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RESUMO

A situacdo epidemiologica das doencas infecciosas e parasitarias tem apresentado mudancas
significativas em todo o mundo, como, por exemplo, o surgimento de uma cepa de Escherichia coli
resistente a todos os antibioticos disponiveis na clinica em 2016; a epidemia do virus ebola,
responsavel por mais de 11 mil mortes na Africa em 2015; o recente surgimento do virus zika e da
febre chikungunya no Brasil; o aparecimento de casos de esquistossomose na regido da Corsega,
Franca, em 2014, sem a exposi¢cdo dos pacientes as zonas endémicas em paises tropicais. Esse cenario
reflete as transformagbes sociais ocorridas nas ultimas décadas, caracterizadas pela urbanizacédo
acelerada, comunicacdo entre os continentes, entre outros fatores que contribuiram para o
delineamento do atual perfil epidemiologico das doencas infecciosas e parasitarias em todo mundo. A
esquistossomose mansoni é uma parasitose grave causada pelo trematddeo Schistosoma mansoni. A
justificativa para novas alternativas terapéuticas estd pautada no fato de que, atualmente, o
praziquantel (PZQ) é o Unico medicamento capaz de tratar todas as diferentes formas da
esquistossomose. Assim, torna-se relevante a busca por novas moléculas esquistossomicidas e, nesse
contexto, pesquisas com compostos sintéticos consistem numa alternativa viavel. As imidazolidinas
sdo representadas por um grupo de substancias heterociclicas pentagonais possuidoras de diversas
atividades bioldgicas, inclusive atividade esquistossomicida. O primeiro objetivo deste trabalho é a
investigacdo a atividade esquistossomicida de novos derivados tioxo-imidazolidinicos. Diante disso,
foram obtidos 24 novos compostos imidazolidinicos e apos a utilizacdo da analise de componentes
principais (PCA) para a escolha dos derivados mais (dis)similares 11 derivados foram avaliados em
relacdo as suas atividades biologicas. Dentre os compostos sintetizados o derivado indolico-
imidazolidinico, LPSF/PTS-14, apresentou os resultados mais promissores, induzindo 100 % dos
vermes a morte, em 24 h numa concentracdo de 5 ug/mL, e uma toxicidade abaixo de 5 ug/mL. Tais
resultados, superiores aos do PZQ, estimularam o desenvolvimento de um modelo de farmacoforo
atraves do software FLAP, assim como a avaliagdo do modo de acdo através da reacdo de Adicdo de
Michael, e desenvolvimento de um modelo de previsdo de citotoxicidadeJa em relacdo as infeccoes
bacterianas, o aparecimento de superbactérias resistentes volta a chamar a atencdo para a necessidade
de um uso racional e o desenvolvimento de antibidticos de novas geracdes e novas classes, tanto no
tratamento de pessoas como na aplicagdo em animais. Os aminoglicosideos constituem uma familia de
susbtancias, de origem natural ou semisintética, eficazes contra bactérias Gram (+) e Gram (-), como
a Pseudomonas aeruginosa. Sendo assim, outro objetivo deste trabalho foi realizacdo da sintese de
analogos da Neamina & partir da N-acetil-D-glicosamina e o uso de reagdes de metatese. Apesar de
nenhum dos derivados propostos terem sido sintetizados no tempo habil, importantes avangos foram
realizados nas rotas propostas, e intermediarios chaves foram obtidos. Também foi possivel o
desenvolvimento de um estudo de avaliacdo entre a compatibilidade os grupamentos protetores
utilizados nos derivados e a ocorréncia das reagdes de metatese. Tais estudos permetiram a proposicdo
de uma rota de sintese compativel com os grupamentos protetores, iniciada no fim deste trabalho, a ser
concluida posteriormente.

Palavras-chave: Doencas transmissiveis. Esquistossomose. Infec¢des bacterianas. Sintese quimica.
Quimica farmacéutica.
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ABSTRACT

The epidemiological situation of infectious and parasitic diseases has presented significant changes
worldwide. This group of diseases continues to pose challenges to prevention programs, such as the
ebola virus epidemic, which is responsible for more than 11,000 deaths in 2015, the emergence of the
zika virus in Brazil, the cases of schistosomiasis in the region of Corsica, France, in 2014, not
including the exposure of patients to endemic areas in tropical countries. This scenario reflects the
social transformations that have occurred in the last decades, characterized by accelerated
urbanization, communication between continents, among other factors that contributed to the
delineation of the current epidemiological profile of infectious and parasitic diseases worldwide.
Schistosomiasis mansoni is a severe parasitosis caused by the Schistosoma mansoni trematode.
Currently, praziquantel (PZQ) is the only drug capable of treating all the different forms of
schistosomiasis. The imidazolidines are represented by a group of pentagonal heterocyclic substances
possessing diverse biological activities, among them the schistosomicidal activity. The first objective
of this work is the investigation of the schistosomicidal activity of new thioxoimidazolidine
derivatives. In this context, 24 new arylidene-3-(2-chloro, 6-fluoro)-benzyl-imidazolidin-2-thioxo-4-
one derivatives of (PTS) were obtained. After principal component analysis (PCA), the most
dissimilar derivatives were evaluated biologically. The indolyl-imidazolidinic derivative, LPSF / PTS-
14, presented greater results than PZQ, 100% death of worms in 24 h at 5 ug / mL, and a toxicity
below 5 pg / mL against BALB splenocytes / C mice. These results, combined with low cytotoxicity,
stimulated the development of a pharmacophor model using FLAP software, as well as the evaluation
of the mode of action by the Michael Addition reaction, and the development of a prediction model for
cytotoxicity. The second objective of this work was the accomplishment of a bibliographic study about
the PZQ, making it possible to propose a model relating chemical structure and biological activity.
Then, in works still under development, a model of pharmacophores will be proposed, and prediction
of activity through chemometric methods made. In relation to bacterial infections, the appearance of
superbugs, such as the Escherichia coli strain resistant to all antibiotics available in the clinic in 2016,
again calls attention to the development of new antibiotics. Aminoglycosides, such as Neamine, are a
family of substances of natural or semi-synthetic origin that are effective against Gram (+) and Gram
(-) bacteria. The third objective of this work was the synthesis of analogues of Neamine from N-
Acetyl-D-glucosamine and the use of metathesis reactions. Although none of the proposed derivatives
were synthesized in the allotted time, important advances were made in the proposed routes, and key
intermediaries were obtained. It was also possible to develop an evaluation study between the
compatibility of protective groups used in derivatives and the occurrence of metathesis reactions.
These studies led to the proposition of a synthetic route compatible with the protective groups,
initiated at the end of this work, and to be concluded in the future.

Keywords:. Communicable diseases. Schistosomiasis, Bacterial infections. Chemical synthesis.
Chemistry, pharmaceutical.
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1 Introducéo Geral

Doengas negligenciadas sdo doencas que ndo s6 prevalecem em condi¢des de pobreza, mas também
contribuem para a manutengdo do quadro de desigualdade, j& que representam um forte entrave ao
desenvolvimento dos paises.*® Dentre as 17 doengas classificadas como negligenciadas pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a esquistossomose é considerada a segunda doenga parasitéria
mais devastadora socioeconomicamente, atras apenas da malaria, infectando mais de 200 milhdes de

pessoas no mundo.

Compostos derivados da imidazolidina sdo representados por um grupo de substancias heterociclicas
pentagonais possuidoras de diversas atividades bioldgicas. * Estudos com derivados imidazolidinicos
demonstraram  atividade leishmanicida.® antifingica, antimicrobiana e tripanocida. °. As
imidazolidinas tiveram no passado um representante na clinica médica como um farmaco de acéo
comprovada frente a vermes adultos de S. mansoni, o niridazol.® A atividade esquistossomicida in
vitro frente a vermes adultos de S. mansoni de derivados imidazolidinicos vem sendo relatado em

alguns estudos publicados. "

Tendo em vista os projetos desenvolvidos no Grupo de Pesquisa em Inovacdo Terapéutica (Gpit) com
imidazolidinas o primeiro objetivo do presente trabalho € a identificacdo de uma molecula promissora,
hit, através da sintese e atividade atividade esquistossomicida de 24 novos derivados imidazolidinicos.
Técnicas de analises quimiométricas serdo aplicadas para auxiliar a identificacdo deste derivado. O
modelo quimiométrico terd sua previsibilidade testada através da sintese de novos derivados
imidazolidinicos da mesma série, que terdo suas atividades previstas e em seguida confirmadas atraves
dos resultados biologicos encontrados. Serdo realizadas novas reacBes quimicas variando-se o
esqueleto molecular do hit para uma maior compreensdo da relagdo estrutura quimica e atividade
bioldgica. Um modelo de farmacoforo seré proposto utilizando-se o software FLAP e um possivel do

modo de acdo do derivado sera avaliado, a reacdo de Adi¢do de Michael.

Um segundo objetivo deste trabalho é revisdo do estado da arte dos dois principais medicamentos
utilizados no tratamento da esquistossomose no Brasil a Oxaminiquina (OXA) (Mansil® — Pfizer S.A)
e o Praziquantel (PZQ) (Farmanguinhos - Fundagdo Oswaldo Cruz/ FIOCRUZ). O PZQ é utilizado
para tratar a esquistossomose humana, uma vez que pode eliminar os vermes adultos, durante a fase
cronica da infecgdo.’? A OXA é outro farmaco disponivel, mas a sua utilizagéo ¢ limitada a infeccdes

por S. mansoni, , ndo sendo eficaz contra todas as formas do parasito. **

Serdo explorados os diferentes pontos de cada um deste dois medicamentos utilizados na clinica
brasileira contra a esquistossomose, como 0s aspectos farmacéuticos, farmacocinéticos e
farmacodindmicos; efeitos colaterais, casos de resisténcia e um estudo de relacdo estrutura quimica e
atividade bioldgica (SAR). No caso do PZQ todos os derivados desenvolvidos ao longo de 30 anos

estdo listados neste estudo, permitindo a elaboracdo de um modelo preciso de SAR. Como este
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capitulo estd no momento em etapa de submissdo no European Journal of Medicinal Chemistry, o

mesmo sera apresentado diretamente em inglés.

Apesar de ndo ser conhecido o alvo biologico e 0 mecanismo de a¢do do PZQ, através desta revisdo
sera possivel de se desenvolver um modelo de farmacdforo e de previsdo da atividade de seus
derivados. Estes estudos ainda estdo em desenvolvimentos, porém serdo apresentados os primeiros

resultados em forma de um segundo artigo cientifico.

O terceiro objetivo desta tese € a sintese de novos aminoglicosideos anfifilicos com acéo antibiotica
contra bactérias resistentes. Em um trabalho publicado em 2016 pela equipe de JL Decout du
Département de Pharmacochimie Moléculaire da Université Grenoble Alpes,™ um novo grupo de
derivados com acdo antibidtica frente a bactéricas Gram (+) e Gram (-) resistentes foi identificado pelo
grupo de Pharmacochimie Moléculaire da Université Joseph Fourier, Grenoble. Estes compostos sao
ampicilinas derivadas da Neamine, preparadas através do antibiético natural Neomicina B. Tais
moléculas possuem aplicagdo como farmacos antibidticos e desinfectantes. O grupo obteve diversos
derivados da neamine 3’,4’-dialquil e derivados 3,4-dialquil-6-aminoglicosideos. Os derivados
possuem na posi¢do 1 um grupamento alila que pode ser modificado assemelhando-se ao anel | da
Neamine. As substituicdes podem acarretar em uma maior flexibilidade dos derivados em comparacéo
aos derivados da Neamine, tornando mais eficiente a interacdo entre os derivados e 0s componentes da
membrana bacteriana, como por exemplo os lipossacarideos. Os novos derivados aminoglicosideos
serdo sintetizados a partir da reacdo de metatese para a formagdo dos compostos finais.. Como este
trabalho foi desenvolvido na Franca, em colaboracdo com uma equipe francesa, optou-se pela redacdo

destes resultados em francés. O que facilitaria a correcdo dos envolvidos no trabalho.
Assim, esta tese esta organizada em trés partes, uma para cada objetivo,

Parte I: abordando a sintese dos derivados imidazolidinicos desenvolvidos como agentes
esquistossomicidas, assim como os estudos posteriores, como a proposicdo do modelo de farmacéforo.
Como anexos nesta primeira parte serdo apresentados os artigos, publicados e submetidos, referentes a

esta pesquisa. Estes artigos contém informac@es adicionais ndo discutidas na presente tese.

Parte Il. dedicada a revisdo sobre 0 PZQ e a OXA, assim como os estudos computacionais e

guimiométricos com o PZQ.

Parte I11. dedicada aos aminoglicosideos, e sua sintese através da reacdo de metatese. A bibliografia

de cada parte sera apresentada diretamente apos a mesma, assim como 0s anexos correspondentes.

Com este trabalho, espera-se contribuir para o processo de conscientizagdo da comunidade cientifica
sobre a importancia da pesquisa no desenvolvimento de novas imidazolidinas e aminoglicosideos

como alternativas no tratamento da esquistossomose e de infeccbes bacterianas, respectivamente.



23

INTRODUCTION GENERALE




24

2 Introduction Generale

Les maladies négligées sont des maladies qui prévalent non seulement dans les pays en voie de
développement, mais contribuent également au maintien de 1’inégalité, car elles représentent une forte
barriere au développement de pays.*? Parmi les 17 maladies classées comme négligées par
I'Organisation mondiale de la Santé (OMS), la schistosomiase est considérée comme la deuxie

maladie parasitaire la plus dévastatrice socio-économiquement, derriere le paludisme, infectant plus de

200 millions de personnes dans le monde entier.?

Des composés dérivés d’imidazolidine représentent un groupe de substances hétérocycliques
pentagonales possédant des activités biologiques variées; des études avec des imidazolidines ont
montré des activités sur les leishmanioses.* antifongiques, antimicrobiennes et trypanocides.® Les
imidazolidines ont déja été utilisées dans la pratiqgue médicale comme médicaments efficaces contre
les vers adultes de S. mansoni.® L'activité du niridazol, dérivé d’imidazolidine schistosomicide in vitro

contre les vers adultes de S. mansoni, a été rapportée dans certaines études de la littérature. "**

Compte tenu des projets développés dans le Groupe de Recherche sur I'lInnovation Thérapeutique
(Gpit) sur les imidazolidines, le premier objectif de cette thése est Il'identification d'une molécule
prometteuse (hit), par la synthése et 1’étude de I'activité de 24 nouveaux dérivés d’imidazolidine. Des
techniques d'analyse chimiométriques seront appliquées pour aider a l'identification de ce dérivé. Le
modele chimiométrique aura sa prévisibilité testée grace a la synthese de nouveaux dérivés de la
méme série, et a leurs résultats biologiques. De nouvelles réactions de modulation du squelette
moléculaire améneront une meilleure compréhension de la relation structure chimique-activité
biologigue. Un modele de pharmacophore sera proposé a l'aide du logiciel de FLAP et un modéle du

mode d'action possible, impliguant une addition de Michael, sera évalué.

Un deuxiéme objectif de ce travail est une revue concise de I'état de l'art des deux principaux
médicaments utilisés dans le traitement de la schistosomiase au Brésil, ’Oxaminiquina (OXA)
(Mansil® - Pfizer SA) et le Praziquantel (PZQ) (Farmanguinhos - Oswaldo Cruz Foundation /
FIOCRUZ). Le PZQ est utilisé pour traiter la schistosomiase humaine, car il peut éliminer les vers
adultes, pendant la phase chronique de I'infection,'? ’OXA est un autre médicament disponible, mais
leur utilisation est limitée aux infections a S. mansoni, car ils ne sont pas efficaces contre toutes les

formes du parasite.*®

Ces deux médicaments peuvent étre analysés selon différents aspects tels que les aspects
pharmaceutiques, les propriétés pharmacocinétiques et pharmacodynamiques, les effets secondaires,
les cas de résistance, ou encore la relation entre la structure chimique et I'activité biologique (SAR).
Dans le cas de PZQ, tous les dérivés développés depuis plus de 30 ans sont répertoriés dans cette

étude, permettant le développement d'un modeéle précis de SAR. Comme les résultats de cette partie du
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travail font 1’objet d’une publication, en cours de soumission dans I’European Journal of Medicinal

Chemistry, nous avons choisi de présenter ces données sous la forme de cet article en anglais.

Bien que la cible biologique du PZQ ne soit pas connue, a travers de cette analyse de la littérature sera
possible de développer un modéle de pharmacophore et de prévoir l'activité de ses dérivés. Ces études
sont encore en développement, mais les premiers résultats sont présentés sous la forme d'un deuxiéme

article scientifique.

Le troisieme objectif de cette these est la synthése de nouveaux aminoglycosides amphiphiles avec une
activité antibiotique contre les bactéries résistantes. Dans un article publié récemment dans 2016 par
I’équipe de JL Decout du Département de Pharmacochimie Moléculaire de I'Université Grenoble-
Alpes,** un nouveau groupe de dérivés avec une action antibiotique contre les bactéries Gram (+) et
Gram (-) résistantes a été identifié. Ces composés amphiphiles sont issus de néamine, préparée a partir
de la néomycine B, antibiotique naturel. Ces molécules ont une application comme medicaments
antibiotiques et désinfectants. L’équipe a préparé divers dérivés de néamine 3 ', 4'-dialkyle et de 3,4-
dialkyl-6-aminoglycoside. Les dérivés portent en position 1 un groupement allyle peut étre modifié.
Les substitutions peuvent se traduire par une plus grande flexibilité des dérivés par rapport a la
néamine pour une interaction plus efficace entre le dérivé et les composants des membranes
bactériennes, telles que les liposaccharides (LPS). De nouveaux dérivés aminoglycosides seront
synthétisés a partir de la réaction de métathese. Comme ce travail a été developpé en France dans le

cadre d’une co-tutelle de thése, ces résultats seront décrits en francais.
Ainsi, ce manuscrit est organisé en trois parties, une pour chaque objectif.

Partie | : consacrée aux imidazolidines, avec la synthése de dérivés développés comme agents
schistosomicides, ainsi que d'autres études associees, telle que la proposition du modele de
pharmacophore. Comme piéeces jointes a cette premiére partie seront présentés les articles publiés et
soumis relatifs a cette recherche. Ces articles contiennent des informations supplémentaires non

discutées dans ce manuscrit.

Partie 11 : Dans cette partie seront abordées I’analyse de la littérature de deux médicaments, PZQ et
OXA, utilisés au Breésil dans le traitement de la schistosomiase et 1I’é¢tude chimiométrique des dérivés

du PZQ. Ce travail sera présenté sous la forme d’un article en cours de soumission a Eur J Med Chem.

Partie 111 : La derniére partie sera consacrée aux aminoglycosides, et leur synthése par réaction de

métathése.

Ce travail devrait contribuer au processus de prise de conscience de la communauté scientifique sur
Iimportance de la recherche dans le développement de nouveaux dérivés imidazolidines et
aminoglycosides comme alternatives dans le traitement de la schistosomiase et des infections
bactériennes respectivement, et en plus de contribuer a une meilleure compréhension du Praziquantel

(PZQ) et son mécanisme d'action au niveau pharmochimique.
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3.1 Introducéo

As doencas parasitarias possuem caracteristicas comuns em relagdo ao contexto em que ocorrem
como, as condicBes precarias ou inexistentes de higiene, falta de saneamento basico,
subdesenvolvimento de paises, ou ainda, devido a presenca de vetores que contribuem diretamente na
transmissdo, como por exemplo, a esquistossomose e a leishmaniose. Os métodos de tratamer

diagndstico dessas doencas sdo antigos e inadequados e demandam investimento em pesquisa c

desenvolvimento para se tornarem mais simples e efetivos.*

Também chamadas de doencas negligenciadas, ou da pobreza, estas parasitoses sdo importantes
problemas de salde publica em varios paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, afetando mais
de dois bilhdes de pessoas no mundo sendo causas substanciais de morbidade e mortalidade.*® S&o
assim chamadas pela falta de atengdo dada pela industria farmacéutica ao seu tratamento. Atualmente,
a Organizacdo Mundial da Saude classifica 17 enfermidades como doencas negligenciadas: doenca de
chagas, esquistossomose, leishmanioses, malaria, tuberculose, dentre outras.’’ Estas doencas
apresentam areas endémicas no Brasil e possuem uma importante tava de mortalidade e morbidade no
pais. A esquistossomose mansoni (EM CID 10 B 659), causada pelo trematddeo Schistosoma mansoni,
originalmente chamada de bilharziose, ocupa o segundo lugar das doencas de importancia na Saude
Pdblica, ficando atras apenas da malaria. Registros recentes da Organizacdo Mundial de Satude (OMS)
demonstram uma incidéncia de cerca de 243 milhfes de pessoas infectadas pelo S. mansoni. A
esquistossomose esta associada a vinte mil mortes anuais causadas pelas consequéncias graves da
infeccdo da doenca, incluindo fibrose hepéatica e hipertensdo portal em todo o mundo. 2

Os dois principais medicamentos utilizados no tratamento da esquistossomose sdo a Praziquantel
(PZQ) (Farmanguinhos - Fundagdo Oswaldo Cruz/ FIOCRUZ) e a Oxaminiquina (OXA) (Mansil® —
Pfizer S.A). '8

O PZQ é utilizado para tratar a esquistossomose humana, uma vez que pode eliminar os vermes
adultos, durante a fase cronica da infeccdo,'® OXA é outro farmaco disponivel, mas a sua utilizagio é
limitada, n&o sendo eficaz contra todas as formas do parasito.?

Atualmente, o PZQ tem sido o farmaco de escolha para o tratamento medicamentoso no Brasil, mas
Seu uso extensivo inevitavelmente culminou em baixas taxas de cura, aparecimento de isolados de S.
mansoni refratarios, além de terem sido observados efeitos colaterais causados por esse
medicamento.”* Portanto, a busca de novos farmacos esquistossomicidas mais eficazes se tornou
necessaria, nesse contexto, pesquisas com compostos sintéticos consistem numa alternativa viavel, que

poderiam servir de moldes para o planejamento de novos farmacos.

Politicas de incentivo & pesquisa de novos medicamentos vém sendo estimuladas pelo Programa

Especial para Pesquisa e Treinamento em Doencas Tropicais (Special Programme for Research and
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Training in Tropical Diseases) (TDR) da Organizagdo Mundial da Saude e o DNDi (Drugs for
Neglected Diseases).”” O emprego de novos medicamentos na farmacoterapia é necessario para o
tratamento de doencas ja existentes ou recém-identificadas ou, ainda, para a implementacdo de
tratamentos mais seguros e eficazes.?

Compostos derivados da imidazolidina sdao representados por um grupo de substancias heterociclicas
pentagonais possuidoras de diversas atividades bioldgicas.® As imidazolidinas tiveram no passado um
representante na clinica médica como um farmaco de agdo comprovada frente a vermes adultos de S.
mansoni, o niridazol.**. A busca por imidazolidinas com acdo esquistossomicida in vitro frente a
vermes adultos de S. mansoni vem sendo um interesse de nosso grupo em diversos estudos
publicados.”81011:25

Tendo em vista a necessidade da busca de novos compostos esquistossomicidas e os resultados da
atividade in vitro sobre o S. Mansoni dos derivados imidazolidinicos, este trabalho tem como objetivo
a sintese de novos derivados imidazolidinicos 3,5-dissubstituidos tionados na posicédo 4, a avaliacdo da
atividade bioldgica frente a vermes adultos de S. mansoni, assim como a tentativa de elucida¢éo de um

possivel modelo de farmacoforo e q utilizacdo de modelos quimiométricos para previsdo da atividade.
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CAPITULOI

Doengas Negligenciadas e Pesquisa Farmacéutica em Paises Sub-
Desenvolvidos

Ce chapitre traite de la notion de maladies, en les divisant en communes, rares et negligées. Nous
abordons les principales maladies négligées et leur épidémiologie dans le monde. Il est aussi abordé
les difficultés et les progres rencontrés dans le secteur de Production, Developement et Innovation des
industries pharmaceutiques. Ainsi il est nécessaire de concevoir de nouvelles approches
chimiothérapeutiques pour le traitement des maladies parasitaires étant donné le taux élevé de
mortalité et de la morbidité et de I'inefficacité des traitements actuels. Dans ce cadre la deuxieme
partie de ce chapitre traite de la mise au point de nouveaux traitements pour les maladies négligées
développés par le Laboratério de Sintese e Planejamento de Farmacos (LPSF-UFPE). De plus, des
molécules avec d’autres activités telles que anti-tumorales, anti-inflammatoires, etc. seront également
présentées.

3.2.1 Introducao

As doencas parasitarias possuem caracteristicas comuns em relacdo ao contexto em que ocorrem
como, as condi¢bes precarias ou inexistentes de higiene, falta de saneamento basico,
subdesenvolvimento de paises, ou ainda, devido a presenca de vetores que contribuem diretamente na
transmissdao, como por exemplo, a esquistossomose e a leishmaniose. Os métodos de tratamento e
diagnoéstico dessas doencas sdo antigos e inadequados e demandam investimento em pesquisa e

desenvolvimento para se tornarem mais simples e efetivos.™

Também chamadas de doencas negligenciadas, ou da pobreza, estas parasitoses sdo importantes
problemas de salde publica em varios paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento, afetando mais
de dois bilhdes de pessoas no mundo sendo causas substanciais de morbidade e mortalidade.’® S&o
assim chamadas pela falta de atengdo dada pela industria farmacéutica ao seu tratamento. Atualmente,
a Organizagdo Mundial da Saude classifica 17 enfermidades como doencas negligenciadas: doenca de
chagas, esquistossomose, leishmanioses, malaria, tuberculose, dentre outras.'” Estas doengas
apresentam areas endémicas Brasil e possuem uma importante tava de mortalidade e morbidade no

pais.

Fig. (1) Taxa de mortalidade de algumas doengas negligenciadas presentes no Brasil (fonte: Ministério da
Saude).
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Entre os objetivos de Desenvolvimento do Milénio (ODM), propostos pela Organizacdo das Nacdes
Unidas (ONU) na Declaracdo do Milénio, em 2000, estdo previstas metas de combate ao virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e a AIDS”, a malaria e a outras doencas, que devem ser cumpridas até
2015.% As principais metas do Brasil para o sexto ODM est#o listadas no quadro 1.

Tab. (1) Sexto ODM - principais metas. Fonte: Ipea (2010).

