carlos Chagas (1916) como a “forma cronica indeterminada”. Este conceito foi validado por
um grupo de especialistas durante a Reunido de Pesquisa Aplicada em Doenca de Chagas,
realizado em Araxa, Minas Gerais (MG), Brasil e é conhecido que a cada ano, de 2-5% dos

casos desta forma clinica iria evoluir para formas sintomaticas cardiacas ou digestivas (47).
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Na Argentina, a transmissdo vetorial foi interrompida em 13 das 19 provincias
endémicas (2). Grandes progressos nesse sentido também foram feitos tanto no Paraguai
como na Bolivia. Em todos os paises endémicos € obrigatoria a analise para T. cruzi dos
orgdos, sangue, células e tecidos doados (32). No entanto, o influxo de imigrantes de paises
endémicos esta fazendo com que a doenga de Chagas se torne um importante problema de
salde nos EUA, no Canada, em muitas partes da Europa e no Pacifico ocidental, onde um
crescente numero de pessoas infectadas foi identificado (32). O destino mais comum para 0s
imigrantes da América Latina sdo os EUA, onde cerca de 300.167 pessoas (principalmente do
México) estdo infectadas com o T. cruzi (32).

Como os movimentos da populagdo, aumentou-se a possibilidade de transmissdo por
transfusdo sanguinea, tornando-se a causa mais importante de infeccdo nos Estados Unidos.
Em razdo disso, a transfusdo de sangue e 0s enxertos de tecidos estdo agora ativamente

monitorados nos EUA, buscando desta forma minimizar esse risco (32).

3.1.3 Sinais e Sintomas

3.1.3.1 Fases, Formas e Evolucéo Clinica

Os determinantes da doenca de Chagas vém da quantidade de parasitas na infeccao
inicial, as formas infectantes na inoculacdo (nimero de tripomastigotas), a linhagem dos T.
cruzi inoculados (I, Il, Z3 ou 1/Z3 hibrido, reclassificado hoje como TCI-TcVI), as
reinfeccOes, a qualidade das estirpes e clones (biodemas); os receptores clonal-histotrépicos
especificos do hospedeiro e resposta imunitaria inicial do paciente (48, 49, 50, 51, 52).

A forma aguda tem caracteristicas clinicas de uma infeccdo generalizada, de gravidade
variavel, sendo o diagndéstico sugerido pela presenca dos sinais de porta de entrada (sinal de
Romafia, chagoma cuténeo) (Figura 7) e comprovado pelo encontro dos parasitos no sangue

periférico (exame a fresco ou gota espessa) (1).
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Figura 7: Sinal de Romafia (1).

Fonte: Fundacdo Oswaldo Cruz.

As manifestagdes clinicas da fase aguda da doenca resolvem-se espontaneamente em
cerca de 90% dos individuos infectados, mesmo se a infeccdo ndo for tratada com drogas
tripanocidas. Cerca de 60 a 70% desses pacientes nunca irdo desenvolver a doenca clinica
evidente. Esses pacientes tém a forma indeterminada da doenca crbnica, que se caracteriza
pela positividade para anticorpos contra o T. cruzi no soro, um eletrocardiograma (ECG)
normal e exame radiolégico normal do tdérax, es6fago e colon. O restante, 30 a 40% das
pessoas infectadas irdo desenvolver subsequentemente a doenca crbénica na sua forma
determinada — ou seja, cardiaca, digestiva (megaesdfago e megacolon), ou cardiodigestiva —
isso ocorre geralmente de 10 a 30 anos apos a infecgéo inicial (Figura 8) (53).

Figura 8: Possiveis manifestagdes clinicas da doenga de Chagas no homem.
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Fonte: RASSI, A. Jr; RASSI, A., 2010.
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Estudos clinicos tém mostrado que os farmacos (Nifurtimox e Benznidazol (Figura
1)) tém atividade significativa na fase aguda (até 80% de cura parasitoldgica, que é definida
como negativacdo de testes soroldgico e parasitolégico (54)), mas a sua eficicia varia de
acordo com a area geografica, provavelmente devido a diferencas na sensibilidade as drogas

entre as diferentes cepas de T. cruzi (54, 55).

3.1.3.2 Fase Aguda

A doenca de Chagas apresenta uma fase inicial ou aguda com alta parasitemia, visto
em exames de sangue diretos. Na maioria dos casos, é assintomatica. Os casos sintomaticos
podem mostrar o0 ponto de entrada, que tem como sinais 0 chagoma de inoculacao ou sinal de
Romafia (Figura 7), febre, adenopatia generalizada, edema, hepatoesplenomegalia,
miocardite e meningoencefalite, em casos graves (29). Durante a fase aguda, a intensidade e
localizacdo das lesbes dependem da idade do paciente. Em geral, a fase aguda é muito grave
entre criangas menores de 2 anos de idade, e € quase sempre fatal entre aqueles com
miocardite, insuficiéncia cardiaca e meningoencefalite (56). O prognostico também pode ser
muito ruim em casos da forma congénita, levando assim ndo s6 ao aborto e prematuridade,
mas também a lesGes no figado, bago, coracdo e sistema nervoso central, com sequelas
neuroldgicas e deficiéncia mental. A fase aguda também pode ser severa em pessoas com 0
sistema imunoldgico debilitado (28).

Em casos que os sintomas se desenvolvem durante a fase aguda, eles normalmente
desaparecem espontaneamente dentro de 3 a 8 semanas, em cerca de 90% dos individuos (31).
Apesar de os sintomas desaparecerem, a infeccdo persiste e entra numa fase crénica. Em
relacdo aos individuos com doenca de Chagas crbnica, 60 a 80% nunca irdo desenvolver
sintomas (chamado doenca de Chagas crbnica indeterminada), enquanto o restante 20 a 40%
irdo desenvolver risco cardiaco e/ou disturbios digestivos durante a sua vida (chamada de
doenca de Chagas cronica determinada). Em 10% dos individuos a doenca progride

diretamente da fase aguda para fase crénica sintomatica (31).
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3.1.3.3 Fase Cronica

O desenvolvimento clinico da fase cronica da doenca de Chagas vai desde a auséncia
de sinais e sintomas (na forma indeterminada) até os quadros onde a doenca é grave e hé risco
de morte prematura. As manifestacdes clinicas da fase cronica estdo relacionadas com o
envolvimento patoldgico de 6rgdos especificos, nomeadamente o coracdo, esdfago e colon,
que sdo agrupados em trés grandes formas da doenca: cardiacos, digestivos, ou cardio-
digestiva (29, 31). A doenca cardiaca ¢ o aspecto clinico mais importante da doenca de
Chagas, devido a sua freqliéncia e gravidade. A fase cronica dura por toda a vida e resulta em
uma taxa de sobrevivéncia encurtada (37, 56, 57).

Na condicdo crbnica ao longo da vida, a resposta imune celular limita a proliferacéo
do parasita, mas ndo é capaz de erradicar a infec¢do, o que leva a uma sustentada resposta
inflamatéria que é a base do desenvolvimento de um ou mais das formas crénicas
sintométicas da doenca (58).

Cerca de dois tergos das pessoas com sintomas crdnicos tém problemas cardiacos, com
destaque para miocardiopatia dilatada, que € caracterizada por disfuncdo ventricular com
insuficiéncia cardiaca, arritmias, bloqueios cardiacos, morte suUbita e eventos
tromboembdlicos (29, 37). Estima-se que um terco dos pacientes desenvolvem danos ao
sistema digestivo, resultando em dilatagdo do trato digestivo (megaesdfago e megacélon),
acompanhado de perda de peso severa. Dificuldades de degluticdo (acalasia secundéaria) pode
ser o primeiro sintoma de distarbios digestivos e pode levar a desnutricdo (59). O
megaesdfago provoca disfagia com odinofagia, combinado com dor epigastrica, regurgitacao,
sialorréia e desnutricdo em casos graves. O megac6lon, muitas vezes, afeta 0 segmento
sigmoide, reto ou cdlon descendente ou uma combinacdo desses; e produz obstipacdo
prolongada, distensdo abdominal e, ocasionalmente, grande obstrucdo intestinal devido ao
fecaloma ou ao volvo sigmoide.

A forma digestiva € encontrada quase que exclusivamente ao sul da bacia amazonica
(principalmente na Argentina, Brasil, Chile e Bolivia), e é rara no norte da América do Sul,
América Central e México. Esta distribuicdo geogréafica € devida provavelmente a diferencas
nas estirpes dos parasitas (61, 62, 63).

A forma cardiaca desenvolve-se em 20 a 30% dos individuos e, normalmente, leva a
alteracdes do sistema de condugdo sanguineo, bradiarritmias e taquiarritmias, aneurismas
apicais, insuficiéncia cardiaca, tromboembolismo e morte subita (58). As anomalias mais

comuns do ECG sdo o blogueio do ramo direito, o blogueio fascicular anterior esquerdo,
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batimentos ventriculares prematuros, entre outros. A combinacdo de blogueio do ramo direito
e bloqueio fascicular anterior esquerdo € muito comum na doenca de Chagas (29). A
insuficiéncia cardiaca é frequentemente uma manifestacao tardia da doenga de Chagas e esta
associada com maior mortalidade do que a insuficiéncia cardiaca de outras causas (64, 65).
Geralmente é biventricular, com predominio de faléncia no lado direito (edema periférico,
hepatomegalia e ascite, mais proeminentes do que congestdo pulmonar) em estagios
avancados (29).

A associacdo de doenca cardiaca com megaes6fago ou megacélon, ou ambos, define a
forma cardiodigestiva da doenca de Chagas. Na maioria dos paises, o desenvolvimento de
megaesb6fago geralmente precede o acometimento do coracdo e do colon, mas a prevaléncia
exata da forma cardiodigestiva ndo € conhecida por causa da escassez de estudos adequados
(29).

3.1.4 Transmissao do T. cruzi

3.1.4.1Transmissao pelo Vetor

A doenca de Chagas € transmitida aos seres humanos e a varias espécies de animais
domésticos (por exemplo, cdes, gatos) e mamiferos selvagens (por exemplo, roedores,
marsupiais e tatus), principalmente pelos insetos hemat6fagos triatomineos da subfamilia
Triatominae. Considera-se trés ciclos que se sobrepdem: doméstico, peridoméstico e silvestre
(66).

A maioria das espécies de triatomineos € silvestre e a transmissdo de T. cruzi para
hospedeiros mamiferos estdo associados com esse habitat. No entanto, pelo menos 10
espécies de triatomineos aparentam ter populagdes estritamente domésticas em especificas
regibes da América Latina, enquanto que mais de 20 espécies estdo descritas como vetores
secundarios porque muitas vezes eles invadem as casas, caracterizando o ciclo peridoméstico.
Para considerar a interacdo entre subpopulagdes de T. cruzi e seus diferentes vetores, tem-se a
divisdo em quatro regides atualmente tema das iniciativas de controle multinacionais (67):

s Meéxico e a América Central: Nesta regido de oito paises (Belize, Costa Rica, El

Salvador, Guatemala, Honduras, México, Nicardgua e Panama), os principais vetores

domeésticos sé@o Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata;
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% Paises andinos: Nos quatro paises, Venezuela, Colémbia, Equador e Peru, os vetores
domésticos sdo R. prolixus , R. ecuadoriensis , T. dimidiata , T. maculata e T.
infestans;

% Paises amazobnicos: Esta regido envolve partes de nove paises, Brasil, Peru,
Colémbia, Bolivia, Venezuela, Equador, Guiana, Suriname e Guiana Francesa.
Embora a regido amazonica tenha sido muito afetada por mudancas na agricultura nas
ultimas décadas, ndo h& nenhuma evidéncia de uma colonizacdo permanente em
domicilios humanos por uma espécie de triatomineos associados com padrbes de
transmissao de T. cruzi.

% Paises do Cone Sul - Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e Uruguai - T.

infestans é o principal vetor (67).

Os lugares de vegetacdo densa (como florestas tropicais) e habitats urbanos ndo sao
ideais para o estabelecimento do ciclo de transmissdo humana. No entanto, em regites onde 0
habitat silvestre e sua fauna séo diluidos pela exploracdo econémica e ocupagdo humana,
como em areas recém-desmatadas, areas de cultura de palmeiras piacava, e em algumas partes
da regido amazonica, um ciclo de transmissdo humana pode desenvolver-se quando o0s insetos
forem em busca de novas fontes de alimento (51).

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
nimero de repastos sanguineos realizados pelo mesmo, de modo que insetos mais velhos e

adultos tendem a ter maiores taxas de infeccéo (29).

3.1.4.2 Outras Formas de Transmissao

A doenca de Chagas pode ser transmitida ao homem por mecanismos que néo incluem
0 inseto vetor, tais como transfusdo de sangue, congenitamente da mée para o bebé durante a
gestacdo, ou através do leite materno (68). A transmissdo materno-fetal do Trypanosoma cruzi
tem sido relatada em varios paises da América Latina, como a Argentina (69, 70, 71), Bolivia
(72, 73, 74, 75), Brasil (76, 77), Chile (78) e Paraguai (79), a taxas de até 12% de maes
infectadas (80, 81).
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Nos casos em que houver suspeita de transmissdo congénita, € necessaria a realizacéo
do teste soroldgico materno e, posteriormente, o teste parasitolégico no recém-nascido. Sendo
o resultado positivo, o tratamento etioldgico deve ser iniciado imediatamente (82).

