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RESUMO

O desenvolvimento de novos farmacos € um dos grandes desafios para a inddstria
farmacéutica que envolve altos investimentos na area de pesquisa e
desenvolvimento; apesar do baixo numero de moléculas viaveis
farmacologicamente, ainda o planejamento de farmacos € considerado como uma
etapa crucial na descoberta de novos compostos, para tanto, é necessério
implementar diversas estratégias. As tiossemicarbazonas sdo um grupo de
moléculas pertencentes a classe das iminas (-C=N), e apresentam uma versatilidade
reacional frente a diversos reagentes e excelentes ligantes organicos por sua
natureza quimica. Desta forma, este trabalho teve por objetivo a sintese de 11
compostos derivados (AP-01 a AP-11) de forma indireta, onde as
tiossemicarbazonas foram previamente preparadas a partir de reacdes da hidrazina
(NH2-NH2) com isotiocianato e avaliacdo biolégica anti-fungica, antitripanossomida
e leshimanicida de novos derivados. A fim de avaliar o modo de interacdo dos
compostos com melhores resultados frente a inibicdo da enzima cruzaina, foram
realizados estudos de docking. Os resultados acerca da atividade antifiungica para
os derivados indol-tiossemicarbazonas sintetizados verifica-se a atividade
consideravel para os derivados AP-05 e AP-07 frente a cepa Cryptococcus
neoformans URM 6898. Por outro lado, a cepa de Candida parapsilosis URM4970,
demonstrou-se insensivel aos derivados testados, onde pode ser observado
auséncia de atividade na maxima concentracdo testada (16 pug/mL). Os derivados
AP-01, AP-05, AP-06, AP-09 e AP-10 apresentaram valores de ICso de 4, 4, 4, 4 e 2
pMg/mL, respectivamente para a cepa de Candida albicans ATCC, sendo esses
valores todos melhores que um dos farmacos padrdo utilizados no experimento, o
cetoconazol o qual apresentou ICs0 8 pg/mL. Para a cepa de Candida krusei, apenas
o derivado AP-11 conseguiu resultados mais expressivos na inibicdo do crescimento
desse fungo, apresentando 1Cso= 4 pg/mL, sendo esse valor muito semelhante ao
apresentado pelo cetoconazol (ICso= 2 pg/mL). Os derivados benzodioxélicos (3a-g
e 4a-b) sintetizados e caracterizados foram avaliados no potencial terapéutico frente
as formas epimastigotas e tripomastigotas contra Trypanosoma cruzi e a forma
promastigotas de Leishmania amazonensis. A maioria dos compostos foi
considerado ndo-téxico em culturas de células do bagco. No que diz respeito a
atividade tripanocida, o composto 3c exibiu um nivel elevado de atividade contra as
formas epimastigota e tripomastigota (ICso = 1,48 e 3,89 uM, respectivamente). Os
compostos 3a, 3f e 3g foram encontrados um elevado indice de atividade contra
formas tripomastigota de T. cruzi (ICso=. 1,57, 0,79 e 1,61 puM, respectivamente). No
caso de acdo contra a L. amazonensis, composto 3d forneceu um resultado
promissor, com ICso = 1,09 uM. A fim de avaliar o modo de interacdo dos compostos
3a e 3 g frente a cruzaina, foram realizados estudos de docking. No estudo Docking,
os resultados demostraram que as interacdes hidrofobicas e, especialmente, dois
sitios de interacéo hidrofilicos (ligacdes de hidrogénio com os residuos e ASP161
METG68) sdo importantes para a elevada estabilidade do complexo formado entre o
composto 3g e o alvo cruzaina. Portanto, outras avaliacdes, tais como a avaliacdo in
Vivo e protocolos experimentais sdo necessarios para determinar o mecanismo de
acao destes compostos tiossemicarbazonas.

Palavras-chave: Tiossemicarbazonas. Antifungica. T. cruzi. L. amazonensis.



ABSTRACT

The development of new drugs is one of the great challenges for the pharmaceutical
industry that involves high investments in the area of research and development.
Despite the low number of pharmacologically viable molecules, drug planning is still
considered a crucial step in the discovery of new compounds, for which it is
necessary to implement several strategies. Thiosemicarbazones are a group of
molecules belonging to the class of imines (-C = N), and have a reactional versatility
against several reagents and excellent organic binders by their chemical nature. The
aim of this work was to synthesize 11 indirect compounds (AP-01 to AP-11), where
thiosemicarbazones were previously prepared from the reactions of hydrazine (NH2-
NH2) with isothiocyanate and anti-biological evaluation Antitrypsomide and
leshimanicide of novel derivatives. In order to evaluate the mode of interaction of the
compounds with better results against the inhibition of the enzyme cruzaine, docking
studies were performed. The results on the antifungal activity for the indol-
thiosemicarbazones synthesized derivatives show the considerable activity for the
derivatives AP-05 and AP-07 against the strain Cryptococcus neoformans URM
6898. On the other hand, the strain of Candida parapsilosis URM4970, (16 ug / mL).
The results showed that there was no activity at the highest concentration tested (16
Mg / mL). The AP-01, AP-05, AP-06, AP-09 and AP-10 derivatives presented 1C50
values of 4, 4, 4, and 2 pg / mL, respectively, for the Candida albicans strain ATCC.
Values all better than one of the standard drugs used in the experiment,
ketoconazole which had IC50 8 ug / mL. For the Candida krusei strain, only the AP-
11 derivative achieved more expressive inhibition of the growth of this fungus, with
IC50 = 4 pg / mL, which is very similar to that of ketoconazole (IC 50 = 2 ug / mL).
The benzodioxolic derivatives (3a-g and 4a-b) synthesized and characterized were
evaluated in the therapeutic potential against the epimastigote and trypomastigote
forms against Trypanosoma cruzi and the promastigote form of Leishmania
amazonensis. Most of the compounds were considered non-toxic in cultures of
spleen cells. With respect to trypanocidal activity, compound 3c exhibited a high level
of activity against the epimastigote and trypomastigote forms (IC 50 = 1.48 and 3.89
MM, respectively). Compounds 3a, 3f and 3g found a high activity index against
trypomastigote forms of T. cruzi (IC 50 = 1.57, 0.79 and 1.61 uM, respectively). In the
case of action against L. amazonensis, compound 3d provided a promising result,
with IC 50 = 1.09 uM. In order to evaluate the interaction mode of compounds 3a and
3g against cruzaine, docking studies were performed. In the Docking study, the
results demonstrated that hydrophobic interactions, and especially two hydrophilic
interaction sites (hydrogen bonds with residues and ASP161 MET68) are important
for the high stability of the complex formed between compound 3g and cruzaine
target. Therefore, other evaluations, such as in vivo evaluation and experimental
protocols are required to determine the mechanism of action of these
thiosemicarbazones compounds.

Keywords: Thiosemicarbazones. Antifungal. T. cruzi. L. amazonenses.
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1. INTRODUCAO

No final do século XIX, quando a atuacdo do quimico organico sintético
passou de basicamente trés atividades: elucidacao estrutural de compostos naturais,
investigacdo de reacdes béasicas e preparacao de novas substancias quimicas, para
a busca por medicamentos menos toxicos, que resultou na introducdo de
substancias sintéticas na terapéutica e seu uso foi amplamente disseminado no
século XX (Thomas, 2003).

Nos dias atuais, existe uma busca incessante por novos compostos uteis no
tratamento de diversas doencas. Esse objetivo € foco nos centros de pesquisas, nas
universidades e nas industrias farmacéuticas, visando desenvolver novos principios
ativos mais eficazes e menos toxicos que podem ser obtidos através da sintese de
novos compostos ou por modificacdes estruturais em moléculas ja conhecidas,
direcionados pela relacao estrutura quimica e acao biolégica (Michaella; 2009).

A introducdo de novos farmacos na terapéutica é necessaria para o
aperfeicoamento do tratamento de doencas ja existentes, recém-identificadas ou,
ainda, para a implementacao de tratamentos mais seguros e eficazes (Oliveira et al.,
2008).

O desenvolvimento de um farmaco pode surgir através de experimentos com
produtos naturais ou sintéticos, que tenham similaridade com compostos, com
reconhecida atividade para outras doencas ou através de alvos metabdlicos
especificos para uma determinada célula ou 6rgéo (Fiocruz, 2009).

Os quimicos organicos lancam mao de varias estratégias para introduzir
novos farmacos na terapéutica. Porém as modificagdes na estrutura quimica de uma
molécula se mostra a medida mais promissora, ja que podem alterar
significativamente suas propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas e também o
mecanismo de acdo em nivel molecular. Estas consistem na transformacao quimica
de moléculas conhecidas, com o objetivo de aumentar a poténcia e seguranca,
garantindo, assim, um melhor perfil farmacocinético e farmacodinamico (Wermuth,
2010). Nos ultimos anos se tem verificado um crescente interesse da comunidade
cientifica nas classes de compostos heterociclicos de origem sintética. Diversas

moléculas sintéticas podem ser obtidas a partir de derivacbes de anéis
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heterociclicos, devido a sua potencialidade como protétipo para o desenvolvimento
de novos farmacos.

As tiossemicarbazidas se destacam na literatura por suas aplicacdes
terapéuticas tais como: antitumoral, antimicrobiana, anti-inflamatoria, antifingica,
antiparasitaria, hipoglicemiante, entre outras (Oliveira et al., 2008).

Desta forma, desenvolvemos a sintese, caracterizacdo estrutural e avaliacdo
da atividade bioldgica de alguns derivados com aldeidos aromaticos derivados do
safrol, inddis e contendo grupamentos métoxi, metilico e halogénios. Os compostos
obtidos foram caracterizados através de técnicas espectroscopicas como a
ressonancia magnética nuclear de H e 3C além de infravermelho e espectrometria
de massas, tendo suas estruturas confirmadas. Ap0s a caracterizacdo os derivados

foram submetidos a avaliacdo biolégica antifungica, tripanossomida e leshimanicida.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar vinte derivados aril-tiossemicarbazonas a partir de aldeidos
aromaticos derivados do safrol e inddis e contendo grupamentos métoxi, metilico e
halogénios, tendo em vista busca de novos agentes terapéuticos anti-fungicos e

antiparasitarios.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Realizar a sintese de 20 compostos da série aril-tiossemicarbazonas;

v' Caracterizar estruturalmente os compostos através de Ressonancia Magnética
Nuclear de hidrogénio (RMN H), Ressonancia Magnética Nuclear de carbono
treze (RMN 13C), espectroscopia de absor¢do no infravermelho e espectrometria

de massas;

v" Avaliar o potencial anti-fungico in vitro dos derivados aril-tiossemicarbazonas;

v Avaliar o efeito leishmanicida in vitro dos derivados sobre as fases

promastigotas de Leishmania amazonensis;

v Avaliar o efeito tripanocida in vitro dos derivados sobre as fases epimastigotas

e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi;

v Avaliar o pontecial citotoxico dos derivados em linhagens de células

macrofagas J774A 1,

v Realizar estudo Docking dos principais derivados aril-tiossemicarbazonas

frente a enzima cruzaina.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 GENESE E DESENVOLVIMENTO DE FARMACOS

O desenvolvimento de novos farmacos € um dos grandes desafios para a
industria farmacéutica que envolve altos investimentos na area de pesquisa e
desenvolvimento (P&D) e ocupa milhares de pesquisadores titulados, de diferentes
areas, em diversos laboratérios de pesquisa, tanto industriais como académicos que
contrasta com o baixo numero de novos medicamentos que atingiu ao mercado nos
altimos anos (Munos, 2009; Barreiro et al.,, 2002). O processo de descoberta de
novos farmacos € caracterizado por sua complexidade, fruto da multiplicidade de
fatores que envolvem o planejamento molecular de novas moléculas capazes de
apresentarem efeitos farmacoldgicos satisfatorios e com certo grau de
especificidade, biodisponibilidade adequada ao emprego terapéutico e seguranca
(Wermuth, 1996; Ratti and Trist, 2001) (Figura 1)

ildenafil
rlistat

Genoma
Robdtica

Figura 1. Interdisciplinaridade na producado do farmaco

Em face aos impressionantes avancgos cientificos, tecnolégicos observados
em diversas areas como a biologia estrutural, molecular e a quimica computacional,
por exemplo, o planejamento racional de novos farmacos tornou-se uma realidade

(Barreiro, 2002). Apesar de um processo complexo, longo e de alto custo, tendo
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suas raizes profundamente ligadas as inovacdes cientificas e tecnolégicas (Guido,
Andricopulo, 2009).

Nos anos 80, a industria farmacéutica redirecionou todo o processo de
selegcado de produtos ativos na otimizagao racional (processo denominado de “busca
racional de Farmacos”) pelo uso bioensaios especificos para enzimas, receptores,
DNA, etc, e principalmente pelo conhecimento de mecanismo de agdo de novas
substancias bioativas. Dentro desse modelo, uma inddstria farmacéutica de grande
porte selecionava em média, cerca de 5.000 substancias por ano (Leitdo, Montanari,
Donnici, 2000; Ooms, 2000). Nos anos 90, com advento da quimica combinatéria,
banco de germoplasma e bioensaios em larga escala “high-throughput screening”
(HTS), os programas de descoberta de novos farmacos alteram a produtividade de
novos compostos potenciais radicalmente, através da quimica combinatoria como
ferramenta (Leitdo, Montanari, Donnici, 2000; kniaz, 2000).

Tradicionalmente, a pesquisa de farmacos concentra seus esfor¢os iniciais na
fase farmacodinamica, a qual relaciona-se com a interacdo do farmaco com seu alvo
terapéutico. Nas triagens preliminares utilizam modelos in vitro, tais como enzimas,
receptores ou tecidos, para obter a relagdo entre 0os novos compostos e sua
poténcia agonista ou antagonista, conforme o caso. A partir destes estudos, triagens
secundéarias e terciarias frequentemente sdo dirigidas a administracdo dos
compostos a animais, por via oral ou intravenosa, com observacdo dos possiveis
efeitos farmacoldgicos dentro da triagem da toxicidade aguda. Entretanto, muitos
dos compostos que se demostram promissores nos testes in vitro ndo apresentam
boa atividade nos testes, geralmente associado a farmacocinética dos compostos,
biodisponibilidade, duracdo do efeito para determinada acdo farmacoldgica e
metabolismo (Masimirembwa, Bredberg, Andersson, 2003; Abdel; Kauffman, 2004;
Pereira, 2007).