Meta 7: até 2015, ter detido a propagacdo do HIVV/AIDS e comecado a inverter a tendéncia
atual

ODM 6
Combater 0 HIV/AIDS Meta 8: até 2015, ter detido a incidéncia da malaria e de outras doengas importantes e
amalaria comecado a inverter a tendéncia atual

e outras doencas Meta 8A: até 2015, ter reduzido a incidéncia da malaria e da tuberculose

Meta 8B: até 2010, ter eliminado a hanseniase

3.2.1.1 Doencas Negligenciadas: Conceitos e Classificagéo

O conceito de doenca negligenciada foi introduzido pela Fundacdo Rocke-feller em 1977, dois anos
apos a criacdo do Special Programme for Research & Training in Tropical Diseases (TDR)**, quando
entdo institui-se o Programa Great Neglected Diseases of Mankin, uma rede internacional de pesquisa
focada em doencas dos paises em desenvolvimento, em particular a maléria. J& a Organizacdo Mundial
de Satde (OMS) e os Médicos Sem Fronteiras (MSF) propuseram uma nova classifica¢do das doencas

em Globais, Negligenciadas e Extremamente Negligenciadas, como a seguir.?"?

1) Globais: é o grupo que compreende o cancer, doencas cardiovasculares, doencas mentais e
disturbios neuroldgicos e representa a maior concentracdo de P&D da industria farmacéutica. Apesar
de afetarem tanto os paises desenvolvidos quanto os em desenvolvimento, a maioria das pessoas que
necessitam desses medicamentos ndo pode pagar por eles e, por conseguinte, ndo é atendida pelo
mercado farmacéutico, onde o alto custo dos medicamentos é absorvido pela camada da populagdo

com maior poder aquisitivo.

“ HIV/AIDS néo é considerada doenca negligenciada, pois, apesar de apresentar maior ocorréncia
em paises em desenvolvimento, existe grande investimento para P&D de medicamentos e vacinas.

“TDR é um Programa Especial para Pesquisa e Treinamento em Doengas Tropicais. E um programa
global e independente de colaboracdo cientifica que ajuda a coordenar, apoiar e influenciar os
esforcos globais para combater um portfolio das principais doencas que afetam os pobres e
desfavorecidos. Fundada em 1975, o TDR é patrocinado pelo Fundo das Nag¢des Unidas para a
Infancia (UNICEF), pelo Programa de Desenvolvimento das NagBes Unidas (PNUD), do Banco
Mundial e da Organiza¢do Mundial da Saide (OMS).
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2) Negligenciadas: sdo as que provocam um interesse marginal na industria farmacéutica3)
Extremamente Negligenciadas: afetam em maior parte as populaces dos paises em
desenvolvimento. Como a maioria dos pacientes é pobre, esses ndo representam praticamente nenhum
mercado e a maioria fica excluida dos esforcos de P&D da industria e, portanto, fora do mercado
farmacéutico. Esse Gltimo grupo de doencas é composto pela doenga do sono, Chagas, Leishmaniose

dentre outras.

Essa classificagdo pode ser observada na conhecida Figura 2 de Yanney (2002), onde a zona
acinzentada representa a parcela do Mercado Farmacéutico Mundial referente a produtos voltados para
a estética, tais como, celulite, calvicie, rugas, dietas, etc. Esse segmento tem se tornado nos Gltimos

anos um segmento de mercado altamente lucrativo nos paises ricos.

Doencas extremamente

Doengas globais negligenciadas

A

Doencas negligenciadas
Mercado farmacéutico mundial

Fig. (2) Classificagdo de Yanney para doencas globais (fonte: Yamey, 2002).28

3.2.2 Epidemiologia

O relatério da Organizacao Mundial da Satde (OMS) de 2010% declara que as doencas tropicais
negligenciadas (DTN) afetam mais de um bilhdo de pessoas, quase um sexto da populagdo mundial,
em todo o mundo e ameacam a salde e a produtividade de outros milhdes. Essas doencgas infecciosas
atacam as popula¢des mais vulneraveis do mundo - aqueles sem acesso a agua potavel, saneamento
basico ou cuidados de salde - o que torna ainda mais dificil para essas comunidades sairem da linha de

pobreza.

3.2.2.1 Esquistossomose

A esquistossomose é uma doenca causada pelo trematddeo Schistosoma mansoni, cujas formas adultas
habitam os vasos mesentéricos do hospedeiro e as formas intermedidrias se desenvolvem em
caramujos gastropodes aquéticos do género Biomphalaria. Inicialmente, a doenga € assintomatica,

podendo evoluir para formas clinicas extremamente graves e levar o paciente ao obito.?

Dentre as doengas parasitarias, a esquistossomose apresenta alto indice de prevaléncia mundial,

estimando-se 200 milhdes de pessoas atingidas distribuidas em 74 paises, em torno de 80% dos casos
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concentrados na Africa. No Brasil, existem de 8 a 18 milhdes de individuos infectados, distribuidos

em uma faixa endémica que se estende do estado do Rio Grande do Norte até Minas Gerais.**

Atualmente, a Oxaminiquina e o Praziquantel sdo os farmacos utilizados para o tratamento das
esquistossomoses, apesar de suas limitagdes, como baixa eficacia no tratamento da esquistossomose
mansonica aguda; baixa atividade sobre o S. mansoni na forma imatura e falha em tratamentos devido

a ocorréncia de resisténcia ou tolerancia a esses farmacos.’>*

3.2.2.2. Tuberculose

A tuberculose é uma doenca cronica, causada pelo complexo Mycobacterium tuberculosis, e sua forma
clinica é caracterizada principalmente pelo comprometimento dos pulmd&es (pulmonar), podendo
também atingir outros sitios anatémicos (extrapulmonar) ou ocorrer de maneira disseminada
(disseminada ou miliar). Essa doenca € transmitida de pessoa a pessoa, por via aérea, através de
goticulas produzidas pelo individuo portador da forma clinica pulmonar ou laringea da doenca ao

tossir, espirrar ou falar.®

Segundo o Relatorio Global de Controle da Tuberculose 2016, essa doenga, junto com o HIV/AIDS e
a malaria, é uma das 10 principais causas de morte no mundo. Em 2015, foram estimados 10,4
milhGes de novos casos da doenca, sendo que, destes, 1,2 milhdo também viviam com o HIV. Nesse
mesmo ano, foram registrados 1,4 milhdes de mortes decorrentes da tuberculose, sendo 400 mil de
pacientes também soropositivos. Um desafio no combate & doenca sdo 0s casos resistentes a

poliquimioterapia (mais de 480 mil novos casos registrados em 2015).%

O Brasil ocupa o 16° lugar entre os 22 paises responsaveis por 80% dos casos estimados de
tuberculose no mundo, estando em nono lugar entre as causas infecciosas de internagdo, sétimo lugar
em gastos com internacdo por doencas infecciosas no Sistema Unico de Salde (SUS) e quarto lugar

em mortalidade por doencas infecciosas.***’

3.2.2.3 Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, descoberta e caracterizada pelo pesquisador brasileiro Carlos Chagas em 1909,
tem como agente etioldgico o protozoéario monoflagelado Trypanosoma. Possui um ciclo de vida
heteroxénico, passando por diferentes formas evolutivas no interior do hospedeiro vertebrado (homem,
tatu, morcego, porco-espinho, macacos, cdes, gato, entre outros) e nos insetos vetores (Triatoma
infestans, Triatoma sordida, Triatoma rubrovaria, Triatoma pseudomaculata, Triatoma brasiliensis,
Panstrongylus lutzi, Panstrongylus megistus, entre outros). Todavia na América do Sul o principal

vetor da doenca € o Triatoma infestans.®*
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A infec¢do humana pode ser muito grave, com mortalidade significativa em criangas na sua fase aguda
e severo acometimento cardiaco e/ou digestivo em adultos cronicos. Os dados epidemiol6gicos mais
recentes demonstram que a doenca de Chagas continua sendo considerada problema de satde publica
em 19 paises americanos, nas regides rurais e nas grandes cidades para onde convergiram pessoas
infectadas pelo parasito. Atualmente, é a quarta causa de morte no Brasil entre as doengas infecto-
parasitarias nas faixas etarias acima de 45 anos. Nos dias de hoje, € prevalente em populacgdes rurais,
onde encontram-se milhares de insetos vetores nas moradias de madeira e barro e estima-se que haja
cerca de 12 a 14 milhdes de pessoas infectadas na América Latina, 300.000 casos novos por ano, com
dois a trés milhGes de pacientes com complicagbes crbnicas da moléstia, atingindo 21.000
Obitos/ano.*** Estima-se que no Brasil 60 milnhdes de pessoas estejam em risco de infec¢do, sendo
que, de 1,8 a 2,4 milhGes de individuos devam estar na fase crénica da doenca, 1/3 deles na forma

cardiaca e digestiva, gerando alta morbimortalidade.*®

Infelizmente, apesar dos avancos impressionantes na compreensdo da biologia do T.cruzi, os Gnicos
farmacos atualmente disponiveis para o tratamento da doenca de Chagas sdo as mesmas registradas ha
21 anos: o nifurtimox e o benzonidazol, que foram desenvolvidos empiricamente em 1960 e 1970,

respectivamente.*®

Q NO,

© o [[5o n=( o
Q/NUA\N,N g/NQLN
H
Nifurtinox Benzonidazol

Fig. (3) Estrutura do Nifurtinox e Benzonidazol, farmacos disponiveis para o tratamento das Doenga de Chagas.

Visto que ndo existe vacina que evite a infecgdo da doenca, 0 modo de se impedir 0 aparecimento de
novos casos reside, especialmente, no controle dos principais mecanismos de transmissdo (vetorial,
transfusional, congénita e, atualmente, oral) do protozoario T. cruzi. Como a imensa maioria dos
chagésicos existentes foi contaminada pelas fezes dos triatomineos infectados, o afastamento desses

hemipteros da moradia deve ser o enfoque preventivo principal.*’

3.2.2.4 Maléria

A maléria ameaga cerca de 3,3 milhGes de pessoas - metade da populagdo mundial - em 106 paises
endémicos. No Relatério Mundial da Malaria de 2015, a OMS estimou uma reducéo de 18 % dos
casos de malaria em relacdo a 2000. 214 milhdes novos casos de malaria foram diagnosticados em
2015 em todo mundo, dos quais quase a totalidade é causada pelo Plasmodium falciparum. Apesar de
ser prevenivel e trativel, a maléaria causou cerca de 438.000 mortes em 2015, o que signigica um

declinio de 48 % em relacdo a 2000. A maioria dos casos de malaria, e consequente morte, ocorrem na
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Africa sub-saariana, Asia e América Latina. Em menor grau, Oriente Médio e partes da Europa
também sdo afetados.

A maléria é uma doenca multifatorial e sua evolucéo clinica depende de diversos aspectos, tais como a
genética do parasita e hospedeiro; exposicdo prévia a infeccdo; idade; estado nutricional e fatores
geogréficos e socioecondmicos. Em individuos ndo imunes, os primeiros sintomas de malaria - que
incluem febre, dor de cabeca, dores musculares, calafrios, vémitos e letargia seguido por paroxismos
da malaria - aparecem entre 7-15 dias apds a infeccdo e estdo associados com os altos niveis de

citocinas circulantes.**-%

Os principais farmacos antimaléricos sdo classificados, de acordo com o modo de acdo, em dois
grandes grupos: O primeiro grupo inclui os alcal6ides derivados da cinchona, as aminoquinolinas e as
acridinas. Acredita-se que esses farmacos podem interferir no metabolismo da glicose em diferentes
pontos e também na habilidade do parasita de digerir a hemoglobina, impedindo, assim, que ele se
alimente ou intoxicando-o com altos niveis de ferriprotoporfirina-IX, que é um subproduto téxico da

digestdo da hemoglobina.**%*

O segundo grupo inclui as pirimidinas e biguanidas e envolve a interferéncia na sintese do &cido tetra-

hidrofélico, importante cofator no processo de sintese de DNA e de aminoacidos.**>

Atualmente, a Organizacdo Mundial de Sadde (OMS) recomenda o uso da terapéutica de combinacédo
a base de artemisinina (artemisinin-based combination therapy, ACT) para tratamento da malaria ndo
complicada em &reas de resisténcia a multiplos farmacos. A artemisinina e 0s seus derivados
(arteméter, artesunato, artemotil, di-hidroartemisinina) produzem o rapido desaparecimento da
parasitemia e a rapida resolucdo da sintomatologia. Sdo recomendadas as seguintes combinacdes:
arteméter + lumefantrina; artesunato + amodiaquina; artesunato + mefloquina; artesunato +

sulfadoxina + pirimetamina.®

3.2.2.5 Leishimaniose

A leishmaniose é um grupo de doencas causadas por tripanossomatideos do género Leishmania,
protozoarios intracelulares do homem e de animais domésticos e silvestres. Estima-se uma prevaléncia
de 12 milhdes de casos no mundo, sendo que 350 milhGes de pessoas estdo ameacadas de contrair a
doenga. Composta por quatro principais sindromes clinicas: a leishmaniose cuténea; leishmaniose
muco-cutanea (também conhecido como espundia); leishmaniose visceral (também conhecida como
calazar); e leishmaniose cutanea pos-calazar (PKDL), a transmissdo ocorre em 88 paises tropicais e
subtropicais, dos quais 72 sdo subdesenvolvidos, onde o vetor flebotomineo estd presente.®®*>® Com
relagdo & Leishmaniose visceral, zoonose causada por Leishmania chagasi, estima-se que 90% dos
casos registrados na América Latina ocorram no Brasil, a maioria deles em criancas. A rigor as

leishmanioses ndo mereceriam a qualificacdo de tropicais nem de doencas de populacGes
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marginalizadas, pois ocorrem em muitas regides do mundo desenvolvido como a Peninsula Ibérica e a

Italia, a Grécia e a Turquia.*®

Historicamente, a quimioterapia da leishmaniose foi baseada no uso da Meglumina Antimoniato como
farmaco de primeira escolha. Contudo, a pentamidina e a anfotericina B estdo sendo utilizadas como
farmacos alternativos devido a alta resisténcia ao antimonial; inclusive, na india, 0 seu uso é
praticamente obsoleto. Apesar disso, 0s antimoniais pentavalentes sdo Uteis para o resto do mundo, em

que a introducio de marcas de genéricos reduziu os custos.*®*
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Fig. (4) Estrutura dos derivados

O MS distribui gratuitamente os medicamentos Anfotericina B, Isotionato de Pentamidina e
Meglumina Antimoniato através do Programa de Endemias Focais. O Programa tem como objetivo
auxiliar estados e municipios em acdes de prevengdo e controle das seguintes endemias: Maléria,

Colera, Leishmanioses, Doenga de Chagas, Tracoma, Dengue, Peste, Filariose e Esquistossomose.*

A pentamidina e anfotericina B possuem como principal empecilho ao tratamento a ndo possibilidade
de administracdo por via oral, requerendo ser administradas por via parenteral, além de causar sérios
efeitos adversos. Mesmo assim, a acdo sinérgica entre esses farmacos e a resposta imune vem sendo

investigada através da combinag&o entre os farmacos e imonoestimulantes.“©*°%

3.2.3 P,D&I Em Doencas Negligenciadas

A investigacdo de novos farmacos ndo tem como foco principal as doencas de paises em
desenvolvimento. Os setores de Pesquisa, Desenvolvimento e Inovacdo (P,D&Il)das industrias
farmacéuticas é orientada quase sempre pelo lucro, estando o setor industrial privado focado nas
doencas globais para as quais medicamentos podem ser produzidos e comercializados com geracdo de

lucros, como por exemplo doencgas cardiacas, cancer, doencas imunoldgicas, etc. Com baixo poder
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aquisitivo e sem influéncia politica, os pacientes e sistemas de satde mais pobres ndo conseguem gerar
o retorno financeiro exigido pela maior parte das empresas voltadas ao lucro. Estudos do Sistema de
Informagc&o sobre a Inddstria Quimica (SIQUIM) (2003)** apontaram que vérias patentes de grandes
laboratorios farmacéuticos, apresentam moléculas que possuiam alguma acdo para DN, porém as
mesmas ndo eram exploradas neste nicho de mercado. Como o Estado é o maior interessado em tratar
este agravo e detém o poder de compra dos medicamentos, 0 cenario é sugestivo para iniciativas de

fomento a pesquisa nas empresas farmacéuticas nacionais, a partir dos registros existentes.

A P,D&I de medicamentos perpassa por um processo que se inicia com a pesquisa basica de um novo
composto, pesquisa aplicada, o scale-up22, passando em seguida para 0s ensaios pré-clinicos, clinicos
(com diferentes fases) e finalizado com o registro do medicamento. Cada uma destas etapas deve ser
realizada com éxito para se passar para a seguinte e, somente quando todas elas sdo cumpridas é que
se chega ao produto final. Este conjunto de etapas que encerram a P&D de medicamentos é conhecido
pela expressdo pipeline® No que diz respeito as DTN, ha trés grandes lacunas identificadas no
pipeline de P&D de medicamentos (Figura 5) que precisam ser urgentemente superadas para producéo

de novos medicamentos para o tratamento destas doengas.®?

Bermudez em 2006 observou que, entre os anos de 2000 e 2005, nenhuma das vinte empresas
farmacéuticas de maior faturamento bruto mundial langou no mercado um Unico medicamento para
DTN que afeta em maiores proporcBes o0s paises em desenvolvimento e os menos desenvolvidos. Estas

nacdes carecem de politicas que favorecam a P&D de medicamentos nesta area.

Pesquisa basica Rede (Pipeline) de Desenvolvimento de Medicamentos
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Fig. (5) Pipeline de desenvolvimento de medicamentos. (fonte: Pécoul B, 2004)



38

Publicada em 2002 uma anélise das tendéncias de desenvolvimento de medicamentos mostrou que
apenas 1,1% de todos os medicamentos aprovados durante os Ultimos 25 anos (1975-99) foram para as
doencas negligenciadas, apesar destas doencas representarem 12% da carga global de satde.®

Esse cenario desistimulante levou a criacdo da iniciativa Drug for Neglected Diseases Iniciative
(DNDi), uma organizacdo de pesquisa e desenvolvimento sem fins lucrativos que trabalha com a
finalidade de oferecer novos tratamentos para doencas negligenciadas, em particular, para a doenca do
sono (tripanossomiase humana africana), doenca de Chagas, leishmaniose, infec¢bes por helmintos
especificos (filariais), malaria e HIV pediatrico. Desde a sua criagdo em 2003, a DNDi disponibilizou
seis tratamentos: dois antimalaricos de dose fixa Falcitrim® (Artesumato e Mefloquina) e o
Coarsucam® (Artesunato + Amodiaquina); a terapia combinada de nifurtimox e eflornitina (NECT)
para a fase avancada da doenca do sono; a terapia combinada a base de estibogluconato de sodio e
paromomicina (SSG & PM) para a leishmaniose visceral na Africa; um conjunto de terapias de
combinacéo para a leishmaniose visceral na Asia; e uma dosagem pediatrica do benznidazol para a

doenca de Chagas.®

3.3 Laboratério De Planejamento E Sintese De Farmacos

Neste conceito, o Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos (LPSF-UFPE) vem
desenvolvendo a sintese de diversos derivados heterociclicos como alternativas para o tratamento

destas doencas.

3.3.1 Imidazilidinas e Tiazolidinas

Os principais nGcleos pesquisados em nosso laboratério sdo os azOis pentagonais, como a

imidazolidina, tiazolidina e oxazolidina, e o nicleo heterociclico condensado acridina (Figura 6),

sendo alvo de estudo em diversos artigos, patentes, teses, dissertacdes e monografias de conclusdo de

curso.
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Fig. (6) Principais nucleos heterociclicos estudados em nosso laboratério

Por vezes, 0s nlcleos podem vir condensados através de uma técnica conhecida na quimica medicinal

como hibridagdo molecular, onde dois nicleos com distintas atividades sdo unidos com a intencdo de
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potencializar o efeito. Desta forma surgiram as classes imidazacridinas e tiazacridinas, representadas

na Figura 7.

X = NH (imidazacridina)

X =S (tiazacridina)

Fig. (7) Imidazacridinas e tiazacridinas. novas classes obtidas através de hibridagdo molecular

Compostos que contém sistemas de anéis heterociclicos sdo de grande importancia, uma vez que ja foi
comprovado que sdo de grande utilidade na quimica medicinal.®® Neste contexto, estudaremos os
ndcleos imidazolidinicos e tiazolidinicos sdo heterociclicos pentagonais, contendo grupamentos

carbonilicos nas posicoes 2 e 4.

Sua utilizacdo em sintese organica é de grande importancia, tendo em vista as diversas atividades
bioldgicas relacionadas a seus analogos estruturais, tais como anticancerigena, anti-inflamatdria,
anticonvulsivante, hipoglicemiante e antiviral, antitumorais e antidiabéticos dentre outras (Rossi &
Zelnik, 2000).

A substituicdo dos atomos de oxigénio carbonilicos da imidazolidinas ou tiazolidinas por atomos de
enxofre origina os tioxo-derivados: a 2-tioxo-imidazolidin-4-ona, a 2-tioxo-tiazolidin-4-ona, a 4-tioxo-
imidazolidin-2-ona e a 4-tioxo-tiazolidin-2-ona, a imidazolidina-2,4-ditiona) (Figura 8) (Oliveira,
2008).

v H aX=0,Y=0
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Fig. (8) (a) Hidantoina (imidazolidina-2,4-diona), (b) 2-Tioxo-imidazolidin-4-ona, (c) 4-Tioxo- imidazolidin-2-

ona e (d) Imidazolidina-2,4-ditiona

Os derivados tionados sdo mais reativas, reagindo tanto com aldeidos como com cetonas, mesmo
tendo poucas citaces na literatura relativas a esse tipo de reagdo com cetonas ciclicas. Os derivados
tionados, sdo potencialmente bioativos, e os efeitos produzidos pelas modificages estruturais deste

anel sobre a atividade bioldgica sdo de consideravel interesse.®’
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3.3.1.1 Atividade Bioldgica das Imidazolidinas

Por sua reatividade quimica e consequente afinidade por biomacromoléculas, sdo atribuidas ao nucleo
imidazolidinico diversas atividades bioldgicas. Os efeitos bioldgicos dos derivados imidazolidinicos,
produzidos pelas modificagdes estruturais no anel, possuem uma enorme diversidade, tais como: anti-
71,72

inflamatoria,®®®  regulador seletivo dos receptores androgénicos,”® esquistossomicida,

hipoglicémica,” herbicida,” citotoxica,” tuberculostatica,” entre outras.