O risco de contrair a doenca apds transfusdo de sangue proveniente de um doador
infectado é inferior a 10-20%, e depende de vérios fatores, incluindo a concentracdo de
parasitas no sangue do doador, 0 componente do sangue transfundido, e, talvez, a estirpe do
parasita (83). Em regides ndo endémicas, como os EUA e Canada, e em muitas partes da
Europa, alguns casos de infeccbes mediadas por transfusdo sanguinea e transplante de 6rgaos
foram relatadas (84), mas o numero real de casos pode ser substancialmente maior por causa
do grande nimero de imigrantes de &reas endémicas da América Latina. No México, estudos
mostraram resultados onde a prevaléncia da infeccdo em gestantes foi de 7,32 % (106/1448)
em geral (82).

A doenca de Chagas pode também ser contraida por ingestdo de alimentos ou liquidos
contaminados com T. cruzi, e também por acidentes nos laboratdrios 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 caldo de cana-de-acUcar, acai, ou carne crua, € geralmente associada a
uma infestacdo parasitaria macica, resultando em uma manifestacéo clinica aguda mais severa
e de alta mortalidade. Em 2007, foi relatado um surto na Venezuela, onde 103 criangas teriam
ingerido suco de goiaba contaminado (85, 86).

Apesar da doenca de Chagas ser considerada controlada devido as estratégias de
controle vetorial e transfusional, casos agudos sdo notificados, sobretudo por transmisséo oral

e congénita, levando a preocupacéo do ressurgimento da doenca (87, 88).

3.1.5 Ciclo de Vida do T. cruzi

O ciclo de vida de T. cruzi é complexo, com Vvarios estagios de desenvolvimento em
insetos vetores e mamiferos hospedeiros. Tripomastigotas ndo replicativos, na corrente
sanguinea, e amastigotas intracelulares replicativos, sdo as formas tipicas do organismo, que
sdo identificadas em hospedeiros mamiferos, enquanto epimastigotas e tripomastigotas

metaciclicos replicativos infecciosos infectam o vetor triatomineo (Figura 9) (39).
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Figura 9: Transmissdo pelo vetor e ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.
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A transmissdo pelo vetor se da inicialmente pela penetracdo da membrana mucosa
intacta do olho por tripomastigotas infecciosos e leva a uma reagdo indolor da conjuntiva,
com edema unilateral de ambas as palpebras e linfadenite do ganglio da pré-auricular (sinal de
Romafia); uma picada em qualquer outra parte da pele pode conduzir a uma reacdo no tecido
subcutaneo com edema local e endurecimento, congestdo vascular e infiltracdo celular
(chagoma). As tripomastigotas na célula hospedeira escapam a partir do vacuolo parasitoforo
e sdo libertados para o citoplasma por um mecanismo ndo usual: tripomastigotas
transformam-se em amastigotas esféricas que comegam a replicacao, e quando a célula local
fica inchada com amastigotas, transformam-se de volta para tripomastigotas com crescimento
de flagelos. As tripomastigotas lisam as células infectadas, invadem os tecidos adjacentes e se
espalham através dos vasos linfaticos e da corrente sanguinea para locais distantes,
principalmente células musculares (cardiaca, lisa e esquelética) e as células ganglionares,
onde se submetem a novos ciclos de multiplicacdo intracelular (39).

Durante a fase aguda, todos os tipos de células nucleadas no hospedeiro humano séo
alvos potenciais para a infeccdo. Com o desenvolvimento da resposta imunolégica, 0 numero
de parasitos nos tecidos diminui substancialmente, indicando o fim da fase aguda. No entanto,
uma vez que o parasito ndo é completamente eliminado, a infeccao de tecidos especificos, tais

como o masculo ou ganglio entérico, persiste indefinidamente na vida do hospedeiro (89).
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Quanto a diversidade genética do T. cruzi, em 1999, chegou-se a um consenso sobre as
cepas de T. cruzi e duas linhagens principais foram descritas (90). T. cruzi |, que predomina
no ciclo de transmissao silvestre, aparenta ser menos resistente a drogas tripanocidas, e esta
associado a doenca humana em todos os paises endémicos ao norte da bacia amazonica. T.
cruzi Il, que predomina no ambiente doméstico em todos os paises do Cone Sul,
aparentemente aumentou a resisténcia aos medicamentos tripanocidas e, ao menos no Brasil e
na Argentina, foi comprovadamente relacionado com o dano tecidual causado pela doenca de
Chagas (91). Tcl é o mais abundante e largamente disperso de todas as cepas do T. cruzi nas
Ameéricas. Pode ser encontrado em toda a gama de triatomineos, e podem estar associados
com os ciclos silvigenético e domésticos. A infeccdo humana com Tcl é concentrada no norte

de América do Sul e Central, e esta associada com cardiomiopatia da doenca de Chagas (92).

3.1.6 Diagnostico

Na fase aguda e nas formas cronicas da doenca de Chagas, o diagnostico etioldgico
podera ser realizado pela deteccdo do parasito através de métodos parasitolégicos (diretos ou
indiretos) e pela presenca de anticorpos no soro, através de testes soroldgicos sendo 0s mais
utilizados a Reacao de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), Hemaglutinacdo (HAI) e Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Testes de maiores complexidades como o teste
molecular, utilizando Polymerase Chain Reaction (PCR) e o Western blot (WB) tém
apresentado resultados promissores e poderdo ser utilizados como teste confirmatdrio tanto na
fase aguda como nas formas crénicas da doenca (1).

A grande exigéncia hoje é para um teste rapido com alta sensibilidade, especificidade
e estabilidade para o trabalho de campo e emergéncias do banco de sangue, em diferentes

areas geograficas onde as diferentes cepas e clones de T. cruzi circulam (6).

3.1.6.1 Diagndstico na Fase Aguda

O diagnostico da infeccdo aguda é baseado na deteccdo microscopica de
tripomastigotas no sangue (2). O diagndstico é realizado através dos exames parasitoldgicos

diretos e indiretos. Os exames parasitolégicos possuem uma grande especificidade e
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sensibilidade devido a alta parasitemia presente na fase aguda da doenca. Ja os métodos
parasitologicos de concentracdo tais como micro-hematocrito e teste de Strout sdo indicados
quando o0s exames parasitologicos convencionais apresentam resultados negativos e o
individuo apresenta grandes suspeitas de infeccdo aguda (87). Essas abordagens podem
apresentar sensibilidade entre 80 a 90%. Apesar da elevada producéo de anticorpos da classe
IgM durante a fase aguda, o diagnostico sorologico se torna dificil devido a indisponibilidade
de kits comerciais registrados na ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria) e a
caréncia de controles positivos para IgM (93).

Atualmente, existe a necessidade de desenvolvimento de métodos de diagndsticos
soroldgicos para a fase aguda (identificacdo de IgM), principalmente testes rapidos que
possam ser usados em locais de dificil acesso (93).

3.1.6.2 Diagnéstico na Fase Cronica

O diagndstico da fase crénica tem como base os exames soroldgicos devido a alta
guantidade de anticorpos que existe nesta fase. Assim, 0s exames parasitologicos diretos ou
indiretos ndo sdo recomendados, pois apresentam baixa sensibilidade (94). O Ministério da
Saude preconiza a realizacdo de dois testes sorolégicos de principios metodol6gicos ou
preparacdes antigénicas diferentes, onde os mais recomendados sdo o ELISA, o HAI
(Hemaglutinacdo Indireta) e o RIFI (Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta). Apesar da
elevada sensibilidade e especificidade apresentada por estes testes, algumas desvantagens
podem ser descritas, com relacdo principalmente a dois aspectos: 1) Resultados falso-
positivos, em virtude de determinantes antigénicos comuns entre T. cruzi e outros parasitas; 2)
Resultados inconclusivos, principalmente em bancos de sangue, levando ao descarte
desnecessario de bolsas de sangue. Além disso, alguns empecilhos operacionais também
podem estar envolvidos durante a realizacdo da técnica levando a necessidade de ajuste
técnico e/ou modificacdes nas preparacdes antigénicas ou a utilizacdo de novas abordagens

mais simples e mais eficazes (95).
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3.1.7 Tratamento Clinico

Atualmente, o farmaco de escolha é o Benznidazol (Figura 1). Ele possui capacidade
limitada quanto a cura parasitologica (eliminacdo completa do T. cruzi), sendo mais eficaz no
inicio da infeccdo, mas ndo é limitado aos casos na fase aguda. Em pacientes crénicos, a
resisténcia a esta droga tem sido relatada (96) e em varios estudos observacionais feitas nas
ultimas décadas (97-99), o tratamento com BZD retardou o desenvolvimento e progressédo da
cardiomiopatia em adultos com longa infeccéo crénica (99). Outros problemas relacionados a
utilizacdo do BZD s&o, por exemplo, o grande nimero de efeitos colaterais apresentados
durante a terapia (anorexia, vOmitos, alergias) e o fato do T. cruzi apresentar linhagens
diferentes de acordo com a localizacdo geografica, mostrando, assim, eficacia diferente, além
da grande dificuldade na prescricdo de uma dose adequada (96). O Nifurtimox ndo é utilizado
no pais, em razdo da sua ineficécia e dos seus efeitos adversos (96).

A fase aguda nem sempre € diagnosticada, seja pelas manifestacdes clinicas serem
parecidas com outras patologias ou por desinformacdo das pessoas quanto a doenca e
sintomas chagasicos. Dessa forma, ocorre a passagem para a fase crénica da doenca, cujo
atual tratamento é bastante limitado, configurando entéo a necessidade do desenvolvimento de
novos farmacos eficazes para a doenga em questao.

Até pouco tempo ndo existiam formulacbes pediatricas, apesar do fato de criancas até
12 anos possuirem maiores chances de se beneficiarem com o tratamento, por nao
apresentarem ainda a sintomatologia crénica da doenca. Porém, uma concentracdo pediatrica
do Benznidazol para a doen¢a de Chagas — desenvolvida pelo Laboratério Farmacéutico do
Estado de Pernambuco (LAFEPE), em parceria com a DNDI (Drugs for Neglected Diseases
Initiative - Iniciativa Medicamentos para Doencas Negligenciadas) — ja esta disponivel para
compra via Fundo Estratégico da Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) ou por
contato direto com o laboratorio. O novo medicamento sera utilizado em criangas a partir de
dois anos de idade (100).

Embora a taxa de cura diminua com tempo que um adulto foi infectado com Chagas, o
tratamento com Benznidazol tem demonstrado adiar o aparecimento de doencas do coragédo
em adultos com infeccdo crénica (65). O tratamento da infec¢do crénica em mulheres, antes
ou durante a gravidez, ndo parece reduzir a probabilidade de a doenca ser repassada para 0
bebé. Da mesma forma, ndo estd claro se o tratamento profilatico da infec¢do crénica é

benéfico em pessoas que serdo submetidas a imunossupressao (65).
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3.1.8 Desenvolvimento de Novas Drogas

A industria farmacéutica apresentou, ao longo de sua histdria, um ritmo acelerado de
inovacoes tecnolodgicas que resultaram em um fluxo continuo de novos produtos no mercado.
Essas foram quase sempre implementadas por empresas a partir de elevados investimentos em
pesquisa e desenvolvimento tecnoldgico (P&D), mas em estreita cooperacdo com outras
instituicGes, em geral publicas ou sem fins lucrativos. Entretanto, no periodo entre 1975 e
2004, apenas 1% dos 1.535 novos farmacos registrados foram destinados as doengas tropicais.
Esses dados sugerem que o investimento em P&D de farmacos para doengas negligenciadas €
inadequado, sendo evidenciado pelo fato de o investimento em malaria ser pelo menos 80
vezes menor que o para HIV/ AIDS (101). Como uma das a¢BGes tomadas no objetivo de
intervir nessa situacao, a Iniciativa de Drogas para Doencas Negligenciadas (DNDi) pesquisa
e desenvolve novos tratamentos para as doencas negligenciadas e atualmente, ela tornou
disponiveis dois novos tratamentos para malaria, um para doenca do sono (tripanossomiase
africana), um para leishmaniose visceral, uma combinacdo de drogas contra leishmaniose
visceral especifica para a Asia e um tratamento pediéatrico com dose adaptada para doenca de
Chagas. Outros 12 compostos quimicos estdo em fase de desenvolvimento (102).

Em 2003, sete organizacbes do mundo se uniram para fundar a Iniciativa
Medicamentos para Doencas Negligenciadas (DNDI), que desde o mesmo ano configura-se
como entidade juridica, além de uma organizacdo de pesquisa e desenvolvimento de
medicamentos que ndo visa lucro e que acima de tudo é conduzida pelas necessidades dos
pacientes (104). Das sete organizagdes envolvidas na fundacéo, cinco séo institui¢cdes do setor
publico, uma é organizacdo humanitaria e uma organizacdo internacional de pesquisa, sao
elas: o Instituto Pasteur, Conselho Indiano de Pesquisa Médica, Instituto de Pesquisas
Médicas (Quénia), Médicos Sem Fronteiras, Ministério da Salde (Malésia), Fundagdo
Oswaldo Cruz (Fiocruz — Brasil) e o Programa Especial da OMS para a Pesquisa e
Treinamento sobre Doencas Tropicais (TDR). A DNDI tem como principal objetivo fornecer
até 2018, de 11 a 13 novos tratamentos para a leishmaniose, a doenca do sono (THA), a
doenca de Chagas, a maléria, HIV pediatrico e filarioses.