3.2 O PAPEL DA QUIMICA MEDICINAL DA DESCOBERTA DE NOVOS
FARMACOS

A gquimica medicinal é uma ciéncia multidisciplinar que dentre suas inUmeras
atribuicdes, engloba o planejamento de novas substancias bioativas, envolvendo a
sintese ou a modificacdo molecular de substancias; a identificacdo/elucidacdo da

estrutura; a compreensdo em nivel molecular de processos bioquimicos,
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farmacoldgicos, toxicolégicos, farmacocinéticos, a proposicdo e validacdo de
modelos matematicos através dos estudos de relagBes entre a estrutura quimica e a
atividade farmacologica (REA) e/ou toxicologica, permitindo entdo a proposicédo de
novas entidades de interesse (Amaral e Montanari, 2002; Barreiro, 2009).

O processo de criacdo de novos farmacos compreende duas fases distintas:
descoberta, relacionado a pesquisa de base ou etapa pré-clinica e desenvolvimento,
etapa clinica. A quimica medicinal tem importante papel no inicio do processo de
descoberta de novas entidades quimicas com potencial biolégico (Guido,
Andricopulo e Oliva, 2010).

Para que uma nova molécula seja proposta com um determinado fim
bioldgico, a estrutura tridimensional (3D) do alvo molecular ndo necessariamente
precisa ser conhecida. No entanto, este fato determinard a priorizacdo das
estratégias de planejamento (Andricopulo, Salum e Abraham, 2009), pois o
conhecimento da estrutura do ligante, bem como do provavel receptor no qual este
se ligara é de fundamental importancia para se obter sucesso no planejamento de
novos farmacos (Montanari, 2011).

A associacdo de métodos experimentais e computacionais tem representado
uma grande importancia na identificagdo e no desenvolvimento de novas moléculas
potencialmente bioativas. Nesse contexto, as estratégias de SBDD (structure-based
drug design) e LBDD (ligand-based drug design) ganham destaque. Os métodos de
SBDD se baseiam no conhecimento do arranjo topolégico de alvos bioldgicos, logo
utilizam como pré-requisito dados 3D detalhados. Por outro lado, quando a estrutura
do alvo biolégico ndo € conhecida, podem ser utilizados métodos de planejamento
de farmacos baseado na estrutura do ligante (LBDD), levando em consideracao
propriedades e caracteristicas de séries de ligantes bioativos da macromolécula em
estudo (Andricopulo, Salum e Abraham, 2009).

O planejamento de farmacos € considerado como uma etapa crucial na
descoberta de novos compostos bioativos, uma vez que é nessa fase onde sera
desenhada uma nova entidade quimica, baseada em estudos preliminares, as quais
poderdo originar um farmaco com menor toxicidade, menores efeitos colaterais e
maior poténcia. Para tal, diversas estratégias ganham destaque, como por exemplo,

a hibridacdo molecular (Lima, 2007).
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A hibridacdo molecular consiste em uma estratégia de modificagdo molecular
baseada no reconhecimento das subunidades farmacoféricas na composi¢do
estrutural de dois ou mais produtos bioativos. A fusdo dessas subunidades conduz a
concepcao de um novo hibrido mantendo as caracteristicas das moléculas originais
pré-selecionadas (Addla et al., 2012).

Samala e col. (2014) avaliaram em seu estudo, a atividade antimicrobiana de
novos tetrahidrotieno[2,3-c]-piridina-3-carboxamida. O planejamento dessas novas
moléculas se baseou na estrutura de outras duas moléculas que exibiram bons
valores de concentragdo inibitéria minima (CIM), o composto A, CIM: 26.7 uM; e o
composto SID 92097880, CIM: 9.15 pM. Os melhores compostos hibridos
apresentaram valores de CIM que variaram entre 9.28 — 11.72 uM evidenciando o

sucesso da estratégia de modificagdo molecular (figura 2).
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Figura 2. Estratégia de hibridagdo molecular na obten¢é@o de novos compostos antimicrobianos.

A isatina (1H-indol-2,3-diona) é um ndcleo privilegiado que possui diversas
atividades biolégicas. O sunitinibe (Sutent®), farmaco que possui o nucleo da
isatina, € indicado para o tratamento do carcinoma renal e tumor gastrintestinal
(Medvedev et al., 2007). Adicionalmente, as chalconas tém notoria significancia
biologica, se destacando na atividade antitumoral e mais especificamente contra
células cancerigenas da linhagem de mama (Juvale et al., 2012).

Karthikeyan e col. (2013) realizaram a sintese de hibridos da isatina e
chalconas com o objetivo de avaliar o perfil de inibicdo do crescimento celular frente
a linhagens tumorais de mama. Foi verificado que o composto que obteve melhores
valores de Glso (concentracdo que inibe 50% do crescimento celular) foi aquele que
possuia como substituinte a metoxila (3,4-OCHzs) (figura 3). Ele apresentou Glso de
8.54, 476 e 3.59 pM para as linhagens MDA-MB231, MDA-MB468 e MCF7,

respectivamente, confirmando o éxito da estratégia empregada.
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Hibrido com melhor atividade

Isatina ligada a chalcona .
antitumoral

Figura3. Estruturas da isatina (vermelho) ligada a chalcona (azul), a esquerda e do hibrido com
melhor resposta biolégica antitumoral, a direita.

3.3 TIOSSEMICARBAZONAS

3.3.1 Reatividade

As tiossemicarbazonas sao um grupo de moléculas pertencentes a classe das
iminas (-C=N), conhecidas como base de Schiff, bastante importantes na quimica
devido a sua versatilidade reacional frente a diversos reagentes. Sdo consideradas
ligantes orgéanicos, uma vez que apresentam em sua estrutura, &tomos de nitrogénio
(N) e enxofre (S) caracterizados por serem doadores de elétrons. A estrutura geral
dessa classe de compostos esta apresentada na figura 2 (Lobana et al., 2009).

H s
Ry N R, R,, Ry e R, = H, alquil, aril
):N23/N—R3 1, R2, R3 4 , alquil,
R, ' R*

Figura 4. Representacéo estrutural geral das tiossemicarbazonas

A obtencdo das tiossemicarbazonas (esquema 1) pode ser realizada de
maneira direta, onde ha a condensacdo da tiossemicarbazida, obtida
comercialmente, com aldeidos ou cetonas; ou também de maneira indireta, onde
inicialmente had a prévia preparacdo da tiossemicarbazida, fazendo-se reagir
hidrazina  (NH2-NH2) com reagentes  como isotiocianatos, acidos
tiocabamoiltioglicolicos, ditiocarbamatos, seguida de reacdo com 0 composto

carbonilado de interesse (aldeido ou cetona) (Tendrio et al., 2005).
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Esquema 1. Sintese geral de tiossemicarbazonas a partir da tiossemicarbazida (comercial ou

previamente preparada) e compostos carbonilados.

Uma vez sintetizadas, as tiossemicarbazonas ja demonstram grande
interesse farmacoldgico. No entanto, outras reacdes podem ocorrer na estrutura
geral dessa classe de compostos, gerando novos derivados que possuam outras
fungbes quimicas e/ou biologicas.

3.3.1.1 Reacéao de S-alquilacao

Devido a possibilidade das tiossemicarbazonas poderem coexistir nas formas
tautoméricas tiona ou tiol, a forma tiol € bastante interessante nas reacfes de
substituicdo nucleofilica.

A reacdo de S-alquilacdo é observada quando da mistura de 1 equivalente da
tiossemicarbazona com 1.1 equivalentes de haletos de benzila na presenca de
guantidades cataliticas de trietilamina (esquema 2). A confirmacdo do sucesso
reacional é observada quando do aparecimento do sinal singleto & 4.29 — 4.49 ppm
referente aos dois hidrogénios metilénicos (-CH2-) do grupamento benzil introduzido
(Xie et al., 2014).
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Esquema 2. Reacdo de S-alquilagéo.

3.3.1.2 Reacgéo de ciclizacao

A presenca do sistema NH-CS-NH- permite a formacgdo de varios nucleos

heterociclos importantes na sintese de novos protétipos a farmacos.
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O nucleo da tiazolidin-4-ona pode ser obtido a partir da reacdo de 1
equivalente da tiossemicarbazona com 1.1 equivalentes de cloroacetato de etila, na
presenca de 4 equivalentes de acetato de sodio anidro (esquema 3). A formacédo da
tiazolidin-4-ona a partir da tiossemicarbazona ainda permite a realizacdo da reacéo
de adicdo do tipo Michael na posicdo 5 do ndcleo da tiazolidin-ona (esquema 3)
(Aquino et al., 2011).

A caracterizacdo desses compostos pode ser efetuada através da analise da
espectroscopia de absorcdo no infravermelho, onde €& possivel observar um
estiramento caracteristico da carbonila (-C=0) na posi¢cdo 4 do nucleo formado.
Além disso, ap0s a reacdo de adicao com ésteres cianocindmicos, a caracterizagdo
pode ser realizada utilizando a técnica do RMN 'H onde aparece um sinal singleto

referente a ligacdo —CH= formada (Aquino et al., 2011).

X _N N
H H '/Dh gN \\S( (0]
N CICH,COOEt PhCH(CN)COOEt

X, N N X, N
Ny Ph N \\(N o \
S CH3;COONa S\\ﬁ/ Piperidina

Esquema 3. Formacé@o do nucleo da tiazolidin-4-ona a partir da tiossemicarbazona e reagéo de

adicdo de Michael no nucleo formado.

A formacdo da tiazolidin-4-ona, a partir de tiossemicarbazonas, ainda pode
ser realizada ja funcionalizando com um grupamento acido carboxilico. Isto é
possivel quando se reage tiossemicarbazonas obtidas com anidrido maleico na
proporcdo de 1: 1.1 equivalentes, na presenca de tolueno anidro, em um sistema
acoplado ao Dean-Stark (esquema 4).

A reacdo tem um rendimento médio de 50% e pode ser caracterizada
inicialmente pela espectroscopia de absorcdo do infravermelho através das bandas
de absor¢do do OH da funcado acido carboxilico e também do estiramento referente

a carbonila (Vercoza et al., 2009).
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COOH
Esquema 4. Formacéo da tiazolidin-4-ona funcionalizada com grupo acido carboxilico.

A funcionalizacdo do nucleo da 4-tiazolidinona a partir de tiossemicarbazonas
pode ser realizada utilizando-se dietil-acetileno-dicarboxilato, em metanol sob refluxo
por 1 hora. A reagdo tem um rendimento meédio de 70-76% (esquema b5)
(Benmohammed et al., 2014).

A caracterizacdo desses compostos é realizada através da analise de IR onde
€ possivel observar as carbonilas da amida ciclica e do éster formados. Além disso,
na espectroscopia de RMN *H é evidenciada a presenca de um singleto referente ao
hidrogénio do metino formado na posi¢cdo 5 do heterociclo da tiazolidin-4-ona. Os
hidrogénios do CH2 e CHs da funcéo éster formada apresentam-se com quartetos e
tripletos, respectivamente no RMN H (Benmohammed et al., 2014).

A dupla ligagéo exociclica originada no heterociclo da 4-tiazolidinona permite
a formacéo de dois isbmeros geométricos E Z. No entanto, no espectro de RMN H
s6 € possivel observar apenas um sinal singleto referente apenas a uma forma
isomérica. Os estudos de cristalografia de raio-X comprovam a preferéncia pela
configuracdo Z desses derivados, provavelmente devido ao efeito estérico do

grupamento éster (Benmohammed et al., 2014).
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Esquema 5. Obtengcdo da 4-tiazolidinona a partir de dietil-acetileno-dicarboxilato e

tiossemicarbazonas

Outro nucleo heterociclo possivel de ser sintetizado, a partir de
tiossemicarbazonas, € o tiazol. Esta reacdo acontece quando 1 equivalente da
tiossemicarbazona reage com 1.1 equivalentes de 2-bromoacetofenonas
substituidas, na presenca de 1.1 equivalentes de carbonato de calcio em alcool

apropriado. A metodologia empregada na obtencdo desses heterociclos a partir de
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tiossemicarbazonas é relatada fazendo uso do aparelho de ultrassom (esquema 6)
(Cardoso et al., 2014).

A caracterizacdo dos compostos contendo o nucleo do tiazol pode ser feita
através da espectroscopia de absorcao no infravermelho, onde néo € possivel mais
observar o estiramento relativo a tiocarbonila (C=S) presente na tiossemicarbazona.
Além disso, através da andlise do RMN 2C pode-se evidenciar um sinal em
aproximadamente & 106 ppm relativo ao carbono ligado ao enxofre do anel tiazdlico
formado (Cardoso et al., 2014).

H
\\N’N S
\“ NH |N l\}/
NN e L
S + (0]

_N

Esquema 6. Obtencgéo do heterociclo tiazol a partir de tiossemicarbazonas
3.3.2 Importancia biolégica

As tiossemicarbazonas representam grande importancia biolégica devido ao
seu amplo espectro de atividades farmacoldgicas atribuidas a essa classe de
compostos, dentre as quais se podem destacar antimalarica (Marella et al., 2014;
Kumar et al, 2014), antimicrobiana (Yildirim et al., 2014; Farag, 2014), leishmanicida
(Britta et al., 2014), anti-T. cruzi (Moreno-Rodriguez et al., 2014; Cardoso et al.,
2014); anti-inflamatoria (Helal et al., 2013; Muthukumar, George e Vaidhyalingam,
2008) e antitumoral (Tasdemir et al., 2014; Gutierrez, Richardson e Jansson, 2014,
Lukmantara et al., 2014).

O envolvimento das tiossemicarbazonas com o cancer € extremamente
relevante, devido ao fato que muitos compostos desta classe de moléculas detém a
atividade biolégica, como apresentado anteriormente.

A atividade, frente a células tumorais, apresentada pelas tiossemicarbazonas
estda associada ao fato de esta classe de compostos se envolver na inibicdo de
alguns pontos chaves importantes na busca de novos farmacos para o tratamento
do cancer, sendo eles a ribonucleotideo redutase e a topoisomerase Il (Tasdemir et
al., 2014).
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O ferro pode ser encontrado sob duas formas, férrica (Fe3*) e ferrosa (Fe?*). A
capacidade de o ferro ser convertido em uma dessas duas formas de oxidagéo quer
seja pelo recebimento ou doacdo de um elétron, é um importante fator que
desempenha um amplo espectro de atividades bioldgicas (Fairweather-Tait, 2004).