A descoberta de diversas atividades bioldgicas das imidazolidinas-2,4-diona fez um incrivel progresso
durante as ultimas décadas, e a imidazolidina-2,4-diona e seus derivados foram aplicados
terapeuticamente em diversas patologias. O nGcleo imidazolidinico esta presente em medicamentos
que fazem parte da relagdo de Medicamentos Essenciais da Organizacdo Mundial de Salde®® e
também da Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais.”” O hipnético e anticonvulsivante,
fenitoina (5-etil-5-fenil-3-metil-imidazolidina-2,4-diona), conhecido comercialmente como Nirvanol,
amplamente utilizado na terapéutica por suas propriedades antiepilepticas.” Ao lado do uso tradicional
da Fenitoina como antiepiléptico, outros medicamentos disponiveis no mercado possuem o nulcleo
imidazoélico, como a Azimilide, um antiarritimico; a Nitrofurantoina, um agente antibacteriano; o
Dantrium, relaxante muscular; a Nilutamida, aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) em

1996 como antiandrogénio no tratamento do carcinoma metastatico da prostata.”®(Figura 9).
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Fig. (9) Medicamentos contendo o nlcleo imidazolidina-2,4-diona

3.3.1.2 Novas Imidazolidinas Sintetizadas pelo Laboratério de Planejamento e Sintese de

Farmacos

Franca Luis (2008) sintetizou novos derivados imidazacridinicos (AC) e benzilideno-imidazolidinicos
(NN) e avaliaram a atividade antiparasitaria através de MTT, ICs e citotoxicidade, para viabilidade do
uso, usando como padréo o benzinidazol (Figura 10). Apos estudos concluiu-se que as imidazolidinas
que apresentam o nucleo acridinico possuem uma maior acao anti-parasitaria com potencial atividade
contra T. cruzi. Além disso, a presencga do substituinte nitro no grupamento benzilico, em alguns casos,

pode ter contribuido para a melhor resposta bioldgica.®
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Fig. (10) Estrutura dos derivados imidazolidinicos

Em 2012 Gomes et. al. realizaram estudos de relagcdo estrutura quimica/atividade biolégica em
derivados da imidazolidina-2,4-diona N-alquilados na posi¢do 3 e condensados na posicdo 5: a 3-(4-
bromo-benzil)-5-(1H-indol-3-il-metileno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (NN-52) e a 3-(4-nitro-benzil)-
5-(1H-indol-3-ilmetileno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona  (NN-100), em relacdo as modificacdes
morfoldgicas nas formas tripomastigotas do Trypanosoma cruzi, observadas através de microscopia

eletronica (Figura 11).%

Os estudos revelaram que concentragdes de 13 pugmL™' por 24h produziram danos severos ao
complexo mitocondrial do parasita, como colapso, fragmentacdo e desorganizacdo. Também foram
realizados testes para avaliar o tipo de morte celular induzida pelos derivados da imidazolidina-2,4-
diona entre apoptose, apoptose tardia ou necrose, sendo utilizado 1 pgmL?, concentracdo n&o toxica
dos derivados conhecida através do teste de citotoxicidade, em comparacdo com mesmas
concentracdes de padrdo benzinidazol e nifurtimox. Apés 24h foi observado que o nimero de células
em apoptose é superior ao de células em necrose, e que o derivado 3-(4-nitro-benzil)-5-(1H-indol-3-il-
metileno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (NN-100) produziu resultados superiores ao do padrdo e o 3-(4-
bromo-benzil)-5-(1H-indol-3-il-metileno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (NN-52). Os derivados 3-(4-
bromo-benzil)-5-(1H-indol-3-il-metileno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (NN-52) e 3-(4-nitro-benzil)-5-
(1H-indol-3-il-metileno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona  (NN-100) mostraram relevante atividade
bioldgica frente as formas tripomastigotas sem causar maiores danos aos esplendcitos, sendo estes

futuros candidatos a drogas anti-T. Cruz.®
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Fig. (11) Estrutura dos derivados imidazolidinicos LPSF/NN-52 e LPSF/NN-100

A atividade dos derivados da imidazolidina-2,4-diona na esquistossomose foi testada por Neves et. al.
(2010) testaram a eficacia e segurancga através da, citotoxicidade, determinacdo da ICso e viabilidade
celular frente a vermes adultos de Schistosoma mansoni das 5-(4-cloro-benzilideno)-3-(4-nitro-

benzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona RZS-2 e 5-(4-fldor-benzilideno)-3-(4-nitro-benzil)-4-tioxo-
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imidazolin-2-ona RZS-5 nas concentracdes 32, 50, 100 e 200 uM (Figura 12). Observaram que estes
derivados produziram anormalidades motoras no parasita, inibindo o emparelhamento, a oviposicao e
conduzindo a mortalidade em 24h nas maiores concentragdes. Os resultados obtidos com os derivados
RZS-2 e RZS-5 sugerem que a biofuncionalidade dos compostos é devido a presengca do grupamento
nitro, que age como grupo parasitéforo. Outra importante contribuicdo para a atividade
esquistossomicida sdo os halogénios, cloro e fltor, que possuem um efeito maximo na posi¢éo para do
anel aromatico. Estudos futuros sdo importantes para uma melhor compreensdo do mecanismo de acao

destes derivados.?
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Fig. (12) Estrutura dos derivados RZS-2 e RZS-5

LPSF/RZS-2 LPSF/RZS-5

Apolinario da Silva et al. em 2012 avaliaram derivados imidazolidinicos frente a vermes adultos
Schistosoma mansoni. O derivado 3-benzil-5-(4-cloro-arilazo)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona (PT-05) foi
administrado em trés difrentes formulacGes; solucdo em tween 80/solucdo salina 9%, emulsdo
6leo/agua (70:30) e dispersdo sélida em PEG, e as doses foram preparadas a partir da analise dos
dados do ICsy (Figura 13). O melhor resultado foi observado com dispersdo s6lida em PEG. A
avaliacdo da atividade in vitro do PT-05 frente aos vermes foi de 100 % de mortalidade em 24h, sendo

que em fémeas 0 mesmo resultado observado apos 72h.*

@“b

Fig. (13) Estrutura quimica do derivado imidazolidinico PT-05

Em 2008 Pitta et. al.. patentearam uma série de compostos quimicos analogos da clonidina, a 3-benzil-
imidazolidina-2,4-diona substituidos na posi¢do 2 e/ou 6 do anel benzilico por halogénios, como na
molécula 3-(2-cloro-6-flior-benzil)-imidazolidina-2,4-diona PT-31, e seu uso terapéutico como
analgésico, sedativo e adjuvante de outros analgésicos (Figura 14). A interacdo entre o PT-31 e 0s
receptores a2-adrenérgicos foi comprovada em estudos pela reversdo completa do efeito analgésico
quando associado a ioimbina, antagonista especifico destes receptores.? Sudo et. al. (2010)
demonstraram a agéo antinociceptiva e a maior afinidade do PT-31 pelo receptor a2a-adrenérgicos que
clonidina. Este efeito pode ser explicado pela andlise in silico, onde a ligacdo de hidrogénio formada

entre 0 PT-31 e o residuo de ILE-190 aumenta a afinidade.®
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Fig. (14) Estrutura do PT-31 e seu andlogo a clonidina

Em 2011 Silva Guerra et. al. avaliaram a atividade anti-inflamatéria e antinociceptiva de moléculas
hibridas ao indol: 5-(1H-indol-3-il-metileno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (NN-56) e 3-(4-bromo-
benzil)-5-(1H-indol-3-il-metileno)-2-tioxo-imidazolidin-4-ona (NN-52). Obtiveram para a dose de 10
mg uma inibicdo 52,1 % e 3 mg uma inibicdo de 63,1 % para os derivados NN-52 e NN-56,
respectivamente. O resultado foi estatisticamente similar ao diclofenaco, droga padrdo (Figura 15). Os
resultados dos experimentos levam a conclusdo que a agdo dos compostos nao esta relacionada com a

ac&o no sistema nervoso central, mas com a habilidade de reduzir os niveis de TNF-a e IL-1.%

Fig. (15) Estrutura das 2-tioxo-imidazolidin-4-onas NN-56 e NN-52

3.3.2  Atividade Bioldgica das Tiazolidinas

A tiazolidina-2,4-diona (TZD) é um sistema de anel heterociclico que possui diversas aplicacdes. Ela
pode inibir a corrosdo de aco em solugdes acidas, além de ser Gtil na quimica analitica como um
reagente altamente sensivel para metais pesados.% As tiazolidinas-2,4-dionas (TZDs) — também
conhecidas como glitazonas- pertencem a uma classe de compostos heterociclicos substituidos, sendo
conhecidas como potentes inibidores enzimaticos e agonistas de receptores, apresentando amplos

potenciais terapéuticos em virtude de seus inimeros alvos farmacoldgicos (Figura 16).%
0o 3 H

Fig. (16) Tiazolidina-2,4-diona

A tiazolidina-2,4-diona apresenta dois grupos carbonila nas posicdes 2 e 4, sendo que os substituintes
nas posicdes 3 e 5 podem variar. Em 1982, uma extensa variedade de tiazolidinadionas foi estudada,
com a finalidade de investigar a sua propriedade anti-hiperglicemiante. O primeiro representante dessa

propriedade foi a Ciglitazona, seguida de outros derivados como Englitazona, Troglitazona e
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Pioglitazona. Apds varios estudos, chegou-se a conclusdo de que o nucleo tiazolidina-2,4-diona era
responsavel pelas acbes farmacoldgicas. Desse modo, derivados da tiazolidina-2,4-diona tém sido
extensivamente desenvolvidos, e um amplo espectro de atividades bioldgicas tem sido descoberto.®

Os principais representantes do grupo das glitazonas séo a troglitazona (TGZ), a rosiglitazona (RGZ) e
a pioglitazona (PGZ). O primeiro composto a ser comercializado foi a troglitazona, aprovado pela
FDA, porém foi retirado do mercado mais tarde devido a casos de hepatotoxicidade aguda. O
mecanismo da hepatotoxicidade induzido pela troglitazona nao foi esclarecido. Uma das hip6teses é a
de que a troglitazona e seu conjugado sulfato induzam colestase. Posteriormente, em 1999, o FDA
aprovou a rosiglitazona e pioglitazona, que mostraram ser desprovidas deste efeito adverso. A
rosiglitazona comegou a ser comercializada em 2001, sob a marca Avandia, e um ano mais tarde, a

pioglitazona também comegou a ser comercializada sob o nome de Actos (Figura 17)
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Fig. (17): Estrutura quimica das diferentes tiazolidinadionas que ja estiveram disponiveis no mercado.

No Brasil, a rosiglitazona foi comercializada até setembro de 2010, quando a ANVISA determinou o
cancelamento do seu registro, por considerar que a relacao risco-beneficio era desfavoravel em relacéo
ao beneficio, devido a alta probabilidade de ocorréncia de doencas isquémicas, tais como: infarto do
miocéardio, insuficiéncia cardiaca, parada cardiaca, derrames, isquemia do miocérdio e outros
distrbios cardiacos.®® Além dessas, outras complicacdes relacionadas as tiazolidinas foram descritas,
tais como: ganho ponderal, edema periférico, fraturas 6sseas e cancer de bexiga; este ultimo, com a
pioglitazona.*® Em um dos ultimos trabalhos de revisdo sistematica envolvendo 56 estudos com 35.000

pacientes, foi estimado aumento de infarto do miocardio em 28% entre usuérios de rosiglitazona.*

Na literatura, podem ser encontrados diversos casos relacionados a toxicidade destes compstos. Lesdes
hepaticas tém sido relatadas ap6s o uso cronico de glitazonas, apesar das glitazonas ndo causarem
danos hepaticos em espécies animais comuns de laboratorio.”? Foram relatados aproximadamente 90
casos de toxicidade hepatica & TGZ que necessitaram de transplante hepatico ou resultaram em
morte.”* Embora menos toxica, ha também relatos de hepatotoxicidade leve associada a administragéo

94-96

rotineira de rosiglitazona e pioglitazona.””® Os pacientes que fazem uso desta classe de drogas
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devem estar livres de condi¢Oes hepéticas pré-existentes e ter suas enzimas hepéticas rotineiramente

monitoradas.*

Em contraste, o 3-(3,5-diclorofenil)-tiazolidina-2,4-diona (DCPT) causa hepatotoxicidade em ratos,
sendo que seu mecanismo de toxicidade depende da integridade do anel tiazolidinico, e da
biotransformagdo mediada pelo citocromo P450.'°%! Para investigar a toxicidade induzida pelo anel
tiazolidinico, foram realizados testes toxicolégicos in vitro com o DPCT e varias estruturas analogas,
utilizando-se linhagens de células de figado humano (HepG2 e HepG2) transfectadas com a isoenzima
CYP3A4. Os resultados sugeriram que a citotoxicidade induzida pelo 3-(3,5-diclorofenil)-tiazolidina-
2,4-diona (DCPT) era parcialmente dependente da isoenzima CYP3A4.2%2

Derivados de tiazolidina exibem um amplo espectro de atividades biolégicas, incluindo

103,104 105,106 107 109

antimicrobiana, anti-diabética, anti-obesidade,'”’ anti-inflamatoria,’® antioxidante,'®® anti-
proliferativa,''® e antitumoral ™! Esses farmacos também podem ser benéficos na Esclerose Mdltipla e

em doencas neuro-degenerativas como Alzheimer e Parkinson.'®

As tiazolidinadionas se ligam e ativam um receptor designado como receptor gama proliferador
ativado do peroxisoma (PPAR), o qual pertence a superfamilia de receptores nucleares.™? Existem 3
isoformas do PPAR: PPAR-a, PPAR-B e PPAR-y, e estes variam em suas distribuicbes teciduais, na
sua seletividade e capacidade de resposta a ligantes, conduzindo assim a regulacdo de diferentes
conjuntos de genes.*® Devido ao potencial farmacoldgico e terapéutico dos agonistas do PPARY, o
Grupo de Pesquisa em Inovacdo Terapéutica da UFPE sintetizaram novas tiazolidinas 3,5-

dissubstituidas.

3.3.2.1 Novas Tiazolidinas Sintetizadas pelo Laboratério de Planejamento e Sintese de

Farmacos

Amato et al., em 2012, sintetizaram e avaliaram a atividade hipoglicemiante da molécula 5-(5-bromo-
2-metoxi-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)-tiiazolidina-2,4-diona (GQ-16), que ndo apresenta efeitos
adversos oriundos das tiazolidinas, como ganho de peso e edema. Seu efeito farmacoldgico é devido a
estabilizacdo da estrutura B-pregueada do PPARY, inibindo a fosforilagdo da SER-273 pela quinase
Cdk5 (Figura 18).1
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Fig. (18) O GQ-16 interage com PPARYy através de um modo de ligacdo distinto. A) Estrutura do GQ-16; B)
embora 0 GQ-16 (roxo) induz uma estrutura semelhante a da rosiglitazona (azul, Q-16 PPAR; branco,
rosiglitazona PPAR), 0 GQ-16 liga-se ao PPAR de uma forma diferente da rosiglitazona. O GQ-16 ndo faz
contatos diretos com os residuos da hélice 12 (mostrada em vermelho), uma marca das TZDs tradicionais. O
local de reconhecimento de CDKS5 que inclui a Ser-273, é mostrado em magenta. C) a densidade de elétrons da
GQ-16; D) superposicdo do GQ-16 e outros ligantes do PPAR, mostrando a diferenca conformacional do GQ-16
em relagdo as outras moléculas; E) e F), interacao ligante-proteina entre PPARy e GQ-16 (E) e rosiglitazona (F)
(interag@es polares sdo mostrados como linhas pontilhadas). (Fonte: Amato et al., 2012).

As 5-benzilideno-tiazolidina-2,4-dionas foram testados quanto a atividade anti-inflamatoria “air-
pouch” com a finalidade de avaliar capacidade de inibir a migracdo de leucocitos da circulagao do
sangue. O derivado 3-(2-bromo-benzil)-5-(4-metilsulfonil-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona (GQ-
125) apresentou uma inibicao de 73,3 %, que foi ligeiramente mais elevada do que a rosiglitazona (72
%). Observou-se a contribui¢do do atomo de bromo na resposta bioldgica, quando comparada a uma
inibicdo de 63,9 % para o derivado que no derivado 3-(3-cloro-benzil)-5-(4-metilsulfonil-benzilideno)-
tiazolidina-2,4-diona (TA-02), que contém um &tomo de cloro na posi¢do 3 do anel benzilico (Figura
19)_115
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Fig. (19) Estrutura das tiazolidinas TA-02 (C) e GQ-125 (D)

A atividade antiproliferativa dos derivados tiazacridinicos foi comprovada através do ensaio de MTT
em linhagens celulares SF-295 (sistema nervoso central), HCT-8 (carcinoma de célon) e MDA-MB-
435 (melanoma). Doxorubicina, como padrdo. Observou-se que 3-acridin-9-ilmetil-5-acridin-9-
ilmetileno-thiazolidina-2,4-diona (AA-2) apresentou uma significativa atividade anticAncer contra as
trés linhagens celulares testadas. Além disto, 0 composto 3-acridin-9-ilmetil-5-(4-metdxi-benzilideno)-
tiazolidina-2,4-diona (AA-3), tendo o grupamento metdxi, doador de elétrons, como substituinte do
benzilideno, e o 3-acridin-9-ilmetil-5-(4-bromo-benzilideno)-tiazolidina-2,4-diona (AA-6) com o

bromo, retirador de elétrons, substituindo a posicdo para do benzilideno também exibiram forte

) 116

inibicdo nas mesmas linhagens celulares (Figura 20

R =CI, OCHjs, Br, F

Fig. (20) Estrutura dos derivados tiazacridinicos

Barbosa (2010) analisou o efeito de 5-(3,4-dicloro-benzilideno)-3-(4-nitro-benzil)-tiazolidina-2,4-
diona (SF-29) em T. cruzi. Este composto foi escolhido entre varios outros inicialmente testados, para
analisar o seu efeito sobre o crescimento e organizagéo estrutural das formas amastigotas epimastigota
e tripomastigota de T. cruzi. Microscopias citometria de fluxo, a fluorescéncia de digitalizacdo e
transmissao eletronica foi utilizada para esta analise em profundidade. Os resultados mostraram que
este composto inibe, em baixas concentragdes micromolar, o crescimento do epimastigota
proliferatives e formas amastigotas e induz a lise da forma tripomastigota infecciosa. Morte do
parasita é devida a alteracGes significativas na membrana do plasma e as mitocondrias, com a

aparéncia de autofagossomas (Figura 21).**
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Fig. (21) SF-29 - tiazolidina-2,4-diona anti-T. cruzi
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3.3.3 Reatividade Quimica das Imidazolidinas e Tiazolidinas

Com relacdo a reatividade do anel tanto imidazolidinico quanto tiazolidinico destacam-se 0s processos
quimiosseletivos que ocorrem na posicdo 4 (carbonila) em reacdes de tionacdo via reagente de
Lawesson. Na posicdo 3 (nhitrogénio) em reacdes de N-alquilacéo e reacdo de Mannich; e na posi¢do 5
(carbono metilénico) em reacdes de condensacdo com aldeidos, cetonas ou sais de diazonio.™®
(Liesen, 2008).

3.3.3.1 N-alquilacéo

De acordo com Orazi e Corral (1965)*° as imidazolidinas e tiazolidinas podem ser alquiladas na
posicdo 3 com haletos de alquila tanto com solventes préticos como apréticos (Esquema 1). Como
relatado em 1974 por Orazi et al.,** alquilagbes em N-1 sdo conhecidas em compostos
imidazolidinicos substituidos na posicdo 3, contudo, ocorrem em condi¢cdes mais severas que aquelas
em N-3. Ja Trigo et al. em 1978, e Pedregal et al. em 1984, ao utilizarem condicdes alcalinas ou
catalise de transferéncia de fases, relataram a obtencdo de compostos imidazolidinicos dissubstituidos

na posicdo N-3. A N-alquilagdo introduz os substituintes na posicao 3 do anel.'?*?2

NH  Br(CHp)3ClLK,CO; N /\/\CI
N ,§ Acetona, Refluxo N ,&
H o H O

Esq. (1) Reacdo de N-alquilagdo com reagentes eletrofilicos

Trabalhos similares realizados por Graciet et al. em 1996, demonstraram que 4-tiazolidinonas
substituidas na posicdo 2 com grupos alquil ou alquilalcdxi sofrem as mesmas reagdes de N-alquilacdo
gue as imidazolidinas-2,4-dionas, uma vez que uma vez que 4-tiazolidinonas ndo substituidas na

posicéo 3, assim como as imidazolidinas, sdo acidos fracos.'?

3.3.3.2 Condensacao de Knoevenagel

Em 1951, Phillips e Murphy** relataram em seus trabalhos os principais fatores que causavam
influéncia na reatividade das reacfes de condensagdo com um grupo metileno livre na posigdo 5
(Esquema 2), a susceptibilidade do carbono da carbonila a ataques nucleofilicos; a reatividade do
composto que apresenta o grupo metileno; a forca da base catalitica; as condi¢fes da reacdo, como
meio reacional, temperatura e tempo; o grau relativo de estabilizacdo por ressonancia dos produtos, e

fatores estéricos.!'#1%
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Esq. (2) Obtencéo do 5-isopropileno-2,4-ditioxo-imidazolidina a partir da 2,4-ditioxo-imidazolidina e acetona.'?

3.3.3.3 Tionacéo

A tionacdo de 4-tiazolidinonas pode ser realizada utilizando o reagente de Lawesson (1,3-ditio-2,4-
difosfatano-2,4-dissulfeto-2,4-bis(4-metdxifenil), como descrito por Andrade et al. em 2002, para a
sintese de 4-tioxo-tiazolidin-2-ona a partir de tiazolidina-2,4-diona, em dioxano anidro. (Esquema 3).
A velocidade desta reacdo é dependente da densidade eletrénica existente na carbonila e limitada pela
temperatura.’® Em compostos contendo duas ou mais carbonilas, sofrerd primeiramente tionacgéo
aquela que for mais rica em elétrons. A conversdo do grupo carbonila em tiocarbonila é atribuida a
ilideos de ditiofosfina (p-CH30-C¢Ha-PS;), formados a partir da quebra do anel de quatro membros,
contendo &atomos de fosforo e enxofre alternados, existente no reagente de Lawesson.*® O mecanismo
reacional envolve um intermediario de quatro membros semelhante & oxafosfetana, observada na

reacdo de Wittig, para formacao de alquenos a partir de aldeidos e cetonas.™*812°

0 Reagente de s
/ < Lawesson (1eq.) / <
_——
SW N-y Dioxano anidro SWN‘H
Refluxo
o o
Tiazolidina-2,4-diona 4-tioxo-tiazolidina-2-ona

S
Sy
Reagente de Lawesson = H;;CO@ P :POOCH3
NS
S

Esq. (3) Tionacdo da tiazolidina-2,4-diona em presenca do Reagente de Lawesson.

Tendo em vista os resultados promissores encontrados com a sintese de novos derivados
imidazolidinicos e tiazolidinicos 3,5-dissubstituidos desenvolvidos no Grupo de Pesquisa em Inovacéo
Terapéutica (Gpit), aléem da facilidade da rota sintética, o presente trabalho questiona a atividade

esquistossomicida de novos derivados imidazolidinicos 3,5-dissubstituidos tionados na posicdo 4.
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3.4.1 Obijetivos

Tendo em vista os projetos desenvolvidos no Grupo de Pesquisa em Inovacgédo Terapéutica (Gpit) com
imidazolidinas e tiazolidinas 3,5-dissubstituidas como agentes esquistossomicidas o presente trabalho
questiona a utilizagdo de novos derivados imidazolidinicos 3,5-dissubstituidos tionados na posigao 4
na terapéutica da esquistossomose, assim como a tentativa de elucidagcdo de um possivel modelo de

farmacoforo, e utilizagdo de modelos quimiométricos para previsao da atividade.

Primeiramente, a escolha das imidazolidinas em relacdo as tiazolidinas é decorrente da observacdo
que, dentre 0s compostos na literatura, apenas os portando o anel imidazolidinico apresentaram

atividade esquistossomicida importante.

A estrutura do derivado foi planejada a partir do esqueleto do LPSF/PT-31, comprovado agonista dos
receptores opa adrenérgicos. A escolha desta estrutura deve-se a proposicdo que os derivados
imidazolidinicos possuem como alvo um receptor de acetilcolina. Tal proposicdo foi levantada em um

recente trabalho publicado em nosso grupo por Oliveira e colaboradores em 2015.

A tionila em posi¢do C-4 do anel imidazolidinico foi escolhida devido a diversos com comprovada
acao esquistossomicida dos ja publicados pelo grupo. Finalmente, as modificacdes realizadas no grupo
metilénico sdo relacionadas a uma tentativa de farmacomodulacédo destes derivados. Espera-se através
delas evidenciar uma modificacdo em propriedades de interesse diversos, como a solubilidade,

citotocicidade e atividade esquistossomicida, entre outros.

Isosterismo
Substituicdo do oxigénio do composto prototipo por um
enxofre através da reacéo de tionagdo. Esta substituigéo
¢ estimulada pela boa atividade esquistossomicidade de
certtos compostos ja sintetizados pelo grupo, portando o
mesmo substituinte na mesma posicéo.

i

Ponto de Farmacomodulagéo E leto Molecul
Inserc&o grupos aromaticos substituidos gl Deriva(sjglii%ecgmpgset}gl:m%rtotipo
por radicais com diferentes efeitos eletrdnicos .
e em posigdes variadas. Deseja-se descobrir 0s @ R :> LPSF/ P%}?&aﬁ{;ﬁ&%ﬁ%z?-g:gr?;)-benzII

melhores substituintes para uma modulacéo
positiva da atividade dos derivados

(1-26)

Fig. (22) Modificacdes estruturais realizadas para obtencdo dos derivados LPSF/PTS

3.4.1.1 Objetivos Gerais

Sintese e caracterizacdo estrutural de novas moléculas imidazolidinicas e indolicas- imidazolidinicas,
com diferentes substituintes aromaticos na posicdo C-5 dos anéis imidazolidinicos bem como a

avaliacdo esquistossomicida in vitro e in vivo dos derivados.
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Fig. (23): Estrutura Geral dos derivados Benzilidénicos-Imidazolidinicos (A) e Indolicos-imidazolidinicos (B)

3.4.1.2 Objetivos Especificos

Sintetizar uma série de derivados 5-arilideno-3-(2-cloro, 6-flior)-benzil-imidazolidin-2-tioxo-
4-ona a partir de reacdes de adicdo do tipo N-alquilacdo, Tionacdo e Adicdo de Michael entre
0s anéis pentagonais e benzaldeidos substituidos;

Determinacdo das propriedades fisico-quimicas e caracterizagdo estrutural dos compostos
sintetizados utilizando métodos espectroscopicos convencionais (RMN 'H, RMN C e IV),
espectrometria de massas e analise elementar;

Andlisar a (Dis)similaridade de derivados da série 5-arilideno-3-(2-cloro, 6-fltor)-benzil-
imidazolidin-2-tioxo-4-ona (PT) através da analise multivariada de dados (PCA).

Avaliar a suscetibilidade in vitro de vermes adultos de S. mansoni (CEPA LE) frente aos
derivados imidazolidinicos da série PTS selecionados;

Verificar a suscetibilidade in vivo de vermes adultos de S. mansoni (CEPA LE) frente ao
derivado imidazolidinico da série PTS;

Avaliar a citotoxicidade dos compostos imizadolidinicos da série PTS;

Realizar andlises ultraestruturais do tegumento de vermes adultos de S. mansoni tratados com
o derivado imidazolidinico PTS;

Validagdo da analise preditiva do modelo quimiometrico em novos derivados 4-tioxo-
imidazolidin-2-ona 3,5-dissubstituidos;

Realizacdo de modificagdes estruturais no melhor derivado encontrado no estudo para um
melhor entendimento da relagdo estrutura quimica e atividade biolégica;

Determinacdo de modelos de farmacdéforo através do programa FLAP do composto mais ativo
encontrado no estudo;

Avaliacgdo da reatividade dos derivados através da reacdo de Adi¢do de Michael;

Proposicdo de um alvo biologico para 0s compostos sintetizados
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CAPITULO 11

Sintese, Caracterizacdo Estrutural, Andlise BioQuiométrica, Avaliacdo
Biologica e Hit to Lead de Novos Derivados 4-tioxo-imidazolidin-4-ona-3,5-
dissubstituidos

Ce chapitre présente les travaux personnalles réalisés a I'Université fédérale de Pernambuco pour
I'identification des nouveaux agents schiistosomicides. Le travail a été réalisé entre les années 2013-
2016, en collaboration avec le Labor6tio de Planejamento e Sintese de Farmacos (LPSF), le
Laboratério Ageu Magalhaes et de Departamento de Quimica Fundamental (DQF) de [’Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), Brésil, et avec le Département de Pharmacochimie Moleculaire de
[’Université Grenoble Alpes (DPM-UGA) en Grenoble, France.

3.4.2.1 Procedimento Experimental Para Obtencéo dos Derivados Imidazolidinicos

Os derivados imidazolidinicos e tiazolidinicos foram obtidos a partir de uma uma via plena
convergente ja consolidada no Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos utilizando reacoes
de N-alquilacdo, e adicdo de Michael (Esquema 4). Os reagentes e solventes utilizados na sintese dos
compostos ou para suas analises pertencem as marcas Sigma-Aldrich, Acros, Alfa Aesor ou TCl e
foram utilizados por vezes purificacdo apds realizada destilacdo prévia. Para a purificacdo dos
produtos de sintese obtidos, quando necessario, foi realizada a cromatografia em coluna sob presséo,

utilizando silica gel 60 Merck (230-400 Mesh) como adsorvente.