O mundo académico no plano mundial registra, analogamente, baixo interesse pelas
doencas negligenciadas, a julgar pelo namero de publica¢Ges nos ultimos 40 anos. Doencas
negligenciadas e ndo-negligenciadas com o mesmo numero de anos de vida adaptados a
incapacidade (DALY, Disability-Adjusted Life Year), se trata de um indicador validado pela
OMS, que avalia a prevencéo e prioridades em saude. Esse indicador apresenta 0 nimero de
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publicacbes expressivamente diferentes, nos bancos de dados Web of Science e PubMed.
Enquanto as publicacdes sobre doencas ndo-negligenciadas tiveram ascenséo significativa,
aquelas relativas a doencas negligenciadas registraram discretissimo aumento no periodo
pesquisado (105).

A doenca de Chagas é considerada como extremamente negligenciada, o que ilustra
uma realidade preocupante face as necessidades das popula¢Ges mais pobres e vulneraveis do
planeta (30). As pesquisas por novos farmacos para o tratamento da doenca de Chagas tém
evoluido sensivelmente nas Ultimas décadas, com destaque para o sequenciamento do genoma
do T. cruzi (104) que permitiu a identificacdo de varios genes, muitos deles existentes apenas
no parasita e ndo no homem. Esses estudos recentes tém permitido a identificacdo de alvos
potenciais no T. cruzi e que incluem o metabolismo de esterdis, o ADN e diferentes enzimas
(30).

Através do planejamento de farmacos baseado na estrutura, duas moléculas foram
recentemente desenvolvidas e agora sdo consideradas fortes candidatos a farmacos: K11777,
um derivado peptidil que inibe cruzaina (106), e VNI, um derivado oxadiazol e inibidor de
atividade da 14-a-desmetilase (106, 107), (Figura 10). Elas foram selecionadas para iniciar
ensaios clinicos, no entanto, as chances de qualquer droga que esta em estagio clinico ser
aprovada, sdo baixas. Portanto, o numero de potenciais candidatos a farmacos deve ser

expandido.

Figura 10: Estruturas quimicas do VNI e K11777.
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Fonte: DOYLE, P.S., etal., 2011; VILLALTA, F., et al. 2013.
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3.1.9 Alvos Terapéuticos

Os fatores atuais mais importantes na descoberta de novos farmacos envolvem
isolamento, identificacdo e caracterizagdo de novos compostos, bem como de suas
propriedades moleculares e cinéticas. A validacdo de um novo alvo por método quimico ou
genético tem conduzido, frequentemente, ao estudo da otimizacdo das propriedades
farmacoldgicas e toxicoldgicas de possiveis inibidores para o tratamento da doenca de Chagas
(108, 109).

A anélise genémica e protedmica do protozoario causador da doenca de Chagas, T.
cruzi, datam do ano de 2005 (110). Nestes estudos, houve concomitante analise dos genes e
das proteinas celulares presentes em outros tripanossomatideos patogénicos (110). Estas
determinacGes revelaram novos alvos terapéuticos hipotéticos para o tratamento da doenca,
como a trans-sialidase, a histidina amonio-liase e a urocano hidratase (enzimas capazes de
converter histidina a glutamato no metabolismo do parasito) (110).

Os alvos moleculares da acdo de candidatos tripanocidas dependem do conhecimento
de vérios processos do parasita como, por exemplo, 0s mecanismos de invasdo no hospedeiro.
Enzimas chave estdo também entre os alvos preferidos para o desenvolvimento de novos
farmacos (111).

Os alvos que tém sido explorados para o planejamento racional de farmacos
antichagasicos envolvem a inibicéo seletiva de enzimas fundamentais no desenvolvimento do

parasita, segue alguns deles:

% Tripanotiona redutase, relacionada ao estresse oxidativo.

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

s C14D24,25-esterol metiltransferase, essencial na biossintese de ergosterol.

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

% Cisteina protease (Cruzipaina ou Cruzaina), relacionadas a atividade proteolitica e
penetracdo do parasita na célula do hospedeiro.
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3.1.10 Cisteinas Proteases

Um alvo atraente para o desenvolvimento de drogas, a cruzaina (Figura 10) € a
principal cisteina protease de Trypanosoma cruzi (112, 113), que desempenha um papel
fundamental durante a infecgdo das células hospedeiras, de replicacéo e de metabolismo (114)
e tem sido considerado um alvo importante para o desenvolvimento de novos agentes
tripanocidas (113). Esta enzima faz parte da familia das papainas C1 das cisteino-proteases
com especificidade intermediéria entre as catepsinas L e B, sendo expressa em diferentes
niveis por diferentes estagios do parasita (115).

A cruzaina esta envolvida durante a invasdo do parasita, a diferenciacao e proliferacéo
em células hospedeiras (116). Especificamente, € responsavel pela degradacdo de proteinas da
célula hospedeira e, portanto, contribui para o resultado da infec¢do (117). No que se refere a
identificacdo de inibidores da cruzaina, a maior parte dos esforcos tem sido realizada por meio
da investigacdo de compostos peptidicos, como ureias (118, 119), hidrazonas (120, 121, 122,

123) e tiossemicarbazonas (17, 19).

Figura 11: Representacéo cristalogréafica da Cruzaina.

Fonte: KERR et al., 2009.
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Certo numero de inibidores da cruzaina estruturalmente diversos tem sido relatado.
Recentemente, uma énfase especial tem sido aplicada para identificar inibidores néo
peptidicos. Com base na relacdo bioisostérica conhecida entre ligagdes peptidicas e ureias, 0s
primeiros inibidores ndo peptidicos da cruzaina identificados foram aril-ureias e tioureias, que
exibiram uma afinidade moderada contra cruzaina e atividade antiproliferativa contra culturas
de células amastigotas (17). Ap0s estas constatacdes, tiossemicarbazonas e seus bioisdsteros
pirazolina-1-tiocarboxiamida foram explorados como inibidores potenciais da cruzaina, uma
vez que tioureias e tiossemicarbazonas sdo classicamente consideradas como bioisosteros.
Esta abordagem rendeu agentes altamente eficazes contra a enzima e as culturas de células do
parasito. Inspiradas pela poténcia de tiossemicarbazonas, outras classes de inibidores néo
peptidicos tém sido desenvolvidas, em cima da cruzaina, explorando amidas funcionalizadas,
hidrazonas e triazois/triazinas, N-acilhidrazonas, vinilsulfonas, e chalconas como prototipos
estruturais (13) (Figura 12).

Figura 12: Estruturas de alguns inibidores da cruzaina.
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Fonte: DIAS, L. C., et al, 2009.
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3.1.11 3’-Bromopropiofenona-tiossemicarbazona

Du e colaboradores (2002) realizaram um trabalho que identificou uma nova série de
pequenas moléculas fortemente inibidoras da infeccdo pelo T. cruzi, como promissores
agentes para a terapia anti-tripanossoma (17).

Dentre as tiossemicarbazonas inicialmente obtidas por Du e colaboradores, o
composto 1i (3’-bromopropilfenona-tiossemicarbazona) (Figura 3) apresentou atividade
tripanocida significativa, sem causar toxicidade para células hospedeiras ou problemas de
solubilidade. As células infectadas e tratadas com o composto 1i a 10 uM foram curadas da
infeccdo chagéasica. Para confirmar a atividade tripanocida, as células infectadas foram
tratadas com o composto 1i durante trés semanas e, em seguida, 1i foi removido da cultura de
células. Nenhum parasito foi observado em qualquer um dos sobrenadantes da cultura ou nas
células hospedeiras. As células estavam saudaveis e livres do parasito até o experimento ser
encerrado em 5-6 semanas apo6s infeccdo (17).

Seguindo esta linha, mais de 100 compostos foram desenhados e sintetizados. A
relacdo estrutura-atividade (SAR) foi estabelecida e, muitos andlogos potentes com valores de
Clso na escala nanomolar foram identificados. Oito anéalogos adicionais apresentaram
atividade tripanocida em um ensaio de cultura de células, indicando que ariltiosemicarbazona
¢ uma importante estrutura para a morte dos parasitos. Os estudos cinéticos mostram que estes
séo inibidores dependentes do tempo.

A natureza ndo peptidica desta série, a pequena dimensdo e custo extremamente baixo
de producdo sugerem que esta € uma direcdo promissora para o desenvolvimento de nova

quimioterapia antitripanosoma (17).

3.1.12 Tiossemicarbazonas e 4-Tiazolinonas

Muitos trabalhos tém sido desenvolvidos em cima do ndcleo tiossemicarbazona frente
a atividade anti-T. cruzi (13, 122, 124). Os mecanismos de a¢es vém sendo investigados,
como por exemplo, via inibicdo da cruzaina ou por processo apoptético. De modo geral, a
ligag&o entre aril tiossemicarbazonas com a cruzaina envolve a ligacdo covalente da tioamida
com o aminoacido Cys25, bem como a localizacdo do grupo aril em um bolso hidrofobico
profundo (124).
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Em confirmacdo ao éxito da linha de sintese de Du e colaboradores, que descreveram a
3'-bromopropilfenona-tiossemicarbazona como uns dos mais eficazes inibidores da cruzaina,
com atividade tripanocida em niveis que ndo sdo tdxicos para células de mamiferos (17).,
Gomes e colaboradores sintetizaram tiazdis derivados da 3'-bromopropilfenona-
tiossemicarbazona, tendo o composto PT01.4 (Figura 13), frente a forma tripomastigota,
atividade superior ao Benznidazol (Figura 1), Nifurtimox (Figura 1) e seu composto
protétipo (Figura 3) (125).

Figura 13: Composto PT01.4

Br

Fonte: Do autor.

Tiossemicarbazonas podem ser vistas como bioisdsteros aciclicos e ndo cléassicos de 4-
tiazolinonas (22), e como bioisdsteros aciclicos para 2-pirazolina-1-tiocarboxamidas (20)
(também descritas como potentes inibidores da cruzaina) (20), conforme ilustrado na (Figura
14) (126). Além disso, derivados de 4- tiazolinonas foram descritos como tendo atividade
antitumoral (86), antibacteriana (87), antifingica (88), e como agentes antiprotozoarios (89)
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Figura 14: Tiossemicarbazona ao centro (21) e seus bioisosteros: pirazolina (20) e
tiazolinona (22).

NH, H H
/E\N <_Ar/\N,N\"/NHz —— ArAN’N\(S
~ / <
Ar N S ‘

S N
(20) 2D (22) 0

Fonte: Do autor.

Leite e colaboradores, em estudos prévios, concluiram que compostos da classe das 4-
tiazolinonas sdo ativos contra T. cruzi nos ensaios in vitro, e em concentra¢es nao toxicas
para células de mamiferos (esplendcitos de ratos), e que sua atividade foi comparavel a droga
de referéncia Benznidazol. Logo, essa classe de compostos sdo promissores candidatos a
farmacos tripanocidas (13, 21, 22). Em pesquisas mais recentes, Moreira e colaboradores
comprovaram a atividade anti-T. cruzi das 4-tiazolinonas, esses novos compostos
promoveram a inibicdo da atividade da cruzaina e a proliferacdo das epimastigotas do T.
cruzi, sendo fatais para a forma tripomastigota nos ensaios in vitro em concentragdes nédo
toxicas para esplendcitos de ratos. Nos ensaios in vivo, destacou-se o composto (5), que
conseguiu reduzir a parasitemia sanguinea nos camundongos infectados. Isso indica que as 4-
tiazolinonas sdo novos protétipos estruturais a farmacos antichagasicos (27). A Figura 15
apresenta a estrutura de alguns dos principais prot6tipos estruturais do nosso laboratério,

baseados em 4-tiazolinonas.

Figura 15: Estrutura de alguns dos principais protétipos a farmacos antichagasicos do
nosso laboratorio, baseados em 4- tiazolinonas (27).
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Fonte: Do autor
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Planejamento da Série Quimica

O planejamento quimico das 18 inéditas aril-4-tiazolinonas teve como base o
composto 1i (3’-bromopropilfenona-tiossemicarbazona) (Figura 3) (17), descrito por Du
como potente para a atividade tripanocida e frente a enzima cruzaina. As modificacdes
estruturais escolhidas foram as inserces de substituintes em posicdes estratégicas, como por
exemplo, na posicdo N3 do anel tiazolinona e realizada de maneira racional, uma vez que

obtivemos sucesso em trabalhos anteriores (27).

Figura 16: Emprego do bioisosterismo para o planejamento das aril-4-tiazolinonas.

N X
“ R
— . ~— /7
Bioisosterismo R
Br — Br O

R= H, CH3, C5H5.
Rl = H, CH3, CH2CH3,
CH(CHjs),, CH3CHj;, CgHs.

Fonte: Do autor

O Esquema 1 apresenta a sequéncia das reacfes envolvidas na sintese das aril-4-
tiazolinonas (LR-01 a LR-18). Foram utilizados reagentes economicamente viaveis e 0sS
rendimentos foram considerados satisfatorios (23% a 97%).

Dessa forma, visou-se estabelecer uma analise da relacdo estrutura-atividade (REA), a
confirmagéo da estrutura quimica por meio de RMN **C, RMN 'H, Infravermelho, Anélise
elementar e realizacdo dos ensaios bioldgicos para verificacdo da atividade antichagasica.
Diante do planejamento estrutural realizado, seguimos em direcdo a sintese dos compostos
almejados (LR 01-18).



51

Esquema 1: Rota sintética para obtencéo das aril-4-tiazolinonas (LR 01-18).