O ferro € um importante mineral, sendo considerado como adjuvante na
proliferagao celular devido ao seu envolvimento em processos como metabolismo,
respiracdo, sintese de DNA e eritropoiese. As lipoxigenases (LOX), as
cicloxigenases (COX) e a ribonucleotideo redutase (RR) sdo exemplos importantes
de proteinas dependente de ferro para sua acdo (Richardson et al.,, 2002;
Fairweather-Tait, 2004).

As células neoplasicas possuem uma taxa de proliferacdo e sintese de DNA
aumentadas quando em comparacédo as células normais, resultando em uma alta da
atividade da ribonucleotideo redutase dependente de ferro (Elford et al., 1970). A
enzima, em mamiferos, consiste de duas subunidades chamadas de Rie Rz, sendo
a subunidade R1 o sitio ativo da ribonucleotideo redutase (Kolberg et al., 2004).

O mecanismo de funcionamento da enzima consiste inicialmente na ativacao
da subunidade Ri através da geracdo de radicais nos residuos de tirosina da
subunidade R:. Estes radicais sdo entdo transferidos aos residuos de cisteina no
sitio ativo da subunidade Ri1. A importancia do ferro neste processo esta na geracao
dos radicais tirosil na subunidade R: através de reagfes com o oxigénio molecular
(Kolberg et al., 2004). Uma vez estes radicais formados, o ferro também esta
envolvido na transferéncia da cadeia formada entre as subunidades Ri1e Rz (Levy et
al., 1995).

As tiossemicarbazonas sdo capazes de inibir a incorporacdo da timidina
tritiada (*H-timidina) ao DNA, provavelmente devido a agdo das tiossemicarbazonas
frente a ribonucleotideo redutase (Sartorelli, Agrawal e Moore, 1971).

Algumas tiossemicarbazonas séo relatadas por possuirem atividade frente a
essa enzima, tais como a l-formilisoquinolina tiossemicarbazona, 2-formilpiridina
tiossemicarbazona e 3-aminopiridina-2-carboxaldeido tiossemicarbazona (Triapina®)
(figura 5). Essa inibicdo pode se dar de maneira direta, através da ligagdo da
tiossemicarbazona com o ferro no sitio ativo, essencial ao funcionamento enzimatico
ou devido ao complexo tiossemicarbazona-ferro formado resultar na destruicdo dos

radicais tirosila (Sartorelli, Agrawal e Moore, 1971; Thelander e Graslund, 1983).
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Dentre as tiossemicarbazonas citadas, a Triapina se destaca por se encontrar
em estudos avancados de fase clinica Il e por apresentar atividade confirmada em
uma grande variedade de modelos tumorais (Ocean et al., 2014).

S

HITIJ\NHZ
/N
NH
o y S
p N. |
N”>F N7 ONH, Z N /N\N)kNH
H H 2
3-aminopiridina-2- 1-formilisoquinoline 2-formilpiridina
carboxaldeido tiossemicarbazona tiossemicarbazona tiossemicarbazona

Figura 5. Estruturas das principais representantes da classe das tiossemicarbazonas cujo alvo

bioldgico é a inibi¢cdo da ribonucleotideo redutase (RR).

As DNA topoisomerases sd0 enzimas essenciais para as células, visto que
elas modulam a topologia do DNA, durante os processos de transcricao, replicacao
ou recombinacéao (Liu e Wang, 1987).

A topoisomerase Il tem sido reconhecida como um importante alvo para a
descoberta de novos farmacos antitumorais que consigam causar a inibicdo
enzimatica com menos efeitos adversos (Nitiss, 2009). Alguns farmacos
antitumorais, ja utilizados na clinica, possuem como alvo bioldgico a topoisomerase
II, tais como a doxorrubicina e daunorrubicina (da classe das antraciclinas), o
etoposideo e o teniposideo (da classe das epipodofilotoxinas) e a amsacrina (da
classe das acridinas) (Zunino e Capranico, 1990).

As tiossemicarbazonas também tém se destacado frente a topoisomerase |l
sendo capazes de causar a inibicdo do efeito catalitico desta enzima (Yalowich et al,
2012). A provavel interferéncia das tiossemicarbazonas na inibicdo da
topoisomerase Il se d& pela estabilizacdo dos complexos clivaveis formados pela
acdo da enzima e o DNA que leva a apoptose celular. Essa estabilizacdo, por parte
das tiossemicarbazonas, se da devido a uma alquilacdo dos residuos tiol no
complexo topo II-DNA (Chen et al., 2004).

Algumas indenoindolonas-tiossemicarbazonas foram sintetizadas e avaliadas
0 seu potencial na inibicdo da topoisomerase Il (figura 6). Foi verificado que dois
derivados dessa série foram ativos na inibicdo dessa enzima, mas sem haver a

intercalacdo com o DNA com atividade comparada a do etoposideo. Adicionalmente,
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nao foi verificada nenhuma atividade sobre a topoisomerase |, o que implica em uma

especificidade de acao desses compostos (Kashyap et al., 2013).

H
S

NE/HNH2 SI/HNO
QD i
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Figura 6. Estruturas de derivados indenoindolona-tiossemicarbazonas potenciais inibidores da

topoisomerase Il

Poucos estudos acerca da atividade anti-inflamatéria relacionadas as
tiossemicarbazonas tem sido relatado, o que desperta ainda mais o0 interesse na
investigacdo do potencial bioldgico dessa classe de moléculas.

Uma série de novas 1-(1-metil)-5-metil-2-oxoindolin-3-ilideno)-4-(piridin-2-il)-
tiosemicarbazonas foram sintetizadas e avaliadas quanto ao seu potencial anti-
inflamatorio e analgésico (Muthukumar, George e Vaidhyalingam, 2008).

A atividade anti-inflamatéria desses novos compostos se deu através do
ensaio do edema de pata induzido por carragenina, onde todos 0s compostos
testados foram administrados em dose Unica de 100 mg/Kg e o controle positivo
utilizado no experimento foi o diclofenaco de sédio na dose de 45 mg/Kg, ambos
administrados oralmente. A mensuracéo da inibicdo do volume da pata foi realizada
utilizando o aparelho de hidropletismémetro. Os resultados mostraram que dos dez
compostos avaliados, trés demonstraram bons valores na inibicdo do edema da
pata. O melhor composto (figura 6) apresentou 44% na inibicdo do edema quando
comparado ao diclofenaco de sédio que foi capaz de inibir em 64% o edema
(Muthukumar, George e Vaidhyalingam, 2008).

Em relacdo a atividade analgésica dessa série de compostos, foi utilizado o
teste de contor¢do induzido por &cido acético. Os compostos avaliados também
apresentaram resultados relevantes em relagcdo a analgesia, onde o melhor
composto (figura 7) apresentou um percentual de 53% de protecdo contra dor
quando comparado com o diclofenaco de sédio que apresentou 74% de protecdo

(Muthukumar, George e Vaidhyalingam, 2008).
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A significancia dos resultados apresentados por essa série de compostos
pode ser justificada por uma analogia entre as estruturas dos derivados testados e a
estrutura da indometacina, um anti-inflamatoério ndo esteroidal (Muthukumar, George
e Vaidhyalingam, 2008).

Composto com melhor atividade =~ Composto com melhor atividade
anti-inflamatoria analgésica

Figura 7. Estruturas de tiossemicarbazonas com atividades anti-inflamatdria e antinociceptiva.

Outros compostos sintetizados a partir das tiossemicarbazonas também
demonstraram um bom perfil anti-inflamatorio. Uma série de novos tiazéis foi
sintetizada e avaliada quanto ao seu potencial bioldgico anti-inflamatério utilizando o
modelo experimental de edema de pata induzido por carragenina. Os compostos
foram testados na dose de 50 mg/Kg e o controle positivo utilizado no experimento

foi a indometacina na dose de 10 mg/Kg (Helal et al., 2013).

Os resultados desse experimento revelaram que os tiazOis sdo promissores
para esta atividade anti-inflamatéria onde varios compostos apresentaram inibicdo
do edema na pata com valores percentuais de 87 e 85%. A tiossemicarbazona
(figura 8) que deu origem a esses novos derivados também foi testada e, da mesma
forma, revelou 83% de inibicio do edema na pata, quando comparado a
indometacina que foi capaz de inibir 91% neste mesmo experimento (Helal et al.,
2013).
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Figura 8. Estrutura da tiossemicarbazona promissora na atividade anti-inflamatoria.

Diante das evidéncias que apontam a versatilidade quimica e bioldgica das
tiossemicarbazonas e do anel tiofeno e tendo como base a hibridagcdo molecular
como principio no planejamento de farmacos, propomos neste trabalho, a sintese de
novos hibridos quimicos bem como a sua avaliacdo biolégica frente aos modelos
experimentais de cancer e inflamacao, com a finalidade de obtencdo de moléculas
promissoras para o tratamento dessas doencas.

Apesar do baixo numero de moléculas viaveis farmacologicamente, o
planejamento de farmacos € considerado como uma etapa crucial na descoberta de
novos compostos, para tanto, é necessario implementar diversas estratégias como
por exemplo, a hibridagcdo molecular que consiste em uma estratégia de modificacéo
molecular baseada no reconhecimento das subunidades farmacoféricas na
composicdo estrutural de dois ou mais produtos bioativos. A fuséo dessas
subunidades conduz a concepc¢do de um novo hibrido mantendo as caracteristicas
das moléculas originais pré-selecionadas (Kauffman, 2004, Lima, 2007, Addla et al.,
2012).

Tradicionalmente, pequenas moléculas tém sido uma fonte confiavel para
desenvolvimento de compostos biologicamente ativos, em especial os compostos de
enxofre e derivados. Os compostos ciclicos de enxofre, como triazol, tiadiazol e
heterociclos de oxadiazol apresentam relatados de diversas atividades
farmacoldgicas como anti-inflamatério, anti-cancro, analgésicos, antimicrobianos,
anticonvulsivantes, anti-alérgica entre outros (Varvaresou et al, 1998; Shafiee,
Jalilian, 2000; Jalilian et al, 2003; Bineshmarvasti, 2003)

Quando comparados com moléculas de origem natural com estruturas
complexas, pode-se verificar que sdo facilmente sintetizadas e sua otimizagao
estrutural suave normalmente € um indicativo de uma possivel candidata
farmacolégica (Arora et al, 2013). A quimica de substancias ciclicas contendo o

atomo de enxofre, tais como tiossemicarbazonas (TSC) tem recebido uma atencgéo
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consideravel na quimica medicinal devido a estratégica classica para a sintese de
compostos heterociclos através de reacfes de compostos C = O e grupos C=N e
para a indastria farmacéutica relacionada a estratégia e desenvolvimento de
moléculas com propriedades farmacologicas (Kalinowski et al, 2009; Kesel, 2011;
Basu, 2013)

As atividades biolégicas dos compostos tiocarbonilados podem estar
relacionadas a expressdo e correlacdo de efeitos fisioldgicos atravées de
mecanismos de S-oxidacdo. Este processo de oxidacdo organo-enxofre pode estar
envolvido em multiplas atividades celulares, incluindo a degradacdo de horménios
polipeptideos e proteinas, regulacdo da sintese de proteinas, manutencdo do
potencial redox intracelular, protecdo de células contra danos oxidativos, entre
outros (Del Corso et al,1994)

Varios TSC e seus derivados tiadiazolina heterociclico (TZH) tém sido
utilizados em uma variedade de categorias de drogas, tais como antimicrobianos,
anti-HIV-1, anti-cancro e inibidores do Sistema Nervoso Central (SNC) e a literatura
sobre estas atividades é cada vez maior. A sintese de TSC foi desenvolvida devido a
sua facilidade de substituir os grupos substituintes de alquilo, arilo, ou heterociclicos
derivados e levando assim a um amplo espectro de novos ligantes multi-denteados,
capaz de coordenar a centros de metal através do azoto da imina e do atomo de
enxofre, no entanto, o possivel mecanismo de acdo ndo estad restrito a esta
capacidade de se ligar ao ion metélico de modo varidvel, mas também a sua
capacidade de se ligar a funcdo aldeido ou cetona. (Garcia et al; 2003; Chellan et al,
2010; Glisoni et al, 2010; Silva et al, 2010; Geng, 2013).

Doencas infecciosas sao causadas por micro-organismos patogénicos (por
exemplo, bactérias, virus, fungos e parasitas) que invadem as células do hospedeiro
para a sua reproducdo. Essas doencas representam graves problemas de saude
publica que afetam uma fracdo significativa da populacdo mundial e, em razdo de
seu aspecto socioecondmico, representam um dos principais desafios para o século
XXI, especialmente nas regides mais pobres e vulneraveis do planeta. De acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as doencas infecciosas sao
responsaveis por aproximadamente um terco das causas de mortalidade no mundo.
A relacdo entre essas enfermidades e a baixa renda das populagdes mais carentes

fica evidente ao se constatar que as doencgas infecciosas ocupam a primeira posi¢cao
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entre as principais causas de morte e incapacidade permanente nos paises em
desenvolvimento (WHO, 2008; Guido et al, 2010).

Véarias espécies de fungos sédo patogénicas e causar danos graves para
plantas e animais. Devido ao surgimento e diversidade de cepas resistentes a
farmacos, a procura de novos antifingicos aumentou acentuadamente nos ultimos
anos (Marui 2010). Os pacientes imunossuprimidos sdo altamente suscetiveis a
infeccbes potencialmente fatais causadas por fungos oportunistas. A utilizacdo de
agentes imunossupressoras e anti-neoplasicos tém proporcionado uma
oportunidade para tais microorganismos causar graves infeccdes. Adicionalmente,
apesar de muitos avancos significativos na terapia antimicrobiana, doencas
infecciosas causadas por bactérias e fungos continuam a ser um importante
problema de saude em todo o mundo devido ao rapido desenvolvimento da
resisténcia a antibacteriano existente e antifungicos, reforcando a necessidade de
procuras de novos agentes anti-fungicos mais seguros (Aly, 2013; Altintop et
al,2016).

As propriedades antibacterianas e antifUngicas das tiossemicarbazonas vém
sendo estudada desde 1946, nos primeiros relatos da atividade contra
Mycobacterium tuberculosis. Desde entéo, estas atividades e outras propriedades
biologicas de tiossemicarbazonas vem sendo descritas, através da capacidade de
guelar metais essenciais no metabolismo destes microorganismos (Rodriguez-
Arguelles, 2005).