N
?T\IAO + CI/j@
H F
@7 (28)
| |
J a
o] cl S cl o
b
bod o
HN o F HN o F
(29) (30) (31)

S Cl

(1-26)

Esq. (4) Diagrama de sintese dos derivados imidazolidinicos 3,5-disubstituidos (27) imidazolidina-2,4-diona;
(28) haleto de benzila; (31) carboxaldeido.
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3.4.2.1.1 Sintese
3.4.2.1.1.1 Sintese do derivado 3-benzil-imidazolidina-2,4-diona (LPSF/PT-31)

A rota sintética inicia-se com o derivado 3-benzil-imidazolidina-2,4-diona. O produto foi preparado a
partir de gquantidades equimolares de imidazolidina-2,4-diona, cloreto de 2-cloro-6-flior-benzil e o
hidréxido de sodio, em presenca de metanol. A mistura reacional foi aquecida a 60°C e deixada sob
refluxo por 15h, levando a formagdo da 3-(2-cloro-6-flior-benzil)-imidazolidina-2,4-diona (PT-31)

(Esquema 5).
[0) H Cl o Cl
N
b0 g ()
A EtOH N
H F 60°C R
@7 (28) H (29)

Esqg. (5) N-alquilagdo da imidazolidina-2,4-diona.

A reacdo de N-alquilacdo ocorre através de uma substituicdo nucleofilica de segunda ordem (SN>),
onde ocorre a retirada do 4tomo de hidrogénio em posicdo 3 do heterociclo, que se apresenta
suficientemente &cido para ser suprimido por a¢édo do hidréxido de sédio, e conduz a formacdo de um

sal que é em seguida tratado com o cloreto de benzila substituido.

3.4.2.1.1.2 Sintese do derivado 4-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/PTS-31)

Uma vez obtida a 3-(2-cloro-6-flior-benzil)-imidazolidina-2,4-diona (PT-31) esta foi convertida a 3-
(2-cloro-6-fluor-benzil)-imidazolidin-4-tioxo-2-ona numa reacdo de tionacdo onde em um foram
adicionados quantidades equimolares de PT-31 e o reagente de Lawesson, em um baldo volumétrico,
utilizando-se 1,4-dioxano anidro como solvente. A mistura reacional foi aquecida a uma temperatura
de 60° C durante 18h. A solucéo foi levada ao rotaevaporador para diminuir a quantidade de solvente,
sendo deixada 24h na geladeira. Ao retirar da geladeira, o produto foi lavado em n-hexano e filtrado.
O filtrado foi recristalizado em etanol e deixado precipitar. O precipitado foi filtrado, obtendo-se assim

o intermediario PTS-31 (Esquema 6).

0 Cl S

QL N é@ Reagente de Lawesson QL N é@
1,4-dioxano

N, F NN F

90°C

Esq. (6) Reacdo de tionacéo.
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A reacdo de tionacao, ocorre devido ao ataque nucleofilico do oxigénio da carbonila da posi¢do quatro
da imizadolidina-2,4-diona ao fosforo parcialmente positivo do reagente de Lawesson que, apds uma
reacdo concertada, ocorre a entrada de um atomo de enxofre na posi¢do 4 do anel e saida do oxigénio .

3.4.1.1.3. Sintese do derivado 5-benzilideno-4-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/PTS)

Por fim, para a sintese dos produtos finais é realizada a reacdo de Condensacgdo de Knoevenagel onde
quantidades equimolares da 3-(2-cloro-6-flior-benzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona (PTS-31) e de
aldeidos substituidos dissolvidos em etanol, na presenca de 350 pL morfolina como catalisador, foram
aquecidas sob refluxo durante 4 horas. Ap6s resfriamento, ocorre a cristalizagcdo dos derivados 5-
arilideno-3-(2-cloro-6-fluor-benzil)-4-tioxo-imidazolidin-2-ona, que foram purificados através de

lavagens sucessivas com alcool etilico absoluto (Esquema 7).

S 0 S
N/\© + Morfoline R/j)kN/\@
H N — = |
Ny SR ) TEoH Ny SR
H R, reflux H

(30) (31) (1-26)

Esq. (7) Adicdo de Michael.

O mecanismo reacional para a obtencdo dos compostos finais inicia-se com a captura do préton acido
do carbono o do composto 3-(2-cloro-6-fluor)-benzil-imidazolidin-4-tioxo-2-ona pela morfolina,
formando um carbanion. A seguir, o carbanion estabilizado por ressonancia ataca o carbono
parcialmente positivo da carbonila, deslocando os elétrons z no sentido do oxigénio, concentrando no
atomo a carga negativa. Em seguida, apds a captura de um préton pelo oxigénio, ocorre a saida de uma
molécula de agua, conduzindo a formacao dos derivados finais. A reacdo é caracterizada como uma
Adicao de Michael. Apoés a reacédo, séo obtidos 24 novos derivados 5-benzilideno-3-(2-cloro, 6-fluor)-

benzil-4-tioxo-imidazolidin-2-ona (LPSF/PTS), apresentados na tabela 2.

3.4.2.1.2. Analises

3.4.2.1.2.1 Analises Fisico-Quimicas

Na tabela abaixo encontram-se os dados fisico-quimicos dos derivados imidazolidinicos obtidos. As
faixas de fusdo (FF) foram determinadas em aparelho Quimis, modelo Q.340D. A cromatografia em
camada delgada foi realizada em placas de silica gel 60 Fzss Merck, de 0,25 mm de espessura,

reveladas em luz ultravioleta (254 ou 366 nm) ou através de vapores de iodo.



Tab (2) Dados fisico-quimicos dos derivados imidazolidinicos obtidos

Derivados R Rendimento Rf Faixa de Fuséo Massa Molar
3=
O\ 36%
PTS-1 D 0.42 (n-Hex/Act, 6:4) 268°C 415.92
w2
\©\ 20,5%
PTS-2 '\O 0,56 (n-Hex/Act, 1:1) 260°C 429.94
49%
PTS-3 N/\ 0.48 (n-Hex/Act, 7:3) 232°C 431.92
Lo
CL
PTS-4 O@ 33,3% 0,6 (n-Hex/Act, 7:3) 264°C 452.93
¥
PTS-40 O\ 76.9% 0.59 (n-Hex/Act, 1:1) 197°C 350.77
F
;f
PTS-6 | 59.3% 0.57 (n-Hex/Act, 7.5:0.5) 224°C 423.90
N
3
PTS-7 P 48% 0,4% (n-Hex/Act, 7:3) 216°C 376.84
O
¥
PTS-8 \©\ 70,5% 0,57 (n-Hex/Act, 7:3) 230°C 360.84
¥
PTS-9 25,9% 0,48 (n-Hex/Act, 7:3) 215°C 346.81
o
PTS-10 _ 27,3% 0,55 (n-Hex/Act, 6:4) 269°C 389.88
N
\
O/
PTS-11 ;g@\ 66,2% 0,4 (n-Hex/Act, 6:4) 210°C 406.86
O/
4
3
PTS-12 o 69,2% 0,44 (n-Hex/Act,7:3) 236°C 436.89
/O ‘
PTS-13 ﬁ@\/ 76.3% 0.52 (n-Hex/Act, 1:1) 197°C 374.86
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PTS-14 26.1% 0.52 (n-Hex/Act, 1:1) 269°C 385.85
;rr; Br
PTS-15 \©/ 45,6% 0,47 (n-Hex/Act, 7,5:25) | 158°C 425.70
PTS-16 * \©\ 40,5% 0.43 (n-Hex/Act, 1:1) 210°C 425.70
Br
L
o]
PTS-17 //s//\ 33,3% 0,56 (n-Hex/Act, 1:1) 2120C 424.89
o
*
PTS-18 55,1% 0.4 (n-Hex/Act, 8:2) 211°C 392.81
NO
¥
PTS-19 65,4% 0,4 (n-Hex/Act, 7,5:2,5) 200°C 392.81
NO,
A
PTS-20 O/ 31% 0,56 (n-Hex/Act, 7:3) 161°C 376.84
2
PTS-21 71,7% 0,53 (n-Hex/Act, 7:3) 217°C 390.86
o ™
O/
¥
PTS-22 56.5% 0.43 (n-Hex/Act, 7:3) 184°C 455.73
Br
O/
PTS-23 ‘i\@\ 46,1% 0,4 (n-Hex/Act, 6:4) 152°C 436.89
7 o
rj Br
PTS-25 N 42.7% 0.6 (n-Hex/Act, 1:1) 207°C 464.73

I.

3.4.2.1.2.2 Analises Espectométricas
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Para a elucidacdo estrutural dos compostos sintetizados utilizamos, na espectrofotometria de absor¢édo

no infravermelho (1V), espectrofotdmetro FTIR Bruker, modelo IFS66, em pastilhas de KBrde 1 % e

2 %, com bandas de absorcio expressas em cm™. Os espectros de ressondancia magnética nuclear de

hidrogénio (RMN'H) foram realizados em espectrofotdmetro Varian, modelo Unity plus-300 e Varian.

A cromatografia em camada delgada foi realizada em placas de silica gel 60 Fzs: Merck, de 0,25 mm

de espessura, reveladas em luz ultravioleta (254 ou 366 nm) ou através de vapores de iodo.

Para a caracterizacdo das moléculas foram realizadas anélises de Ressonancia Magnética Nuclear

(RMN) de *H e **C além de Infravermelho (V). No RMN *H foram observados sinais caracteristicos
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do préton presente no nucleo imidazolidinico (NH), evidenciado como um singleto na regido de 10 a
11. Os singletos encontrados nas faixas de deslocamento entre 6.16 - 6.93 e 4.71 - 475 , sdo
caracteristicos do =CH e CH,, respectivamente. Em todos os espectros analisados observaram-se
sinais de singleto (s), dubleto (d), tripleto (t), duplo dubleto (dd), quarteto (g) e multipleto (m) na
regido caracteristica de grupamentos aromaticos (7,1 - 7,7). Na figura 24 esta evidenciado o espectro
de RMN *H do derivado PTS-8.

HsC LPSF/PTS-8

Fig. (24) Espectro RMN *H do derivado PTS-8

Os sinais gue sofrem maior variacdo devido aos diferentes efeitos eletronicos dos substituintes do anel
benzilidénico sdo os referentes aos hidrogénios do carbono metilénico, e o do nitrogénio da posicédo 1.
Tais variacOes sdo justificadas pelo efeito de blindagem e desblindagem que o substituinte causa em
tais hidrogénios. Substituintes com efeito retirador de elétrons tendem a diminuir a nuvem eletrénica
ao redor de tais hidrogénios, favorecendo que estes absorvam mais radiacdo magnética e aparecem em
picos mais elevados, caracterizando o efeito de desblindagem. Ja substituintes com efeitos doadores de
elétrons, aumentam a nuvem eletrdnica ao redor destes hidrogénios, que acaba por diminuir a absorcéo
da radiacdo magnética e os sinais referentes a estes hidrogénios aparecam em valores inferiores,

caracterizando o efeito de blindagem.

O espectro de RMN “*C evidencia as absorcdes dos atomos de carbono caracteristicos dos derivados
imidazolidinicos. Os deslocamentos dos carbonos parcialmente positivos das carbonilas do anel
imidazolidinico s&o evidenciados nos sinais entre 155 e 160 ppm e as tionilas em torno de 188 ppm.
Na figura 25 é evidenciado o espectro de RMN **C do derivado PTS-9.
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Fig. (25) Espectro RMN 3C do derivado PTS-9
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Outro ponto de interesse nas analises é observado devido a absor¢do do carbono benzilico ligado ao

fldor, que encontra-se bastante desblindado, e por vezes aparece como sinais de altos valores, como no

caso do derivado PTS-1, que o referente a este carbono apresenta valor de 159.961 ppm.

A espectroscopia na regido do infravermelho foi utilizada como ferramenta adjunta na caracterizacao

dos compostos sintetizados, por meio de grupos funcionais. Esses grupos originam bandas que

ocorrem sempre na mesma regido do espectro, independente da molécula em quest&o.**® Os derivados

imidazolidinicos apresentam bandas vibracionais caracteristicas dos grupos funcionais N-H e C=0

além do sinal caracteristico a funcionalidade C=C. A figura 26 evidencia o espectro de IV do derivado

PTS-4.

Transmittance 3]

95

a0

85

&0

L

e

=
BROKER

o

| N
QAT

3500 3000 2500 2000 1500 1000 SO0
Wavenumber cm-1

Fig. (26) Espectro de infra-vermelho do derivado PTS-4
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3.4.2.2 Estudo Quimiomeétrico

A analise de dados multivariados tem se tornado, de modo crescente, uma importante area da quimica
e de outras ciéncias. Isto sugere que a tendéncia atual do pensamento cientifico envolve um raciocinio
multivariado, principalmente devido ao desenvolvimento tecnoldgico atingido neste ultimo século.
Historicamente, a analise de dados multivariados em quimica tem utilizado ferramentas desenvolvidas
na area de ciéncias sociais como economia (econometria) e psicologia (psicometria). Apesar de serem
interpretadas para objetivos especificos em cada &rea, a maioria destas ferramentas se baseia em
sofisticados métodos matematicos, estatisticos, computacionais e de légica formal. Em quimica, as
analises multivariadas sdo Gteis para (1) planejar ou selecionar procedimentos experimentais 6timos;
(2) extrair o maximo da informacdo quimica relevante pela analise dos dados; e (3) obter

conhecimentos sobre os sistemas quimicos estudados. 3%

3.4.2.2.1 Analise de Componentes Principais

Uma das técnicas quimiométricas mais empregadas para analisar conjuntos de dados contendo muitas
varidveis é a analise de componentes principais (PCA). Uma das principais razdes para o sucesso da
PCA é o fato que ela oferece, em geral, representacBes graficas de baixa dimensdo, com razoavel

precisdo, para problemas multivariados.™*

A PCA é provavelmente o método quimiométrico mais amplamente difundido, e devido a importancia
das medidas multivariadas em quimica, ela é considerada por muitos como o método que mais

significativamente muda o ponto de vista dos quimicos para a analise multivariada dos dados.***

A aplicacdo mais frequente do método PCA ocorre nos casos em que as colunas em X sdo altamente
colineares, i.e., as variaveis sdo correlacionadas e apresentam redundancias. Tais colinearidades
indicam que a matriz X apresenta algum tipo de variabilidade dominante que carrega a maioria da
informacdo disponivel. Estas redundancias e pequenas variabilidades devem entdo ser removidas. A
proposta da PCA é expressar as informagdes mais significativas contidas nas varidveis originais em
um pequeno namero de novas variaveis, as entdo chamadas componentes principais de X.
Naturalmente, pode-se estender esta descri¢do para outros métodos multivariados, pois muitos diferem
apenas no critério utilizado para determinar como as componentes sdo construidas. Assim, a PCA

constitui, em muitas maneiras, a base para a analise multivariada dos dados.**?

PCA é simplesmente uma rotacdo do sistema de eixos originais que tenta simultaneamente: i)
encontrar no espaco de dimensdo x uma direcdo ao longo da qual os pontos se encontrem espalhados
de forma maxima e no qual espera-se encontrar algum tipo de padréo e ii) resguardar ao maximo a

informacdo de partida. De um ponto de vista préatico, isto € feito através da diagonalizagdo da matriz
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de covariancia X'X (que é uma forma alternativa de encarar a informacdo), onde X' é a transposta da
matriz de dados originais X.**

Os elementos dos autovetores, chamados de “loadings” (pesos) na terminologia PCA, representam os
cosenos diretores, ou seja, a contribuicdo com que cada um dos eixos originais entra na composi¢ao
dos novos eixos, chamados de componentes principais. Os autovalores, por sua vez, representam a
guantidade de variancia original descrita pelos respectivos autovetores. Assim, 0 primeiro autovetor (a
primeira componente principal — PC1) representa um eixo no qual os pontos (ou objetos, na
terminologia PCA) possuem maxima variancia, i.e., um eixo ao longo do qual os pontos se encontram
espalhados de forma maxima. A segunda componente principal (PC2), ortogonal a PC1, representa o
segundo eixo de maior variancia, isto é, o eixo com maxima quantidade de variancia ndo explicada

pelo primeiro autovetor, 13

Como as PC’s podem ser encaradas como eixos de maxima distribui¢do dos objetos, ¢ interessante
visualizar a disposicao dos objetos nestes novos conjuntos de eixos. Esta figura, formada pela projecéo
dos objetos nas componentes principais, € denominada de grafico dos escores. Suas coordenadas sao
obtidas a partir do produto da matriz de dados pela matriz de autovetores. Se 0s dois ou 0s trés
primeiros autovetores explicarem uma quantidade significativa da variancia total, um grafico de
escores em que eles sdo as coordenadas pode providenciar proje¢des acuradas em poucas dimensdes,

do espaco original de maior dimensdo. 3133

Cada componente principal é construido a partir da combinacdo das variaveis originais. Em termos
matematicos, a contribui¢cdo de cada eixo original para uma componente principal € o co-seno do
angulo entre o eixo da varidvel com o eixo da componente (angulos na Figura 27). Se uma
componente principal aponta exatamente na mesma direcdo de uma varidvel individual, o a&ngulo entre
elas é zero e 0 co-seno é 1. Isto indica que a componente descreve toda a variagao no eixo daquela
varidvel. Similarmente, se uma componente é perpendicular (90°) ao eixo de uma determinada
variavel, o co-seno € 0 indicando que esta variavel ndo fornece nenhuma contribui¢cdo a componente

em questdo. Os valores destes co-senos s&o os loadings e variam na faixa de -1 a 1. ©*132

Fig. (27) Representacdo geométrica de duas componentes principais em um espago com trés varidveis (3D)
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A direcdo da primeira componente principal descreve o espalhamento maximo das amostras (linhas)
i.e., a quantidade maxima de variagao possivel dos dados e pode ser definida como o melhor ajuste da
reta no espago multidimensional. A proxima componente, perpendicular a primeira (Figura 27),
captura a varidncia comum em sua direcdo e em menor quantidade que a primeira e assim
sucessivamente. As componentes principais sdo, portanto, calculadas em ordem decrescente de
significAncia e a percentagem da variagéo total nos dados descrita por qualquer componente pode ser
calculada com precisao usando, por exemplo, informacGes da diagonal da matriz D. Porém, como as
componentes sdo perpendiculares entre si, elas contém informagdes diferentes e complementares em

ordem decrescente de quantidade de variancia. *** %

Devido a reorientacdo das coordenadas do sistema de maneira a obter a maxima variancia comum, a
maioria da informacdo dos dados pode ser capturada por um pequeno nimero de componentes, que

compacta as informacdes, eliminando as redundancias e correlagdes nos dados originais. 3%

3.4.2.2.2 PCA dos Derivados Tioxo-lmidazolidinicos

A primeira etapa nos estudos de correlacdo envolve a selecdo de um conjunto relevante de parémetros
ou propriedades moleculares para obter-se a melhor correlacdo possivel. As variaveis escolhidas para
um estudo preliminar de PCA devem abranger, principalmente, dados eletrénicos, de lipofilia e
volume, além de serem facilmente mensurados. Os parametros escolhidos para a avaliacdo na PCA no
presente trabalho foram: (1) Deslocamento do préton imidazolidinico no espectro de RMN *H, dn.k;
(2) Deslocamento do préton do carbono metilénico no espectro de RMN *H, 8-cn; (3) Deslocamento
do carbono carbonilico no espectro de RMN *3C, 8c-0; (4) Deslocamento do carbono tionilico no
espectro de RMN C, c-s; (5) Log P tedrico dos 24 derivados calculado através da plataforma EPA,

Environmental Protection Agency, através do site (http://www.epa.gov/opptintr/exposure/index.htm);

(6) Volume molecular calculado através da programa MarvinSketch; (7) Area de Superficie Polar

calculado através da programa MarvinSketch.

Para PCA os dados da tabela 3 podem ser representados por uma matriz X composta de p = 7 variaveis
(deslocamentos quimicos, volume molecular, area de superficie polar e LogP) e n = 24 objetos (os
compostos sintetizados). As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o pacote FactoMineR,

dedicado as analyses multivariadas, disponivel no software R.**

Observe que neste trabalho os valores de deslocamentos quimicos podem ser visualizados como as
coordenadas de pontos num espaco de dimensdo-4, onde cada eixo estaria associado a um
deslocamento quimico. A PCA foi realizada usando dados centrados na média, i.e., o valor do

deslocamento quimico dos hidrogénios foi subtraido pela média dos demais valores na mesma coluna.


http://www.epa.gov/opptintr/exposure/index.htm
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Tab (3) Selecdo de variaveis para estudo de dissimilaridade quimica

COMP. ON-H (ppm) | &=CH (ppm) &C=S (ppm) 8C=0 (ppm) Vol. mol. A. super. Log P
PTS-1 10.991 6.961 155.141 186.484 348.477 521.51 5.4344
PTS-2 11.044 6.927 155.275 187.077 365.278 549.67 5.9255
PTS-3 10.268 6.930 160.551 188.032 357.461 535.45 4.1778
PTS-4 11.205 6.950 155.294 188.001 376.522 555.71 6.1757
PTS-6 11.341 7.013 148.857 188.300 346.580 500.79 4.9625
PTS-7 11.196 6.949 155.391 188.068 304.873 449.53 4.4679
PTS-8 11.238 6.935 155.376 188.324 295.888 433.12 4.9343
PTS-9 11.286 6.959 155.298 188.378 279.327 401.38 4.3870
PTS-10 11.008 6.954 155.643 187.181 325.233 488.25 4.5646
PTS-11 11.042 6.624 155.112 187.766 330.419 497.83 4.5488
PTS-12 11.348 6.910 155.386 188.170 355.964 544.66 3.8980
PTS-13 11.170 6.956 155.187 188.247 312.690 463.59 5.4254
PTS-14 10.810 7.402 154.795 186.093 308.305 440.18 4.4488
PTS-15 11.461 6.888 155.383 188.347 297.213 421.26 5.2770
PTS-16 11.337 6.900 155.306 188.300 297.213 422.06 5.2770
PTS-17 11.512 6.953 155.417 188.400 327.320 495.47 2.9568
PTS-18 11.603 6.980 155.463 188.369 302.661 439.40 2.0043
PTS-19 11.578 7.015 156.046 188.839 302.661 439.13 2.0043
PTS-20 11.342 6.930 155.420 188.415 304.873 449.65 4.4679
PTS-21 11.202 6.949 155.279 187.971 321.675 480.63 4.9590
PTS-22 11.245 6.943 155.263 188.185 322.758 469.69 5.3579
PTS-23 10.115 6.984 153.669 187.434 355.964 545.49 4.6297
PTS-25 10.905 7.428 155.413 186.771 326.19 460.87 5.3388
PTS-40 11.035 6.938 155.532 188.453 284.259 408.30 4.5874

A PCA mostra que 64.7% da informagdo contida na Tabela 3 pode ser representada em duas
componentes principais. Na Figura 28, é apresentado o grafico dos escores de PC1 (com 40.73% da
variancia) versus PC2 (com 17.2% da variancia). PC1 é definida principalmente pelo deslocamento
dnm,Volume molecular e &rea da superficie polar, para valores positivos, e dn.1 para valores negativos.
Ja PC2, ¢é principalmente definida pelos deslocamentos 6c-o0 e dn-n, para valores positivos e o
deslocamento dc=s para valores negativos (informagdes obtidas através dos “loadings”, i.e., 0s

coeficientes nas equagOes que definem as PC’s, representados na Figura 28).

Apos a analise do grafico, pode-se observar que apesar dos compostos estarem dispersos ao longe de
toda PC1, PC2 aparenta dividir os derivados em 3 quadrantes principalmente. O LPSF/PTS-6, que
encontra-se localizado no escore de 4, apresenta um alto valor de dc-o0 ¢ On-v. O LPSF/PTS-19
apresenta valores similares, porém, ao contrario do LPSF/PTS-6, este possui um alto valor de 6¢c=s. O
LPSF/PTS-6 possui 0 menor valor de 6c-s dos derivados. No extremo oposto do LPSF/PTS-6 temos o
derivado LPSF/PTS-3, que possui 0 menor escore em PC2. Tal evento se deve ao fato dos baixos
valores de 6¢c-o € On-n, € 0 alto valor de dc-s. O terceito grupo encontrado na PC2, localizado na regido
central, ndo apresenta uma boa separagdo através da analise de PC2, sendo estudado através das

caracteristicas em PC1.

Atraveés de uma analise minuciosa dos compostos dispersos em PC1 trés principais grupos foram
localizados; 1) o grupo com escores negativo, com altos valores de on.n € baixos valores de
dnn, Volume molecular e &rea da superficie polar; 2) o grupo com escores positivo, com altos valores
de dnh,Volume molecular e area da superficie polar e baixos valores de dn-+; 3) 0 grupo centrado no

escore 0 da PC1, com vglores equilibrados de dn-n, Snw,Volume molecular e Area de superficie polar.
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O grupo 1 pode ser dividido em dois sub-grupos; 1A) com escores entre 0 e 1 e 0 grupo 1B) com

escores entre 2 e 4.

Apos a andlise do gréafico PC1 versus PC2, 11 compostos foram escolhidos como os mais dissimilares,
devido as suas distancias no grafico dos de escore. Nove compostos foram escolhidos através da
analise de PC1, sendo eles: 0 LPSF/PTS-2, LPSF/PTS-4, LPSF/PTS-10, LPSF/PTS-14, LPSF/PTS-18,
LPSF/PTS-19, LPSF/PTS-21, LPSF/PTS-23 e LPSF/PTS-25. Dois compostos foram escolhidos
através da analise de PC2, o LPSF/PTS-3 e 0 LPSF/PTS-6. A expectativa € que como estes derivados
estdo entre os mais dissimilares nas sete variaveis utilizadas, eles tem chance de apresentarem
respostas bioldgicas distintas entre si. Através destas analises também sera possivel a proposi¢do de

uma relagdo estrutura quimica atividade bioldgica, que tera sua capacidade de previsdo testada.

Individuals factor map (PCA) Variables factor map (PCA)

PC1=-0.413 8N - 0.24 8-cn+ 0.025 8c=s- 0.4 d¢c=0+ 0.511 Vol. Mol. + 0.503 ASP + 0.311 LogP
PC2 = 0.405 8. - 0.085 8-cr - 0.818 dc=s+ 0.19 5¢c=0+ 0.178 Vol. Mol. + 0.134 ASP + 0.27 LogP

Fig. (28) Gréafico dos escores de PC1 e PC2 dos dados da Tabela 3.

3.4.2.3  Atividade Biologica

Esta etapa teve como objetivos a obtencdo da viabilidade celular, a fim de verificar o potencial
citotoxico dos compostos obtidos e também avaliar a susceptibilidade dos parasitos do S. mansoni

frente aos derivados indolicos-tiazolidinicos.