0O
H H
A QN N
7 ~
+ HaNQ JI\ R N \n/ R
H H
Int 1-3
Br Br
B
Composto : R R, Composto : R R,
LR01 : H H LR-10  :CH; CH(CHs),
LR02 : H CH; LR11  ‘CH; diMe
LR03 : H CH,CH; LR12  :CH;  Pnh
(Ros | 1 CeMae| [Ria Er M X, N
- . iMe 3 H
LRO6 : H Ph LR15 ! Ph  CH,CH § %r
LRO7 :CHz  H LR16  : ph  CH(CH,), Ry
LR08 iCH; cH LRI7T tph give - N
LR-09 ' CH 3 LR18 7/
. 3 CH,CHs; . Ph Ph R
: : Br O
LR 01-18

Sintese dos compostos LR 01-18. Reagentes e condicdes: a) Diferentes tiossemicarbazidas, em etanol,
iradiacdo por ultrassom, &cido cloridrico (4 gotas), 2-5 horas; b) Acidos e ésteres halogenados, etanol, refluxo,

acetato de sodio, 20-22 horas.

4.2 Obtencdo das moléculas LR 01-18

4.2.1 Sintese dos compostos

A série de tiazolinonas (LR 01-18) parte primeiramente da sintese das
tiossemicarbazonas (Int 1-3) que, por sua vez, sdo obtidas através da reacdo de condensagéo
da respectiva tiossemicarbazida com a 3-bromofenilpropanona, ambas adquiridas

comercialmente (Figura 17).
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Figura 17: Estrutura da 3-Bromofenilpropanona (1) e das tiossemicarbazidas utilizadas (2, 3 e 4).
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Fonte: Do autor.

De acordo com o0 Esquema 2, as reagdes para a sintese das tiossemicarbazonas (Int 1-
3) foram realizadas na presenca de &cido cloridrico (HCI), em etanol, com aquecimento, em
banho de ultrassom. Nestas condi¢des, foi possivel sintetizar trés tiossemicarbazonas (Int-1,
Int-2 e Int-3) com rendimentos satisfatorios, em torno de 75% e com tempo reacional médio
de até 5h.

As tiossemicarbazonas sintetizadas (Int 1-3) foram caracterizadas por técnicas
espectroscopicas (RMN de 'H, RMN de *C e IV). Nos espectros de IV, a auséncia de
absorcdo na regido de estiramento axial de carbonilas (1790-1700 cm™) confirma que a

cetona foi consumida no meio reacional, indicando a formacao da tiossemicarbazona.

Esquema 2: Obtengdo das tiossemicarbazonas (Int-1 e Int-3).

O
NN N N
N N
HNTNYT N X - ~N
S R N R
ﬁ
HCI, Etanol, S
))) 2-5 horas
Br Br
Composto R Rend.
(%)
Int-1 H 68
Int-2 CH; 81
Int-3 CeHs 70
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As aril-4-tiazolinonas (LR 01-18) foram sintetizadas através da reacdo entre a
respectiva tiossemicarbazona (Int 1-3) com os respectivos acetatos o-halogenados. Estas
reagOes foram realizadas em etanol absoluto, com excesso de acetato de sodio anidro, sob
refluxo e agitacdo magnética. As reacBes foram acompanhadas por CCD, mostrando o

consumo dos materiais de partida (as tiossemicarbazonas) apds cerca de 20 horas de reacéo.

Esquema 3: Reacdo da série LR 01-18.

Br

XN s X, N S Ry
—_—
Y Rl %
INLES N\H
R R O\ e}
Br QO Br

S X N S
ﬁ/ f o w N Y ]
~ —~——— 1
/'\i /N
A R

o o}

Reagentes e condicGes: &cidos e ésteres halogenados em etanol, refluxo, acetato de sédio, 20-22 horas

Os produtos obtidos tiveram rendimentos de 23% a 97%, ap0s recristalizagdo, quando
necessaria, em tolueno. Os sdlidos obtidos variavam de cores amareladas & brancas. Os
substituintes, rendimento e Ponto de fuséo (PF) das aril-4- tiazolinonas (LR 01-18) estdo

listadas na Tabela 2.
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Tabela 2: Descri¢do dos substituintes, rendimento (%) e Ponto de fusdo (PF) das aril-4-tiazolinonas (LR

01-18) e tiossemicarbazonas (Int 1-3).

Rl
)\n,oa
H Br
N ,H I:I. O > N IS
N ‘n’ R — N \Y(Rl
S AcO-Na+, N
Etanol R'
Br 2R§;‘Lluxo, 18- Br (0]
Int 1-3 LR 01-18
R: Cédigo | PF (°C) r"(‘f,/r;‘)j
H LR-01 | 142°C 23
N . CHs LR-02 | 119°C 52
N7 Y o CH (CHs), | LR-03 | 116°C 60
N\g/ : CH,CH; | LR-04 | 135°C | 96
e CHsCH; | LR-05 | 162°C 94
! o CeHs LR-06 | 189°C 88
R: Cddigo | PF (°C) | Rend.
> N s (%)
N \\( R, H LR-07 | 129°C [ 76
N CHs LR-08 | 120°C | 97
el CH(CHs), | LR-09 | 189°C | 71
! o) CH,CH; | LR-10 | 136°C | 94
CHsCH; | LR-11 | 133°C | 31
CeHs LR-12 | 130°C | 92
R1 Cadigo PF Rend.
9] (%)
X N S H LR-13 | 170°C 61
N Y R, CHs LR-14 | 141°C 68
N CH (CHs), | LR-15 | 121°C 96
CH,CH; | LR-16 | 159°C 67
B ¢ CHsCH; | LR-17 | 122°C 40
CeHs LR-18 | 185°C 61
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Assim como as tiossemicarbazonas (Int 1-3), as aril-4-tiazolinonas (LR 01-18) foram

caracterizadas por técnicas espectrométricas (RMN de *H e °C, IV).

Quanto a caracteristicas espectroscopicas dos compostos (LR 01-18), é perceptivel a
presenca de absorcOes na regido de estiramento axial de carbonilas nos espectros de 1V,
confirmando a formacdo do anel tiazolinona. O sinal referente ao carbono da carbonila foi

também localizado no RMN de *C.

A andlise do espectro de IV (Figura 18) permite-nos observar a presenca do
estiramento de C=0, em 1716.51 cm™, confirmando a formacdo do anel 4-tiazolinona. Além

dos estiramentos na frequéncia de 1611 e 1573 cm™ , caracteristicos da ligagdo (C=N).

Figura 18: Exemplo de espectro de IV referente ao composto LR-08.
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A Figura 19 apresenta um exemplo de espectro de RMN *H para a série LR
(composto LR-08), onde foi constatada a presenca de um tripleto em 1.05 ppm, integrando
para trés hidrogénios, referente ao grupo metila ligado ao metileno. O grupamento metileno é
confirmado pela localizagdo de um quadrupleto em 3.1 ppm, integrando para dois
hidrogénios. Em 1.5 ppm, tem-se um dubleto que caracteriza a metila ligada ao metino do
anel tiazolinona, integrando para trés hidrogénios, sendo este metino caracterizado em 4.2
ppm por um quadrupleto e integrando para um hidrogénio. Em 3.3 ppm, ha um singleto
caracteristico da metila ligada ao nitrogénio presente no anel tiazolinona e 0s sinais entre 7.4

ppm e 7.9 ppm, séo referentes aos hidrogénios do anel aromético.
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Figura 19: Espectro de RMN *H da molécula LR-08.
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A Figura 20 exemplifica 0 RMN *3C, do composto LR-08, utilizado como referéncia.
O pico em 175.2 ppm corresponde ao carbono da carbonila (C=0). O pico em 165.0 ppm,
corresponde ao carbono da ligacdo S-C=N do anel tiazolinona, enquanto que 163.3 ppm
corresponde ao carbono C=N alifatico. Os picos entre 138.7 ppm e 122.1 ppm correspondem
aos carbonos do anel aromatico. Em 41.2 ppm, ha o C5 do anel tiazolinona, em 29.5 ha o CHj3
ligado a0 N3 do anel tiazolinona e, por fim, 18.6 ppm e 11.4 ppm ao CH; e CHs,
respectivamente, do grupo etil da molécula (LR-08).
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Figura 20: Espectro do RMN C* da molécula LR-08.
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4.3 Atividade Farmacoldgica

As aril-4-tiazolinonas (LR 01-18) sintetizadas, bem como as tiossemicarbazonas (Int
1-3) foram inicialmente avaliadas, in vitro, quanto as propriedades tripanocidas. As formas
evolutivas testadas foram a tripomastigota e amastigota da cepa Tulahuen do T. cruzi, que
expressam beta-galactosidase e, posteriormente, foram obtidos os valores de Clsg (uM).

Os compostos foram testados segundo o modelo descrito por Romanha A.J. et al
(127), onde ¢ estabelecido as linhagens de cultura de células de mamiferos, as linhagens e
formas do parasita, a utilizacdo de procedimentos automatizados, as determinacdes de Clsg,
indice de seletividade (I1S) e comparacdo com os dados in vitro do BZD.

Quanto a seletividade, os compostos (Int 1-3 e LR 01-18) foram testados em ensaios
com células murinas e o efeito na viabilidade celular (toxicidade) destes compostos em
fibroblastos L929 foi avaliado. Sendo um ensaio de viabilidade celular, os fibroblastos foram
incubados na presenca dos compostos (LR 01-18) por noventa e seis horas. Os valores de Cls

(em uM) foram determinados.
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Para fins de enriquecimento deste trabalho, também estd sendo desenvolvida a
atividade tripanocida frente a forma evolutiva epimastigota, de maneira a complementar com
0s resultados aqui expostos. Na dependéncia desses resultados, seguiremos ainda com o teste
de inibicdo da atividade catalitica da enzima cruzaina pelos compostos (LR 01-18), com o

intuito de identificar o mecanismo de a¢do dos mesmos.

4.3.1 Avaliacdo in vitro das atividades tripanocidas

As tiazolinonas deste trabalho tiveram como protétipo estrutural o composto 1i, (3’-
bromopropilfenona-tiossemicarbazona (Figura 3), previamente descrito como potente agente
antichagasico in vitro (17). Explorou-se a utilizacdo de substituintes nas posicoes N3 e C5,
obtendo os compostos LR 01-18. Apds a caracterizacédo estrutural de todos esses compostos, a
toxicidade celular e atividade antiparasitaria foram determinadas.

Estes compostos foram testados frente as formas evolutivas amastigotas e
tripomastigotas da cepa Tulahuen do T. cruzi, com determinacédo dos valores de Clsp em puM.
O BZD foi utilizado como farmaco de referéncia. Realizou-se também a determinacdo da
toxicidade celular em fibroblastos L929, com determinacédo da I1Csy expresso em puM.

Para efeito de comparacdo da atividade farmacoldgica, as aril-tiossemicarbazonas (Int
1-3) também foram testadas frente ao T. cruzi e a células de mamiferos. A Tabela 3 apresenta
os resultados da avaliacdo farmacoldgica in vitro das propriedades tripanocidas e da
toxicidade em fibroblastos L929 para as aril-tiossemicarbazonas (Int 1-3) e aril-4-tiazolinonas
(LR 01-18).
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Tabela 3: Citotoxicidade e atividade tripanocida da série LR 01-18 e seus intermediérios (Int 1-3).

Atividade

e Cls, Fibroblastos® IS

Cddigo R R, (M) UM (Citotox./
(Cepa L929) IC5, amast.)
\N/H\”/H\R Ny oS
1 N R,
| T
Int1-3 Rl/
B | LR01-18 o

Int-1 H - 5.73 69,88 12.20
Int-2 CH; - 50.96 266,47 5.23
Int-3 Ph - 88.88 110,41 1.24
LR-01 H H - - Inativo
LR-02 H CH; 79.94 235.13 2.94
LR-03 H CH,CH; - - Inativo
LR-04 H CH(CHjy), - - Inativo
LR-05 H diMe 13.27 225.82 17.02
LR-06 H Ph 89.23 198.85 2.23
LR-07 CH; H 12.20 117.56 9.64
LR-08 CH; CH; 2.46 56.45 22.99
LR-09 CH; CH,CHj; - - Inativo
LR-10 CH, CH(CHj3), 79.25 523.12 6.60
LR-11 CH; diMe 175.13 217.22 1.24
LR-12 CH; Ph - - Inativo
LR-13 Ph H - - Inativo
LR-14 Ph CH; - - Inativo
LR-15 Ph CH,CH; - - Inativo
LR-16 Ph CH(CHa), 48.38 11251 2.33
LR-17 Ph diMe 168.23 185.89 1.10
LR-18 Ph Ph - - Inativo
BZD - - 21.90 2401.72 109.65

! Concentragdo do composto que reduz em 50% o crescimento parasitario das formas amastigotas e tripomastigotas ;
2 Concentracdo do composto que induz 50% de morte celular (L929); 3 Cls, do composto sobre as células dividido
pelo Cls, do composto sobre o parasita. Os valores de Cls, foram calculados através de interpolacéo linear.

Dentre os 21 compostos submetidos ao ensaio biologico, quatro apresentaram
atividade tripanocida superior ao BZD, sendo um composto intermediario (Int 1) e trés
compostos ciclicos (LR-05, LR-07 e LR-08).

Primeiramente, acerca da atividade antiparasitaria dos trés compostos intermediarios,
foi possivel identificar o composto Int 1 com atividade superior ao BZD. Esse composto ndo

apresenta substituintes na posi¢do N4. Observou-se que a inser¢do de um grupo metila (Int-2)
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em N4 foi prejudicial a atividade tripanocida e que a substituicdo por uma fenila (Int-3) foi
ainda mais deletéria, nos indicando que o aumento do volume do substituinte na posi¢cdo N4
ndo é benéfico. Quanto a citotoxicidade desses compostos intermediérios, nota-se que o
composto Int 2 apresentou o melhor resultado dentre eles, indicando que a presenca de um
volume intermediario no substituinte em N4 é benéfico para a toxicidade.