As tiossemicarbazonas sao um grupo de moléculas pertencentes a classe das
iminas (-C=N), conhecidas como base de Schiff, devido a reacdo de condensagéo
de tiosemicarbazidas com aldeidos ou cetonas bastante importantes na quimica
devido a sua versatilidade reacional frente a diversos reagentes. Sao consideradas
ligantes organicos, uma vez que apresentam em sua estrutura, atomos de nitrogénio
(N) e enxofre (S) caracterizados por serem doadores de elétrons (Lobana et al.,
2009). Estes ligantes possuem uma conjugacao N, N, S; sistema tridentado que tem
demostrado ser particularmente importante quanto a sua atividade citotdxica
(Kalinowski, Richardson, 2007). A formacdo de complexos com metais de transicao
com atomos de Ferro, Cobre, Zinco entre outros podem acarretar efeitos citotoxicos;

catalisando formacao de espécies reativas de oxigénio, que podem levar o processo
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de danificacdo do DNA e inibindo o processo de proliferacdo celular (Kalinowski,
Richardson, 2007; Vercoza et al, 2009; Pelosi, 2010).

Véarias investigacbes centraram-se na busca de moléculas com
Semicarbazonas e tiossemicarbazonas para Identificar o seu papel na inibicdo de
enzimas, ou em interagir com o DNA. Diferentes classes de compostos foram
estudadas no contexto de Sua reacdo ao T. cruzi, e uma relacdo molecular
estrutura-atividade Tem sido sugerido como um parametro importante Os efeitos
estéricos e eletrostaticos. Além da lipofilicidade dos compostos e, no caso de
derivados nitro, sdo conhecidos por sua capacidade de reducdo para formar anion
superoxido, e, sob condi¢des especificas, a sua capacidade para inativar a enzima

tripanotiona Redutase (Perez-Campos, 2014)



42

SEQUNDO CHPITULO



43

4. ARIL-TIOSSEMICARBAZONAS: SINTESE, CARACTERIZACAO ESTRUTURAL
E ATIVIDADE ANTI-FUNGICA

Existem duas estratégias gerais de sintese para as tiossemicarbazonas: A
primeira de forma direta, a partir de reagfes quimiosseletivas entre
tiossemicarbazidas e aldeidos ou cetonas (SARODINICK et al., 2003; HOLLA et al.,
2003); a segunda de forma indireta, onde as tiossemicarbazidas s&o previamente
preparadas a partir de reagdes da hidrazina (NH2-NH2) com isotiocianatos
(PAPASTAIKOUDI et al., 1995; GURSOQY et al., 1997; DUFFY et al., 2002; LI et al.,
2006), ditiocarbamatos (ASHTON et al, 1993), acidos tiocarbamiltioglicélicos ou
dissulfeto de carbono, este Ultimo em presenca de azidas ou aminas primarias
(ASHTON et al., 1993; TENORIO et al., 2005b) (Esquema 1).

Acidos
tiocarbamiltioglicélico

Dissulfeto
de carbono

Ditiocarbamatos

Esquema 1: Provaveis reacdes com as tiossemicarbazidas

4.1 METODOLOGIA

4.1.1 Metodologia quimica

4.1.1.1 Materiais e Equipamentos

Os reagentes e solventes comuns utilizados para a sintese e analise foram
hidrazina 80%, 5-metil-1H-indol-3-carbaldeido, 5-metoxi-1H-indol-3-carbaldeido,
fenil-isotiocianato, 4-bromo-fenil-isotiocianato, 4-cloro-fenil-isotiocianato, 4-metoxi-

fenil-isotiocianato, 1-naftil-isotiocianato, alil-isotiocianato, etanol absoluto,
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diclorometano, dimetilsulfoxido (DMSOQO), acetato de etila, n-hexano e acido acético.
Todos fornecidos pela Sigma, Aldrich, Fluka e Merck.

Na cromatografia de camada delgada (CCD) foram utilizadas placas de silica
gel F2s4 da Merck, de 0,25 mm de espessura, reveladas em luz ultravioleta (254 nm).
Na determinagao dos pontos de fuséo foi utilizado aparelho em tubo capilar Modelo
Quimis 340 (Quimis, Brasil). Para caracterizacdo estrutural dos compostos quimicos
foi utilizado: Espectroscopia de Infra-Vermelho (IR), registrados num espectrometro
Bruker IFS66 (Bruker, Alemanha), utilizando pastilha de KBr; Espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 'H) e de Carbono (RMN 3C)
realizados em aparelhos Varian UnityPlus 400 MHz (400 MHz para 'H e 100 MHz
para '°C) ou Bruker AMX-300 MHz (300 MHz para 'H e 75.5 MHz para °C);
Espectrometria de massas realizada no aparelho MALDI-TOF Autoflex Il (Bruker
Daltonics, Billerica, MA, USA).

4.1.1.2 Procedimento Experimental

4.1.1.2.1 Procedimento geral para a sintese das tiossemicarbazidas

A uma solucéo de diferentes isotiocianato (1) (0,5 mmol), em diclorometano
como solvente (10 mL), foi adicionado lentamente a hidrazina (2) (1 mmol). A reacao
permaneceu sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente por 2 horas. A maioria
das tiossemicarbazidas (produto de interesse) precipitaram durante a reagcdo. As
reacdes que nao precipitaram, este procedimento foi realizado apds adicdo de n-
hexano. O precipitado foi entdo filtrado, lavado com diclorometano e seco em

dessecador para utilizacdo na etapa posterior.

4.1.1.2.2 Procedimento geral para a sintese das tiossemicarbazonas (AP 01-11)

Por estratégia de hibridagdo molecular, objetivou-se a unido de nucleos
moleculares ja estudados em atividades biolégicas diversas, para obtencdo de
novos derivados organicos com as porcdes indol e tiossemicarbazonas, cujas

modificacdes moleculares séo oriundas dos isotiocianato utilizados nesta sintese.
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A uma solucdo de 5-metil-1H-indol-3-carbaldeido ou 5-metoxi-1H-indol-3-
carbaldeido (0,1 mmol) em etanol absoluto (10 mL) foram adicionadas as
tiossemicarbazidas substituidas (3), previamente sintetizadas (0,1 mmol), e 5-10
gotas de acido acético glacial. A reacdo permaneceu sob agitacdo magnética, a
temperatura ambiente por 2 horas. O precipitado (tiossemicarbazona) (AP 01-11) foi
entdo filtrado, lavado com etanol e seco em dessecador para posterior

caracterizacao estrutural e avaliacéao biologica (Esquema 2).

R4
N, a N_N. b R
R C\\S + H2N_NH2 —_—> H2N \n/ R l N/ Y \R
S
HN S

(1) ) (3)
AP 01-11

£ 4 P J{
-0, OO

R;: (FH3 Cl)CH3

NavaVave

Esquema 2. Rota sintética para obtencdo das tiossemicarbazonas (AP 01-11).
Reagentes e condi¢des: (a) hidrazina, isotiocianatos substituidos, diclorometano,
temperatura ambiente, 60-120 minutos; (b) tiosemicarbazidas substituidas, 5-metil-
1H-indol-3-carbaldeido ou 5-metoxi-1H-indol-3-carbaldeido, etanol, acido acético

glacial (5-10 gotas), temperatura ambiente, 120 minutos.
4.2 METODOLOGIA BIOLOGICA

4.2.1 Ino6culo

As leveduras foram crescidas em meio de cultura Agar Dextrose Sabouraud a
35°C durante 24h para as espécies de Candida e 48h para Cryptococcus
neoformans. Foi retirado um in6culo das culturas e suspensos em 5,0 ml de solugéo
salina estéril a 0,085% e colocadas em Vortex por 15 segundos. A densidade celular
foi ajustada por espectrofotdmetro acrescentando-se solucdo salina suficiente para
obter a transmitancia (80-90) equivalente de uma solucdo-padrao da escala de
McFarland 0,5 em comprimento de onda de 530nm. Esse procedimento fornece uma

suspensdo-padrdo de levedura contendo 1x108 a 5x10? células por ml. A suspensio



46

para os testes foi obtida fazendo-se uma diluicdo 1/100 em salina seguida de uma
diluicdo de 1/20 em meio de cultura RPMI 1640 tamponado com MOPS.

4.2.2 Teste se Sensibilidade Antifungica

Os testes foram realizados segundo a CLSI (2002) de acordo com a norma
M27-A2 no qual € um método de referéncia para testes de diluicio em caldo para a
determinacdo da sensibilidade de leveduras a terapia antifingica. Foram pesados
6,4 mg das onze moléculas sintetizadas e solubilizadas em 1,0 mL de DMSO. Em
seguida, as solugdes foram filtradas em filtros de 22 um de diametro para que 10 pL
fossem retirados e diluidos em 0.99 mL do meio RPMI 1640 com MOPS obtendo-se
ao final uma diluicdo de 1/100 a uma concentracao de 64 ug/mL e DMSO a 1%.

Placas de 96 pocos de fundo chato foram previamente preenchidas com 100
uL de meio RPMI 1640 com MOPS. ApGs isso, 100uL da droga foi adicionado no 1°
poco e entdo homogeneizado e retirado 100 pL para ser colocado no 2° poco de
forma que uma diluicdo seriada de 1/2 fosse feita até o 10° poco e este ultimo
retirado e colocado no 11° pocgo para servir como controle. Assim as concentracdes
dos compostos do 1° ao 10° pogo foram: 32, 16, 8, 4, 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,062
pug/mL. Depois das diluicbes seriadas, 100 pL da suspensao de células de leveduras
foi adicionado a todos os pocos. O 12° poco foi usado como controle positivo do
teste. Ao final as concentracdes das drogas foram reduzidas novamente pela
metade de modo que o 1° poc¢o tenha uma concentracdo de 16ug/mL. As placas
forma incubadas a 35 °C.

A leitura visual dos resultados foi realizada em 24 h para as espécies de
Candida e 48 h para Cryptococcus neoformans. Os testes foram realizados em

duplicata com trés repeticdes independentes.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Quimica
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(E)-2-((5-metdxi-1H-indol-3-il)metileno)-N-(p-tolil)-tiossemicarbazona (AP-01)

HsCO

Ci17H1eN4S. Rendimento: 47%. Faixa de fusdo: 187-189° C. Rf 0,54 (n-
hexano/acetato de etila, 1:1).

IR (KBr, cm1): 1490 (C=S), 1546 (C=N), 2938 (NH), 3110 (NH), 3212 (NH).

RMN H (400 MHz, DMSO-ds): 2.42 (s, 3H, CHz), 7.04 (d, 1H, J= 8 Hz, CH indol),
7.32 (t, 3H, J= 8 Hz, CH fenil), 7.55 (d, 2H, J= 8 Hz, CH fenil), 7.73 (d, 1H, J= 8 Hz,
CH indol), 7.87 (s, 1H, CH indol), 7.96 (s, 1H, CH indol), 8.39 (s, 1H, HC=N), 9.68 (s,
1H, NH), 9.88 (s, 1H, NH), 11.60 (s, 1H, NH).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-de): 21.36, 110.43, 111.61, 121.19, 124.10, 124.35,
124.66, 124.82, 128.12, 128.19, 129.38, 131.18, 135.36, 139.12, 139.23, 141.17,
181.50.

(E)-N-(4-metoxi-fenil)-2-((5-metil-1H-indol-3-il)metileno)-tiossemicarbazona (AP-
02)
H,C

N_ N

NS

\-

T L

HN OCH;

CisH1sN4OS. Rendimento: 68%. Faixa de fusdo: 204-206° C. Rf 0,50 (n-
hexano/acetato de etila, 1:1).

IR (KBr, cm™): 1509 (C=S), 1546 (C=N), 3208 (NH), 3326 (NH).

RMN H (400 MHz, DMSO-ds): 2.41 (s, 3H, CHs), 3.77 (s, 3H, OCHs3), 6.90 (d, 1H, J=
8.4 Hz, CH indol), 6.97 (d, 2H, J= 8.8 Hz, CH fenil), 7.33 (d, 1H, J= 8.4 Hz, CH indol),
7.54 (d, 2H, J= 8.8 Hz, CH fenil), 7.85 (s, 1H, CH indol), 7.96 (s, 1H, CH indol), 8.38 (
s, 1H, HC=N), 9.50 (s, 1H, NH), 11.50 (s, 1H, NH), 11.55 (s, 1H, NH).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): 21.35, 55.23, 110.50, 111.57, 113.36, 121.19,
124.14, 124.37, 126.36, 129.34, 130.97, 132.20, 135.35, 140.97, 156.61, 174.60
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(E)-2-((5-metoxi-1H-indol-3-il)metileno)-N-(4-metdxi-fenil)-tiossemicarbazona
(AP-03)

H,CO

ZT

T L
HN OCH,

C1sH1sN40O2S. Rendimento: 67%. Faixa de fuséo: 198° C. Rf 0,45 (n- hexano/acetato
de etila, 1:1).

IR (KBr, cm™): 1509 (C=S), 1546 (C=N), 3208 (NH), 3326 (NH).

RMN H (400 MHz, DMSO-ds): 3.76 (s, 3H, OCHa), 3.78 (s, 3H, OCHa), 6.43 (dd, 1H,
J= 8.8 Hz, CH indol), 6.92 (d, 2H, J= 9.2 Hz, CH fenil), 7.34 (d, 1H, J= 8.8 Hz, CH
indol), 7.55 (d, 2H, J= 9.2 Hz, CH fenil), 7.66 (s, 1H, CH indol), 7.85 (s, 1H, CH
indol), 8.38 (s, 1H, HC=N), 9.51 (s, 1H, NH), 11.51 (s, 1H, NH), 11.54 (s, 1H, NH).
RMN 3C (100 MHz, DMSO-de): 21.36, 110.43, 111.61, 121.19, 124.10, 124.35,
124.66, 124.82, 128.12, 129.38, 131.18, 135.36, 139.12, 139.23, 141.17, 181.50.

(E)-N-(4-bromo-fenil)-2-((5-metil-1H-indol-3-il)metileno)-tiossemicarbazona (AP-
04)

Ci17H1sBrN4S. Rendimento: 53%. Faixa de fusdo: 201-203° C. Rf 0,48 (n-
hexano/acetato de etila, 1:1).