3.4.2.3.1 Avaliagdo dos Novos Derivados Imidazolidinicos

Na busca por novas moléculas com atividade bioldgica sobre S. mansoni a realizacdo de testes
bioldgicos in vitro torna-se relevante, pois esse passo € vital para encontrar uma substancia lider que
possa ser posteriormente usada em ensaios in vivo, reduzindo os custos desse processo. Por essa razéo,

quando s&o testadas empiricamente substancias em que ndo ha um prévio conhecimento sobre a acao
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em determinados alvos, o teste in vitro fornece um pardmetro inicial para que se possa,
posteriormente, partir para uma abordagem seletiva, permitindo uma investigacdo bioldgica de
compostos quimicamente derivados daquele, guia, que anteriormente demonstrou ter alguma atividade
sobre o organismo em estudo. Através dessa triagem inicial, varios parametros podem ser observados,

visando a avaliagéo da viabilidade do organismo-alvo. **®

A semelhanca estrutural dos novos derivados tioxo-imidazolidinicos sintetizados com o niridazol
(Ambilhar®), quimicamente denominado 1-(5- nitro-tiofeno-3-il)-imidazolidin-2-ona, farmaco de
comprovada acgdo frente ao S. mansoni e bastante utilizado no passado como esquistossomicida,
embora possuidor de indesejaveis efeitos colaterais, vem se incentivando a pesquisar os efeitos

provocados por essas moléculas em vermes adultos de S. mansoni mantidos in vitro. ¥

A investigacdo da atividade bioldgica dos candidatos a agentes esquistossomicidas é de grande
importancia para o entendimento da biologia do parasito, podendo ser profilatico acarretando a morte
de esquistossdmulos, supressivo ao inibir a oviposicdo ou apresentar atividade eficaz ao ser capaz de
induzir a morte do verme adulto de S. mansoni. *° Nesse contexto, alguns pardmetros precisam ser
avaliados, sendo eles atividade motora, acasalamento, oviposi¢cdo, mortalidade, bem como suas

alteracdes tegumentares a fim de analisar o efeito bioldgico do composto frente ao parasito. **

Os derivados tioxo-imidazolidinicos sdo bem conhecidos pela sua atividade em alguns trabalhos que

6-81L72140 @ in vivo,' apresentando assim, resultados bem interessantes.

analisaram sua eficécia in vitro
Nesse estudo, foi observada a mortalidade de vermes adultos de S. mansoni, ap6s a adicdo dos
compostos LPSF/PTS-2, LPSF/PTS-4, LPSF/PTS-6, LPSF/PTS-10, LPSF/PTS-14, LPSF/PTS-18,
LPSF/PTS-19, LPSF/PTS-21, LPSF/PT-S23 e LPSF/PTS-25, durante 120 horas de observacéo.

(Tabela 4).

Tab (4) Relacdo entre derivados tioxo-imidazolidinicos e resposta bioldgica frente aos vermes adultos de
Schistosoma mansoni. Em azul os derivados mais ativos e em vermelho os menos ativos. O Praziquantel,
utilizado como padrdo, apresentou citotoxicidade em concentraces maiores que 1 pg/mL e 100 % de

mortalidade em todas as concentragdes testadas. i R

Derivado R Resposta Bioldgica

Citotoxicidade: > 100 uM

N Oviposigao: Inibido
PTS-2 \©\ Acasalamento: vermes separados

§
Motilidade: Alterado

Mortalidade: > 80 uM




PTS-4

Q.

Citotoxicidade: > 100 uM
Oviposigao: Inibido
Acasalamento: vermes separados

Motilidade: Alterado

Mortalidade: > 80 uM

PTS-10

Q.

Citotoxicidade: > 100 uM
Oviposicdo: Inibido
Acasalamento: vermes separados
Motilidade: Alterado

Mortalidade: 20 pM

PTS-14

I~ZE\§}£

Citotoxicidade: > 5 pg/mL
Oviposicdo: Inibido
Acasalamento: vermes separados
Motilidade: Alterado

Mortalidade: 5 pg/mL

PTS-21

Citotoxicidade: 25 pg/mL

Oviposigéo: N&o inibido
Acasalamento: vermes unidos
Motilidade: Néo alterada

Mortalidade: -

PTS-23

Citotoxicidade: > 100 uM
Oviposi¢do: Inibido
Acasalamento: vermes separados
Motilidade: Alterado

Mortalidade: > 5 pM

66
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Citotoxicidade: > 5 pg/mL

et Oviposigao: Inibido

Br
PTS-25 @ Acasalamento: vermes separados

Motilidade: Alterado

AN

I\Z

Mortalidade: 40 pg/mL

3.4.2.3.1.1. Citotoxicidade

Os derivados tioxo-imidazolidinicos LPSF/PTS-2, LPSF/PTS-4, LPSF/PTS-21 e LPSF/PT-23 ndo
exibiram citotoxicidade em concentracdes até 100 uM. Os derivados LPSF/PTS-14, LPSF/PTS-21
e LPSF/PTS-25 apresentaram citotdxicos nas concentragdes de 5 pg/mL, 25 pg/mL, 5 pg/mL
e 25 pg/mL, respectivamente. Dessa forma, esses compostos demonstraram Ser menos
citotoxicos que o PZQ, uma vez que apresenta-se citotoxico a uma concentragdo <1 pg/mL.
Em outras palavras, nenhum destes grupos subsituintes no anel benzilideno conferiram atividade

citotoxica aos derivados.

Por outro lado, os derivados LPSF/PTS6, LPSF/PTS18 e LPSF/PTS19 apresentaram citotoxicidade
em concentragdes superiores a 10 UM, possivelmente associada com a inclusdo de substituintes como

piperidin-3-il, 3,4-dibenziloxi, 4-nitro e 3-nitro, respectivamente.

Grupos quimicos nitroaromaticos, como os presentes no LPSF/PTS-18 e PTS-19, sdo conhecidos
como grupamentos parasitoforos, cuja presenca é essencial para a morte do parasita.*** No entanto, tais
grupos sdo também conhecidos pela toxicidade, mutagenicidade e por vezes carcinogenicidade.? 44
As interacdes dos compostos nitroaromaticos com o DNA e a mutagenicidade resultante tem sido
caracterizadas extensivamente e revisadas para uma variedade de compostos nitroaromaticos
monociclicos, policiclicos e heterociclicos.'* Os produtos de oxidagdo e redugdo do grupo
nitroaromatico podem causar danos ao DNA formar adutos que induzem a mutagénese por ma

incorporago de nucleotideos durante a sintese do DNA, 33145

3.4.2.3.1.2 Inducéo da Mortalidade dos Parasitas

O LPSF/PTS-2, composto com grupo piperidin-4-il, e o LPSF/PTS4, composto com grupo 4-
benziloxi, substituidos no anel benzilidénico, causaram mortalidade de 100% até 120 horas em
concentracOes apenas nas concentracfes de 80 e 100 uM, e essa mortalidade foi diminuindo com a
reducdo da concentragdo dos derivados durante a realizacdo do experimento. A adi¢do do grupo 4-
dimetilamina no composto LPSF/PTS10, provocou um aumento da susceptibilidade dos vermes

adultos de S. mansoni, ocasionando mortalidade nas primeiras 24 horas.
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J& o LPSF/PTS-18, composto com grupo 4-nitro e o LPSF/PTS-19 com o grupo 3-nitro, todos
substituidos no anel benzilidénico, mostraram-se 0os menos ativos dos compostos avaliados, causando
mortalidade de 50% ao final de 120 horas na concentragdo de 10 pM. Estes compostos foram
avaliados apenas na concentragdo de 10 pUM, uma vez que a adicdo desses grupos ao anel
benzilidénico tornou estes mais citotoxicos.

O LPSF/PTS-23, composto com grupo metoxila nas posicdes 2,4,6 do anel benzilidénico, causou a
morte de 100% dos vermes até 120 horas em concentra¢es variando de 5 a 100 uM. Achados da
literatura também mostraram que os compostos heterociclicos contendo um grupo metoxila exibiram

maior atividade esquistossomicida do que compostos sem este grupo.**°

O composto LPSF/PTS-25 apresentou uma taxa de mortalidade de 40% dos parasitos na concentracdo
de 100 pg/mL como pode ser visto na tabela 3. Dentre todos os compostos imidazolidinicos testados e
observados o composto LPSF/PTS-14 apresentou o resultado mais expressivo com uma taxa de
mortalidade de 100% dos parasitos nas primeiras 24 horas de observacdo em todas as doses testadas.
O mesmo resultado p6de ser visto com o composto padrdo do experimento, 0 PZQ. No entanto, o

derivados LPSF/PTS-21 e ndo foi capaz de causar mortalidade em nenhuma das doses testadas.

O LPSF/PTS-14, além de ser o melhor composto esquistossomicida desta série, representa o primeiro
derivado indolico-imidazolidinico com acdo esquistossomicida desenvolvido pelo Gpit. O radical

indol é de grande importancia na estrutura do LPSF/PTS-14, uma vez que possui uma vasta gama de

147 148

propriedades associadas, tais como anti-fungica,**" anti-inflamatdria **® e anti-tuberculose.'*® O radical
indol é também um bioiséstere de quinolina, encontrada em trioxaquinas e mefloquina, com alto nivel

de mortalidade de vermes adultos de S. mansoni.*****

3.4.2.3.1.3 Atividade Motora

Os vermes adultos de S. mansoni, principalmente os vermes machos, apresentam uma variedade de
movimentos entre 0s quais, rapidos encurtamentos e prolongamento do corpo, movimentos
ondulatérios e ondas peristalticas, parcial ou de uma extremidade a outra.’ A motilidade do S.
mansoni, e o efeitos de compostos esquistossomicida sobre essa atividade, baseiam-se, principalmente,
na observacgdo visual. A analise macroscopica da atividade motora, apresenta a vantagem de ser um

método simples, direto, de baixo custo e facilidade operacional ****>®

Nesse estudo, a atividade motora dos vermes adultos de S. mansoni, baseada na observacdo
microscopica dos vermes, foi diariamente monitorada qualitativamente definida como “normal”, “com
menor perda dos movimentos” e “sem movimentos”. Apesar de subjetivo, esse critério qualitativo ¢é
comumente empregado nos ensaios in vitro.***>>" Nos experimentos realizados no estudo,
comparativamente aos vermes adultos incubados apenas em meio de cultura, a motilidade dos

parasitos foi alterada quando incubados na presenca dos derivados tioxo-imidazolidinicos. Foi descrito
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também, que o0s compostos tioxo-imidazolidinicos que foram letais para os vermes adultos,
independentemente do tempo de incubacdo. Nesse mesmo estudo, observou-se que, nenhum dos
derivados induziu a contracdo muscular nos parasitos. Por outro lado, PZQ induziu, nos instantes
iniciais, contragdo dos helmintos e redugdo na motilidade sem a separagao dos pares de vermes adultos
de S. mansoni, achados esses também observados no estudo realizado por Moraes (2011).%

Em S. mansoni o controle da atividade motora ocorre por diversos neurotransmissores ou
neuromoduladores, tais como: os pertencentes ao grupo de mediadores do tipo amina (serotonina,
dopamina, noradrenalina, adrenalina, acetilcolina); aos do tipo aminoacidos (glutamato, y-acido

aminobutirico-GABA) e aos neuropeptideos (peptideos da familia FMRF-amidas - FaRPs).%"

Cada um desses neurotransmissores/neuromoduladores atua de formas diferentes na motilidade
aumentando-a (serotonina), diminuindo-a (acetilcolina) ou mantendo-a constante (dopamina,
noradrenalina, adrenalina, glutamato e GABA). Assim, a partir da movimentacdo que o verme adquire
apos a adicdo de uma amostra a ser testada, ocorrem evidéncias farmacolégicas da presenca desses

neurotransmissores no meio de incubagdo.™*

Desta forma, 0s neurotransmissores sdo possiveis alvos de agentes esquistossomicidas, sobretudo
depois de ter sido mostrado que agonistas/antagonistas desses sistemas produziram alteracdes no
padrdo de motilidade dos vermes.™**® Entdo, levando em consideracio os dados ja publicados, é
possivel que as alteracfes na atividade motora em vermes adultos de S. mansoni em presenca de

compostos esquistossomicida estejam associados a neurotransmissores ou neuromoduladores.

3.4.2.3.1.4 Qviposicao

As manifestacOes clinicas da esquistossomose estdo associadas, principalmente, a presenca dos ovos
de S. mansoni, no tecido do hospedeiro.’®® Dessa forma, na busca de compostos para terapéutica
experimental deve-se considerar drogas supressoras, que acabem com a oviposicdo da fémea e,
portanto, eliminem o principal agente patogénico, o ovo, além de interromper a transmissao dessa
parasitose. ¥ O objetivo dessa fase da pesquisa foi de avaliar a capacidade reprodutiva de vermes
adultos de S. mansoni quando em presenca de compostos imidazolidinicos. A capacidade reprodutiva
de S. mansoni foi avaliada pela observagéo aos efeitos da exposi¢do no acasalamento e oviposicao das
fémeas. Nos experimentos, foram observadas inibicdo da oviposicdo durante todo periodo do
experimento quando os vermes foram incubados com todos os derivados tioxo-imidazolidinicos
empregados nesse estudo, exceto o LPSF/PTS-21 que, assim como no grupo controle (vermes nédo
tratados), foi observada a oviposicdo e se 0s vermes permaneceram viaveis durante o periodo de
observacdo. Alguns estudos relatam através de experimentos in vitro a reducdo da oviposi¢do de S.

mansoni por compostos imidazolidinicos.5811140.146
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A reducdo da oviposicdo pode ser causada por alteracfes no sistema reprodutivo de machos e/ou
fémeas.™™ Por exemplo, um estudo sobre o efeito esquistossomicida da lovastatina realizado por
Aradjo et al. (2002),'¢° mostraram que esse medicamento foi capaz de causar reducio da oviposicio de
vermes adultos de S. mansoni. Os estudos morfoldgicos em vermes adultos expostos a lovastatina
mostraram alteracGes degenerativas, sendo as principais no aparelho reprodutor, com reducdo dos
foliculos vitelinicos e do ovario das fémeas e modificagcBes nos testiculos dos machos. No estudo ndo
foi verificado se os derivados tioxo-imidazolidinicos causam alteracfes morfolGgicas nos érgaos
reprodutivos. No entanto, baseado na auséncia de ovos observada nos experimentos desse estudo, é
provavel que os érgaos reprodutores dos vermes adultos de S. mansoni tenha afetado a oogénese e/ou

espermatogénese.

3.4.2.3.1.5 Alteragdes no Tegumento do Parasita

Ndo obstante a analise subjetiva para avaliar o efeito de compostos esquistossomicida, sobre o
tegumento do S. mansoni, esse critério € qualitativo e comumente empregado em ensaios in

vitro 25,140,161

No que diz respeito as alteragBes ultraestruturais, a superficie tegumentar tem sido o alvo biolédgico
bastante importante no combate ao parasito, uma vez que essa estrutura se caracteriza por estar
envolvida com a resposta imune do parasito frente ao hospedeiro definitivo, com atividade sensorial e
com a capacidade de absorcao de nutrientes.*® Os resultados baseados em analises ultraestruturais por
MEV demonstraram que vermes adultos apds serem incubados com o controle, observou-se o
tegumento parasitario com ventosas orais e ventraies, tubérculos e espinhas em estado normal apos
120 h de incubacdo, respectivamente representados nas figuras 30A e 30B. Danos graves do
tegumento foram observados na incubacdo de vermes com o PZQ, contragdo e ruptura de bolhas.
Observou-se a apararicdo de varios orificios no local onde as bolhas foram localizadas e perda de

espinhas (Figura 30C).

As alteragBes ultraestruturais em esquistossomas adultos causadas pelo LPSF/PTS-23 foram
caracterizadas por extensa erosdo em todo o corpo dos vermes (Figura 30D); Ap6s 48 h, varias bolhas
e projecdes (setas solidas) emergindo do interior de tubérculos danificados (Figura 30E); Apds 72 h, a
erosdo do tegumento pode ser visualizada com maior ampliagdo (Figura 30F); Apds 96 h, alguns
tubérculos ndo tém espinhas (seta tracejada) (Figura 30G). Tubérculos e bolhas danificados presentes

dentro da lesdo, como observado apds 120 h de exposicdo ao derivado (Figura 30H).

O mesmo resultado foi observado em trabalhos anteriores com compostos tioxo-
imidazolidinicos. "% Sendo assim, suspeita-se que, de alguma forma, LPSF/PTS23 atue no
sistema tegumentar, interferindo nas células do tegumento, porém, esse mecanismo também ainda ndo

foi totalmente elucidado no estudo.
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Neves et al. (2010; 2011)*'° avaliando in vitro a atividade esquistossomicida dos compostos
LPSF/RZS-2, LPSF/RZS-5, LPSF/PT-11, LPSF/PT-05, através de analises de microscopia eletrénica
de varredura e citotoxicidade, demonstraram que esses compostos foram capazes de apresentar
resultados semelhantes ao PZQ com 100% de mortalidade dos vermes adultos S. mansoni nas
primeiras 24 horas de contato com o composto. O composto LPSF/PTS23 avaliado no estudo

demonstrou resultados semelhantes aos dos compostos citados acima.

FIOCRUZ-PE
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Fig. (30) a-b Imagens de SEM de S. mansoni. (A) Felkes adultos de S. mansoni ndo expostos a LPSF / PTS23.
Parasitas incubadas em meio de manuten¢do por 120 h mostrando morfologia normal. (B) GC, canal ginecof
oral; OS, otario oral; VS, Ventre ventoso. Medial e por¢do posterior. Figuras c-g SEM imagens de adultos S.
mansoni apos a exposicao do LPSF / PTS23. (C) Apoés 24 h, observou-se uma erosdo extensa sobre todo o corpo
da haste; (D) Apds 48 h, vérias bolhas e proje¢des (setas solidas) emergindo do interior de tubérculos
danificados; (E) Ap6s 72 h, a erosdo do tegumento pode ser visualizada em maior ampliagdo; (F) Apds 96 h,
alguns tubérculos ndo tém espinhas (seta tracejada) (g) Tubérculos danificados e bolhas presentes dentro da
lesdo, como observado ap6s 120 horas de exposicdo a droga.
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3.4.2.3.1.6 Analise dos Resultados Através do Modelo Quimiométrico

Apos a obtencédo dos valores de citotoxicidade e atividade esquistossomicida, os graficos da PCA dos
derivados imidazolidinicos foram novamente analisados. Tal estudo teve por objetido encontrar um
praddo entre a estrutura quimica e a atividade biol6gica, o que facilitaria a sintese racional de novos
derivados. Apesar de ndo ser possivel de se observer nenhum padrdo referente a atividade
esquistossomicida, um padréo na disperssao dos compostos no grafico da PCA foi observado referente

aos valores de citotoxicidade.

Estes compostos estdo dispersos, em sua maioria, ao longo do eixo horizontal, PC1 (Figura 31).
Compostos com baixa citotoxicidade (azul) encontran-se posicionados a direita da linha central,
valores positivos de PC1, e compostos com alta citotoxicidade (vermelho) a esquerda, valores
negativos de PC1. A excessdo a este padrdo é o derivado LPSF/PTS-6. Apesar de apresentar valores
de PC1 compativeis com os derivados ndo citotdéxicos o composto apresenta uma alta citotoxicidade.

Porém, esta observacgdo pode ser explicada devido ao composto possuir um alto valor em PC2.

A equagdo dos loadings de PC1 demonstra que valores positivos sdo decorrentes de altos valores de
volume molecular, area de superficie polar e Log P. Para o derivado 6, o alto valor do dxu € 0 baixo

valores de dc-s sd0 0s principais responsaveis pelo seu posicionamento em PC2.
Individuals factor map (PCA)
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PC1=-0.413 8n+ - 0.24 8-cn+ 0.025 8c=s- 0.4 S¢c=0+ 0.511 Vol. Mol. + 0.503 ASP + 0.311 LogP
PC2 = 0.405 8. - 0.085 8-cr - 0.818 dc=s+ 0.19 5¢c=0+ 0.178 Vol. Mol. + 0.134 ASP + 0.27 LogP

Fig. (31): Gréfico dos escores de PC1 e PC2 e correlagdo com as citoxixidades dos derivados
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3.4.2.3.2 Validagdo da Anélise Preditiva do Modelo em Novos Derivados 4-Tioxo-

Imidazolidin-2-ona 3,5-Dissubstituidos

Desejando-se verificar se 0 modelo de PCA obtido para os derivados 4-tioxo-imidazolidin-2-ona
possui propriedades preditivas foram sintetizados 2 novos derivados imidazolidinicos. As variacdes
estruturais realizadas foram simples substituicGes no radical na por¢do benzilidénica do esqueleto
central. Com diferentes substituintes no anel benzilideno, o LPSF/PTS-5, 3,4-dibenziloxi, e
LPSF/PTS-24, 2-nitro, 5-cloro. Os novos compostos foram obtidos em rendimentos satisfatorios
através da mesma rota de sintese utilizada para a obtencdo da primeira série de compostos. Para a
obtencdo da PCA foram calculadas as mesmas varidveis independentes que as utilizadas no primeiro
modelo (Tabela 5), em seguida aplicou-se a técnica da PCA com o0s 26 derivados imidazolidinicos

sintetizados até 0 momento, obtendo-se o gréafico representado na figura 32.

Tab (5) Estruturas dos radicais dos 3 novos derivados imidazolidinicos e suas variaveis independentes para
estudo qumiomeétrico.

COMP. 8N-H 8=CH | 8C=S 8C=0 Vol. mol. A. super. Log P
PTS-5 11.230 | 6.923 148.274 187.617 473.718 709.93 7.4476
PTS-24 11.698 | 6.952 146.512 188.446 316.197 455.32 2.6488

Os grafico obtidos mostram que 66,28 % da informacdo esta contida nas duas primeiras componentes
principais. Através da analise da equacdo de PC1, pode-se observar que as variaveis, qualitativamente,
possuem a mesma significancia que nos graficos anteriores. O mesmo € valido para PC2. Sendo assim

é possivel realizar uma analise qualitativa valida.
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PC1=-0.3 8nss + 0.0001 3-ch- 0.164 3c-g- 0.185 Be-o + 0.572 Vol. Mol. + 0.567 ASP + 0.44 LogP  (37.81%)
PC2 = 0.477 &ux - 0.423 Gocni- 0.431 Gems + 0.584 Gowo + 0.181 Vol. Mol. + 0.173 ASP - 0.051 LogP  (28.61%)

PC3 = 0.29 dyw + 0.704 Bogr- 0.617 8gag- 0.177 5c-o + 0.024 Vol. Mol. - 0.061 ASP - 0.062 LogP (15.32%)

Fig. (32) Graficos PC1xPC2 dos 26 derivados imidazolidinicos



74

Os derivados foram submetidos ao mesmo teste biologico realizado anteriormente, e os resultados
podem ser observados na Tabela 6 abaixo.

Tab (6) Relagéo entre os novos derivados tioxo-imidazolidinicos e resposta bioldgica frente aos vermes adultos

de Schistosoma mansoni.
Cs /
NH
N
At

(25-26)

R

Cl

Derivado R Resposta Biol6gica

. Citotoxicidade: > 10 uM
Q\ Oviposicdo: Inibido
0
PTS-5 o) A@ Acasalamento: vermes separados

Motilidade: Alterado

Mortalidade:-
Citotoxicidade: > 100 uM
NO,
¥ Oviposigao: Inibido
PTS-24 Acasalamento: vermes separados
cl Motilidade: Alterado

Mortalidade: > 20 uM

O LPSF/PTS-5, composto com grupo 3,4-dibenziloxi, assim como o LPSF/PTS-18 e 0 LPSF/PTS-19,
causou a mortalidade de 50% ao final de 120 horas na concentracdo de 10 uM. Este composto também

foi avaliado apenas na concentracdo de 10 uM, devido a sua alta citotoxicidade.

O LPSF/PTS-24, embora possua 0 grupo nitro na posicdo 5 do anel aromatico, ndo exibiu
citotoxicidade em concentraces até 100puM. Trés hipoteses foram adotadas como explicagdo; a
primeira seria em relagdo a presenca do cloreto.na posi¢do 5 do anel benzilidénico. A presenca deste
grupamento aumenta o impedimento estérico na posicdo 6, que poderia vir a desempenhar um papel
fundamental na citotoxicidade do derivado. Todavia, tal hiposite ndo pode ser adotada. Para tal, seria
necessaria a sintese e avaliacdo biologica do derivado 2-nitro ndo substituito pelo cloro na posigéo 5.
A segunda hipoétese seria devido ao efeito indutivo negativo (-1), este grupo. Tal efeito, mesmo que
ndo sendo muito pronunciado, pode acabar por aproximar ao nitrogénio a carga negativa dispersa entre
0s oxigenios. Isto pode contribuir para uma diminuigcdo da reatividade deste grupo, assim como seu
efeito retirador de elétrons (Figura 33A). Os halogénios também sdo eficientes em melhorar a

absorcio dos derivados em meio bioldgico, mais precisamente nas membranas celulares.*®

A terceira hipétese é ligada ao fato do grupo nitro se encontrar na posi¢ao orto do anel aromatico. A

proximidade deste grupo com 0 N-H em posi¢édo 1 do anel imidazolidinico pode acarretar na formagao
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de uma ligacdo de hidrogénio entre o oxigénio do nitro e o hidrogénio do N-H. Tal ligacdo seria
responsavel pela diminuicdo da reatividade do grupo nitro pela estabilizacdo através de um pseudo-
ciclo, tornando-o menos disponivel a agdo de enzimas, como a CYP450, que podem vir a formar
metabdlitos toxicos. Para a validacdo desta hipétese seria necessario a realizagdo da cristalografia do
derivado, porém o mesmo € obtido na forma de um p6 amorfo. O entendimento deste resultado seria
um impotante fator para a compreensdo do mecanismo de citotoxicidade, e desenvolvimento de um

modelo de previsdo mais fiavel

Cl

Fig. (33) Propostar através dos efeitos eletrénicos do grupo nitro como justificativa da atividade do PTS-24.

Contrariamente ao esperado no inicio do estudo, os derivados ndo se comportaram de acordo com o
previsto pelo modelo. Tanto o LPSF/PTS-5 quanto o LPSF/PTS-24 obtiveram valores contrarios ao
esperado. O LPSF/PTS-24, que se situa no mesmo quadrante dos compostos de alta citotoxicidade,
mostrou-se um composto nao citotdéxico em concentracdes até 100uM. Ja o LPSF/PTS-5, situado na
proximidade dos compostos ndo citotoxicos, é citotdxico em concentracdes superiores a 10uM. Os
resultados podem ser avalidos no grafico PC1xPC2 abaixo (Figura 34).