Sobre a ciclizagdo dessas moléculas frente a atividade tripanocida, pode-se comparar
0s casos em que os compostos ciclicos apresentaram melhores resultados que 0s seus
compostos intermediarios. Os compostos LR-07 e LR-08, que possuem uma metila na
posicdo N3, foram cerca de 3 e 17 vezes mais ativo, respectivamente, que o seu intermediario
Int 2 e 0 composto LR-16, que possui uma fenila em N3, também foi quase duas vezes mais
ativo que o seu intermediéario Int 3.

Uma andlise para 0s compostos substituidos na posicdo N3 do anel tiazolinona, nos
mostra que a subsérie com a presenca de uma metila (LR-07 a LR-12) foi a mais ativa. A
subsérie com a presenca de uma fenila (LR-13 a LR-18) ndo mostrou incremento de
atividade. Para os compostos ndo substituidos nesta posicdo, destaca-se 0 composto LR-05,
que apresentou atividade ligeiramente melhor que o BZD, enguanto que os demais ndo
apresentaram atividades significativas.

Quanto a substituicdo em C5 do anel tiazolinona, de modo geral, a insercao de grupos
alquila pouco volumosos, como por exemplo, o substituinte dimetilado, foi benéfica para
atividade tripanocida.

Ainda sobre a atividade tripanocida, os compostos LR-05, LR-07 e LR-08
apresentaram atividade superior que o BZD, com destaque para molécula LR-08 que chegou
a ser cerca de 9 vezes mais potente. Sua caracteristica estrutural é a presenca de uma metila
em N3 e outra metila em C5, mais uma vez, sugerindo que a insercdo de grupos alquila pouco
volumosos foram benéficas.

Quanto a toxicidade, todos os compostos derivados do Int-1 tiveram a toxicidade
reduzida ap0ds a ciclizacdo, corroborando com os dados obtidos anteriormente pelo nosso
grupo de pesquisa (125). De uma forma geral, os compostos testados (LR 01-18)
apresentaram toxicidade maior que o BZD para a linhagem celular em questdo (fibroblastos
L929).

A respeito do indice seletividade (IS), destacam-se os compostos LR-08 que é 22.9
vezes mais seletivo para o parasito que para células de mamiferos e o LR-05 e 17.0 vezes
mais seletivo. Essas duas moléculas evidenciam que a ciclizagdo também foi benéfica para

seletividade.
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Uma observacdo importante a ser feita, € quanto as propriedades estabelecidas
segundo a Regra de Lipinski (128). Ela estabelece os seguintes parametros para obtengéo de
boas propriedades farmacocinéticas e desenvolvimento de medicamentos:

¢+ Coeficiente de Log de P (C logP) < 5;

¢+ Numero de doadores de ligacéo de hidrogénio < 5;
¢ Numero de receptores de ligacdo de hidrogénio < 10

%+ Peso molecular < 500.

Um composto que satisfaz, ao menos, trés dos quatro critérios adere a regra de
Lipinski. Sendo assim, todos os compostos desta seérie (LR 01-18) obedecem a regra descrita

acima (Tabela 4).

Tabela 4: Regra de Lipinski aplicada para os compostos LR 01-18.

Compostos PM ClogP N°dedoadores de N°de aceptoresde N°de

ligacdo de ligacdo de critérios
hidrogénio hidrogénio atendidos
Regra <500 <5 <5 <10 No minimo 3

LR-01 326.21 2.79 1 3 Todos
LR-02 340.24  3.36 1 3 Todos
LR-03 354.27 3.88 1 3 Todos
LR-04 368.29  4.25 1 3 Todos
LR-05 353.01 3.79 1 3 Todos
LR-06 401.01  4.73 1 3 Todos
LR-07 339.0 3.01 0 3 Todos
LR-08 353.01 3.58 0 3 Todos
LR-09 367.03 4.11 0 3 Todos
LR-10 381.05  4.47 0 3 Todos
LR-11 367.03 4.02 0 3 Todos
LR-12 415.03  4.95 0 3 Todos
LR-13 401.01 4.67 0 3 Todos
LR-14 415.03 5.24 0 3 3
LR-15 429.05 5.76 0 3 3
LR-16 443.06 6.13 0 3 3
LR-17 429.05 5.67 0 3 3
LR-18 477.05 6.61 0 3 3

Dados obtidos via www.chemicalize.org | Adaptado pelo autor.

Por fim, foi possivel identificar as aril-4-tiazolinonas LR-05, LR-07 e LR-08 como as
mais potentes da série, uma vez que apresentam propriedades tripanocidas superiores ao BDZ

e gue este trabalho demonstra mais uma vez o potencial anti-T.cruzi de compostos sintéticos


http://www.chemicalize.org/
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contendo a porcdo tiossemicarbazona e seus bioisosteros ciclicos em sua estrutura, estando

assim em concordancia com os relatos da literatura.



5. Parte Experimental
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Parte Quimica

5.1.1 Generalidades

Os reagentes quimicos foram adquiridos da Acros Organics, Fluka, Vetec ou Sigma-
Aldrich, enquanto que os solventes foram provenientes da Vetec ou Dinamica. Os solventes
deuterados (DMSO-ds) sdo da marca Sigma-Aldrich. As tiossemicarbazidas foram adquiridas
também pela Sigma-Aldrich.

As reacbes foram acompanhadas por cromatografia de camada delgada (CCD)
utilizando silica-gel 60 contendo indicador fluorescente F,s4. As placas cromatograficas foram
visualizadas em uma lampada ultravioleta (com duplo comprimento de onda 365 ou 254nm).

As reacOes mediadas por irradiacdo no ultrassom foram realizadas em um ultrassom
modelo Unique EM-804 TGR usando frequéncia de 40 KHz (180 W), com a utiliza¢éo de seu
aquecimento, em torno de 40°C.

Os pontos de fusdo foram medidos em capilares usando um aparelho de Thomas
Hoover.

Para todos os compostos foram feitas as analises de RMN (*H e **C) e DEPT. Os
espectros de RMN *H e **C foram adquiridos nos instrumentos Varian modelo Unity Plus
(400 MHz para *H; 100 MHz para **C) ou Bruker AMX (300 MHz para 'H e 75.5 MHz para
o C), usando o tetrametilsilano como padrdo interno. A multiplicidade dos sinais nos
espectros de RMN 'H foram designadas da seguinte forma: s / singleto; d / dubleto; t /
tripleto; q / quarteto.

Para os espectros no infravermelho, utilizou-se o instrumento Bruker (Modelo IFS 66)
usando pastilhas de KBr.
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5.2 Metodologia de Sintese e Dados Espectroscépicos

52.1 Sintese do composto intermediario Int 1 (E)-2-(1-(3-
bromofenil)propilideno)hidrazinacarbotioamida:

A NH NH,
N/ T

S

Br

Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 2.12 mmol (0,45 g) da 3-
bromopropilfenona, 2.12 mmol (0,23 g) de tiossemicarbazida, 5 mL de etanol e 6 gotas de
acido cloridrico. A mistura foi mantida sob irradiacdo no ultrassom, com aquecimento, por 3
horas. Posteriormente, adicionou-se dgua destilada e o precipitado formado foi guardado em
geladeira, sendo filtrado em funil sinterizado, lavado com etanol e deixado no dessecador sob
VAcuo.

Cristais amarelos; P.F: 143°C; Rend.: 68% ; Rf = 0,71 (Hexano / Acetato de etila 8:2).

IV, principais sinais: 3416 (NH), 3202 e 3147 (NH,), 1598 (C=N) cm™.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): 1.0 (t, 3H, CHs), 2.8 (q, 2H, CHy), 7.3 (t, 1H, Ar), 7.5
(d, 1H, Ar), 7.8 (d, 1H, Ar), 8.0 (s largo, 2H, NH5), 8.1 (s, 1H, Ar), 8.3 (s, 2H, NH,), 10.4 (s,
1H, NH).

RMN de **C (75.5 MHz, DMSO-dg): & 10.8 (CH3), 19.1 (CH,), 122.0 (CH, Ar), 125.7 (CH,
Ar), 129.0 (CH, Ar), 130.3 (CH, Ar), 133.0 (CH, Ar), 136.2 (CH, Ar), 150.2 (C=N), 179.1
(C=S).
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522 Sintese do composto intermediario Int-2, (E)-2-(1-(3-
bromofenil)propilideno)-N-metil hidrazinacarbotioamida

\ NH NHCH
N/ T 3

S

Br

Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 2.12 mmol (0,45 ¢g) da 3-
bromofenilpropanona, 2.12 mmol (0,26 g) de 4-metil-3-tiossemicarbazida, 5 mL de etanol e 6
gotas de &cido cloridrico. A reacdo foi mantida sob irradia¢do no ultrassom, com aquecimento
por 3 horas. Posteriormente, adicionou-se agua destilada e o precipitado formado foi guardado
em geladeira, sendo filtrado em funil sinterizado, lavado com agua e deixado no dessecador
sob vacuo. O produto foi recristalizado em tolueno a quente.

Cristais amarelos; PF: 146°C; Rend.: 81% ; Rf = 0,72 (Hexano / Acetato de etila 8:2).

IV, principais sinais: 3290 e 3192 (NH), 1551 (C=N) cm™.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): & 1.0 (t, 3H, CH3), 2.8 (g, 2H, CH,), 3.4 (d, 3H, CHs-
NH), 7.5 (t, 1H, Ar), 7.6 (d, 1H, Ar), 7.9 (d, 1H, Ar), 8.1 (s, 1H, Ar), 8.5 (s largo, 1H, NH),
10.4 (s largo, 1H, NH).

RMN de **C (75.5 MHz, DMSO-dg): 6 10.7 (CHs), 19.1 (CHy), 31.1 (N-CH3), 122.1 (CH,
Ar), 125.7 (BrC, Ar), 127.2 (CH, Ar), 130.4 (CH, Ar), 131.7 (CH, Ar), 138.8 (C, Ar), 149.9
(C=N), 178.6 (C=S).
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523 Sintese do composto intermediario Int-3, (E)-2-(1-(3-
bromofenil)propilideno)-N-fenil hidrazinacarbotioamida

H
NH N
\N/ \“/

S

Br

Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 2.12 mmol (0,45 g) da 3-
bromofenilpropanona, 2.12 mmol (0,26 g) de 4-metil-3-tiossemicarbazida, 5 mL de etanol e 6
gotas de &cido cloridrico. A reacdo foi mantida sob irradia¢do no ultrassom, com aquecimento
por 3 horas. Posteriormente, adicionou-se dgua destilada e o precipitado formado foi guardado
em geladeira, sendo filtrado em funil sinterizado, lavado com agua e deixado no dessecador
sob vécuo. O produto foi recristalizado em tolueno a quente.

Cristais amarelados; PF: 151°C; Rend.: 70% ; Rf = 0,60 (Hexano / Acetato de etila 8:2).

IV, principais sinais: 3307 e 2971 (NH), 1522 (C=N) cm™.

RMN de *H (300 MHz, DMSO-de): 8 1.1 (t, 3H, CH3), 2.9 (q, 2H, CHy), 7.2 (t, 1H, Ar), 7.4
(t, 3H, Ar), 7.6 (m, 3H, Ar), 7.9 (d, 1H, Ar), 8.2 (s, 1H, Ar), 10.1 (s, 1H, NH), 10.7 (s, 1H,
ArNH).

RMN de **C (75.5 MHz, DMSO-dg): & 10.8 (CHs), 19.4 (CH,), 122.0 (CH, Ar), 125.4 (CH,
Ar), 125.9 (BrC, Ar), 126.1 (CH, Ar), 128.0 (CH, Ar), 129.2 (CH, Ar), 130.3 (CH, Ar), 131.9
(CH, Ar), 138.6 (C, Ar), 139.1 (C-N, Ar), 151.1 (C=N), 177.2 (C=S).
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5.2.4 Sintese do composto LR-01, (E)-2-((E)-(2-(3-
bromofenil)propilideno)hidrazona)tiazolidin-4-ona:

S

SN

HN

Br

Sob agitacdo magnética: Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 2.12 mmol
(0,60 g) do composto (Int 1), 20 mL de etanol e 8.48 mmol (0,72 g) de acetato de sddio
anidro. Apos aquecimento de aproximadamente 15 minutos, foram adicionados 4.24 mmol
(0,61 g) de bromoacetato de etila e a reagéo foi entdo mantida sob refluxo (90 °C) durante 20
horas (monitorada por CCD). Apds esse periodo, um precipitado de colora¢do branca foi
obtido. Guardou-se na geladeira por trés dias e, posteriormente, o p6 foi separado do
sobrenadante em funil de Bichner com filtro sinterizado, lavado com etanol e depois
transferido para o dessecador sob vacuo. Recristalizado em tolueno a quente. O produto
apresentou aspecto amorfo.

Composto de coloragédo branca; PF: 142 °C; Rend.: 23%; Rf: 0,66 (Tolueno / Acetato de etila
7:3).

IV, principais sinais: 3201 (NH), 1601 (C=0), 1507 (C=N) cm™.

RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): 1.0 (t, 3H, CHs), 2.9 (g, 2H, CH,), 3.9 (s, 2H, CH,), 7.4
(t, 1H, Ar), 7.6 (d, 1H, Ar), 7.6 (d, 1H, Ar), 7.9 (s, 1H, Ar) e 11.7 (s, 1H, NH).

RMN de 2°C (75.5 MHz, DMSO-dg): 11.6 (CHs), 20.7 (CH), 32.8 (CH,, heterociclo), 122.0
(CH, Ar), 125.6 (BrC, Ar), 128.9 (CH, Ar), 130.7 (CH, Ar), 132.3 (CH, Ar), 138.8 (C, Ar),
163.5 (C=N), 165.6 (S-C=N), 173.9 (C=0).
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5.2.5 Sintese do LR-02, (E)-2-((E)-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazona)-5-
metiltiazolidin-4-ona

SN

HN

Br

Sob agitacdo magnética: Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 2.12 mmol
(0,67 g) do composto (Int 1), 20 mL de etanol, 8.48 mmol (0,69 g) de acetato de s6dio. Apos
aquecimento de aproximadamente 15 minutos, foram adicionados 4.24mmol (0,66 g) de 2-
bromopropionato de metila e a reacdo foi entdo mantida sob refluxo (90 °C) durante cerca de
20 horas (monitorada por CCD). Ap0s esse periodo, um precipitado de coloragdo amarelada
foi obtido. Guardou-se na geladeira por dois dias e, posteriormente, o precipitado foi separado
do sobrenadante em funil de Bichner com filtro sinterizado, lavado com etanol e depois
transferido para o dessecador sob vacuo.

Composto amarelo escuro; PF: 119 °C; Rend.: 52% ; Rf: 0,68 (Tolueno / Acetato de etila
8:2).

IV, principais sinais: 3409 (NH), 1722 (C=0), 1565 (C=N) cm™.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): 0.98 (t, 3H, CHs), 1.5 (q, 2H, CH,), 1.7 (d, 3H, CHs
heterociclo), 3.1 (g, 1H, CH heterociclo), 7.3 (t, 1H, Ar), 7.48 (d, 1H, Ar), 7.7 (d, 1H, Ar), 7.9
(s, 1H, Ar), 11.5 (s, 1H, NH).

RMN de *3C (75.5 MHz, DMSO-dg): 11.6 (CHs), 19.7 (CH,), 24.8 (CHs, heterociclo), 36.6
(CH, heterociclo), 122.4 (CH, Ar), 124.9 (BrC, Ar), 126.2 (CH, Ar), 129.4 (CH, Ar), 130.8
(CH, Ar), 133.2 (C, Ar), 150.6 (C=N), 154.9 (S-C=N), 179. 9 (C=0).
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5.2.6 Sintese do LR-03, (E)-2-((E)-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazona)-5-
etil tiazolidin-4-ona:

\N/N\(S

HN
Br

Sob agitacdo magnética: Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 2.12 mmol
(0,61 g) do composto (Int 1), 20 mL de etanol, 8.48 mmol (0,70 g) de acetato de sddio anidro.
Apdbs aquecimento de aproximadamente 15 minutos, adicionou-se 4.24 mmol (0,71 g) de
acido 2-bromobutilico e a reacdo prosseguiu sob refluxo (90 °C) durante 20 horas (monitorada
por CCD). Um precipitado de coloragdo amarela foi obtido. Guardou-se em geladeira por trés
dias e, posteriormente, o pd foi separado do sobrenadante em funil de Blchner com filtro
sinterizado, lavado com etanol e depois colocado no dessecador sob vacuo. O produto foi
purificado por recristalizacdo em tolueno a quente.

P6 amarelado; PF: 116 °C; Rend.: 60% ; Rf: 0,70 (Tolueno / Acetato de etila 8:2).

IV, principais sinais: 1714 (C=0), 1613 (C=N) cm™.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): 0.8 (t, 3H, CHs), 0.9 (t, 3H, CH3), 1.8 (m, 2H, CH,), 2.9
(g, 2H, CHy), 4.1 (t, 1H, CH heterociclo), 7.3 (t, 1H, Ar), 7.6 (d, 1H, Ar), 7.8 (d, 1H, Ar), 7.9
(s, 1H, Ar), 11.8 (s, 1H, NH).

RMN de °C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): 10.4 (CHs), 11.6 (CHs), 20.6 (CH,), 25.4
(CHy), 49.2 (CH heterociclo), 122.0 (CH, Ar), 125.5 (BrC, Ar), 128.8 (CH, Ar), 130.7 (CH,
Ar), 132.1 (CH, Ar), 138.9 (C, Ar), 163.0 (C=N), 165.2 (S-C=N), 176.8 (C=0).
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5.2.7 Sintese do LR-04, (E)-2-((E)-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazona)-5-
isopropiltiazolidin-4-ona:

S

SN

HN
Br

Sob agitacdo magnética: Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 2.12 mmol
(0,66 g) do composto (Int 1), 20 mL de etanol, 8.48 mmol (0,695 g) de acetato de sédio
anidro. Ap6s aquecimento de aproxidamente 15 minutos, foram adicionados 4.24 mmol (0,77
g) de &cido 2-bromo-3-metilbutilico e a reacdo prosseguiu sob refluxo (90 °C) durante cerca
de 20 horas (monitorada por CCD). Apoés esse periodo, um precipitado de coloracdo amarela
foi sintetizada. Guardou-se na geladeira por um dia e, posteriormente, filtrou-se em funil de
Buchner com filtro sinterizado, lavado com etanol e depois transferido para o dessecador sob
VAcuo.

P& levemente amarelado; PF: 135 °C; Rend.: 96% ; Rf: 0,74; (Tolueno / Acetato de etila 8:2).

IV, principais sinais: 3421 (NH), 1708 (C=0), 1613 (C=N) cm™.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): & 0.9 (t, 3H, CHs), 1.0 (g, 2H, CH,), 1.1 (d, 3H, CHs),
1.3 (d, 3H, CHs), 2.4 (d, 1H, CH), 4.1 (d, 1H, CH heterociclo), 7.3 (t, 1H, Ar), 7.5 (d, 1H, Ar),
7.7.(d, 1H, Ar), 7.9 (s, 1H, Ar), 11.7 (s, 1H, NH).

RMN de *C (75.5 MHz, DMSO-dg): & 11.6 (CH3), 16.4 (CH3), 17.8 (CHs), 20.7 (CH,), 22.8
(CH), 56.1 (CH heterociclo), 121.9 (CH, Ar), 125.3 (BrC, Ar), 128.5 (CH, Ar), 130.6 (CH,
Ar), 131. 6 (CH, Ar), 139.4 (C, Ar), 160.6 (C=N), 160.4 (S-C=N), 172.2 (C=0).
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5.2.7 Sintese do LR-05, (E)-2-((E)-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazona)-
5,5-dimetiltiazolidin-4-ona:

S

SN

HN

Br

Sob agitacdo magnética: Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 2.12 mmol
(0,60 g) do composto (Int 1), 20 mL de etanol, 8.48 mmol (0,70 g) de acetato de sédio anidro.
Apbs aquecimento de aproximadamente 20 minutos, adicionou-se 4.24 mmol (0,70 g) de
acido o-bromo isobutilico e a reacdo prosseguiu sob refluxo (90 °C) durante 22 horas
(monitorada por CCD). Um precipitado de coloracdo levemente amarelado foi obtido.
Guardou-se em geladeira por cinco dias e, posteriormente, o p6 foi separado do sobrenadante
em funil de Buchner com filtro sinterizado, lavado com etanol e depois colocado no
dessecador sob vacuo. O produto foi purificado por recristalizacdo em tolueno a quente.

P amarelado; PF: 162 °C; Rend.: 94% ; Rf: 0,45 (Hexano / Acetato de etila 8:2).

IV, principais sinais: 1712 (C=0), 1615 (C=N) cm™.

RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): 1.1 (t, 3H, CHs), 1.7 (s, 6H, CH3), 2.9 (g, 2H, CH,), 7.2
(t, 1H, Ar), 7.5 (d, 1H, Ar), 7.7 (d, 1H, Ar), 7.9 (s, 1H, Ar), 11.6 (s largo, 1H, NH).

RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): 11.8 (CHs), 22.0 (CH,), 28.0 (CH3, CHs,
heterociclo), 49.6 (C, heterociclo), 122.0 (CH, Ar), 122.8 (BrC, Ar), 123.3 (CH, Ar), 129.9
(CH, Ar), 130.0 (CH, Ar), 133.1 (C, Ar), 161.7 (C=N), 166.2 (S-C=N), 175.1 (C=0).
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5.2.8 Sintese do LR-06, (E)-2-((E)-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazona)-5-
feniltiazolidin-4-ona:

\N/N\(S

HN

Br

Sob agitacdo magnética: Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 2.12 mmol
(0,60 g) do composto (Int 1), 20 mL de etanol, 8.48 mmol (0,70 g) de acetato de sddio anidro.
Apo6s aquecimento de aproximadamente 15 minutos, adicionou-se 4.24 mmol (0,84 g) de 2-
cloro-2-fenilacetato de etila e a reacdo prosseguiu sob refluxo (90 °C) durante 22 horas
(monitorada por CCD). Um precipitado de coloracdo amarelo foi obtido. Guardou-se em
geladeira por dois dias e, posteriormente, o p6 foi separado do sobrenadante em funil de
Buchner com filtro sinterizado, lavado com etanol e depois colocado no dessecador sob
vacuo.

P6 amarelado; PF: 189°C; Rend.: 88% ; Rf: 0,67 (Hexano / Acetato de etila 8:2).

IV, principais sinais: 1709 (C=0), 1619 (C=N) cm™.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg): 1.0 (t, 3H, CHs), 2.9 (q, 2H, CH.), 5.4 (s, 1H, CH
heterociclo), 7.1 (m, 5H, Ar), 7.5 (t, 1H, Ar), 7.6 (d, 1H, Ar), 7.7 (d, 1H, Ar), 7.9 (s, 1H, Ar).

RMN de ®C e DEPT (755 MHz, DMSO-dg): 11.6 (CHs), 20.7 (CHp), 51.1 (CH
heterociclo), 122.0 (CH, Ar), 125.2 (BrC, Ar), 125.6 (CH, Ar), 128.0 (CH, Ar), 128.1 (CH,
Ar), 128.4 (CH, Ar), 128.8 (CH, Ar), 128.9 (CH, Ar), 130.7 (CH, Ar), 132.3 (C, Ar), 138.7
(C=N), 163.4 (S-C=N), 175.3 (C=0).
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5.2.9 Sintese do LR-07, (E)-2-((E)-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazona)-3-

metiltiazolidin-4-ona:
N S
\N/ \(
/N
(@)

Sob agitacdo magnética: Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 2.12 mmol
(0,64 g) do composto (Int 2), 20 mL de etanol, 8.48 mmol (0,70 g) de acetato de sédio. Apos

Br

aquecimento de aproximadamente 15 minutos, foram adicionados 4.24 mmol (0,61 g) de
bromoacetato de etila e a reagdo foi entdo mantida sob refluxo (90 °C) durante 22 horas
(monitorada por CCD). Ap0s esse periodo, um precipitado de coloracédo alaranjada foi obtido.
Guardou-se na geladeira por dois dias e, posteriormente, o p6 foi separado do sobrenadante
por meio de filtracdo em funil de Biichner e sinterizado, lavado com etanol e depois
transferido para o dessecador sob vacuo.

Composto alaranjado; PF: 129 °C; Rend.: 76% ; Rf: 0,76 (Tolueno / Acetato de etila 9:1).

IV, principais sinais: 2961 (C-H), 1707 (C=0), 1628 (C=N) cm™.

RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): 6 1.0 (t, 3H, CHz), 2.8 (q, 2H, CHy), 3.3 (s, 3H, N-CHs),
3.9 (s, CH; heterociclo), 7.3 (t, 1H, Ar), 7.6 (d, 1H, Ar), 7.8 (d, 1H, Ar), 8.1 (s, 1H, Ar).

RMN de C (75.5 MHz, DMSO-dg): & 11.9 (CH3), 20.5 (CH,), 25.6 (CH heterociclo), 29.4
(N-CHs), 122.1 (CH, Ar), 125.7 (BrC, Ar), 128.9 (CH, Ar), 130.6 (CH, Ar), 131.6 (CH, Ar),
132.5 (C, Ar), 138.6 (C=N), 162.8 (S-C=N), 169.8 (C=0).
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5.2.10 Sintese do LR-08, (E)-2-((E)-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazona)-

3,5-dimetiltiazolidin-4-ona:
N S
\N s \(
/N
o)

Sob agitacdo magnética: Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 2.12 mmol

Br

(0,61 g) do composto (Int 2), 20 mL de etanol, 8.48 mmol (0,71 g) de acetato de sodio anidro.
Apos aquecimento de cerca de 15 minutos, foram adicionados 4.24mmol (0,65 g) de 2-
bromopropionato de metila e a reacdo foi mantida sob refluxo (90 °C) durante
aproximadamente 20 horas (monitorada por CCD). Assim, um precipitado de coloragédo
amarela foi obtido. Guardou-se na geladeira por dois dias e, posteriormente, o po6 foi separado
do sobrenadante em funil de Bichner com filtro sinterizado, lavado com etanol e depois
transferido para o dessecador sob vacuo.

P6 amarelado; PF: 120 °C; Rend.: 97% ; Rf: 0,68 (Tolueno / Acetato de etila 8:2).

IV, principais sinais: 1716 (C=0), 1611 e 1573 (C=N) cm™.