RMN H (400 MHz, DMSO-de): 2.41 (s, 3H, CHs), 7.03 (d, 1H, J= 8.4 Hz, CH indol),
7.33 (d, 1H, J= 8.4 Hz, CH indol), 7.55 (d, 2H, J= 8.4 Hz, CH fenil), 7.71 (d, 2H, J=
9.2 Hz, CH fenil), 7.87 (d, 1H, J= 2.8 Hz, CH indol), 7.96 (s, 1H, CH indol), 8.40 (s,
1H, HC=N), 9.70 (s, 1H, NH), 11.58 (s, 1H, NH), 11.67 (s, 1H, NH).
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RMN 3C (100 MHz, DMSO-de): 21.35, 110.40, 111.59, 116.72, 121.29, 124.17,
124.36, 126.27, 129.39, 130.92, 131.25, 135.35, 138.74, 141.52, 174.01.

(E)-N-(4-bromo-fenil)-2-((5-metoxi-1H-indol-3-il)metileno)-tiossemicarbazona
(AP-05)

H3CO

C17H15BrN4OS. Rendimento: 31%. Faixa de fusdo: 180-182° C. Rf 0,44 (n-
hexano/acetato de etila, 1:1).

IR (KBr, cm™): 1500 (C=S), 1548 (C=N), 3135 (NH), 3313 (NH).

RMN !H (400 MHz, DMSO-de): 3.79 (s, 3H, OCHa), 6.84 (dd, 1H, J= 8.4 Hz, CH
indol), 7.34 (d, 1H, J= 9.2 Hz, CH indol), 7.53 (d, 2H, J= 8.8 Hz, CH fenil), 7.66 (s,
1H, CH indol), 7.73 (d, 2H, J= 8.4 Hz, CH fenil), 7.86 (d, 1H, J= 2.8 Hz CH indol),
8.40 (s, 1H, HC=N), 9.73 (s, 1H, NH), 11.56 (s, 1H, NH), 11.69 (s, 1H, NH).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): 55.03, 103.53, 110.69, 112.59, 112.63, 116.53,
124.58, 125.84, 130.90, 131.69, 131.91, 138.75, 141.58, 154.49, 173.92.

Para a caracterizacdo das moléculas foram realizadas analises de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de H e 3C além de Infravermelho (IV).
Como pontos caracteristicos na elucidag¢do estrutural dos novos derivados indol-
tiossemicarbazonas através da andlise do RMN !H, foram observados singletos
referentes ao proton presente no nucleo inddlico (NH) o qual apresentou
deslocamento quimico que variou de 11.50 a 11.58 ppm. Outro ponto importante
presente nos compostos sintetizados € a presenca dos prétons oriundos da
formacdo da ligacdo H-C=N (imina) a partir da condensacdo entre as
tiossemicarbazidas e os aldeidos indolicos o qual apresentou variacdo entre 8.38 a
8.40 ppm. Os hidrogénios NH que estdo préximos a tiocarbonila também
apresentaram deslocamentos caracteristicos que variaram entre 11.54 a 11.69 e
9.50 a 9.73 ppm (Figura 1).
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Figura 1. Exemplo de espectro de RMN 'H do derivado indol-tiossemicarbazona AP-
04 evidenciando os hidrogénios ligados ao nitrogénio e iminico presentes na

molécula.

Os deslocamentos quimicos dos hidrogénios relativos aos grupos metil (-CHs)
e metoxi (-OCHs) variaram entre 2.41 a 2.42 e 3.76 a 3.79, respectivamente. Além
disso, em todos os espectros analisados observaram-se sinais de singleto (s),
dubleto (d), tripleto (t), duplo dubleto (dd), na regido caracteristica de grupamentos

aromaticos (Figura 2).
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Figura 2. Espectro de RMN *H do derivado AP-04 evidenciando todos os hidrogénios

aromaticos presentes na estrutura.

O espectro de RMN 13C evidencia as absor¢cées dos atomos de carbono
caracteristicos dos derivados indol-tiossemicarbazonas. Os deslocamentos dos
carbonos referentes a tiocarbonila (C=S) da tiossemicarbazona sao evidenciados
nos sinais entre 173.92 a 181.50 ppm. Os deslocamentos quimicos dos carbonos
iminicos (C=N) variaram entre 140.97 a 141.58 ppm. Além disso, 0s grupos metil (-
CHs3) e metdéxi (-OCHs) apresentaram deslocamentos 21.35 e 55.03 ppm,
respectivamente (Figura 3).

A espectroscopia na regido do infravermelho foi utilizada como ferramenta
adjunta na caracterizacdo dos compostos sintetizados, na qual € possivel evidenciar
grupos funcionais caracteristicos presentes dos compostos sintetizados. Os
derivados indol-tiossemicarbazonas presentes aqui neste trabalho, apresentaram

estiramentos/bandas caracteristicas dos grupos funcionais N-H (3132-3390 cm?) e
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C=N (1546-1550 cm™) além do sinal caracteristico a funcionalidade C=S (1500-1510

cm™).
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Figura 3. Espectro de RMN 3C do derivado AP-04 evidenciando os principais

assinalamentos da tiocarbonila, carbono iminico e metila.
5.2 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Os resultados acerca da atividade antifungica para os derivados indol-
tiossemicarbazonas estdo expressos na Tabela 1 como sensibilidade antifingica em
pg/mL.

De inicio, podemos observar que a cepa de Cryptococcus neoformans URM
6898 foi a mais sensivel para os 11 derivados indol-tiossemicarbazona, no qual os
derivados AP-05 e AP-07 foram os que mais se destacaram apresentando valores
de 1Cs0= 1 pg/mL, sendo esses valores melhores ao apresentado pelo fluconazol
(farmaco padrdo) o qual foi de 1Cso= 2 pg/mL. Por outro lado, a cepa de Candida
parapsilosis URM4970, demonstrou-se insensivel aos derivados testados, onde

pode ser observado auséncia de atividade na maxima concentracdo testada (16

png/mL).
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Ao ser observado os resultados apresentados pelo derivado AP-08, pode ser
constatado auséncia de atividade do composto nas cepas de Candida, sendo a
atividade do composto seletiva para a cepa de Cryptococcus neoformans (ICso= 8
pg/mL). A estrutura geral desse composto mostra a presenca de um grupamento 1-
naftil diretamente conectado a posicdo N* da tiossemicarbazona, além de um grupo
metil, ligado a posicdo 5 do nucleo inddlico (figura 4). Ambos os grupamentos
ligados ao esqueleto da molécula favorecem ao aumento da lipofilicidade do
composto e consequentemente uma maior facilidade de permear as membranas
biolégicas até alcancar o sitio alvo (Gillis et al., 2015). No entanto, tal fator parece
ndo ter exercido influéncia positiva em relagdo a atividade farmacolégica, pois em
contraposicdo, 0 seu analogo estrutural, o derivado AP-09 que possui como Unica
diferenca a presenca de um grupo metoxi (OCH?3s) ligado ao indol, demonstrou uma
melhor atividade frente a Cryptococcus neoformans (ICso= 4 pg/mL) além de
apresentar atividade em todas as cepas de Candida. Tal fato pode ser explicado
visto que o grupamento metoxi é altamente aceptor de ligacdes de hidrogénio o que
faz com que aumente a sua hidrofilicidade e consequentemente um aumento da taxa
de dissolucdo do composto, fazendo com que ele consiga chegar ao seu local de
acdo mais facilmente (Altintop et al., 2015).

H,CO

HC

Figura 4: Estruturas gerais dos derivados indol-tiossemicarbazona AP-08 e AP-09
evidenciando o grupamento metil e metdxi ligado ao indol e o grupo 1-naftil ligado a

tiossemicarbazona.

Os derivados AP-01, AP-05, AP-06, AP-09 e AP-10 apresentaram valores de
ICso de 4, 4, 4, 4 e 2 ug/mL, respectivamente para a cepa de Candida albicans
ATCC, sendo esses valores todos melhores que um dos farmacos padréo utilizados
no experimento, o cetoconazol o qual apresentou ICso 8 pg/mL. Para a cepa de

Candida krusei, apenas o derivado AP-11 conseguiu resultados mais expressivos na
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inibicdo do crescimento desse fungo, apresentando ICso= 4 pug/mL, sendo esse valor
muito semelhante ao apresentado pelo cetoconazol (ICso= 2 pg/mL).

A variacdo estrutural encontrada nos compostos avaliados permitiu uma
diversidade de resultados apresentadas. O nucleo indol possui duas substituicoes
(metil e metdxi). J& na posicdo N*4 da tiossemicarbazona, os substituintes utilizados
foram fenil, 4-bromo-fenil, 4-cloro-fenil, 4-metoxi-fenil, 1-naftil e alil. De uma maneira
geral, a presenca de um grupo mais lipofilico de um lado da molécula e de um grupo
hidrofilico na outra porcao, parece ter exercido melhor influéncia em relacdo aos
achados na atividade bioldgica, como apresentado nos derivados AP-05 (indol: 5-
metoxi; TSC: 4-bromo-fenil) e AP-07 (indol: 5-metdxi; TSC: alil) (Figura 5)

AP-05 AP-07

Figura 5: Grupos hidrofilicos assinalados em azul e grupos hidrofébicos assinalados

em vermelho.

O derivado AP-06 possui como substituicdo no indol a por¢cdo 5-metil e na
posicdo N# da tiossemicarbazona, a substituicdo alil (Figura 6). Ambas as
substituicdes conferem um maior carater lipofilico ao composto. Isso repercutiu
negativamente na atividade antifingica onde o composto apresentou ICso= 16 pg/mL
para a cepa de Cryptococcus neoformans. Dessa maneira, pode-se inferir que um
equilibrio hidro-lipofilico nos compostos parece exercer fundamental importancia no
desenvolvimento da atividade bioldégica, uma vez que um carater hidrofilico é
necessario para promover uma maior taxa de dissolugdo do composto. J4 o carater

lipolifico, é fundamental para o composto chegar até o seu local de acao.
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Figura 6: Estrutura do derivado AP-06 evidenciando a presenca de dois grupos

hidrofébicos.

Tabela 1. Teste de sensibilidade antifungica realizada com os derivados da série

indol-tiossemicarbazona.

Sensibilidade Antifungica (ICso - pg/mL)

Candida parapsilosis

Compostos Candida Candida Cryptococcus

albicans URM4970 URM7048 krusei neoformans

ATCC ATCC URM 6898
AP-01 4,0 - 4,0 - 4,0
AP-02 - 4,0 - 2,0
AP-03 - - - - 2,0
AP-04 - - 4,0 - 8,0
AP-05 4,0 - - - 1,0
AP-06 4,0 - - - 16,0
AP-07 - - - 8,0 1,0
AP-08 - - - - 8,0
AP-09 4,0 - 4,0 8,0 4,0
AP-10 2,0 - 2,0 8,0 4,0
AP-11 - - 8,0 4,0 2,0
CET 16,0 0,06 0,06 2,0 0,06
FLC NT 8.0 4.0 NT 2.0
ITC NT 0.125 0.125 NT NT
AMB 0.06 0.06 0.06 0.06 0.03

Todos esses valores sao ICso € ndo MIC. Os tracos indicam que nao houve atividade
nas concentracdes testadas. CET: cetoconazol, FLC: fluconazol, ITC: itraconazol,
AMB: anfontericina B.

A avaliacdo da atividade antifungica revelou para os derivados indol-
tiossemicarbazonas que a presenca de grupos hidrofilicos e hidrofébicos promovem
um aumento da atividade biologica, quando comparados com duas substituicdes

hidrofébicas que diminuem a atividade antifingica.
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RESUMO

Neste trabalho houve a sintese de uma série de derivados benzodioxol (3a-g e 4a-
b), os quais foram realizados testes de suas atividades biolégicas para avaliar seu
potencial terapéutico contra os parasitas (Leishmania amazonensis e Trypanosoma
cruzi). Os compostos foram sintetizados, caracterizados e depois testados quanto a
atividade contra T. cruzi em formas epimastigotas e tripomastigotas e contra formas
promastigotas de L. amazonensis. Verificou-se que a maioria dos compostos nao
apresentavam toxicidade em culturas de células de baco. Em relagdo a atividade
tripanocida, o composto 3c apresentou um elevado nivel de atividade contra formas
epimastigotas e tripomastigotas (IC50 = 1,48 e 3,89 uM, respectivamente). Verificou-
se que 0s compostos 3a, 3f e 3g tinham um elevado nivel de atividade contra formas
tripomastigotas de T cruzi (IC50 = 1,57, 0,79 e 1,61 uM, respectivamente). No caso
de acdo contra L. amazonensis, o composto 3d proporcionou um resultado
promissor com IC50 = 1,09 yM. Para avaliar o modo de interacdo dos compostos 3a
e 3g frente de cruzaina, foram realizados estudo Docking. Os resultados
demostraram que as interacdes hidrofébicas e especialmente dois locais de
interacdo hidrofilicos (ligacdes de hidrogénio com os residuos ASP161 e MET68)
sao importantes para a alta estabilidade do complexo formado entre o composto 3g
e 0 alvo de cruzaina. Por conseguinte, sdo necessarias outras avaliacdes, tais como
a avaliagéo in vivo e protocolos experimentais para determinar o mecanismo de

acao destes compostos.

Palavras-chave: Benzodioxol. Tiossemicarbazona. Tiazolidinona. Doenca de

Chagas. Leishmaniose. Antiproliferativa.
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ABSTRACT

In this work a serie of benzodioxole derivatives was synthesized and tested your
biological activity (3a-g and 4a-b) in order to assess their therapeutic potential
against the parasites (Leishmania amazonensis and Trypanosoma cruzi). The
compounds were synthesized, characterized and then tested for activity against T.
cruzi in epimastigote and trypomastigote forms and against promastigotes forms of L.
amazonensis. Most of the compounds were found to be non-toxic in spleen-cell
cultures. With regard to trypanocidal activity, compound 3c exhibited a high level of
activity against epimastigote and trypomastigote forms (ICso= 1.48 and 3.89 uM,
respectively). The compounds 3a, 3f and 3g was found to have a high level of activity
against trypomastigote forms of T cruzi (ICso=. 1.57, 0.79 and 1.61 uM, respectively).
In the case of action against L. amazonensis, compound 3d provided a promising
result with 1Cso= 1.09 pM. In order to evaluate the interaction mode of the compounds
3a and 3g front of cruzaina, docking studies were performed. The results showed
that hydrophobic interactions and especially two hydrophilic interaction sites
(hydrogen bonds with the residues ASP161 and MET68) are important for the high
stability of the complex formed between the compound 3g and cruzaina target.
Therefore, further evaluations, such as in vivo assessment and experimental

protocols are required to determine the mechanism of action of these compounds.