Individuals factor map (PCA)
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Fig. (34) Graficos PC1xPC2 dos 26 derivados imidazolidinicos juntamente com as atividades obtidas.

Apo6s a analise da os resultados concluiu-se que o modelo quimiométrico obtido através da técnica
PCA néo apresenta complexidade o suficiente para prever a citotoxicidade dos compostos sintetizados,

tendo em vista que as variaveis utilizadas no modelo possuem, possivelmente, uma baixa importancia
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no fendmeno estudado. Um dos principais fatores seria devido a falta de informacdo quanto ao
alvo/mecanismo de acdo dos derivados. Sendo assim, faz-se necesséria a identificacao de um possivel
alvo bioldgico e/ou identificacdo do farmacoforo dos derivados, para que assim a analise PCA possa
ser aplicada com a escolha de varidveis independentes mais complexas e mais precisamente
envolvidas na atividade dos derivados. Outro fator determinante seria a escolha da variavel
independente dn-w, tendo em vista que o deslocamento deste préton pode ser influenciado pela
concentracdo do produtto no tubo RMN.

3.4.2.4 ldentificagdo do Farmacdéforo

Apesar da comprovada atividade dos derivados imidazolidinicos na literatura, tanto o alvo
farmacologico quanto a estrutura do farmac6foro permanecem desconhecidas. Desejando-se
estabelecer um modelo de farmacéforo que possa ajudar a entender a atividade dos derivados, assim
como direcionar a sintese de novos analogos e o desenvolvimento de modelos preditivos mais seguros,

utilizou-se o software FLAP, que se baseia pelos principios do software GRID.

3.4.2.4.1 Software GRID

GRID permite o célculo das energias de interacdo entre uma entidade quimica (a sonda) e uma outra
molécula (alvo) e as descreve em termos de campo interagdo molecular ou MIFs (Molecular
Interaction Fields). Estes campos podem ser definidas como sendo a distribuicdo de interac@es fisicas
potenciais capazes de fazer uma molécula com o seu ambiente, incluindo as interccdes eletrostaticas,

ligacdes de hidrogénio, interaccdes hidrofdbicas e interacdes de van der Waals.***

No GRID, a molécula alvo pode ser uma macromolécula tal como uma proteina, uma pequena
molécula ou um farmaco. As interacBes da sonda com a molécula alvo sdo calculados em certas
posicdes distribuidas ao longo da molécula alvo e chamados "pontos GRID." As energias sdo
representados por superficies em trés dimensdes que rodeiam a molécula alvo e conhecidas como
areas de interagdo molecular (Figura 35). Doferentes sondas provenientes do GRID podem ser
utilizadas. Em particular, quatro delas séo utilizados como parte do FLAP: 1) Sonda H: que define a
forma da estrutura; 2) Sonda DRY: sonda hidrofébica. E posicionada sobre cada 4tomo localizado na
superficie da molécula-alvo capaz de realizar interagdes favordveis com uma zona hidrofobica
localizado em outra molécula; 3) Sonda N1: &omo de nitrogénio de uma amida capaz de realizar
ligacdo de hidrogénio; 4) Sonda O: oxigénio de um grupo carbonilico, capaz de aceitar uma ou duas

ligacdes de hidrogénio.*®*
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A) B)

C) D)

Fig. (35) Representagdo dos MIFs de um derivado sintetizado por Schmidt em 2015,'%* 0 MBL-141-11. A) Sonda
H definindo a forma. B) Sonda DRY descrevendo as interacoes hidrofobicas. C) Sonda N1 descrever as interagdes
doadoras de ligacdo de hidrogénio. D) Sonda O descrevendo os receptores de ligagdo de hidrogénio.

3.4.24.2 FLAP

FLAP (Fingerprints for Ligands and Proteins) é um software de modelagem molecular que permite a
comparacdo de moléculas a partir de "impressdo digital”. Essas impressGes derivam dos MIFs do
GRID. 261-263 FLAP inicialmente reduz a complexidade desses campos, selecionando um nldmero
significativo de pontos correspondentes a cada sonda (O, N1 e DRY, 36A). O nimero de pontos
selecionados para cada sonda depende do volume do campo de interacdo molecular e o seu nivel de
energia. Cada um destes pontos € caracterizado pelo: 1) tipo de interacdo neste ponto (hidrofébica,
aceptor, doador); 2) o valor da energia (kcal / mol); 3) as coordenadas cartesianas que definem a

posicéo do ponto.'*

A)

Fig. (36) A) Remocdo de pontos a partir dos campos de interagdo molecular. B) Formacéo de quadrigémeos
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Uma vez determinadas estas areas, FLAP cria todas as combina¢Bes possiveis entre quatro pontos
formando quadrupletos (Figura 36B). Para cada quadrupleto é calculada a distancia euclidiana entre
cada um dos quatro membros (seis valores de distancia totais). FLAP trabalha com as informacdes do

célculo destas distancias.*®

Os quadrupletos de cada molécula sdo armazenadas sob a forma de "impresses farmacoforicas". As
moléculas podem ser comparadas por meio da sobreposicdo destes "Fingerprints" e calculando

diretamente a similaridade dos campos de interagdo molecular.™®

Na etapa de sobreposicdo, FLAP determina, para cada sonda individualmente (H, O, N1, DRY) ou em
combinacdo umas com as outros (por exemplo H*O*N1 é a combinacdo de sondas de H, O e N1), o
grau de sobreposicdo dos campos de interagdo molecular entre cada molécula sobreposta. Este grau de
sobreposicdo constitui o probe score (score das sondas). FLAP também determina um soma global
(Global-Sum) correspondente a soma de todos os probe scores obtidos para cada sonda
individualmente e o produto global (Glob-Prod) correspondente ao produto de todos os probe scores
obtidos para cada sonda individualmente. Uma vez que todos estes valores forem determinados, FLAP
calcula a "distdncia", que representa a semelhanca global entre o ligante e as estruturas dos

compostos.*®

3.4.2.4.3 Geracédo do Farmacoforo

A partir da sobreposicdo dos MIFs de todas as moléculas estudadas, FLAP determina os campos de
interacdo farmacoforica ou PIFs (Figura 37), correspondente & média campos de interacdo molecular

de cada composto em cada ponto de grade de acordo com cada sonda.®

FLAP também usa pseudos campos de interagdo molecular (pseudo-MIFs) que representam um campo
de densidade electronica centrado em cada atomo e correspondente a um tipo de sonda escolhida (O,
N1 ou DRY). Uma nova analise GRID pode assim ser utilizada de modo a proporcionar o ajuste
maximo entre um dado campo interagdo molecular e o pseudo-campo que corresponde & sonda
equivalente (Figura 37). Assim como para os MIFs, a média dos pseudo MIFs representa o pseudo
campo de interacdo molecular (pseudo PIFs) caracterizando as interagdes comuns em cada uma das
posgdes atdmicas. O centro de cada uma dessas posigdes atdmicas comuns € chamado de ponto

farmacoférica.*®

Assim, gragas esta abordagem, a partir de atomos individuais, dos MIFs e dos pseudo MIFs, um
conjunto de moléculas alinhadas é convertido em uma pseudo molécula farmacofora, chamada
farmacoforo, constituido de pontos farmacoféricos, dos campos de interagdo farmacoféricos e pseudos

campos de interagdo farmacofdricos (Figura 37).%
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Fig. (37) Representacdo dos MIFs (esquerda) e pseudo MIFs (direita) correspondente a trés compostos
selecionados (A, B e C) por Schmidt em 2015.2%* No centro estdo representados o farmacéforo (meio) gerado
pelo FLAP a partir destes trés compostos e as representacdes do PIF (superior) e os pseudo-PIF (parte inferior).
Em amarelo sdo representadas as interagdes hidrofobicas, em vermelho as interacdes de aceptores de ligacdo de
hidrogénio e em azul as intera¢Bes doadores de hidrogénio

3.4.2.4.4 Selecdo dos Compostos para a Criacdo do Farmacaéforo

FLAP precisa apenas de 3 a 5 compostos para gerar um modelo farmacoforo confiavel .1%% Como
primeiro passo desta etapa foram escolhidos os compostos a partir de bases de dados disponiveis. Para
executar esta tarefa, foi realizada uma sele¢do "manual” com base nos melhores derivados ja
produzidos em nosso grupo, juntamento com os dois melhores derivados obtidos neste traabalho, o
LPSF/PTS-14 e o LPSF/PTS-23. Também foi realizada uma tentativa de farmacoforo através do

composto LPSF/PTS-14 e derivados classicos no tratamento da esquistossomose.
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3.4.2.45 Determinacdo do Farmactforo LPSF/PTS-14 e Derivados Imidazolidinicos

Juntamente com o LPSF:PTS-14 e o LPSF/PTS-23, foram escolhidos os derivados imidazolidinicos
mais ativos sintetizados pelo nosso grupo durante um periodo de 20 anos. Os derivados, suas

atividades esquistossomicidas e o modelo de farmacéforo obtido sdo apresentados na Figura
38 24,25,71,72,140,167,168

Nas analises dos modelos farmaco6foros obtidos pelo FLAP os pontos azuis representam zonas comuns
doadoras de ligagdes de hidrogénio, os em vermelho representam os aceptores e finalmente os em
amarelo indicam os pontos hidrofébicos. Ap6s analise do modelo de farmacéforo obtido para os
derivados imidazolidinicos, pode-se evidenciar a existéncia de zonas doadoras e aceptoras de ligacdes
de hidrogénio, assim como interacdes hidrofébicas. Porém, visto que as moléculas possuem uma
enorme similaridade quimica entre os derivados estes resultados ndo podem ser totalmente conclusivos
na determinacdo do farmacdéforo. Para o desenvolvimento de um modelo farmacéforo mais confiavel,

faz-se necessaria a identificacdo de compostos ativos com uma maior diversidade molecular.
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Fig. (38) Derivados imidazolidinicos utilizados para a constru¢cdo do modelo do farmacéforo, assim como o
modelo obtido. Os pontos azuis representam zonas doadoras de ligagcbes de hidrogénio; em vermelho os
aceptores; em amarelo as zonas hidrofébicos.

3.4.2.4.6. Determinacdo do Farmacéforo LPSF/PTS-14 e Compostos Esquistossomicidas

Apos a utilizacdo do software Flap com o derivado mais ativo, LPSF/PTS-14, e as moléculas de
referéncia no tratamento da esquistossomose obtivemos o modelo representado na figura 39. Apds
analise do modelo nenhum ponto de similaridade € encontrado entre as moléculas. Tal observacdo
deve-se ao fato que apesar de todas as moléculas apresentarem uma boa ac¢éo esquistossomicida nao
necessariamente apresentam o mesmo modo de a¢do no parasita. Sendo assim necessaria a elucidacéo

do modo de acédo do derivado PTS-14 para a proposi¢do de um modelo de farmacéforo.
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Fig. (39) Compostos esquistossomicidas usados o estudo, assim como o modelo obtido. Ndo foi possivel
observar pontos farmacoforicos no modelo.

3.4.2.5 Hit To Lead - Modifica¢Bes Estruturais no PTS-14

Assim como o praziquantel os derivados imidazolidinicos sintetizados apresentam problemas
decorrentes da baixa solubilidade fazendo-se necessaria a pesquisa de novos agentes mais solUveis. A
sintese racional de tais agentes é dificultada pela falta de informacao quanto ao alvo farmacol6gico das
imidazolidinas. Sendo assim, afim de se aumentar o espa¢o quimico dos derivados indolicos-
imidazolidinicos, e contribuir para um maior entendimento do farmaco6foro foi realizada a sintese de
analogos do derivado LPSF/PTS-14, através de pontos que apds modificados nos levariam ao melhor
entendimento da atividade a nivel molecular. A molécula do LPSF/PTS-14 possui sete posicdes de

facil modificacdo, sem necessidade da modificacdo da rota de sintese (Esquema 9).
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Esq. (9) Possiveis variacdes a serem realizadas no LPSF/PTS-14

Em um trabalho j& publicado em 2015 por Oliveira et al. (em anexo) foram sintetizados novos

analogos estruturais do PTS-14 (Figura 40). A rota de sintese para obtencdo dos analogos é a mesma
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apresentada para a sintese dos primeiros compostos, apresentada na figura 40. Os derivados
apresentam variacOes estruturais na posi¢do Cs do anel inddlico, variando entre Br e H; mudanca do
heteroatomo presente na posicdo 1 do heterociclo central, variando entre NH, no caso das
imidazolidinas, e S, no caso das tiazolidinas; mudanga do substituinte da posi¢do C. do anel central,
variando entre oxigénio, formando carbonilas, e enxofre, formando tionilas; e por fim variando entre

os substituintes no anel benzilico. Os derivados s&o apresentados na figura 40 (Oliveira et al., 2015).*

35:X=S5;Y =0; R, =H; R, = 2-CI,6-F

Y 36: X =S; Y =0; R, =Br; R, = 2-Cl,6-F

N / 37: X =S; Y = 0; R, = H; R, = 3,4-diCl

— m 38: X =S; Y = O; Ry = Br; R, = 3,4-diCl
X&O NG 301X =S;Y =05 Ry = H; Ry = 2,6-diF

N ? 40: X=S;Y =0;R, = Br; R, = 2,6-diF
H  3542) 41: X =S; Y = O; Ry = Br; R, = 4-SCH;
42: X =S; Y = 0; Ry = H; R, = 4-SCH;

43: X =NH; Y = S; R; = H; R, = 2-Cl,6-F

44: X =NH; Y = S; R, = Br; R, = 2-Cl,6-F

Fig. (40) Primeiras modificagBes moleculares realizadas a partir do derivado LPSF/PTS-14.

Apo6s a sintese e caracterizacao dos analogos os mesmos foram submetidos a avaliacdo de suas
propriedades esquistossomicidas e tripanomicidas. Na presente discussdo sera dado uma maior enfase
as propriedades esquistossomicidas. O artigo original esta disponivel na sessdo de anexos da presente

tese, sendo assim os resultados tripanomicidas podem ser consultados.

A citotoxicidade das tiazolidinas (35-42) e imidazolidinas (43-44) testadas foram inferiores a do
praziquantel (<1 pg.mL™?). Doze derivados foram testados para avaliacio de sua atividade
schistossomicida (Tabela 7), a uma concentragdo de 5 a 100 pug.mL™ a cada 24 h durante um periodo
de 144 horas, sendo observada a mortalidade, motilidade, e oviposi¢do dos vermes. Ao longo das 144
horas de observacdo, todos os S. mansoni adultos incubados na auséncia de qualquer grupo de controle
negativo e/ou droga exibiram o movimento peristaltico normal ao longo do eixo do corpo, com a

adesdo ocasional para o fundo da placa de cultura pela ventosa central.

O derivado 43, PTS-14, mostrou a maior eficacia entre os derivados imidazolidinicos testados em
termos de mortalidade de parasitas, 100% ap06s 6 horas da administracdo na concentracdo de 100
ug.mL* e sendo também letal em outras concentragdes como 5, 10, 20, 40 e 80 pg.mL™ dentro das
primeiras 24 horas de observagdo. Todos os testes com o composto 44 mostraram um baixo nivel de
mortalidade para S. mansoni, atingindo apenas 40% de mortalidade a uma concentracdo de 100
ug.mL™* no sexto dia de observagio, enquanto que as outras concentracdes foram capazes apenas de

reduzir a motilidade dos parasitas.

A administragdo de compostos 43 e 44 atuou diretamente na fisiologia normal dos parasitas, que ndo

eram mais capazes de botar ovos e foram também incapazes de acasalar.
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Dos derivados tiazolidinicos, o derivado 40 causou a morte de 100% dos parasitas a uma concentracéo
de 100 ug.mL™ nas primeiras 24 horas de observagdo. Esta taxa de mortalidade permaneceu inalterada
em concentracdes de 80 ug.mL™ em 48 horas; 40 pg.mL™ em 96 horas e 20 pg.mL™ em 144 horas ao
longo dos dias de avaliagdo. O derivado 38 também matou 100% dos vermes em doses de 100 e 80
ug.mL™* apos 48 horas de avaliagdo. O 41 alcangou a maxima taxa de mortalidade ap6s 72 horas na
dose mais elevada. O Ultimo composto, 36 alcancou 100% de mortalidade apenas na dose mais
elevada, 100 pg.mL™, apés 120 horas. Os outros compostos avaliados (35, 37, 39 e 42) apenas
alterararam a motilidade dos parasitas, com excecao do derivado 5a, que induziu 83,33% dos parasitas
a morte ap6s 144 horas de observacdo. Da mesma forma que evidenciado nos derivados
imidazolidinicos (43-44), os derivados tiazolidinicos (35-42) também foram capazes de interferir na
oviposicdo e adesdo. Por outro lado, os vermes expostos ao farmaco antischistosomal de escolha,
praziquantel (grupo controle positivo), apresentaram contragdo muscular, com movimentos parciais ou
permaneceram imoveis, porém vivos. Isto ocorreu imediatamente ap6s a administragdo do PZQ.

Durante as primeiras 24 horas de tratamento todas as doses mataram 100% dos vermes.

Quanto aos primeiros ensaios de relagdo entre a estrutura quimica e a atividade biologica dos
derivados podemos notar que a natureza do anel heterociclico central possui uma grande importancia
na atividade do derivado LPSF/PTS-14, tendo em vista que o analogo tiazolidinico (35) da molécula
apresentou uma baixa atividade esquistossomicida, tendo a melhor taxa de mortalidade em 83.3%, na
concentracdo de 100 ug.mL™ apds 144 horas. Tal variacdo pode ser atribuida a capacidade do
substituinte NH, presente nos anéis imidazolidinicos, agirem como doadores de ligacGes de hidrogénio
com outras macromoléculas. Como o alvo biolégico e mecanismo de acdo do derivado continuam
desconhecidos, ndo podemos afirmar se tal capacidade é importante para a interacdo da molécula com
Seu receptor no parasita, ou se € responsavel apenas por aumentar as caracteristicas farmacocinéticas

do derivado. Mais estudos devem ser realizados antes de qualquer afirmacéo.

Poucas variagdes foram realizadas até o momento na série de derivados indolicos-imidazolidinicos
para que a importancia do grupamento tionila na posi¢do Cs do anel possa ser comprovada. Porém,
através de uma rapida analise de todos os derivados sintetizados e testados no nosso grupo podemos
evidenciar que o grupamento tionila estd presente na grande maioria das moléculas ativas na

esquistossomose, tanto na posi¢do C4 quanto na posicao Co.

Também podemos observar que a contribui¢do da substituicdo do hidrogénio em Cs do anel ind6lico
pelo bromo é ambigua. Fraco doador de elétrons através de um efeito mesomérico positivo o bromo é
um halogénio volumoso comumente utilizado na sintese de derivados em quimica medicinal. Quando
inserido nos derivados tiazolidinicos ndo tionados, o bromo aparenta contribuir positivamente para o
aumento da atividade bioldgica dos derivados, porém, quando inserido nos derivados imidazolidinicos

0 grupamento aparenta diminuir a atividade de tais moléculas, sendo entdo desfavoravel para a
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atividade. De tal forma, ndo podemos concluir a importancia do bromo para a atividade, e novas

substituicBes visando esta posicdo devem ser feitos.

Em resumo, através de quatro principais modificacdes realizadas no derivado LPSF/PTS-14, foi
concluido que: 1) A mudanga do heterodtomo do anel heterociclico central, para enxofre, ou seja,
substituindo a imidazolidina por uma tiazolidina, ndo parece contribuir para ganho de atividade.
Possivelmente o nitrogénio estd encolvido na formacdo de ligacBes de hidrogénio; 2) o grupamento
tionila parece desempenhar uma importante funcdo na estrutura, tendo em vista que varios derivados
sintetizados no laboratério que possuem atividade também o portam; 3) a inser¢do de grupos
retiradores de elétrons na posicdo Cs do indol ndo aparente contribuir para ganho de atividade quando
no caso de derivados imidazolidinicos; 4) a presenca dos halogénios Cl e F na benzila em posi¢do N-3
do anel imidazolidinico possui um papel ainda ndo evidenciado na atividade, porém essencial a
atividade (Figura 41). Visto que a simples troca do fluoreto pelo cloreto reduz a atividade dos

derivados.

LPSF/PTS-14

Fig. (41) Principais pontos passiveis de analise de relacdo entre estrutura quimica e atividade biol6gica através
das modificacoes realizadas pelo grupo em artigo recentemente publicado.
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Tab (7) Citotoxicidade e porcentagem de mortalidade de vermes adultos de S. mansoni frente aos derivados
imidazolidinicos e tiazolidinicos

Compostos Concentragéo (ug.ml?) Citotoxicidade
100 | 80 | 40 [ 20 [ 10 | 5 (ug.mL™)
Tempo (h) Mortality (%)
24 0 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0 0
35 72 33.3 0 0 0 0 0 10
96 41.6 | 33.3 0 0 0 0
120 50 50 41.6 8.3 0 0
144 83.3 50 41.6 25 8.3 0
24 8.3 8.3 0 0 0 0
48 33.3 | 33.3 | 16.6 8.3 8.3 0
36 72 50 50 41.6 33.3 25 0 5
96 50 50 41.6 41.6 25 0
120 100 | 66.7 | 58.3 58.3 50 | 16.7
144 100 | 83.3 | 66.7 66.7 50 | 33.3
24 0 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0 0
37 72 0 0 0 0 0 0 50
96 8.3 0 0 0 0 0
120 16.7 16.7 16.7 16.7 0 0
144 25 25 16.7 16.7 0 0
24 25 25 8.3 8.3 0 0
48 100 | 100 50 8.3 0 0
38 72 100 | 100 75 33.3 0 0 5
96 100 | 100 100 66.7 0 0
120 100 | 100 100 83.3 0 0
144 100 | 100 100 100 0 0
24 8.3 8.3 8.3 100 0 0
48 8.3 8.3 16.7 100 0 0
39 72 16.7 | 83 16.7 100 0 0 >100
96 16.7 | 83 25 100 0 0
120 16.7 | 8.3 25 25 0 0
144 16.7 25 33.3 33.3 0 0
24 100 | 83.3 50 50 0 0
48 100 | 100 91.7 58.3 | 16.7 0
40 72 100 100 100 75 25 0 1
96 100 | 100 100 91.7 | 66.7 0
120 100 100 100 91.7 75 8.3
144 100 | 100 100 100 | 83.3 | 8.3
24 0 0 0 0 0 0
48 33.3 | 33.3 16.7 8.3 0 0
41 72 100 83.3 58.3 16.7 0 0 10
96 100 100 91.7 50 0 0
120 100 100 100 75 0 0
144 100 100 100 91.7 0 0
24 0 0 0 0 0 0
48 0 0 0 0 0 0
42 72 0 0 0 0 0 0 10
96 0 0 0 0 0 0
120 16.7 8.3 0 0 0 0
144 25 16.7 16.7 0 0 0
24 100 100 100 100 100 100
48 100 100 100 100 100 100
43 72 100 100 100 100 100 100 5
96 100 100 100 100 100 100
120 100 100 100 100 100 100
144 100 100 100 100 100 100
24 0 10 0 0 0 0
48 10 10 0 0 0 0
44 72 10 10 0 0 0 0 5
96 10 10 16.6 0 0 0
120 30 10 33.3 0 0 0
144 40 30 33.3 0 0 0
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3.4.2.6 Adicéo de Michael, Uma Proposta de Mecanismo de Ac¢éo e/ou Toxicicidade

Como visto anteriormente, os novos derivados imidazolidinicos sintetizados apresentam promissora
atividade esquistossomicida, especialmente o derivado indélico-imidazolidinico LPSF/PTS-14 (Figura
42). Apresentando uma alta taxa de mortalidade, superior a do praziquantel, e uma baixa

citotoxicidade o derivado, até o presente momento, mostra-se um forte candidato a molécula lider.

Faz-se necessario o entendimento, a nivel molecular, do seu modo de acdo, para uma melhor
compreensdo de quais modificacoes aumentariam sua a¢ao esquistossomicida, assim como tornaria a
sintese de novos derivados mais racional. Duas proposicdes sao levantadas para 0 modo de acao do
derivado; 1) atuaria como aceptor de ligagcdo de Michael, assim como a Oxamniquina; 2) aturia a nivel
de receptores colinérgicos do parasita, como sugerido por Thibaut et al. em 2009.*%° Neste trabalho foi

avaliada a possibilidade da ocorréncia de Reacdo de Michael como possivel modo de acdo do

S Cl
— N/\/©
\ H/N/&O E
N
H

LPSF/PTS-14

derivado.

Fig. (42) Estrutura do derivado LPSF/PTS-14

3.4.2.6.1 Adicao de Michael

Em quimica organica classica a adicdo de Michael € uma reacdo organica utilizada para converter um
metileno ativado e uma olefina conjugada ao produto de adicdo correspondente, utilizando um
catalisador basico, seguido por um 4cido. O metileno ativado é essencialmente um metileno ligado a
grupos retiradores de elétrons que estabilizam a carga negativa formada apds a desprotonacgao pela
base. A desprotonacdo resulta em um enolato, que por sua vez reage através de uma adicdo 1,4 a
olefina conjugada. Apds tratamento com &cido obtem-se o produto final de adigdo de Michael
(Esquema 10).1° Reacgdes envolvendo nucléfilos ndo enolatos tais como aminas, tiois e fosfinas s&o
geralmente referidos como 'Adic¢Bes do tipo Michael'. Nesta tese trataremos todas as reacGes de adigao

com nucledfilos ndo enolatos do tipo Michael como Adigdo de Michael.
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Esq. (10) Esquema de sintese e mecanismo de reacdo de Adicéo de Michael

Embora as caracteristicas nucleofilicas do doador de Michael sejam aumentadas por meio de catalise
béasica, o estudo conduzido por Um, Lee et Min em 2001 indicou que a catalise &cida pode produzir
uma melhoria notavel da taxa de reacdo, a qual foi nove vezes mais rapida no caso da adi¢do de

anilinas de 3-buten-2- one, esquema 11.*

o) o OH OH OH
)ﬁ)LY ﬁ{)\*y - )\/&Y <_>)+\7LY
(50) (81) (62) (83)
JNUH J NuH

o ]t on |
NN Y NN Y
H H
(54) \ / (55)
(0] -H+
(56)

Esq. (11) Vias alternativas para a adi¢do de 1,2-olefinas carbonilicas o, B-insaturado. Esquerda: Ataque
nucleofilico no receptor de Michael neutro. Direita: protona¢do inicial do oxigénio carbonilo com subsequente
ataque do nucledfilo no carbono B e subsequente desprotonacdo originando o produto final. Y: H para aldeidos,
R para cetonas e OR para os ésteres.