RMN de H (300 MHz, DMSO-dg): 1.03 (t, 3H, CH3), 1.5 (d, 3H, CHs), 2.9 (g, 2H, CH,) 3.3
(s, 3H, N-CHj3), 4.2 (q, 1H, CH), 7.4 (t, 1H, Ar), 7.6 (d, 1H, Ar), 7.8 (d, 1H, Ar), 7.9 (s, 1H,
Ar).

RMN de *C e DEPT (755 MHz, DMSO-dg): 11.4 (CH3), 18.6 (CH,), 20.7 (CHs;
heterociclo), 29.5 (N-CHg), 41.3 (CH heterociclo), 122.0 (CH, Ar), 125.7 (BrC, Ar), 128.9
(CH, Ar), 130.7 (CH, Ar), 132.4 (CH, Ar), 138.7 (C, Ar), 163.2 (C=N), 164.9 (S-C=N), 175.1
(C=0).
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5.2.11 Sintese do LR-09, (E)-2-((E)-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazona)-5-
etil-3-metiltiazolidin-4-ona:

\N/\(S
/N%A

Sob agitacdo magnética: Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 2.12 mmol
(0,63 g) do composto (Int 2), 20 mL de etanol, 8.48 mmol (0,70 g) de acetato de sodio anidro.

Br

Apos aquecimento de aproximadamente 15 minutos, adicionou-se 4.24 mmol (0,70 g) de
acido 2-bromobutilico e a reacdo prosseguiu sob refluxo (90 °C) durante 20 horas (monitorada
por CCD). Um precipitado de coloracdo amarela foi obtido. Guardou-se em geladeira por
quatro dias e, posteriormente, o pé foi separado do sobrenadante em funil de Biichner com
filtro sinterizado, lavado com etanol e depois colocado no dessecador sob vécuo.

P6 levemente amarelado; PF: 189 °C; Rend.: 71% ; Rf: 0,62 (Tolueno / Acetato de etila 8:2).

IV, principais sinais: 1722 (C=0), 1605 (C=N) cm™.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg): 0.9 (t, 3H, CHs), 1.0 (t, 3H, CH3), 1.9 (m, 1H, CH,), 2.1
(m, 1H, CHy), 2.9 (q, 2H, CH,), 3.2 (s, 3H, CHg), 3.3 (s, 1H, CH), 4.2 (d, 1H, CH
heterociclo), 7.4 (t, 1H, Ar), 7.6 (d, 1H, Ar), 7.8 (d, 1H, Ar), 7.9 (s, 1H, Ar).

RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): 10.3 (CHs), 11.4 (CHs), 20.8 (CH,), 25.4
(CHy), 29.4 (N-CHg), 48.2 (CH heterociclo), 122.0 (CH, Ar), 125.7 (BrC, Ar), 128.9 (CH,
Ar), 130.7 (CH, Ar), 132.5 (CH, Ar), 138.7 (C, Ar), 163.0 (C=N), 165.2 (S-C=N), 174.2
(C=0).
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5.2.12 Sintese do LR-10, (E)-2-((E)-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazona)-5-
isopropil-3-metiltiazolidin-4-ona:

\N/N\(iz/<
/N ¢}

Sob agitacdo magnética: Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 2.12 mmol
(0,63 g) do composto (Int 2), 20 mL de etanol, 8.48 mmol (0,70 g) de acetato de sodio anidro.

Br

Apos aquecimento de aproximadamente 10 minutos, adicionou-se 4.24 mmol (0,76 g) de
acido 2-bromo-3-metilbutilico e a reacdo prosseguiu sob refluxo (90 °C) durante 20 horas
(monitorada por CCD). Um precipitado de coloracdo amarelo claro foi obtido. Guardou-se em
geladeira por um dia e, posteriormente, o pé foi separado do sobrenadante em funil de
Buchner com filtro sinterizado, lavado com etanol e depois colocado no dessecador sob
VAcuo.

P6 amarelado; PF: 136 °C; Rend.: 94% ; Rf: 0,59 (Tolueno / Acetato de etila 8:2).

IV, principais sinais: 1719 (C=0), 1602 (C=N) cm™.

RMN de *H (400 MHz, DMSO-ds): 0.9 (d, 3H, CH3), 1.0 (d, 3H, CH3), 1.1 (t, 3H, CHs), 2.5
(m, 1H, CH), 2.9 (m, 2H, CH,), 3.2 (s, 3H, N-CHs), 4.3 (d, 1H, CH heterociclo), 7.4 (t, 1H,
Ar), 7.6 (d, 1H, Ar), 7.8 (d, 1H, Ar), 7.9 (s, 1H, Ar).

RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): 10.1 (CH3), 11.2 (CHs), 11.6 (CHs), 13.8
(CH), 20.6 (CHy), 29.1 (N-CHs), 46.3 (CH heterociclo), 121.1 (CH, Ar), 125.4 (BrC, Ar),
128.3 (CH, Ar), 131.0 (CH, Ar), 132.2 (CH, Ar), 136.9 (C, Ar), 162.3 (C=N), 166.1 (S-C=N),
173.7 (C=0).
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5.2.13Sintese do LR-11, (E)-2-((E)-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazona)-

3,5,5-trimetiltiazolidin-4-ona:
N S
\N/ \(
/N
o)

Sob agitacdo magnética: Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 2.12 mmol

Br

(0,63 g) do composto (Int 2), 20 mL de etanol, 8.48 mmol (0,70 g) de acetato de sddio anidro.
Apos aquecimento de aproximadamente 20 minutos, adicionou-se 4.24 mmol (0,70 g) de
acido o-bromo isobutilico e a reacdo prosseguiu sob refluxo (90 °C) durante 22 horas
(monitorada por CCD). Um precipitado de coloracéo bege a branco foi obtido. Guardou-se em
geladeira por dois dias e, posteriormente, o po foi separado do sobrenadante em funil de
Buchner com filtro sinterizado, lavado com etanol e depois colocado no dessecador sob
VAcuo.

P6 amarelado; PF: 133 °C; Rend.: 31% ; Rf: 0,63 (Hexano / Acetato de etila 8:2).

IV, principais sinais: 1715 (C=0), 1608 (C=N) cm™.

RMN de *H (300 MHz, Cloroférmio-dg): 1.1 (t, 3H, CHs), 1.5 (s, 6H, CHs), 2.9 (g, 2H,
CH,), 3.2 (s, 3H, N3-CHa), 7.1 (t, 1H, Ar), 7.4 (d, 1H, Ar), 7.6 (d, 1H, Ar), 7.9 (s, 1H, Ar).

RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, Cloroférmio-dg): 10.4 (CHs), 11.6 (CH,), 21.6 (CH3-N3),
28.3 (CHjs, heterociclo), 29.8 (CHgs, heterociclo), 51.2 (C, heterociclo), 122.7 (CH, Ar), 124.9
(BrC, Ar), 125.4 (CH, Ar), 129.2 (CH, Ar), 129.6 (CH, Ar), 132.6 (C, Ar), 161.6 (C=N),
166.2 (S-C=N), 178.2 (C=0).
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5.2.14 Sintese do LR-12, (E)-2-((E)-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazona)-
3-metil-5-feniltiazolidin-4-ona:

Br

Sob agitacdo magnética: Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 2.12 mmol
(0,63 g) do composto (Int 2), 20 mL de etanol, 8.48 mmol (0,70 g) de acetato de sddio anidro.
Apo6s aquecimento de aproximadamente 15 minutos, adicionou-se 4.24 mmol (0,84 g) de 2-
cloro-2-fenilacetato de etila e a reacdo prosseguiu sob refluxo (90 °C) durante 22 horas
(monitorada por CCD). Um precipitado de coloracdo bege foi obtido. Guardou-se em
geladeira por um dia e, posteriormente, o p6 foi separado do sobrenadante em funil de
Buchner com filtro sinterizado, lavado com etanol e depois colocado no dessecador sob
vacuo.

P6 amarelado; PF: 130 °C; Rend.: 92% ; Rf: 0,66 (Hexano / Acetato de etila 8:2).

IV, principais sinais: 1709 (C=0), 1619 (C=N) cm™.

RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg): 1.0 (t, 3H, CHs), 2.2 (s, 3H, CHa), 2.9 (q, 2H, CH,), 5.4
(s, 1H, CH heterociclo), 7.3 (m, 5H, Ar), 7.5 (t, 1H, Ar), 7.6 (d, 1H, Ar), 7.8 (d, 1H, Ar), 7.9
(s, 1H, Ar).

RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): 11.6 (CHs), 13.8 (CH,), 20.7 (CH3-N3), 26.3
(CH, heterociclo), 122.0 (CH, Ar), 125.2 (BrC, Ar), 125.6 (CH, Ar), 128.1 (CH, Ar), 128.2
(CH, Ar), 128.4 (CH, Ar), 128.8 (CH, Ar), 130.7 (CH, Ar), 132.3 (C, Ar), 137.0 (C, Ar),
138.7 (C=N), 163.6 (S-C=N), 175.1 (C=0).
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5.2.15Sintese do LR-13, (E)-2-((E)-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazona)-3-

feniltiazolidin-4-ona:
N S
\N/ \Y
N
O

Sob agitacdo magnética: Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 2.12 mmol

Br

(0,63 g) do composto (Int 3), 20 mL de etanol, 8.48 mmol (0,70 g) de acetato de sddio anidro.
Apbs aquecimento de aproximadamente 10 minutos, adicionou-se 4.24 mmol (0,60 g) de
bromoacetato de etila e a reacdo prosseguiu sob refluxo (90 °C) durante 22 horas (monitorada
por CCD). Um precipitado de coloragdo amarelo foi obtido. Guardou-se em geladeira por trés
dias e, posteriormente, o pd foi separado do sobrenadante em funil de Blchner com filtro
sinterizado, lavado com etanol e depois colocado no dessecador sob vacuo.

P6 amarelado; PF: 170 °C; Rend.: 61% ; Rf: 0,58 (Hexano / Acetato de etila 8:2).

IV, principais sinais: 1720 (C=0), 1602 (C=N) cm™.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg): 0.8 (t, 3H, CHs), 2.6 (q, 2H, CH,), 4.1 (s, 2H, CH,
heterociclo), 7.2 (m, 5H, Ar), 7.5 (t, 1H, Ar), 7.6 (d, 1H, Ar), 7.7 (d, 1H, Ar), 7.9 (s, 1H, Ar).

RMN de ®C e DEPT (755 MHz, DMSO-dg): 11.3 (CHs), 21.0 (CH,), 32.3 (CH,
heterociclo), 122.0 (CH, Ar), 125.7 (BrC, Ar), 127.9 (CH, Ar), 128.4 (CH, Ar), 128.8 (CH,
Ar), 128.9 (CH, Ar), 130.7 (CH, Ar), 132.5 (CH, Ar), 135.0 (C, Ar), 138.6 (N3-C, Ar), 164.2
(C=N), 165.3 (S-C=N), 171.8 (C=0).
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5.2.16 Sintese do LR-14, (E)-2-((E)-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazona)-5-

metil-3-feniltiazolidin-4-ona:
N S
\N - \(
N
o)

Sob agitacdo magnética: Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 2.12 mmol
(0,63 g) do composto (Int 3), 20 mL de etanol, 8.48 mmol (0,70 g) de acetato de sodio anidro.

Br

Apo0s aquecimento de aproximadamente 20 minutos, adicionou-se 4.24 mmol (0,70 g) de
acido 2-bromopropionato de metila e a reacdo prosseguiu sob refluxo (90 °C) durante 22 horas
(monitorada por CCD). Um precipitado de coloracdo amarelo foi obtido. Guardou-se em
geladeira por dois dias e, posteriormente, o po foi separado do sobrenadante em funil de
Buchner com filtro sinterizado, lavado com etanol e depois colocado no dessecador sob
vacuo. O produto foi purificado por recristalizacdo em tolueno a quente.

Pé levemente amarelado; PF: 141 °C; Rend.: 68% ; Rf: 0,69 (Hexano / Acetato de etila 8:2).

IV, principais sinais: 1724 (C=0), 1605 (C=N) cm™.

RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg): 0.8 (t, 3H, CHs), 1.6 (d, 3H, CHs), 2.6 (g, 2H, CHy), 4.4
(g, 1H, CH heterociclo), 7.3 (m, 5H, Ar), 7.5 (t, 1H, Ar), 7.6 (d, 1H, Ar), 7.7 (d, 1H, Ar), 7.9
(s, 1H, Ar).

RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d): 11.3 (CH3), 18.7 (CH,), 20.9 (CH3), 41.3 (CH
heterociclo), 122.0 (CH, Ar), 125.7 (BrC, Ar), 127.9 (CH, Ar), 128.5 (CH, Ar), 128.8 (CH,
Ar), 128.9 (CH, Ar), 130.7 (CH, Ar), 132.5 (CH, Ar), 135.0 (C, Ar), 138.6 (N3-C, Ar), 162.9
(C=N), 165.3 (S-C=N), 174.8 (C=0).
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5.2.17 Sintese do LR-15, (E)-2-((E)-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazona)-5-

etil-3-feniltiazolidin-4-ona:
N S
\N s \(
N
o)

Sob agitacdo magnética: Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 2.12 mmol
(0,63 g) do composto (Int 3), 20 mL de etanol, 8.48 mmol (0,70 g) de acetato de sodio anidro.