Keywords: Benzodioxole. Thiosemicarbazone. Thiazolidinone. Chagas disease.

Lleishmaniasis. Antiproliferative.
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5.1 INTRODUCAO

Os compostos contendo o grupo benzodioxol exibem uma ampla gama de
atividade biolégica de interesse em quimica medicinal (EI-Behairy et al., 2015, Brito
et al.,, 2010; Romeiro et al.,, 2011). A doenca de Chagas, causada pelo parasita
Trypanosoma cruzi, afeta aproximadamente 10 milhdes de pessoas no mundo
(Rassi Jr et al, 2010). O unico farmaco em uso € o Benznidazol (LAFEPE, Brasil),
gue nado € eficaz em pacientes que evoluiram para a fase crénica (Urbina, 2009;
Machado et al, 2012). Além disso, o benznidazol provoca efeitos colaterais graves,
levando a interrupgcdo do tratamento em um numero significativo de pacientes
(Pinazo, 2010). Assim, ha uma necessidade de identificar novos farmacos para o
seu tratamento.

Leishmanioses é um grupo de doencgas causadas por muitas espécies de
Leishmania (Kevric et al, 2015). O tratamento de primeira linha para a leishmaniose
baseia-se principalmente no uso de antimoniais pentavalentes, isotionato de
pentamidina, anfotericina B ou miltefosina (de Menezes et al, 2015). Apesar dessas
opcdes, o tratamento ndo € ideal devido aos estreitos indices de seletividade desses
farmacos (de Menezes et al, 2015).

Para abordar a descoberta de farmacos contra T. cruzi e Leishmania, uma
série de alvos moleculares drogas foram investigados. Exemplos de tais alvos sao a
lanosterol 14 alfa-desmetilase (Buckner e Urbina 2012), a tripanotiona redutase
(Lantwin et al., 1994) e as cisteina proteases (Engel et al., 1998; Selzer et al, 1999).
A Cruzaina, a principal protease de cisteina tripanosomal, esta envolvida durante a
invasao, diferenciacéo e proliferacdo de parasitas em células hospedeiras (Selzer et
al., 1999; Doyle et al, 2007). Esta enzima € responsavel pela degradacdo das
proteinas das células hospedeiras e, assim, participa do resultado da infeccao
(Duschak et al, 2001). Na identificacdo de inibidores de cruzaina, a maioria dos
trabalhos foram realizadas por peptideos e compostos semelhantes a peptideos, tais
como ureias (Du et al, 2000), hidrazonas (Doyle et al, 2007) e tiosemicarbazonas
(Du et al, 2000, Greenbaum et al, 2004, Siles et al., 2006). De fato, as
tiossemicarbazonas foram consideradas uma classe de anti-T Cruzi potente e
seletiva na inibicdo da atividade da cruzaina (Lozano et al, 2012, Porcal et al., 2008;
Caputto et al, 2011; Blau et al., 2013).



61

De fato, o benzodioxol € um grupo quimico que confere uma boa lipofilicidade
na concepgcdo de farmacos e, assim, foi aplicado em muitos casos de
desenvolvimento de farmacos (Kimmerle et al., 2012; Com base nestes achados,
criou-se a hipotese que o uso da sintese de derivados de benzodioxol produziria
compostos antiparasitéario e antiproliferativo. Neste trabalho, h& o relato da sintese e
caracterizagdo espectroscopica de tiosemicarbazonas e tiazolidinonas derivadas de
benzodioxol, avaliacdo do efeito anti-T. Cruzi, anti-L. Amazonenses frente a cruzaina

para os compostos (3a-g, 4a-b).

5.2. PARTE EXPERIMENTAL

5.2.1 Quimica

Os espectros de IV foram registados em pellets de brometo de potassio com
um espectrofotometro Bruker IFS-66 IR (Bruker, EUA). Os espectros de RMN de 1H
foram registados a 400 MHz num espectrémetro Varian 400-MR. Os espectros de
RMN 13C foram registados a 100 MHz num espectrometro Varian, USA 400-MR
com tetrametilsilano como padrao interno e DMSO-d6 como solvente. Utilizou-se gel
de silica 60-N (esférico e neutro, 100-210 m, 37560-79), fornecido por Kanto
Chemical Co, para cromatografia em coluna. Todos os pontos de fusdo foram

medidos em um aparelho Quimis-340.27 (Quimis, Diadema, SP, Brasil).

5.2.2 Sintese e caracterizacao de benzo[d][1,3]dioxol-5-carbaldeido (5)

Adicionou-se gota a gota uma solucéo de 3,4-dihidroxibenzaldeido (5 g, 0,011
mol) em DMF (150 mL) a uma suspenséo de CH2Br2 (31,4 mL, 16,7 mols) e K2CO3
(10 g, 0,0362 mol) em DMF 30 mL) de acordo com o protocolo de Wang et al. (2010)
(Wang et al, 2010) com pequenas modificacdes. A mistura foi agitada e aquecida a
refluxo durante 24 horas, depois arrefecida e filtrada. O filtrado foi concentrado,
diluido com agua e extraido com acetato de etilo (3 x 100 mL). A fase organica foi
lavada com NaOH a 10% (25 mL), agua (25 mL), seca (Na2S0O4) e evaporada para
dar 2 g (38%) como um 6leo amarelo. O aldeido também foi obtido a partir do alcool

piperonilico otimizado (Tojo e Fernandéz 2006). A reacdo consiste na oxidagdo de
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alcool (1g, 0,0065 mol) com 15 equivalentes de 6xido de manganés IV (8,55 g) em
diclorometano seco (15 mL) durante 2 horas a 25 ° C. Apds 2 horas, o filtrado obtido
foi rotaevaporado e levada ao congelador obtendo-se um precipitado cristalino com
um rendimento de 85%. O benzo [d] [1,3] dioxol-4-carbaldeido foi obtido

comercialmente.

5.2.3 Sintese e caracterizagdo de tiosemicarbazonas (3a-9)

Em seguida adicionou-se acido acético glacial (1,5 mL) a uma solugédo de
benzo [d] [1,3] dioxole-4-carbaldeido ou benzo [d] [1,3] dioxole-5-carbaldeido (0,5 g,
0,0043 mol) e as N-aril-tiosemicarbazidas apropriadas (0,0043 mol) em etanol
absoluto (40 mL). A reacdo de condensacéao foi agitada sob refluxo durante o tempo
apropriado (controlado por CCD). O solvente foi evaporado sob presséo reduzida
para dar o respectivo produto em bruto. Apés secagem, o produto foi recristalizado a

partir de tolueno (Oliveira et al, 2015).

5.2.3.1 2- (Benzo [d] [1,3] dioxol-4-ilmetileno) -N-fenil-tiosemicarbazona (3a)

Obteve-se o composto 3a sob a forma de um p6 branco (63%): Rf = 0,55 (n-
Hex / AcOEt 8: 2); Pf: 192-193 ° C; RMN de 1H (400 MHz, DMSO-d6): & 12,00 (1H,
s, NH); 10,12 (1H, s, NH); 8,26 (1H, s, -CH =); 7,71 (1H, d, Ar, J = 8 Hz); 7,61 (3H,
m, Ar); 7,42 (2H, d, Ar, J = 8,8 Hz); 6,95 (1H, d, Ar, J = 8,8 Hz); 6,86 (1H, t, Ar, J =8
Hz); 6,11 (2H, s) ppm; 13C RMN (100 MHz, DMSO-d6): 6 101,54 (1C, CH2); 121,37
(1C, Ar), 121,57 (1C, Ar), 125,3 (2C, Ar), 128 (2C, Ar), 136,2 (1C, Ar) (1C, Ar), 138,9
(1C, Ar), 146,53 (1C, Ar), 147,56 (1C, C = N), 175,86 (1C, C = S) ppm; IV (KBr, cm
"1) 3307 (NH); 1543 (C = N); 1511 (C =S). HRMS m / z [M + H] + calcd para
C15H13N302S: 300,07; Encontrado: 300,04.

5.2.3.2 2-(Benzo [d] [1,3] dioxol-4-ilmetileno) -N- (4-clorofenil) -tiossemicarbazona
(3b)

Obteve-se o composto 3b sob a forma de um pé branco (50%): Rf = 0,60 (n-
Hex / AcOEt 8: 2); Pf: 220-221 ° C; RMN de 1H (400 MHz, DMSO-d6): 6 12,01 (1H,
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s, NH); 10,12 (1H, s, NH); 8,26 (1H, s, -CH =); 7,7 (1H, d, Ar, J = 8 Hz); 7,61 (2H, d,
Ar, J =6,4 Hz); 7,4 (2H, d, Ar, J = 6,4 Hz); 6,94 (1H, d, Ar, J = 7,6 Hz); 6,87 (1H, t,
Ar, J = 8 Hz); 6,11 (2H, s) ppm. 13C RMN (100 MHz, DMSO-d6): & 101,547 (1C,
CH2); (1C, Ar), 121, 57 (1C, Ar), 121,57 (1C, Ar), 127,31 (2C, Ar), 127,94 (2C, Ar),
129,30 (1C, Ar), 136,54 (1C, Ar), 146,63 (1C, Ar), 147,58 (1C, C = N), 175,87 (1C, C
=S) ppm. IV (KBr, cm "1) 3310 (NH); 1541 (C = N); 1506 (C=S). HRMS m/z [M +
H] + calcd para C15H12CIN302S: 334,03; Encontrado: 334,08.

5.2.3.3 2- (benzo [d] [1,3] dioxol-5-ilmetileno) -N- (naftalen-1-il) -tiossemicarbazona
(3¢)

Obteve-se 0 composto 3c sob a forma de um p6 branco (42%): Rf = 0,62 (n-
Hex / AcOEt 8: 2); Pf: 213-214 ° C; RMN de 1H (400 MHz, DMSO-d6): 6 11,8 (1H, s,
NH): 10,3 (1H, s, NH); 8, 12 (1H, s, -CH =); 7,8 (3H, m, Ar); 7,5 (4H, m, Ar); 6,96 (1H,
d, Ar,J=8Hz); 7,1 (1H, d, Ar, J =8 Hz); 7,9 (1H, s, Ar); 6,06 (2H, d, CH2) ppm. 13C
RMN (100 MHz, DMSO-d6): 6 101,4 (1C, CH2); 105,5 (1C, Ar), 125,9 (1C, Ar), 125,9
(1C, Ar), 126,5 (1C, Ar), 124,4 (1C, Ar), 130,6 (1C, Ar), 133,6 (1C, Ar), 135,7 (1C,
Ar), 142,3 (1C, Ar) 1C, Ar), 148,04 (1C, Ar), 148,9 (1C, C=N), 177,6 (1C,C=S). IV
(KBr, cm "1) 3310,3 (NH); 1550 (C = N); 1499 (C=S). HRMS m / z [M + H] + calcd
para C19H15N302S: 350,09; Encontrado: 350,20.

5.2.3.4 2- (benzo [d] [1,3] dioxol-5-ilmetileno) -N- (4-corofenil) -tiossemicarbazona
(3d)

Obteve-se o composto 3d sob a forma de um pd branco (35%): Rf = 0,60 (n-
Hex / AcOEt 8: 2); Pf 169-171 ° C; RMN de 1H (400 MHz, DMSO-d6): & 11,8 (1H, s,
NH): 10,1 (1H, s, NH); 8,06 (1H, s, -CH =); 7,4 (2H, d, Ar, J = 8,8 Hz); 7,6 (2H, d, Atr,
J=8,8Hz);6,94 (1H, d, Ar, J=7,6 Hz) 7,1 (1H, d, Ar, J = 6,8 Hz); 7,8 (1H, s, Ar); 6,0
(2H, d, CH2) ppm. 13C RMN (100 MHz, DMSO-d6): 5 101,6 (1C, CH2); (1C, Ar),
121, 57 (1C, Ar), 121,57 (1C, Ar), 127,31 (2C, Ar), 127,94 (2C, Ar), 129,30 (1C, Ar),
136,54 (1C, Ar), 146,63 (1C, Ar), 155,9 (1C, C =N), 175,9 (1C, C = S) ppm. IV (KBr,
cm "1) 3294,2 (NH); 1548 (C = N); 1497 (C = S). HRMS m / z [M + H] + calcd para
C15H12CIN302S: 334,03; Encontrado: 334,08.
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5.2.3.5 2- (benzo [d] [1,3] dioxol-5-ilmetileno) -N-fenil-tiosemicarbazona (3e)

Obteve-se o composto 3e sob a forma de um pd branco (54%): Rf = 0,55 (n-
Hex / AcOEt 8: 2); Pf: 185-187 ° C; RMN de 1H (400 MHz, DMSO-d6): 6 11,7 (1H, s,
NH); 10,08 (1H, s, NH); 8,06 (1H, s, -CH =); 7,2 (1H, d, Ar, J = 7,2 Hz); 7,54 (1H, d,
Ar, J =7,6 Hz); 7,36 (3H, m, Ar); 6,91 (1H, d, Ar, J =7,6 Hz); 7,3 (1H, d, Ar,J = 7,6
Hz); 7,8 (1H, s, Ar); 6,07 (2H, d, CH2) ppm. 13C RMN (DMSO): 6 101,6 (1C, CH2);
105,7 (1C, Ar), 108,2 (1C, Ar), 116,9 (1C, Ar), 121,1 (1C, Ar), 124,4 (1C, Ar), 125,4
(1C, Ar), 129,09 (1C, Ar), 146,63 (1C, Ar), 149,1 (1C, Ar) 155,8 (1C, C = N), 175,9
(1C, C = S) ppm. IV (KBr, cm "1) 3303,8 (NH); 1550 (C = N); 1499 (C = S). HRMS m
/ z [M + H] + calcd para C15H13N302S: 300,07; Encontrado: 300,12.)