A reacdo de adicdo de Michael possui aplicacdo em inumeras tecnologias emergentes, incluindo

173

aplicacdes biomédicas, como a transfeccdo de genes,'’ construcdo de arcaboucos celulares,’ e

substituices de tecidos.'™ Porém, apenas no inicio dos anos 2000, estas reagdes foram reconhecidos

como possiveis de ocorrer em condicdes fisiologicas (tampéo de fosfato, pH 7,4 e 37°C), implicando

na atividade e toxicidade de farmacos e outros compostos em organismos celulares in vivo e in vitro.*

A adicdo de Michael em condigfes fisiologicas € mais seletiva para as proteinas contendo tiol em

relacdo a nucleofilos de amina.'™
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3.4.2.6.2 Adicdo de Michael em Quimica Medicinal

Diversos agentes eletrofilicos, conhecidos como aceptores de ligacdo de Michael podem formar

ligacdes covalentes com sitios nucledfilos de proteinas e DNA de organismos biolégicos, doadores de

177-179

ligacGes de Michael, resultando em reagcdes como a carcinogenicidade e a dermatite alérgica de

contacto.'®*81 Além disso, a adicdo de Michael com tiois cisteina enddgenas esta associada no

182-186 g atividade anti-inflamatdria

188

tratamento de patologias como aterosclerose e estresse oxidativo,

187

das prostaglandinas ciclopentendnicas™®’ e na ativacao de canais de idnicos do sistema nervoso.

Apesar do potencial toxicologico de aceptores de Michael devido a sua reatividade como eletrofilos,

eles também podem induzir as enzimas de fase-2 que promovem a protecdo contra a carcinogenesis.
188

3.4.2.6.2.1 Oxamniquina

A Oxamniquina é um agente esquistossomicida amplamente utilizado na terapéutica brasileira contra o
Schistosoma mansoni, cujo o modo de agdo foi recentemente elucidado por Valentim et al em 2013.%°
Atua como um pré-farmaco que apds ser absorvido pelo parasita é sulfonado por uma sulfotransferase
enddgena, presente apenas no schistosoma, em presenca da 3'fosfoadenosina 5'fosfosulfato (PAPS). O
éster de sulfato de OXA resultante € instavel e se decompde espontaneamente para formar um produto
reativo bastante eletrofilico, que apresenta uma porcao aceptora de ligacdo de Michael (esquema 12,
em vermelho), capaz de alquilar o DNA, proteinas e outras macromoléculas nucleofilicas, que se
portam como doadores de ligacdo de Michael (esquema 12, em azul). A disrupcdo subsequente do

sintético e funcdes metabdlicas celulares, eventualmente, conduzem o parasita a morte.

O grupo amino em posi¢do para do anel aromatico em relagdo ao grupo hidroximetilo é também

necessario para a formacdo das espécies eletrofilicas, sendo responsavel pela estabilizagdo da carga

negativa formada ap6s a decomposicéo do éster de sulfato. **

Aceplor de Michael

H
NT/
HN Sulfotransferase 2504

Enzima do
schistosoma

o,N

OH (58) (59) DNA
_ S 20

Oxamniquine 67 OJ “oH Doador de Michael

Esg. (12) Mecanismo de acdo da oxamniquina®°
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3.4.2.6.3 Proposi¢ao do Mecanismo de Agéo

A reacdo de Michael em meio biol6gico pode tanto ser responsavel pela toxicidade dos derivados aos
organismos vivos, como nos casos dos hidrocarbonetos halogenados;®*'% pela bioativacio da
molécula, formando em meio bioldgico sua forma ativa, como no caso dos derivados de tiopurina;*®

ou pelo efeito principal da molécula, como o caso Oxamniquina.

A hip6tese aqui abordada é baseada na estrutura quimica do derivado LPSF/PTS-14, que, assim como
a Oxamniquina, apresenta uma por¢cdo contendo carbonos o, f insaturados (esquema 13, em
vermelho), podendo assim reagir como aceptores de ligacdo de Michael com sitios nucleofilos do
DNA do Schistosoma resultando na morte do parasita. Porém, podendo também ser responsavel pelos

efeitos citotdxicos encontrados em alguns derivados.

Dois provaveis pontos de ataque nucleofilico sdo possiveis de serem identificados na estrutura do
LPSF/PTS-14, como demonstrados no esquema 13. O primeiro no carbono 2 do indol, caminho 1 do
esquema 13, e 0 outro no carbono metilénico, caminho 2 do esquema 13. Como analise preliminar
desconsideramos a possibilidade de ocorréncia da liga¢do no carbono 2 do indol, devido ao fato de que
caso este ataque aconteca a aromaticidade do indol seria quebrada, formando um intermediario
instavel altamente energético. Sendo o meio fisiolégico brando (37°C; pH 7,4) a probabilidade de tal
reacdo ocorrer é baixa, pois a energia fornecida para a estabilizacdo de tal intermediario é baixa.
Consideramos o caminho 2 como sendo 0 mais apto para a ocorréncia da reacdo de Michael com o
DNA, pois a reacdo aparentemente se desenvolve em condi¢bes mais brandas, principalmente pelo
fato de ndo desestabilizar a molécula com a quebra da aromaticidade. Porém, caso seja evidenciada a
ocorréncia da Adicdo de Michael, o produto sera submetido a analises aprofundadas de NOESY e

HMBC, afim de evidenciar o ponto exato do ataque nucleofilico.
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Esq. (13) Mecanismo de acéo proposto para o derivado LPSF/PTS-14 de acordo com sua similaridade quimica a
Oxamniquina.
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Para a avaliacdo desta hipotese o derivado LPSF/PTS-14 foi submetido a reacdo de adi¢do de Michael
com a glutationa (GSH), doador de ligacdo de Michael, utilizando condigbes reacionais que

mimetizardo o meio fisioldgico (Esquema 14).
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Esq. (14) Proposicdo de reacdo entre o derivado LPSF/PTS-14, atuando como aceptor de ligacdo de Michael, e a
GSH, atuando como doador de ligacdo de Michael e possivel produto formado.

3.4.2.6.4 Adicao de Michael em Compostos Imidazolidinicos

Para a realizacdo das reacGes de Michael os compostos foram submetidos a metodologia desenvolvida
por Khatik, Kumar e Chakraborti, 2006,* onde 2,5 equivalentes do composto carbonilico insaturado
sdo tratados com 1,1 equivalentes do tiol em presenca de agua a temperatura entre 30 e 35 °C. A
segunda metodologia utilizou as mesmas quantidades cataliticas de reagente, solucdo tampéao de PBS
(Phosphate Buffered Saline) a pH 7,4 e 37 °C, afim de simular o fluido corporeo. A adicdo de Michael
em condic¢Oes fisioldgicas é mais seletiva para as proteinas contendo tiol em relagdo a nucledfilos de
amina,®'% devido a maior nucleofilia do enxofre em comparacio as aminas. Sendo assim, todos 0s
nucleofilos escolhidos para esta etapa sdo compostos de enxofre e, com excessdo do GSH, foram

utilizados por Khatik, Kumar e Chakraborti na realizagdo dos seus estudos em 2006, Figura 43.

SH
@/SH @/\94 /©/
Doadores de ligagéo c

de Michael 3
Fenil-mercaptano Benzil-mercaptano  4-Metilfenil-mercaptano
(68) (69) (70)

Fig. (43) Classicos doadores de ligacdo de Michael

Foram escolhidos aceptores de ligacdo de Michael utilizados no mesmo trabalho para validacdo da
reatividade dos tiois nas condi¢cbes empregadas. Os compostos reagirdo sob as mesmas condigfes que

o derivado inddlico-imidazolidinico, Figura 44.
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Apos a reprodugdo das reagOes realizadas por Khatik, Kumar e Chakraborti, foram obtidos os

seguintes resultados disponiveis na tabela 8. As reacfes foram repetidas de acordo com as condigdes

propostas pela metodologia 2, porém sem isolamento dos produtos, apenas identificacdo por CCM de

suas formacOes. Todos o0s produtos reagiram como esperado, 0 que indica que as ambas as

metodologias propostas sdo propicias para a formacgdo dos produtos de Michael.

Tab (8) Reacdes de Michael realizadas primeiramente realizadas por Khatik, Kumar e Chakraborti em 2006% e
reproduzidas neste trabalho para evidenciacdo da compatibilidade entre 0 meio reacional e a reacdo de Michael.

Enona Tiol Tempo  Rendimento
(71) (68) 10min  82%
(72) (69) 15min  75%
(73) (70) 10min  87%
(72) (68) 10min  85%
(71) (70) 15min  83%
(73) (69) 20min 78 %

Seguindo a mesma metodologia, foram realizadas as reacdes de Michael no LPSF/PTS-14. Também

foi utilizado o derivado imidazolidinico LPSF/PTS-18, ndo ativo e com alta citotoxicidade, esperando-

se obter os resultados opostos aos encontrados pelo LPSF/PTS-14. Este derivado apresentou uma

baixa atividade esquistossomicida, inducéo de mortalidade de 50% dos parasitas ao final de 120 horas

na concentracdo de 10 uM, e uma alta citotoxicidade de 10 uM.

DNA/\

Fig. (45) Possivel mecanismo de toxicidade do LPSF:PTS-18
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Primeiramente foram realizadas as reacGes em agua a temperatura de 35 °C, com tiois diversificados.
Apos mais de 24 h de reacdo ndo observou-se a formacdo dos produtos em nenuma das tentativas
realizadas. A temperatura da reacdo foi modificada para 120 °C, porém sem observacgao dos produtos
esperados. As reacdes foram entdo realizadas em PBS a 37 °C, e mesmo apos o0 aumento da
temperatura a 120 °C, nenhum produto foi observado. Finalmente, condicdes mais severas foram
utilizadas, com aumento da quantidade do tiol em presenca de uma base forte, 0 KOH e MeOH a
refluxo. Um resumo das principais reac@es realizadas encontram-se na Tabela 9.

Tab (9) Reacdes de Michael realizadas nos derivado imidazolidinicos. 22,5 equivalentes do derivado LPSF/PTS,
1,1 equivalentes do tiol, H,0, 35 °C; ® 2,5 equivalentes do derivado LPSF/PTS, 1,1 equivalentes do tiol solugio

tampéo de PBS pH 7,4 e 37 °C; © 21 equivalente do derivado LPSF/PTS, 2,5 equivalentes do tiol, KOH, MeOH a
refluxo.

Derivado Tiol Metodologia Tempo Produto formado
LPSF/PTS-14 (68), (69), (70) e GSH 123 20 e 3¢ 24 h X
LPSF/PTS-18 (68), (69), (70) e GSH 13 20 e 3¢ 24 h X

3.4.2.6.5 Importancia da Ligacdo C-3 e da Tionila em C-4 para a Adicdo de
Michael

Como em nenhuma das rea¢Ges com os compostos tioxo-imidazolidinicos-3,5-dissubstituidos foram
identificadas a formacdo dos produtos de Michael, sintetizaram-se novos derivados 5-benzilidenos-
imidazolidin-2,4-diona, afim de avaliar se o radical benzila e/ou a tionila teriam uma impotancia nesta
ndo reatividade. Para isto, a imidazolidina-2,4-diona reagiu diretamente com os aldeidos para formar
os derivados (74), 5-((1H-indol-3-yl)methylene), e (75), 5-(4-nitro)-benzilideno. A formacdo de um
produto de Michael nestas hiposteses seria um indicio da reatividade dos derivados LPSF/PTS-14 e/ou
LPSF/PTS-18 em meio biologico no caso de hidrosile enzimatica da ligacdo N-C da posi¢do N-3 da

imidazolidina e/ou oxidagdo enzimatica da tionila em C-4.
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Esq. (15) Diagrama de sintese dos derivados imidazolidinicos 5-substituidos (4) imidazolidina-2,4-diona; (7)
carboxaldeido e proposicdo de mecanismo de Adicdo de Michael.
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Apesar de realizada através da metodologia classica, com aumento de temperatura, e em meio
fisiologico, em nenhuma das tentativas foi observada a formacdo dos produtos de Michael, e apos as
etapas de purificacdo apenas os produtos de partida foram recuperados.Pode-se entdo concluir que 0s
derivados imidazolidinicos sintetizados neste estudo, apesar de apresentarem pontos de possivel
ocorrencia da ligacdo de Michael, ndo produzem seus efeitos esquistossomicidas e/ou toxicologicos

reagindo com nucleofilos através deste mecanismo.

A importancia da reatividade quimica da dupla ligacdo para a atividade e toxicidade do derivado
também sera avaliada através da reducdo da mesma pela reacdo de hidrogenacao catalitica (Esquema
16). Tanto o derivado LPSF/PTS-14 quanto o LPSF/PTS-18 serdo submetidos a estas reacGes e apos
isolados e caracterizados, terdo suas atividades esquistossomicidas e toxicidades avaliadas. Porém, ndo
apenas a reatividade da dupla ligacdo sera avaliada através da reacdo de reducdo, a conformacao rigida
da molecula sera perdida através da formacdo da ligacdo simples, que apresenta uma livre rotacéo.
Sendo assim, a perda ou aumento da atividade biol6gica / toxicidade também pode estar relacionada a

mudanca de conformacdo da molécula.

Estrutura rigida, sem livre Livre Rotacéo
rotacéo

Cl S Cl S
Red.
@?} = @f} =
N R N R
F \ F \
© H © H

Aceptor de Michael Sem aceptor de Michael
LPSF/PTS-14 e PTS-18 (77-78)

Esq. (16) Reacdo de reducdo da dupla ligacdo do derivado LPSF/PTS-14 e possivel produto formado.

Até o presente momento, a hipétese mais plausivel para 0 modo de acdo destes derivados seria através

de interagdes com receptores biologicos, como sugerido por Thibaut et al. em 2009.

3.4.2.7 Receptores Colinergicos

A acetilcolina (ACh) é um importante neurotransmissor em vertebrados e invertebrados. Os efeitos
neuromusculares da ACh sdo tipicamente mediados pelos receptores nicotinicos pés-sinapticos de
acetilcolina (nAChRs). Estruturalmente, os NAChRs sdo membros da superfamilia de receptores Cys-
loop (LGIC). Eles formam estruturas homo e heteropentaméricas, que sdo organizadas em forma de
barril em torno de um poro i6nico-seletivo central.*®® Os nAChRs dos vertebrados s&o invariavelmente
cation-seletivos (Na“, Ca?", K*) e mediam respostas excitatérias. Os invertebrados, por outro lado,
possuem canais de ACh cation e anion seletivos (CI). Os canais de ACh anion seletivos mediam a
hiperpolarizacdo da membrana e, portanto, acredita-se que desempenham um papel nas respostas
inibitorias a ACh.
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Um exemplo destes receptores em invertebrados é o Canal de Cloreto-Acetilcolina (ACC). Nematodos
possuem um tipo incomum de ACC, mais estreitamente relacionado com outros canais de cloreto,
como os receptores GABA, do que com os NAChRs.¥"**® Os ACCs néo tinham sido identificados em
nenhum espécie de parasita, no entanto, evidéncias experimentais suportam um papel inibitério da
ACh nos parasitas, que poderia ser mediado por este tipo de receptor. Estudos iniciais nos anos 60
observaram que a adicdo de agonistas colinérgicos exdgenos a culturas de parasitas causou paralisia

flacida de trematodos e cestodos adultos.***%

A paralisia flacida indica relaxamento muscular e estd em contradicdo direta com a resposta excitatoria
de contracdo tonica esperada pela estimulacdo colinérgica. Recentemente, a publicacdo do genoma do
S. mansoni 2 foi o estimulo necessario para uma revisdo da atividade inibitéria incomum da ACh no
parasita. MacDonald et al em 2014 descreveramo uma nova classe de nAChR anion-seletivos
(SmACCs) invertebrados especificos. Os canais i6nicos formados por estas subunidades
desempenham um papel inibitério na atividade neuromuscular do parasita, tal como sugerido pelos
resultados de RNA inibitorio (RNAI), de sua distribuicdo nos tecidos e propriedades farmacolégicas

frente a diversos agonistas colinergico.?*

No grafico presente na figura 46 é possivel de observar a mobilidade relativado dos vermes quando
submetidos a agonistas (nicotina e arecolina) e antagonistas (mecamilamina e D-tubocurarina) dos

receptores colinérgicos. Os padrodes encontrados sdo inversos a atividade encontrada nos vertebrados.

4
3

2-

Mortalidade Relativa

H:0 Arecolina Nicotina D-tubocurarina

Mecamilamina

Tratamento 100 pM

Fig. (46) Motilidade relativa medida antes e 5 minutos apds a adi¢do de compostos colinérgicos a 100 mM. 202

Neste trabalho foi possivel se identificar ao menos a presenca de dois receptores SmACCs, 0
SMACC1 e 0 SmACC2, com importantes fungdes na inibigdo neuromuscular. Ambas sub-unidades
foram detectados em fibras nervosas menores do sistema nervoso submuscular dos musculos
somaticos. Isto sugere que SMACC-1 e SmACC-2 medeiam os seus efeitos motores inibitorios de
forma indireta, talvez modulando a libertacdo de outros neurotransmissores ou atuando como
autoreceptores. Os receptores nicotinicos sdo conhecidos por mediar a liberacdo de outros

neurotransmissores, incluindo neuropeptideos e dopamina.?*2® Nos esquistossomas, 0 sistema
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colinérgico e neuropeptidérgico (que é excitatorio), estdo muito proximos.?°%°” O equilibrio entre

esses sistemas pode, portanto, ser um fator importante na regulacdo do comportamento motor.

Assim como 0s composto agonistas colinergicos utlizados por MacDonald et al em 2014 para ativar 0s
receptores SMACCs o derivado LPSF/PTS-14 conduziu os parasitas a morte através da paralisia
flacida do mesmo. Tal indicio pode significar que seu modo de agdo se desenvolve através da
interacdo com os receptores SmACCs. Infelizmente os receptores SmACCs ndo foram ainda
cristalizados, o que impossibilitou a realizacdo de um modelo de docking, e a construcdo de um
modelo através de homodimerizacdo ndo poderia ser realizado a tempo habil. Faz-se necessaria a
utilizacdo dos compostos imidazolidinicos, em especial o LPSF/PTS-14, em testes biologicos frente
aos receptores SMACCS. A unica alternativa viavel para a validacdo desta hipotese, seria através do
contato direto com o grupo canadense para a realizagdo de uma parceria onde nossos compostos

seriam avaliados frente aos SmACCs.
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3.5, Conclusdes e Perspectivas

Primeiramente foram obtidos 24 derivados imidazolidinicos-3,5-dissubstituidos. Os compostos obtidos
foram caracterizados através de técnicas espectroscOpicas tendo suas estruturas confirmadas. Apos a
caracterizacdo os derivados foram submetidos a analises quimiometricas, como a avaliacdo dos
componentes principais (PCA), para a determinacdo dos compostos mais (dis)similares, com objetivo
de submeter a menor quantidade a menor quantidade de compostos aos testes de atividade

esquistossomicida.

Através da andlise da PCA foram escolhidos 11 compostos, considerados os mais (dis)similares nos
parametros escolhidos para o estudo, sendo eles o LPSF/PTS-2, LPSF/PTS-3, LPSF/PTS-4,
LPSF/PTS-6, LPSF/PTS-10, LPSF/PTS-14, LPSF/PTS-18, LPSF/PTS-19, LPSF/PTS-21, LPSF/PTS-
23 e LPSF/PTS-25.

Os derivados tioxo-imidazolidinicos LPSF/PTS2, LPSF/PTS4, LPSF/PTS10, LPSF/PTS-14,
LPSF/PTS-21 e LPSF/PTS-23 e LPSF/PTS25 nao foram citotdxicos nas concentragdes avaliadas. Os
derivados tioxo-imidazolidinicos LPSF/PTS2, LPSF/PTS4, LPSF/PTS10 e LPSF/PTS23 foram os

bastante ativos nos ensaios de viabilidade in vitro em vermes adultos de S. mansoni.

Os derivados LPSF/PTS6, LPSF/PTS18, LPSF/PTS19 e LPSF/PTS-21, embora ndo tenham causado
mortalidade, foram capazes de causar alteracdo de motilidade, inibi¢cdo de oviposicdo e acasalamento

dos vermes.

Com relacdo as alteragdes tegumentares, foi possivel observar alteracdes como destruicdo de
tubérculos com perda de espinhos e formacdo de vesiculas nos vermes machos, e, erosdo do

tegumento nos vermes fémeas em vermes adultos de S. mansoni ap6s incubacdo com LPSF/PTS23.

Porém, o melhor derivado sintetizado neste trabalho foi o composto indolico-imidazolidinico
LPSF/PTS-14. A alta taxa de mortalidade em baixas concentragdes, aliadas a uma baixa
citotoxicidade, alteracfes no acasalamento e oviposicao, colocam a LPSF/PTS-14 como um promissor

agente esquistossomicida.

Com os resultados da atividade biol6gica foi possivel notar que apesar de ndo ser possivel de se
observer nenhum padrdo referente a atividade esquistossomicida, um padrdo na disperssdo dos

compostos no grafico da PCA foi observado referente aos valores de citotoxicidade.

Desejando-se verificar se 0 modelo de PCA obtido para os derivados 4-tioxo-imidazolidin-2-ona
possui propriedades preditivas frente & citotoxicidade foram sintetizados 2 novos derivados
imidazolidinicos, 0 LPSF/PTS-5 e LPSF/PTS-24. Contrariamente ao esperado no inicio do estudo, 0s
derivados ndo se comportaram de acordo com o previsto pelo modelo. Tanto o LPSF/PTS-5 quanto o

LPSF/PTS-24 obtiveram valores contrarios ao esperado. Concluiu-se que o modelo quimiométrico



98

obtido através da técnica PCA ndo apresenta complexidade o suficiente para prever a citotoxicidade
dos compostos sintetizados, tendo em vista que as varidveis utilizadas no modelo possuem,

possivelmente, uma baixa importancia no fenémeno estudado.

Desejando-se obter informagdes mais precisas para a sintese de novos analogos e o desenvolvimento
de modelos preditivos mais seguros, utilizou-se o software FLAP para a proposi¢do dois modelos de
farmacoforos dos derivados. O primeiro através dos dois melhores derivados sintetizados e
identificados na etapa da atividade bioldgica, 0 LPSF/PTS-14 e o LPSF/PTS-23, juntamente com 0s
derivados imidazolidinicos mais ativos sintetizados pelo nosso grupo durante um periodo de 20 anos.
Pode-se evidenciar através das analises a existéncia de zonas doadoras e aceptoras de ligacdes de
hidrogénio, assim como interacdes hidrofébicas. Porém, visto que as moléculas possuem uma enorme
similaridade quimica entre os derivados estes resultados ndo podem ser totalmente conclusivos na
determinacdo do farmacoforo. Para o desenvolvimento de um modelo farmac6foro mais confiavel,

faz-se necessaria a identificacdo de compostos ativos com uma maior diversidade molecular.

O segundo modelo modelo foi realizado utilizando-se o derivado LPSF/PTS-14, e as moléculas de
referéncia no tratamento da esquistossomose. modelo nenhum ponto de similaridade é encontrado
entre as moléculas. Tal observacdo deve-se ao fato que apesar de todas as moléculas apresentarem
uma boa acao esquistossomicida ndo necessariamente apresentam o mesmo modo de acdo no parasita.
Sendo necesséria a elucida¢gdo do modo de ac¢do do derivado PTS-14 para a proposi¢cdo de um modelo

de farmacéforo.

Afim de se aumentar o espa¢o quimico dos derivados indolicos-imidazolidinicos, e contribuir para um
maior entendimento do farmact6foro foi realizada a sintese 10 novos analogos indolicos-
imidazolidinicos e indolicos-imidazolidinicos do derivado LPSF/PTS-14, através de pontos que apds
modificados nos levariam ao melhor entendimento da atividade a nivel molecular. Em resumo, através
de quatro principais modificacdes realizadas no derivado LPSF/PTS-14, foi concluido que: 1) A
mudanga do heterodtomo do anel heterociclico central, para enxofre, ou seja, substituindo a
imidazolidina por uma tiazolidina, ndo parece contribuir para ganho de atividade. Possivelmente o
nitrogénio esta encolvido na formagdo de ligagdes de hidrogénio; 2) o grupamento tionila parece
desempenhar uma importante fungdo na estrutura, tendo em vista que varios derivados sintetizados no
laboratério que possuem atividade também o portam; 3) a insercdo de grupos retiradores de elétrons na
posicdo Cs do indol ndo aparente contribuir para ganho de atividade quando no caso de derivados
imidazolidinicos; 4) a presenca dos halogénios Cl e F na benzila em posicdo N-3 do anel
imidazolidinico possui um papel ainda ndo evidenciado na atividade, porém essencial a atividade.

Visto que a simples troca do fluoreto pelo cloreto reduz a atividade dos derivados.

Também foi avaliada a possibilidade da ocorréncia de Reacdo de Michael como possivel mecanismo

de acdo ou toxicidade do derivado. Para tanto, foram escolhidos dois derivados o LPSF/PTS-14,
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devido a sua alta alta atividade e baixa citotoxicidade, e o LPSF/PTS-18, devido a sua alta alta
citotoxicidade e baixa atividade. Apesar de realizada através da metodologia classica, com aumento de
temperatura, e em meio fisiologico, em nenhuma das tentativas foi observada a formacao dos produtos
de Michael, e apos as etapas de purificacdo apenas os produtos de partida foram recuperados.Pode-se
entdo concluir que os derivados imidazolidinicos sintetizados neste estudo, apesar de apresentarem
pontos de possivel ocorrencia da ligacdo de Michael, ndo produzem seus efeitos esquistossomicidas

e/ou téxicologicos reagindo com nucleofilos através deste mecanismo.
As principais perspectivas decorrentes deste trabalhos seriam:

1) A avaliagdo da importancia da reatividade quimica da dupla ligacdo para a atividade e toxicidade
dos derivados através da reducdo da mesma pela reacdo de hidrogenacéo catalitica. Tanto o derivado
LPSF/PTS-14 quanto o LPSF/PTS-18 serdo submetidos a estas reagbes e suas atividades

esquistossomicidas e toxicidades serdo avaliadas.