Br

Apbs aquecimento de aproximadamente 15 minutos, adicionou-se 4.24 mmol (0,70 g) de
acido 2-bromobutilico e a reacdo prosseguiu sob refluxo (90 °C) durante 22 horas (monitorada
por CCD). Um precipitado de coloragdo amarelo foi obtido. Guardou-se em geladeira por
cinco dias e, posteriormente, o po foi separado do sobrenadante em funil de Blichner com
filtro sinterizado, lavado com etanol e depois colocado no dessecador sob vacuo.

P6 levemente amarelado; PF: 121 °C; Rend.: 96% ; Rf: 0,68 (Tolueno / Acetato de etila 8:2).

IV, principais sinais: 1731 (C=0), 1603 (C=N) cm™.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg): 0.8 (t, 3H, CHs), 1.0 (t, 3H, CH3), 2.0 (m, 2H, CH,), 2.6
(9, 2H, CHy), 4.4 (t, 1H, CH heterociclo), 7.3 (m, 5H, Ar), 7.5 (t, 1H, Ar), 7.6 (d, 1H, Ar), 7.7
(d, 1H, Ar), 7.9 (s, 1H, Ar).

RMN de °C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): 10.1 (CH3), 11.3 (CHs), 21.0 (CH,), 25.6
(CHy), 48.2 (CH heterociclo), 122.0 (CH, Ar), 125.7 (BrC, Ar), 127.9 (CH, Ar), 128.5 (CH,
Ar), 128.8 (CH, Ar), 129.9 (CH, Ar), 130.7 (CH, Ar), 132.5 (CH, Ar), 134.9 (CH, Ar), 138.6
(N3-C, Ar), 162.7 (C=N), 165.5 (S-C=N), 173.9 (C=0).
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5.2.18 Sintese do LR-16, (E)-2-((E)-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazona)-5-
isopropil-3-feniltiazolidin-4-ona:

SN
N
(@]

Sob agitacdo magnética: Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 2.12 mmol

Br

(0,63 g) do composto (Int 3), 20 mL de etanol, 8.48 mmol (0,70 g) de acetato de sddio anidro.
Apdbs aquecimento de aproximadamente 15 minutos, adicionou-se 4.24 mmol (0,76 g) de
acido 2-bromo-3-metilbutilico e a reacdo prosseguiu sob refluxo (90 °C) durante 20 horas
(monitorada por CCD). Um precipitado de coloragdo amarela foi obtido. Guardou-se em
geladeira por trés dias e, posteriormente, o p6 foi separado do sobrenadante em funil de
Buchner com filtro sinterizado, lavado com etanol e depois colocado no dessecador sob
vacuo. O produto foi purificado por recristalizacdo em tolueno a quente.

P6 levemente amarelado; PF: 159 °C; Rend.: 67% ; Rf: 0,55 (Tolueno / Acetato de etila 8:2).

IV, principais sinais: 1725 (C=0), 1566 (C=N) cm™.

RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg): 0.8 (m, 3H, CHs), 0.9 (m, 2H, CH,), 0.9 (m, 6H, CHa),
2.0 (m, 1H, CH (diMe), 3.3 (d, 1H, CH heterociclo), 7.4 (m, 6H, Ar), 7.6 (d, 1H, Ar), 7.8 (d,
1H, Ar), 7.9 (s, 1H, Ar).

RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): 10.9 (CH3), 17.4 (CH3), 20.8 (CH,), 26.3 (CH,
diMe), 53.9 (CH heterociclo), 122.0 (CH, Ar), 125.7 (BrC, Ar), 127.9 (CH, Ar), 129.3 (CH,
Ar), 129.5 (CH, Ar), 130.1 (CH, Ar), 130.9 (CH, Ar), 132.9 (CH, Ar), 135.5 (CH, Ar), 138.7
(C, Ar), 139.2 (CH, Ar), 163.0 (C=N), 165.1 (S-C=N), 172.7 (C=0).
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5.2.19Sintese do LR-17, (E)-2-((E)-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazona)-
5,5-dimetil-3-feniltiazolidin-4-ona:

SN
N
(@)

Sob agitacdo magnética: Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 2.12 mmol
(0,63 g) do composto (Int 3), 20 mL de etanol, 8.48 mmol (0,70 g) de acetato de sodio anidro.

Br

Apo0s aquecimento de aproximadamente 20 minutos, adicionou-se 4.24 mmol (0,70 g) de
acido o-bromo isobutilico e a reacdo prosseguiu sob refluxo (90 °C) durante 20 horas
(monitorada por CCD). Um precipitado de coloragdo amarelado foi obtido. Guardou-se em
geladeira por dois dias e, posteriormente, o precipitado foi separado do sobrenadante em funil
de Buchner com filtro sinterizado, lavado com etanol e depois colocado no dessecador sob
vacuo. O produto foi purificado por recristalizacdo em tolueno a quente.

P6 levemente amarelado; PF: 122 °C; Rend.: 40% ; Rf: 0,56 (Hexano / Acetato de etila 8:2).

IV, principais sinais: 1732 (C=0), 1606 (C=N) cm™.

RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): 0.85 (t, 3H, CHs), 1.6 (s, 6H, CH3), 2.6 (g, 2H, CH,),
7.4 (m, 6H, Ar), 7.6 (d, 1H, Ar), 7.7 (d, 1H, Ar), 7.9 (s, 1H, Ar).

RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): 11.2 (CHs), 20.9 (CH,), 27.8 (CHs, CHs,
heterociclo), 50.8 (C, heterociclo), 122.0 (CH, Ar), 125.7 (BrC, Ar), 128.0 (CH, Ar), 128.6
(CH, Ar), 128.8 (CH, Ar), 130.7 (CH, Ar), 132.5 (CH, Ar), 135.0 (CH, Ar), 138.5 (C, Ar),
138.7 (C, N3), 161.7 (C=N), 165.3 (S-C=N), 177.2 (C=0).
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5.2.20Sintese do LR-18, (E)-2-((E)-(1-(3-bromofenil)propilideno)hidrazona)-
3,5-difeniltiazolidin-4-ona:

SN
N
O

Sob agitacdo magnética: Em um baldo de fundo redondo, foram adicionados 2.12 mmol
(0,63 g) do composto (Int 3), 20 mL de etanol, 8.48 mmol (0,70 g) de acetato de sodio anidro.

Br

Apo6s aquecimento de aproximadamente 20 minutos, adicionou-se 4.24 mmol (0,84 g) de 2-
cloro-2-fenilacetato de etila e a reacdo prosseguiu sob refluxo (90 °C) durante 22 horas
(monitorada por CCD). Um precipitado de coloracdo bege foi obtido. Guardou-se em
geladeira por dois dias e, posteriormente, o po foi separado do sobrenadante em funil de
Buchner com filtro sinterizado, lavado com etanol e depois colocado no dessecador sob
VAcuo.

P6 amarelado; PF: 185 °C; Rend.: 61% ; Rf: 0,67 (Hexano / Acetato de etila 8:2).

IV, principais sinais: 1728 (C=0), 1602 (C=N) cm™.

RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): 0.9 (t, 3H, CHa), 2.6 (g, 2H, CH>), 2.9 (g, 2H, CH,), 5.6
(s, 1H, CH heterociclo), 7.3 (m, 10H, Ar), 7.5 (t, 1H, Ar), 7.6 (d, 1H, Ar), 7.8 (d, 1H, Ar), 7.9
(s, 1H, Ar).

RMN de ®C e DEPT (755 MHz, DMSO-dg): 11.3 (CHs), 21.0 (CH,), 50.2 (CH,
heterociclo), 122.0 (CH, Ar), 125.7 (BrC, Ar), 128.0 (CH, Ar), 128.4 (CH, Ar), 128.6 (CH,
Ar), 128.9 (CH, Ar), 130.7 (CH, Ar), 132.6 (C, Ar), 135.0 (CH, Ar), 136.7 (CH, Ar), 138.5
(CH, Ar), 139.0 (C, Ar), 162.4 (C=N), 165.8 (S-C=N), 172.7 (C=0).
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5.3 Protocolo da Avaliacdo Farmacoldgica

5.3.1 Ensaio in vitro sobre as formas evolutivas tripomastigota e amastigota
do T. cruzi

Este ensaio realizado € descrito por Buckner et al. e atualizado por Romanha A. J. et al
(127). Utilizou-se 0 T. cruzi (cepa Tulahuen) que expressa 0 gene [-galactosidase da
Escherichia coli. As formas infecciosas tripomastigota sdo obtidas atraveés da cultura em
monocamadas de fibroblastos L929 de camundongos no meio RPMI-1640 (pH 7,2-7,4), sem
vermelho de fenol (Gibco BRL), contendo 10% de soro fetal bovino e glutamina. Micro-
placas de cultura de tecido (96 pocos) foram semeadas com fibroblastos L929 a 4.000 células
por poco em meio de 80 pL e incubado durante a noite a 37°C com 5% de CO,. Os
tripomastigotas expressando a B-galactosidase foram entdo adicionados a 40.000 por pogo
num volume de 20-pl. Apés 2 horas de contato, 0 meio contendo tripomastigotas que néao
tinham penetrado nas células foi descartado e substituido por 200 puL de meio fresco. Apos 48
horas, 0 meio foi descartado e substituido novamente com 180 pL de meio fresco e 20 pL de
uma solucdo de um composto de teste diluido com o meio a partir de solugdes estoque
preparadas usando dimetil sulfoxido. Cada composto foi testado em triplicata, em
concentracdes que variam de cerca de 100-2 uM. Os compostos ditos inativos foram testados
na dose de 80ug/mL, exceto para os compostos LR-03 e LR-04 que foram inativos na dose
de 20upg/mL. Apos sete dias de cultura, o vermelho de clorofenol, p-D-galactopirandsido a
100uM e Nonidet P-40 a 0,1% foram adicionados as placas e incubados durante a noite a
37°C. A absorbancia foi medida a 570 nm utilizando um leitor de microplacas automatico. O
BZD na sua metade da concentracdo maxima inibitéria (Clsp) foi utilizada como um controle
positivo. Os resultados sdo expressos como uma percentagem de inibi¢do do crescimento do

parasita.

5.3.3 Toxicidade para fibroblastos L929

Para este bioensaio, 4.000 células de mamiferos em 200 mL de meio RPMI-1640 (pH
7,2-7,4) (Gibco BRL) mais 10% de soro fetal bovino e 2 mM de glutamina sdo adicionados a
cada poco de uma placa de microtitulacdo de 96 pocos, que € incubado durante trés dias, a

37°C, em CO,. O meio é entdo substituido com soluces dos compostos ativos (diluidos em
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200 pL de meio sem vermelho de fenol suplementado) em concentracbes 50X a
Cl 50 encontrado no ensaio de toxicidade para a forma tripomastigota/amastigota. A placa é
incubada durante quatro dias a 37°C. Ap6s este periodo, 20 pL de AlamarBlue ™ é
adicionado a cada pogo e a placa é incubada durante 4-6 horas, apds esse periodo, a
absorbancia a 570 e 600 nm é medida. Os controles com células néo tratadas e tratadas com
BZD sdo executados em paralelo e triplicatas sdo executadas na mesma placa. Os resultados
sdo expressos como a diferencga percentual na reducdo entre tratado (T) e células ndo tratadas

(NT), usando a seguinte equacao:

(117,216) (Abs570 TC) - (80,586) (Abs600 TC) / (117,216) (Abs570 UT) - (80,586)
(Abs600 UT) x 100



6 . Conclusoes e

Perspectivas
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6.1 Conclusdes

As dezoito aril-4-tiazolinonas inéditas propostas (LR-01 a LR-18) foram sintetizadas
a partir das tiossemicarbazonas (Int 1-3), através de metodologias sintéticas descritas e que ja
foram empregadas em nosso laboratdrio. As condicdes reacionais utilizadas resultaram em
rendimentos satisfatérios (23-97%) e pureza comprovada. As estruturas foram confirmadas
por L.V., RMN de 'H e RMN de **C. Os compostos da série foram avaliados quanto &
atividade tripanocida frente as formas tripomastigota e amastigota e quanto a citotoxicidade
em células de mamiferos.

O planejamento estrutural das aril-4-tiazolinonas, através da estratégia de
bioisosterismo, foi fundamentado na tentativa de identificar compostos que mantivessem a
atividade tripanocida somado a uma menor toxicidade quando comparado aos seus
bioisdsteros aciclicos, as tiossemicarbazonas. Assim, foi possivel identificar trés compostos
(LR-05, LR-07 e LR-08) com atividade tripanocida in vitro superior que o BZD, quanto a
inibicdo da viabilidade celular frente a amastigota/tripomastigota da cepa Tulahuen. Destaque
para 0 composto LR-08 que foi cerca de 9 vezes mais potente que o BZD e que possui como

caracteristica estrutural a presenca de uma metila em N3 e outra metila em C5.

6.2Perspectivas

As aril-4-tiazolinonas (LR 01-18) e as tiossemicarbazonas (Int 1-3) sintetizadas
apresentaram toxicidade menos satisfatéria quando comparada ao BZD em fibroblastos L929,
porém, pode-se realizar novas alteracfes estruturais nessa série com o intuito de manter ou
aperfeicoar a poténcia tripanocida e reduzir esta toxicidade. Além disso, como forma de
enriquecimento deste trabalho para futuras publicacdes, tém-se o seguimento dos testes
bioldgicos frente a enzima cruzaina para os compostos mais promissores (LR-05, LR-07 e
LR-08) afim de estabelecer um possivel mecanismo de agdo para essas moléculas.

Pretende-se ainda analisar as alteracbes morfoldgicas induzidas pela acdo dos
compostos mais promissores, nas diferentes formas evolutivas do T. cruzi, através da

microscopia eletronica.
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