5.2.3.6 2-(Benzo [d] [1,3] dioxol-5-ilmetileno-N-fenetil-tiosemicarbazona (3f)

O composto 3f foi obtido como um p6 branco (72%): Rf = 0,63 (n-Hex / AcOEt
8: 2); Pf: 257-258 ° C; RMN de 1H (400 MHz, DMSO-d6): & 11,4 (1H, s, NH); 8,55
(1H, s, NH); 7,9 (1H s, -CH =); 7,59 (1H, s, Ar); 7,3 (1H, d, Ar, J = 7,6 Hz); 7,22 (3H,
m, Ar); 7,08 (1H, d, Ar, J = 6,8 Hz); 7,06 (1H, d, Ar, J = 6,8 Hz); 6,94 (1H, d, Ar, J =
7,6 Hz); 6,08 (2H, d, CH2); 3,89 (2H, m, CH2); 2,89 (2H, m, CH2); Ppm. 13C RMN
(100 MHz, DMSO-d6): & 45,32 (1C, CH2); 35,3 (1C, CH2); 101,8 (1C, CH2); 105,7
(1C, Ar); 108,5 (1C, Ar); 124,1 (1C, Ar); 126,5 (1C, Ar); 128,8 (1C, Ar); 128,9 (2C,
Ar); 129,08 (2C, Ar); 139,6 (IC, Ar); 141,9 (1C, Ar); 148,3 (1C, Ar); 149,2 (1C, C = N);
177,1 (1C, C = O) ppm. IV (KBr, cm "1) 3336 (NH); 1540 (C = N); 1448 (C = S).
HRMS m/z [M + H] + calcd para C17H17N302S: 328,10; Encontrado: 328,12.

5.2.3.7 2-(benzo [d] [1,3] dioxol-5-ilmetileno) -N- (4-metoxifenil) tiosemicarbazona (3

)

Obteve-se o composto 3g sob a forma de um po6 branco (60%): Rf = 0,50 (n-
Hex / AcOEt 8: 2); Pf: 175-177 ° C; RMN de 1H (400 MHz, DMSO-d6): 6 11,6 (1H, s,
NH); 10,0 (1H, s, NH); 8,04 (1H, s, -CH =); 7,38 (2H, d, Ar, J = 8,8 Hz); 7,13 (2H, d,
Ar, J =9,2 Hz); 7,11 (1H, d, Ar, J = 8 Hz); 6,93 (1H, d, Ar, J =8 Hz); 7,8 (1H, s, Ar);
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6,06 (2H, s, CH2); 3,34 (3H, s, CH3) ppm. 13C RMN (100 MHz, DMSO-d6): & 55,2
(1C, CH3); 101,4 (1C, CH2); 105,5 (1C, Ar); 108,1 (1C, Ar); 113,1 (1C, Ar) 124,2 (1C,
Ar); 127,7 (1C, Ar); 128,6 (2C, Ar); 132 (1C, Ar); 142,3 (1C, Ar); 148,05 (2C, Ar);
148,9 (1C, Ar); 156,9 (1C, C = N); 176,1 (1C, C = S) ppm. IV (KBr, cm "1) 3316,7
(NH); 1542 (C = N); 1499 (C = S). HRMS m / z [M + H] + calcd para C16H15N303S:
330,08; Encontrado: 330,12.

5.2.4 Sintese e caracterizacdo de 4-tiazolidinonas (4a-b)

Em seguida adicionou-se 0,0017 mols do intermediario condensado
necessario, 0,0019 mols de cloroacetato de etilo (1,1 eq.), 0,0069 mols de acetato
de sédio anidro (4 eq.) e 25 mL de etanol num baldo. A mistura foi agitada sob as
mesmas condi¢cdes a temperatura de refluxo até a conclusdo da reacao (18-96 h,
monitorizagdo por CCD). Apo6s a finalizagdo, a solucdo final foi esfriada a
temperatura ambiente, e subsequentemente banho de gelo. Ap6s secagem, o

produto foi recristalizado a partir de tolueno (Benmohammed et al., 2014).

5.2.4.1 2- Benzo [d] [1,3] dioxol-4-ilmetileno-hidrazono) -3- (4-Bromofenil) tiazolidin-
4-ona (4a)

Obteve-se o composto 4a sob a forma de um p6 branco (75%): Rf = 0,60 (n-
Hex / AcOEt 8: 2); Pf: 239-240 ° C; RMN de 1H (400 MHz, DMSO-d6): 5 8,24 (1H, s,
-CH =); 7,57 (2H, d, Ar, J3 = 12 Hz); 7,42 (2H, d, Ar, J = 12 Hz); 7,25 (1H, d, Ar, J =
10 Hz); 7,0 (1H, d, Ar, J =10 Hz); 6,8 (1H, t, Ar, 10 Hz); 6,09 (2H, s, CH2); 4,08 (2H,
s, CH2) ppm. 13C RMN (100 MHz, DMSO-d6): 6 32,3 (1C, CH2); 101,6 (1C, CH2);
(1C, Ar), 121, 57 (1C, Ar), 121,57 (1C, Ar), 127,31 (2C, Ar), 127,94 (2C, Ar), 129,30
(1C, Ar), 136,54 (1C, Ar), 146,63 (1C, Ar), 155,9 (1C, Ar), 175,9 (1C, C = O) ppm. IV
(KBr, cm "1) 1592 (C = N); 1543 (C =0). HRMS m / z [M + H] + calcd para
C17H12BrN303S: 417,98; Encontrado: 417,97.
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5.2.4.2 2- Benzo [d] [1,3] dioxol-5-ilmetileno-hidrazono) -3- (4-clorofenil) tiazolidin-4-
ona (4b)

Obteve-se o composto 4b sob a forma de um pd branco (45%): Rf = 0,60 (n-
Hex / AcOEt 8: 2); Pf: 248-249 ° C; RMN de 1H (400 MHz, DMSO-d6): 5 8,22 (1H, s,
-CH =); 7,57 (2H, d, Ar, J = 8 Hz); 7,44 (2H, d, Ar, J = 8 Hz); 7,28 (1H, s, Ar); 7,22
(1H, d, Ar, J = 8 Hz); 6,97 (1H, d, Ar, 8 Hz); 6,08 (2H, s, CH2); 4,08 (2H, s, CH2)
ppm. 13C RMN (100 MHz, DMSO-d6): & 32,3 (1C, CH2); 101,65 (1C, CH2); 105,6
(1C, Ar), 108,5 (1C, Ar), 124,2 (1C, Ar), 128,3 (1C, Ar), 129,1 (1C, Ar), 130,1 (2C,
Ar), 133,2 (2C, Ar) (1C, Ar), 149, 7 (1C, Ar), 149,7 (1C, Ar), 146,63 (1C, Ar), 149,7
(1C,C=N), 171,8 (1C, C = 0). IV (KBr, cm "1) 1590 (C = N); 1540 (C = O). HRMS m
/ z [M + H] + calcd para C17H12CIN303S: 374,03; Encontrado: 374,07.

5.2.5 Citotoxicidade em esplendcitos de camundongos

Os esplendcitos de camundongos BALB / ¢ foram semeados a 5x 10 ° células
/ poco numa placa de 96 pocos. Os compostos foram dissolvidos em DMSO e
depois diluidos em meio RPMI-1640 numa diluicdo em série (1,23, 3,7, 33,33 e 100
células / mL) e adicionados aos respectivos poc¢os, em triplicata. A concentracao
final de DMSO foi de 1%. As placas foram incubadas durante 24 h a 37 ° C e 5% de
CO2. Depois, adicionou-se 1,0 uCi de 3H-timidina (Perkin Elmer, Waltham, MA,
EUA), incubou-se e recolheu-se as células e depois transferiu-se para um contador
de cintilador liquido (WALLAC 1209, Rackbeta Pharmacia, Estocolmo, Suécia) e a
percentagem de 3H -timidina. A maior concentracdo ndo citotéxica (HNC) foi

determinada para cada composto (Santiago et al, 2014).

5.2.6 Atividade anti-Trypanosoma cruzi (epimastigotas)

Os epimastigotas (Dm28c) em meio LIT foram contados num hemocitbmetro e
depois semeados a 106 células / po¢co numa placa de 96 pocos. Os compostos
foram dissolvidos em DMSO e depois diluidos em meio LIT numa diluicdo em série
(1,23, 3,70, 11,11, 33,33 e 100 ug / mL) e adicionados aos respectivos pocos, em

triplicado. A concentracao final de DMSO na placa foi de 1%. A placa foi incubada
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durante 5 dias a 26 ° C, foram recolhidas aliquotas de cada po¢o e o numero de
parasitas viaveis foi contado numa camara de Neubauer e comparado com cultura
de parasita ndo tratada. A concentracdo inibitoria para 50% (IC50) foi calculada
usando a regressdo nao linear no software Prism 4.0 GraphPad. Benznidazol e

nifurtimox foram utilizados como farmacos de referéncia (Zingales et al, 2009).

5.2.7 Atividade anti-Trypanosoma cruzi (tripomastigotas)

As tripomastigotas metaciclicas foram recolhidas a partir do sobrenadante de
células LLC-MK2 infectadas e depois semeadas a 4 x 10° células / poco em meio
RPMI-1640. Todos os compostos foram dissolvidos em DMSO e depois diluidos em
meio RPMI-1640 numa diluicdo em série (1,23, 3,70, 11,11, 33,33 e 100 ug / mL) e
adicionados aos respectivos poc¢os, em triplicata. A concentracao final de DMSO foi
de 1%. A placa foi incubada durante 24 h a 37 ° C e 5% de CO2. Foram recolhidas
aliquotas de cada poc¢o, e 0 numero de parasitas viaveis foi contado numa camara
de Neubauer. A percentagem de inibicdo foi calculada em relacdo as culturas néo
tratadas. A concentracdo citotoxica para o calculo de 50% (CC50) também foi
realizada usando regressao nédo linear com o software Prism 4.0 GraphPad.
Benznidazol e nifurtimox foram utilizados como farmacos de referéncia (Zingales et
al, 2009).

5.2.8 Atividade biol6gica em promastigotas de L. amazonensis

Os promastigotas de Leishmania amazonensis (estirpe WHOM / 00 LTB
0016) foram mantidos a 26 ° C em meio de Schneider suplementado com 10% de
soro bovino fetal. Parasitas na fase de crescimento exponencial foram utilizados em
todas os experimentos. Os parasitas (10° células / mL) foram incubados a 26 ° C na
presenca de diferentes concentracbes destes compostos (0,19 a 100 pg / mL)
durante 96 h. Parasitas apenas incubadas com meio de cultura e anfotericina B
foram utilizadas como controlo negativo e positivo, respectivamente. A incubacao
também foi realizada com a mesma gama de concentragdo de DMSO (0,01 a 1%)
presente na diluicdo dos compostos. O crescimento celular foi mensurado através de

IC50 / 96h determinado por analise de regressdo. As concentracfes utilizadas para
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a determinacdo de IC50 (concentragdo capaz de inibir 50% de crescimento de
parasitas) foram: 0:19, 1:56, 6:25, 25 e 100 pyg / mL. Cada ensaio foi realizado em
triplicata (Zingales et al, 2009).

5.2.9 Estudo docking

Todas as estruturas moleculares foram otimizadas pela aplicacdo da
abordagem semi-empirica RM1 (Rocha et al, 2006), disponivel como parte do
programa SPARTAN 08 ‘[Spartan "08 Tutorial and User's Guide: Wavefunction,
2008], utilizando configuracdes padrdo internas para critérios de convergéncia. A
estrutura-alvo (Brak et al., 2010) para o calculo e andlise de ancoragem foi a
cruzaina de T. cruzi, disponivel no RCSB Protein Data Bank (PDB ID: 3IUT), que é
composta como um complexo com um inibidor co-cristalizado, Como "KB2". O local
de ligacéo foi definido como todos os atomos dentro de um raio de 6,0 A a partir do
ligando co-cristalizado. Os residuos GLN19, CYS25, SER61, LEU67, MET6S,
ASN70, ASP161, HIS162 e TRP184 foram tratados como flexiveis durante os
calculos, de modo a ter em conta alguns efeitos de ajuste induzidos. O programa
GOLD 5.2 (GOLD Suite, CCDC, http://www.ccdc.cam.ac.uk) foi utilizado para o
calculo do docking, seguido do programa BINANA (Durrant e McCammon, 2011),
que foi utilizado para a analise de As interacbes moleculares, particularmente para
as melhores solucdes de Docking obtidas em cada caso. Uma configuracédo padréo
foi usada durante a analise, exceto para a distancia da ligacdo H, que foi alterada
para um maximo de 3,5 A. Todas as figuras foram produzidas com o software Pymol
[The PyMOL Molecular Graphics System, Versao 1.3, Schrddinger, LLC, 2002].

5.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.3.1 Quimica

Salvo indicagdo em contrario, todos os reagentes comercialmente disponiveis
para a obtencdo dos compostos 3a-g e 4a-b foram quantidades de Aldrich®

Chemical. O benzo- [d] [1,3] -dioxol-4-carbaldeido (2) foi obtido com rendimentos

muito baixos pelos métodos utilizados. Assim, era preferivel utilizar o aldeido obtido



69

comercialmente. O benzo- [d] [1,3] -dioxol-5- carbaldeido (5) foi inicialmente obtido
por uma reacdo de substituicdo nucleofilica SN2 entre 3,4-di-hidroxibenzaldeido e
dibromometano. A formacéo do derivado foi confirmada por sinais caracteristicos de
RMN de 1H, representada por hidrogénios de metileno a 6 ppm na forma de um
singuleto, indicando a formacg&o do anel pentamérico de aldeido.

A sintese do aldeido (5) foi optimizada utilizando a oxidacdo de alcool
piperonilico com um rendimento de 85%. Os derivados 3a-g foram obtidos utilizando
uma reacdo de condensacdo entre aldeidos e tiossemicarbazidas previamente
sintetizados (Oliveira et al., 2015), como confirmado por 1H NMR, onde foi possivel
observar a presenca de hidrogénios a partir do singuleto imina (CH = N) A cerca de
8 ppm e para identificar bandas de IV correspondentes ao grupo tiocarbonilo (C = S),
imina (C = N) e NH (Oliveira et al, 2015). Finalmente, as 4a e 4b foram obtidas por
meio da ciclizacdo de tiosemicarbazonas e cloroacetato de etilo em meio basico,
levando a formacdo do anel de 4-tiazolidinona, como confirmado pela presenca de
1H NMR com singuleto a 6 e 4 ppm correspondendo aos metilenos das moléculas
de benzodioxol e tiazolidinona, respectivamente (Benmohammed et al, 2014). O
esquema de sintese adoptado para obter os derivados de 1,3-benzodioxol pode ser
demonstrado no Esquema 1. Alguns compostos avaliados neste estudo foram
previamente sintetizados (compostos 3d, 3e e 3g) (Klayman et ai, 1979; Murobushi
et ai, 1953, Tondeur et al, 1964). Contudo, tais compostos ndo foram investigados

contra 0s seus potenciais antiparasitarios e antiproliferativos.
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Esquema 1. Sintese dos compostos alvo. Rota A: a) CH2Br2, K2CO3 e DMF, b)
acido acético glacial, etanol, refluxo e N-aril-tiosemicarbazidas (24-48 h); C)
CICH2CO2Et, CH3COONa, EtOH, 24-48 horas. Rote B: a) MnO2, benzo [d] [1,3]
dioxol-5-ilmetanol e CH2CI2, 2h; B) CH2Br2, K2CO3 e DMF, c) acido acético glacial,
etanol, refluxo e N-aril-tiosemicarbazidas (24-48 h); D) CICH2CO2Et, CH3COONa,
EtOH, 24-48 horas.

A analise por RMN de 1H do composto 4b tornou possivel atribuir todos os
protdes relacionados com a estrutura. Adicionalmente, registramos também
espectros NOESY para o composto 4b, onde atribuimos sinais e utilizamos tais
informacdes para confirmar diversos aspectos da estrutura proposta e também para
ter acesso a isomeria E-Z da molécula. Mais especificamente, o sinal NOESY (ver
material suplementar) entre H8 (a 8,22 ppm) e H4 (a 7,22 ppm) revela a proximidade
espacial entre esses protdes e fornece o isdbmero Z como produto principal (Figura
1).
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Figura 1. Estruturas que mostram que os protdes H5 e H8 (isbmero E) ndo se
correlacionam em espectros NOESY. No isémero (Z) e os hidrogénios H4 e H8
estdo correlacionados indicando que esta € a configuracdo dos compostos
sintetizados neste estudo.

5.3.2 Atividade Antiparasitaria

A atividade antiparasitaria e citotoxica dos compostos 1,3-benzodioxoles-
tiossemicarbazonas e 1,3-benzodioxoles-tiazolidinonas esta resumida na Tabela 1.
Em geral, os compostos 3b, 4a, 4c (CC50> 100 uM) e 3c (CC50 = 34,94 uM) foram
consideradas ndo téxicas numa cultura de esplendcitos. Os outros derivados (3a, 3d,
3e, 3f e 3g) provaram ser citotéxicos em células saudaveis, demonstrando baixos
valores de CC50. No entanto, estes dados de toxicidade in vitro preliminares nao
excluem definitivamente estes derivados, uma vez que a poténcia de um composto
pode diferir de acordo com o alvo biolégico a ser examinado.

Em relacdo a atividade tripanocida, o composto 3c (1-naftilo) apresentou
niveis elevados de atividade contra formas epimastigotas e tripomastigotas (IC50 =
1,48 e 3,89 uM, respectivamente). Os compostos 3a e 3e (fenilo) também exibiram
atividade anti-parasitaria significativa, com uma IC50 de 4,67 e 4,45 uM
(epimastigota) e 1,57 e 2,02 uM (tripomastigota), respectivamente. A Unica diferenca
estrutural entre os dois é a forma como a tiossemicarbazona € inserida no nucleo de
1,3-benzodioxole (3a: posicao 4 e 3e: posicao 5). Os compostos 3f (2-feniletilo) e 3g
(p-metoxi) exibiram atividade apenas contra a forma tripomastigote com IC50 de
0,79 e 1,61 uM, indicando a importancia de um agrupamento de espacamento na
atividade contra T. cruzi, observado no trabalho de Guo (2015) (Guo et al., 2015),
gue inseriram a valina como o grupo de espacamento para produzir uma excelente

atividade anti-tumoral.
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Os compostos 3b e 3d (p-cloro) também diferem quanto a forma como a
tiossemicarbazona € inserida no anel de benzodioxol. Os halogénicos tém a
capacidade de aumentar a lipofilicidade de uma molécula, facilitando a interacéo
com o alvo biolégico (Hernandes et al, 2010). No entanto, a presen¢ca de um atomo
de cloro na estrutura destas tiosemicarbazonas parece nao ter produzido um
aumento na atividade biolégica. Estes compostos foram considerados inativos contra

estirpes de T. cruzi, com IC50 elevada.

As tiazolidinas exibem um amplo espectro de atividade bioldgica, incluindo
propriedades anti-microbiana (anti-convulsiva), anti-cancro (Lafayette et al, 2013) e
anti-parasita (Moreira et al. Al, 2013). O comprometimento de atomos na estrutura de
tiosemicarbazonas para posterior formacéo no anel de 4-tiazolidinona foi outro fator
determinante dessa atividade, com auséncia de atividade para os derivados 4a e 4c
(IC50 = 48,99 e 24,78 uM), respectivamente, contra a forma tripomastigota. Todos
0S compostos avaliados neste estudo, com excecdo da derivada 3d, mostraram ser
mais seletivos para o tripomastigota de T. cruzi em comparagcdo com 0S

esplendcitos.

A atividade contra a Leishmania de derivados de 1,3-benzodioxole apresentou
um resultado promissor para o composto 3d, com um IC50 de 1,09 uM. Tal como
com a atividade tripanocida, os compostos 3a e 3e exibiram uma boa CI50 contra
Leishmania (IC50 = 1,07 e 1,57 uM, respectivamente), indicando a importancia do
ndcleo aromatico ndo substituido nas tiosemicarbazonas no aumento da atividade
antiparasitaria (Santiago et al, 2014). Os compostos 3c e 3g exibiram atividade

moderada contra Leishmania, com um IC50 de 5,35 e 2,56 yM, respectivamente.

O composto 4b exibiu uma IC50 de 24,1 pyM contra a forma promastigota de
Leishmania. Esta tiazolidinona mostrou-se também inativa contra o parasita, como
no caso de T. cruzi, indicando a importancia da porcao tiossemicarbazona na
atividade antiparasitaria, como também foi encontrado nos estudos das propriedades

esquistossomicidas de tiosemicarbazonas (Santiago et al, 2014).
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Tabela 1. As atividades anti-Tripanocida e leishmanicida de tiosemicarbazonas e
tiazolidinonas derivadas de 1,3-benzodioxol.

Compostos Trypanosoma cruzi Citotoxica Sl Lelshmanlg
amazonensis
Ipso (u_M) .IC50 (uM) CCso (UM) ICs0 (u_M)
epimastigota Tripomastigota Promastigota
3a 4.67 1.57 3.35 2.13 1.09
3b ND 17.59 >100 >5.68 ND
3c 1.48 3.89 28.62 7.35 5.35
3d 5.87 27.89 3.01 0.10 1.09
3e 4.45 2.02 3.34 1.65 1.57
3f ND 0.79 3.05 3.86 ND
39 ND 1.61 3.03 1.88 2.56
4a 3.4 48.99 >100 >2.04 ND
4b ND 24.78 >100 >4.03 24.11
BDZ 6.6 6.2 96.1 15.5 -
NFX 5.7 2.7 3.5 1.29 -
AMPH-B - - 8.11 - 1.08

BDZ = benznidazole; NFX = nifurtimox. AMPH-B: anfotericina B. ND: significa ndo
determinado, porque a falta de atividade nas concentracbes testadas n&do nos
permitiu calcular os valores de IC50. Sl: indice de seletividade (esplendcitos CC50) /
(tripomastigotas 1C50).

5.3.3 Docking

Os estudos de acoplamento foram conduzidos para elucidar o modo de
ligacdo das moléculas 3a e 3g como inibidores da cruzaina. Os modos de ligacao
para estes ligantes foram determinados pelos pontos de ancoragem mais elevados
(mais positiva) entre as solucbes possiveis para cada ligantes. Estes calculos foram
gerados de acordo com a funcéo de pontuacédo Goldscore.

Para estabelecer as razbes moleculares para os baixos valores de IC50 (ou
alta inibicdo) para 3a (1,57 uM) e 3g (1,61 pM) para a forma tripomastigota, foi
realizada uma analise detalhada das interacdes intermoleculares com o alvo de
cruzaina para as solugcdes de acoplamento obtidos. Estes dois compostos sdo muito
semelhantes entre si, diferindo apenas pela presenca de um grupo p-metoxi ligado
ao anel fenilo durante 3 g, e a posicdo de substituicdo para o sistema 1,3-
benzodioxol (posicdo 4 para 3a e posi¢cado 5 Para 3 g). Os resultados comparativos

para as melhores posi¢cdes de ancoragem podem ser encontrados na Figura 2.
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Figura 2. Docking de sobreposicdo das solucdes de compostos inibidores da
Cruzaina 3a (vermelho) e 3g (laranja) ligados a enzima (verde) e a estrutura
cristalografica do co-ligante "KB2" (preto). Vista geral (& esquerda) e vista detalhada
(a direita)

A diferenca entre os modos de ligacdo destas duas moléculas € apresentada
em pormenor na Figura 3 e na Tabela 2. Apesar do grande numero de contatos
hidrofébicos encontrados para a molécula 3a, a presenca de duas ligacbes de
hidrogénio para a molécula 3g parece ser a principal responsavel pela maior
Estabilidade do complexo formado entre o composto 3g e o alvo de cruzaina. As
ligacbes de hidrogénio com os residuos ASP161 (2,6 A) e MET68 (3,0 A) s&o
responsaveis pela diferenca entre as pontuacdes de ancoragem entre os complexos
com 3a (Pontuacao: 51,27) e 3g (Pontuacgéo: 53,25). Este resultado in silico mostrou
gue a molécula de 3g foi identificada com a maior afinidade in silico (53,25 contra
51,27) pela cruzaina, e isso estad relacionado com duas ligacdes de hidrogénio
estaveis que a molécula 3g estabelece com o alvo de cruzaina. Moreira et al. (2014)
avaliaram em seu estudo a atividade anti-Trypanosoma cruzi de derivados de
tiosemicarbazonas e tiazolidinonas. O estudo de ancoragem apresentou frente a
cruzaina e mostrou a importancia das interacfes hidrofilicas e hidrofébicas dos

compostos para o alvo.
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Figura 3. Vista detalhada Docking das solu¢cdes dos composto 3a (lado esquerdo) e
3g (lado direito). Os residuos da cruzaina formam interacdes hidrofébicas
detalhados em verde, enquanto os residuos que formam ligacdes de Hidrogénio
destacados em azul.

Tabela 2 - Interacdes Intermoleculares observadas apds o calculo do acoplamento.
HC significa "Contatos Hidr6fobos" e os nimeros sao as distancias de Ligacdo de
Hidrogénio, em Angstroms.

Residuos Compostos
3a 39
GLN19 - HC
GLY23 HC HC
CYS25 HC HC
TRP26 - HC
GLY65 HC -
LEUG7 HC HC
MET68 HC 3.0
ASNG69 HC -
ALA138 HC HC
ALA136 HC -
VAL137 HC -
ASP161 - 2.6
HIS162 HC HC

GLY163 HC -
Goldscore 51.27 53.25
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5.4 CONCLUSAO

O presente trabalho descreveu nove compostos contendo fragmentos de 1,3-
benzodioxol. Alguns destes demonstraram exibir propriedades promissoras anti-
Trypanosoma e anti-Leishmania. Verificou-se que os compostos 3a, 3f e 3g
apresentam um elevado nivel de atividade contra formas tripomastigotas de T. cruzi,
revelando valores de IC50 inferiores comparados com benznidazol, farmaco padréo.
O composto 3d produziu um resultado promissor Contra Leishmania. No que se
refere a0 mecanismo provavel para a atividade tripanocida destes compostos, 0s
ensaios de acoplamento molecular contra cruzaina revelaram o grande numero de
contatos hidrofébicos e hidrofilicos para o composto 3g, demostrou que esta

protease como um possivel alvo bioldgico.
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Figure S1. *H-NMR spectrum (DMSO) of compound 3a
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Figure S3. 'H-NMR spectrum (DMSO) of compound 3b
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Figure S5. *H-NMR spectrum (DMSO) of compound 3c
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Figure S7. *H-NMR spectrum (DMSO) of compound 3d
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Figure S9. H-NMR spectrum (DMSO) of compound 3e
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Figure S11. *H-NMR spectrum (DMSO) of compound 3f
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Figure S13. *H-NMR spectrum (DMSO) of compound 3g
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Figure S15. *H-NMR spectrum (DMSO) of compound 4a
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6 CONSIDERACOES FINAIS

6.1 CONCLUSOES

Os compostos da série aril-tiossemicarbazonas foram sintetizados com éxito
através de uma rota sintética que se mostrou adequada e de rapida obtencdo dos
derivados o0s quais apresentaram rendimentos reacionais satisfatorios.
Adicionalmente, os compostos sintetizados tiveram suas estruturas comprovadas
através de técnicas de espectroscopia (RMN 'H, RMN %3C, IV, massas) que se
mostraram eficientes. Além disso, a diastereoisomeria dos derivados da série foi
elucidada.

A avaliacdo da atividade antifiungica revelou para os derivados indol-
tiossemicarbazonas que a presenca de grupos hidrofilicos e hidrofébicos promovem
um aumento da atividade biol6ogica, quando comparados com duas substituicdes
hidrofébicas que diminuem a atividade antifungica.

A avaliacdo da atividade antiparasitaria realizada com os derivados 1,3-
benzodioxol-tiossemicarbazona revelou que o comprometimento dos atomos na
ciclizagdo da tiazolidin-4-ona repercute de maneira negativa para a atividade
antiparasitaria. Além disso, estudos de docking molecular evidenciaram que a
presenca de grupos hidrofilicos aumenta a forca de ligacdo do composto com a

cruzaina.

6.2 PERSPECTIVAS

v' Realizar o estudo frente a inibicdo da enzima ergosterol 14-alfa-desmetilase

com o melhor derivado avaliado na atividade antifingica;

v Investigar alteracbes morfolégicas na superficie dos microorganismos
avaliados utilizando a microscopia eletrénica de varredura do melhor derivado

avaliado na atividade antifungica;

v' Avaliar o potencial inibitério do melhor derivado da série 1,3-benzodioxol-

tiossemicarbazona frente a inibicéo da enzima cruzaina.
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