2) Um modelo de farmacéforo mais confiavel, através da identificacdo de novos compostos ativos

obtidos pela modificagdo molecular nas sete posi¢des susceptiveis do LPSF/PTS-14.

3) Os receptores de acetilconlina SmAACSs, possiveis alvos biologicos dos compostos
imidazolidinicos, devem ser avaliados para o entendimento de um possivel mecanismo de acdo. Caso
possivel, em seguida, a realizacdo de um modelos de docking, desde que a proteina seja cristalizada.
Através destas informacdes sera possivel o desenvolvimento de moléculas mais ativas através da

sintese dirigida ao alvo
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3.6.1 Introduction

Les maladies parasitaires ont des caractéristiques communes en relation avec le contexte dans lequel
elles se produisent comme des conditions d'hygiéne précaire ou inexistante, le manque d'installations
sanitaires de base, le sous développement des pays, ou encore en raison de la présence de vecteurs qui
contribuent directement a la transmission, comme par exemple, la schistosomiase et la leishmaniose.
Les méthodes de traitement et de diagnostic de ces maladies sont vieilles et inappropriées et
nécessitent des investissements dans la recherche et le développement pour devenir plus simple et

efficace.’®

Aussi appelé maladies négligées ou de pauvreté, ces maladies parasitaires sont d'importants problémes
de santé publique dans de nombreux pays sous-développés et en développement. En affectant plus de
deux milliards de personnes dans le monde, elles sont des causes importantes de morbidité et de
mortalité.'® Elles sont appelées ainsi du fait du manque d'attention accordée par l'industrie
pharmaceutique pour leur traitement. A I'heure actuelle, I'Organisation Mondiale de la Santé classe 17
affections comme maladies négligées, entre autres la maladie de Chagas, la schistosomiase, la

leishmaniose, le paludisme et la tuberculose.'’

Ces maladies présentent des zones d'endémie aux Breésil et ont une taux important de mortalité et de
morbidité dans le pays. La schistosomiase (EM CID 10 B 659), causée par le trématode Schistosoma
mansoni, a l'origine appelée bilharziose, occupe le deuxieme rang em importance des maladies de
santé publigue, aprés la malaria. Les études récentes de I'OMS ont montré une incidence d'environ 243
millions de personnes infectées par S. mansoni. La schistosomiase est associée a vingt mille déces par
an causés par les conséquences graves de l'infection, y compris la fibrose hépatique et I'hypertension

portale chez les malades.?

Les deux principaux médicaments utilisés dans le traitement de la schistosomiase sont I'Oxaminiquina
(OXA) (Mansil® - Pfizer S.A.) et le Praziquantel (PZQ) (Farmanguinhos - Oswaldo Cruz Foundation
/ FIOCRUZ).2*®

Le PZQ est utilisé pour traiter toutes les schistosomiases humaines, car il peut éliminer les vers
adultes, au cours de la phase chronique de I'infection,™® 'OXA est l'autre médicament disponible, mais

son utilisation est limitée et n'est pas efficace contre toutes les formes du parasite.*®

A I'heure actuelle, le PZQ a été le médicament de choix pour le traitement médicamenteux au Brésil et
au monde, mais son utilisation extensive conduit inévitablement a baisse du taux de guérison, par
I'apparition d'isolats de S. mansoni réfractaires. Des effets secondaires importants sont par ailleurs
causés par ce médicament.?* Par conséquent, la recherche de nouveaux médicaments schistosomicides
plus efficaces est devenu nécessaire. Dans ce contexte, la recherche d'autres composés de synthése
constitue une alternative viable, qui pourrait servir de modéle pour la conception de nouveaux

médicaments.
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Les politiques d'incitation a la recherche de nouveaux médicaments ont été stimulées par le
Programme Spécial de Recherche et Formation sur les Maladies Tropicales (Special Programme for
Research and Training in Tropical Diseases) (TDR) de I'OMS et DNDi (Drugs for Neglected
Diseases).? L'utilisation de nouveaux médicaments dans la pharmacothérapie est nécessaire pour le
traitement de maladies déja existantes ou nouvellement identifiées, ou méme pour la mise en ceuvre de

traitements plus sdrs et plus efficaces.?

Les composés dérivés de l'imidazolidine représentent un groupe de substances hétérocycliques
pentagonales possédant diverses activités biologiques.?® Des études avec des dérivés
imidazolidiniques ont montré des activités leishmanicide,® antifongique, antimicrobienne et

trypanocide.®

Dans la pratique médicale, les imidazolidines avaient comme seul représentant un médicament
d'action prouvée contre les vers adultes de S. mansoni, le niridazole.?* L'activité schistosomicide in
vitro contre les vers adultes de S. mansoni des dérivés imidazolidiniques a été rapportée dans certaines

études publiées par notre groupe, "*+25:71.209

Considerant la nécessité de rechercher de nouveaux composés schistosomicide pour le traitement de la
schistosomiase et les résultats de l'activité in vitro du noyau imidazolidinique sur le S. mansoni, nous
avons entrepris la synthese de nouveaux dérivés imidazolidiniques 3,5-disubstitués soufrés en position
4 pour l'utilisation dans le traitement de la schistosomiase. Nous avons aussi cherché a établir un
modeéle possible de pharmacophore, et a utiliser un modéle chimiométrique pour la prédiction de
l'activité.

Ce travail devrait contribuer au processus de prise de conscience de la communauté scientifique sur

I'importance des imidazolidines comme alternatives contre S. mansoni.

3.6.2. Objectifs

Tout d'abord, le choix des imidazolidines par rapport aux thiazolidines résulte de I'observation selon
laguelle, parmi les composés décrits dans la littérature, seuls ceux portant le noyau imidazolidinique

avaient une activité schistosomicide significative.

La structure de nouveaux composés dérivent de celle du LPSF/PT 31, coonu comme agoniste des
récepteurs ooa adrenergiques. Le choix de ce squelette vient de la proposition selon laquelle les
dérives imidazolidiniques ont pour cible un récepteur de l'acétylcholine. Cette hypothese a été

soulevée dans un article récent publié dans notre groupe par Oliveira et coll. en 2015.

Le groupe thionyle en position C-4 du cycle imidazolidinique a été choisi en raison des nombreuses
preuves de l'action schistosomicide déja publiés par notre équipe. Enfin, les modifications apportées

dans le groupe méthyléne sont liés & une tentative de pharmacomodulation de ces dérivés, afin de
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moduler de nombreuses propriétés d'intérét, telles que la solubilité, la cytotoxicité et l'activité
schistosomicide, entre autres.

Isosterismo
Substituicdo do oxigénio do composto prototipo por um
enxofre através da reacdo de tionagdo. Esta substituicdo
¢ estimulada pela boa atividade esquistossomicidade de
certtos compostos ja sintetizados pelo grupo, portando o
mesmo substituinte na mesma posicéo.

i

Ponto de Farmacomodulacéo E leto Molecul
Insergao grupos aromaticos substituidos g Derivaéglé%ecgmpgs?g%g;otipo
por radicais com diferentes efeitos eletronicos .
e em posigdes variadas. Deseja-se descobrir os <:] R :> LPSF/ Pi-;?dla%(ﬁ&%gfgvﬁgi'gr?;)‘benz"

melhores substituintes para uma modulagéo
positiva da atividade dos derivados

(1-26)

Fig. (1) Modifications structurelles réalisées pour I'obtention de la série LPSF/PTS

3.6.2.1 Objectifs Généraux

Il est prévu la synthése et le caractérisation structurale de nouvelles molécules imidazolidiniques et
indoliques-imidazolidiniques, avec différents substituants aromatiques en position C-5 des anneaux

imidazolidinicos ainsi que I'évaluation schistosomicide in vitro et in vivo des dérivés.

S Cl S Cl
_ N/\/© R, _ N/\/©
7/ HN/&O E { HN/§o F
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(25-26)

Fig. (2): Structure Générale des dérivés benzylidéniques-imidazolidiniques, et Indoliques-imidazolidiniques

3.6.2.2 Objectifs spécifiques

e Synthétiser une série de dérivés de 5-arylidéne-3- (2-chloro, 6-fluoro)-benzyl-imidazolidin-2-
thioxo-4-one a partir de réactions d'addition de type N-alkylation, thionation et addition de

Michael entre les cycles pentagonaux et les benzaldéhydes substitués;

o Déterminer les propriétés physico-chimiques et caractérisation structurale des composés
synthétisés a l'aide des méthodes spectrométriques conventionnelles (RMN *H, RMN 3C et

IR), la spectrométrie de masse et analyse élémentaire;

e Analyse de la dissimilarité des dérivés de la série 5-arylidene-3-(2-chloro, 6-fluoro)-benzyl-2-

imidazolidin-thioxo-4-one (PT), par I'analyse em composants principaux (PCA);

o Evaluer la sensibilité in vitro des vers adultes de S. mansoni (CEPA LE) en présence des

dérives imidazolidiniques de la série LPSF / PTS sélectionnés par PCA,;
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o Vérifier la sensibilité in vivo des vers adultes de S. mansoni (CEPA LE) en présence des
dérivés imidazolidiniques de la série LPSF / PTS sélectionnés suite a I'étude in vitro;

e Evaluer la cytotoxicité des composés de la série LPSF /PTS;

o Effectuer des analyses ultrastructurales du tégument des vers adultes de S. mansoni traités
avec le dérivé LPSF / PTS;

e Valider l'analyse prédictive du modéle chimiométrique des nouveaux dérivés 4-thioxo-

imidazolidin-2-one 3,5-disubstitués;

e Réaliser des modifications structurales sur le meilleur dérivé trouvé dans I'étude pour mieux

comprendre la relation entre la structure chimique et l'activité biologique;

o Déterminer des modéles de pharmacophores par le programme FLAP sur le composé le plus

actif trouvé dans I'étude;
o Evaluer la réactivité des dérivés vis a vis de la réaction d'Addition de Michael;

e Proposer une cible biologique pour les composés synthétisés

3.6.3 Resultats et Discussion

3.6.3.1 Synthése des Dérivés Imidazolidiniques

Les dérivés imidazolidiniques et thiazolidiniques ont été obtenus a partir d'une voie convergente déja
optimisée dans le Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos en utilisant des réactions de N-

alkylation, condensation de Knoevenagel, et addition de Michael (schéma 4).

Q H Cl
N o F}‘}
@7 (28)
a
Q N PN //,,i\ b }N/\fjl\ j)\
HNN F l J HN/KO - VH R

(29) (30) (31)

(1-26)

Sch. (1) Schéma de synthese des dérivés imidazolidiniques 3,5-disubstitués (1-26)

Dans le tableau ci-dessous reprend les données physicochimiques des dérivés imidazolidiniques

obtenus.



Tab (1) Dados fisico-quimicos dos derivados imidazolidinicos obtidos
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Derivados R Rendimento Rf Faixa de Fuséo Massa Molar
3=
O\ 36%
PTS-1 D 0.42 (n-Hex/Act, 6:4) 268°C 415.92
w2
\©\ 20,5%
PTS-2 '\O 0,56 (n-Hex/Act, 1:1) 260°C 429.94
49%
PTS-3 N/\ 0.48 (n-Hex/Act, 7:3) 232°C 431.92
Lo
CL
PTS-4 O@ 33,3% 0,6 (n-Hex/Act, 7:3) 264°C 452.93
¥
PTS-40 O\ 76.9% 0.59 (n-Hex/Act, 1:1) 197°C 350.77
F
;f
PTS-6 | 59.3% 0.57 (n-Hex/Act, 7.5:0.5) 224°C 423.90
N
3
PTS-7 P 48% 0,4% (n-Hex/Act, 7:3) 216°C 376.84
O
¥
PTS-8 \©\ 70,5% 0,57 (n-Hex/Act, 7:3) 230°C 360.84
¥
PTS-9 25,9% 0,48 (n-Hex/Act, 7:3) 215°C 346.81
o
PTS-10 _ 27,3% 0,55 (n-Hex/Act, 6:4) 269°C 389.88
N
\
O/
PTS-11 ;g@\ 66,2% 0,4 (n-Hex/Act, 6:4) 210°C 406.86
O/
4
3
PTS-12 o 69,2% 0,44 (n-Hex/Act,7:3) 236°C 436.89
/O ‘
PTS-13 ﬁ@\/ 76.3% 0.52 (n-Hex/Act, 1:1) 197°C 374.86
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PTS-14 26.1% 0.52 (n-Hex/Act, 1:1) 269°C 385.85
;rr; Br
PTS-15 \©/ 45,6% 0,47 (n-Hex/Act, 7,5:25) | 158°C 425.70
PTS-16 * \©\ 40,5% 0.43 (n-Hex/Act, 1:1) 210°C 425.70
Br
L
o]
PTS-17 //s//\ 33,3% 0,56 (n-Hex/Act, 1:1) 2120C 424.89
o
*
PTS-18 55,1% 0.4 (n-Hex/Act, 8:2) 211°C 392.81
NO
¥
PTS-19 65,4% 0,4 (n-Hex/Act, 7,5:2,5) 200°C 392.81
NO,
A
PTS-20 O/ 31% 0,56 (n-Hex/Act, 7:3) 161°C 376.84
2
PTS-21 71,7% 0,53 (n-Hex/Act, 7:3) 217°C 390.86
o ™
O/
¥
PTS-22 56.5% 0.43 (n-Hex/Act, 7:3) 184°C 455.73
Br
O/
PTS-23 ‘i\@\ 46,1% 0,4 (n-Hex/Act, 6:4) 152°C 436.89
7 o
rj Br
PTS-25 N 42.7% 0.6 (n-Hex/Act, 1:1) 207°C 464.73

I.

3.6.3.2 Etude Chimiométrique

L'analyse des données multivariées devient de fagon croissante, un domaine important de la chimie et

des autres sciences. Cela donne a penser que la tendance actuelle de la pensée scientifique implique un

raisonnement multivariée, principalement en raison du développement technologique réalisé au cours

du siecle dernier. La PCA est probablement la méthode chimiométrique la plus répandue, et en raison

de l'importance des mesures multivariées en chimie, elle est considérée par beaucoup comme une

méthode de choix dans la recherche de médicaments.

134
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La premiére étape dans les études de corrélation implique la sélection d'un ensemble pertinent de
paramétres ou propriétés moléculaires pour obtenir la meilleure corrélation possible. Les variables
choisies pour une étude préliminaire de I'PCA devraient couvrir principalement des données
électroniques, de lipophilie et volume, faciles a mesurer. Les paramétres retenus pour I'évaluation de la
PCA dans cette étude étaient les suivants: (1) le déplacement du proton N-H du cycle
imidazolidinique, On-v; (2) le déplacement du proton du carbone méthylénique, d-cH; (3) le
déplacement du carbone carbonyle, 8c-0; (4) le déplacement du carbone thionyle, dc=s; (5) Log P
théorique des 24 dérivés calculées en utilisant la plate-forme EPA, (Environmental Protection Agency,

http://www.epa.gov/opptintr/exposure/index.htm); (6) le volume moléculaire calculé par le

programme MarvinSketch; (7) Aire de Surface Polaire calculée par le programme MarvinSketch.

La PCA de ces données peut étre représentée par une matrice X composée de p = 7 variables
(déplacements chimiques, volume moléculaire, I'aire de superficie polaire et LogP) et n = 24 objets
(les composés synthétisés). Les analyses statistiques ont été effectuées en utilisant le pack FactoMineR

dédié aux analyses multivariées, disponible dans le logiciel R. ***

La PCA montre que 64.7 % des informations contenues dans le tableau 5 peuvent étre représentés en
deux composantes principales (PC). Dans la figure 28 présente le graphique des scores de PC1 (40.73
% de la variance) versus PC2 (17.2 % de variance). PC1 est principalement définie par le volume
moléculaire, et l'aire de superficie polaire pour des valeurs positives, et dn.n pour des valeurs
négatives. La PC2 est principalement définie par le déplacement dc=o et n-n, pour les valeurs positives
et déplacement dc-s pour des valeurs négatives (informations obtenues par les "loadings", i.e., les

coefficients dans les équations qui définissent le PC's, représentés dans la figure 3).

Grace a l'analyse en PCA, 11 composés, considérés comme les plus (dis)similaires aux paramétres
choisis pour l'étude, ont été sélectionnés. Ceux sont LPSF/PTS-2, LPSF/PTS-3, LPSF/PTS-4,
LPSF/PTS-6, LPSF/PTS-10, LPSF/PTS-14, LPSF/PTS-18, LPSF/PTS-19, LPSF/PTS-21, LPSF/PTS-
23 et LPSF/PTS-25.


http://www.epa.gov/opptintr/exposure/index.htm
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PC1=-0.413 6N-H -0.24 6=CH +0.025 5(;:5 -04 5c=o+ 0.511 Vol. Mol. + 0.503 ASP + 0.311 LOgP
PC2 =0.405 8. - 0.085 8-cp - 0.818 8c=s+ 0.19 5c-0 + 0.178 Vol. Mol. + 0.134 ASP + 0.27 LogP

Fig. (3) Graphique PC1 x PC2.

3.6.3.3 Evaluation de I’Activité Schistosomicide

Dans la recherche de nouvelles molécules a activité biologique contre S. Mansoni, la réalisation
d'essais biologiques in vitro est indispensable, car cette étape est essentielle pour trouver une substance
leader qui pourra étre utilisée plus tard dans des essais in vivo, ce qui réduit les colts de ce processus.
Pour cette raison, lorsque des substances sont testées empiriqguement sans qu'il n'y ait aucune
connaissance préalable de leur effet potentiel, le test in vitro fournit un parametre initial de sorte qu'il
peut ensuite servir de base a une approche rationnelle. Grace a cette sélection initiale, plusieurs
138

caracteristiques structurales peuvent étre déterminés, afin d'évaluer leur importance sur l'activité.

Les dérivés thioxo-imidazolidiniques sont bien connus pour leur efficacité in vitro®81172140 gt jn
vivo."® Nous avons observé la mort des vers adultes de S. mansoni aprés l'addition des composés
LPSF/PTS-2, LPSF/PTS-4, LPSF/PTS-6, LPSF/PTS-10, LPSF/PTS-14, LPSF/PTS-18, LPSF/PTS-19,

LPSF/PTS-21, LPSF/PT-S23 e LPSF/PTS-25, apres 120 heures. (Table 2).
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Tab (2) Relation entre les dérivés tioxo-imidazolidiniques et la réponse biologique sur les vers adultes de
Schistosoma mansoni. En bleu les dérivés les plus actifs et em rouge les moins actifs.

Derivado

Resposta Biol6gica

PTS-2

Citotoxicidade: > 100 pM
Oviposigdo: Inibido
Acasalamento: vermes separados
Motilidade: Alterado

Mortalidade: > 80 uM

PTS-4

Citotoxicidade: > 100 uM
Oviposicdo: Inibido
Acasalamento: vermes separados

Motilidade: Alterado

Mortalidade: > 80 uM

PTS-10

.,

Citotoxicidade: > 100 uM
Oviposicdo: Inibido
Acasalamento: vermes separados
Motilidade: Alterado

Mortalidade: 20 pM

PTS-14

I~ZE\§}¢

Citotoxicidade: > 5 pg/mL
Oviposicdo: Inibido
Acasalamento: vermes separados
Motilidade: Alterado

Mortalidade: 5 pg/mL
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Citotoxicidade: 25 pg/mL

R Oviposigao: N&o inibido

PTS-21 # \@\ Acasalamento. .
N casalamento: vermes unidos

Motilidade: N&o alterada

Mortalidade: -

Citotoxicidade: > 100 uM

o~ Qviposicdo: Inibido

PTS-23 3"‘/\@\ Acasalamento: vermes separados
0 o~ Motilidade: Alterado

Mortalidade: > 5 pM

Citotoxicidade: > 5 pg/mL

e Oviposicdo: Inibido
Br
PTS-25 Q/D/ Acasalamento: vermes separados
N
H Motilidade: Alterado

Mortalidade: 40 pg/mL

Les dérivés thioxo-imidazolidiniques LPSF/PTS-2, LPSF/PTS-4, LPSF/PTS-10, LPSF/PTS-14,
LPSF/PTS-21 e LPSF/PTS-23 e LPSF/PTS-25 n'ont pas été cytotoxiques dans les concentrations
évaluées. Les dérives LPSF/PTS-2, LPSF/PTS-4, LPSF/PTS-10 e LPSF/PTS-23 ont été actifs dans les

tests in vitro sur les vers adultes de S. Mansoni.

Les dérivés LPSF/PTS6, LPSF/PTS18, LPSF/PTS19 et LPSF/PTS-21, bien qu'ils n'ont pas causé la
mortalité, ont été en mesure de provoguer un changement de la motilité, I'inhibition de la ponte et de

I'accouplement des vers.

En ce qui concerne les modifications tégumentaires, il a été possible d'observer des altérations comme
la destruction des tubercules avec une perte des épines et la formation de vésicules dans les vers males,
et I'érosion des téguments chez les vers femelles dans les vers adultes de S. mansoni aprés incubation
avec LPSF/PTS23.

Cependant, le meilleur dérivé synthétisé dans ce travail a été le composé indole-imidazolidinique
LPSF / PTS-14. Le taux élevé de mortalité a de faibles concentrations, couplé a une faible
cytotoxicité, ainsi que les changements dans I'accouplement et la ponte, placent LPSF/PTS-14 comme

un agent schistosomicide prometteur.

Avec les résultats de I'activité biologique il a été possible d'observer une correlation entre la dispertion
des composés et les valeurs de cytotoxicité. Neamoins aucune relation concernant I'activité

schistosomicide n'est observable dans le graphique de PCA
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Individuals factor map (PCA)
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0
+
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PC1=-0.413 6N-H -0.24 6=CH +0.025 5(;:5 -04 5c=o+ 0.511 Vol. Mol. + 0.503 ASP + 0.311 LOgP
PC2 = 0.405 8. - 0.085 8-cp - 0.818 8c=s+ 0.19 5c-0 + 0.178 Vol. Mol. + 0.134 ASP + 0.27 LogP

Fig. (4): Graphique des scores de PC1 et PC2 et corrélation avec la cytotixicité des dérivés

3.6.3.4 Evaluation des Propriétés Predictives du Modele PCA

Afin d'évaluer les propriétés prédictives du modéle PCA obtenu pour les 4-thioxo-imidazolidine-2-
ones pour la cytotoxicité, deux nouveaux derivés ont été synthétisés, LPSF/PTS-5 et LPSF/PTS-24.
Contrairement a nos attentes, les dérivés ne se comportaient pas en accord avec la prévision du
modeéle. LPSF / PTS-5 comme LPSF / PTS-24 ont montré des valeurs contraires aux prévisions. Il a
été conclu que le modele chimiométrique obtenu par la PCA n'a pas suffisamment de complexité pour
prévoir la cytotoxicité des composés synthétises compte tenu que les variables utilisées dans le modele

ont possiblement une faible importance dans le phénoméne étudié.

Individuals factor map (PCA)

Baixa - M

Citoxocicidade Alta
| Citoxocicidade

s © = 1

o
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Dirny 1 {37 B1%)

Fig. (5) Graphique PC1xPC2 des 26 dérivés imidazolidiniques jointes aux activités obtenues
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3.6.3.5 Identification du Pharmacophore

Afin d'obtenir des informations plus précises pour la synthése de nouveaux analogues et le
développement de modeéles prédictifs plus sdrs, nous avons utilisé le logiciel FLAP pour proposer
deux modeéles de pharmacophores. Le premier modele est basé sur les deux meilleurs dérivés
synthétisés et identifiés dans I'étape de l'activité biologique, LPSF/PTS-14 et LPSF/PTS-23, et sur les
dérivés imidazolidiniques les plus actifs synthétisés par notre groupe sur une période de 20 ans. Nous
peuvens mettre en évidence a travers les analyses I'existence de zones donneur et accepteur de liaisons
hydrogene, ainsi que les interactions hydrophobes. Cependant, étant donné que les molécules
présentent une grande similitude structurale ces résultats ne sont pas entierement concluants pour la
détermination du pharmacophore. Pour le développement d'un modele de pharmacophore plus fiable,

il est nécessaire d'identifier des composés actifs avec une diversité moléculaire plus élevée.

s s a Qﬁo o,
¥ - N“/@ > oct;
Nepa Nyl ueeiePaths.
H
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OCH;
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LPSF/PTS-14 LPSF/PTS-23
s
[0}
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Fig. (6) Structures utilisés pour la construction du modéle de pharmacophore ainsi que le modéle obtenu. Les
points bleus représentent les zones donneuses de liaison d'hydrogéne; en rouge: les zones acceptrices de liaison
d'hydrogéne; et en jaune: les zones hydrophobes.

Le deuxieme modele a été réalisé en utilisant le dérivé LPSF / PTS-14 et les molécules de référence
utilisées dans le traitement de la schistosomiase. Nous avons obtenu un modéle sans point de similarité
entre les molécules Cette observation est due au fait que, bien que toutes les molécules présentent une
bonne action schistosomicide, elles n'ont pas nécessairement le méme mode d'action sur le parasite. Il
est nécessaire d'élucider le mode d'action du dérivé PTS-14 pour la proposition d'un modele de

pharmacophore.
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Fig. (7) Les composés schistosomicide utilisés dans I'étude, et le modele obtenu.

3.6.3.6 Hitto Lead — Modifications structurales sur le LPSF / PTS-14

Afin daugmenter I'espace chimique des dérivés indole-imidazolidiniques, et contribuer a une
meilleure compréhension du pharmacophore, nous avons réalisé la synthese de 10 nouveaux analogues
indole- imidazolidiniques et indole-thiazolidiniques du dérivé LPSF/PTS-14. En résumé, a travers
quatre grandes modifications du dérivé LPSF/PTS-14 nous avons montré que: 1) Le changement de
I'nétéroatome de I'hétérocycle central par un soufre, ou en dautres termes la substitution de
I'imidazolidine par une thiazolidine, ne semble pas augmenter l'activité. Eventuellement l'azote est
impligué dans la formation des liaisons hydrogéne; 2) le groupement thionyle semble jouer un réle
important dans la structure, étant donné que les divers dérivés actifs précedemment synthétisés dans le
laboratoire le portent également; 3) l'insertion de groupes atracteurs d'électrons de la position Cs de
I'indole n'apporte aucun gain d'activité; 4) la présence des halogénes Cl et F sur le groupe benzyle en
position N-3 du cycle joue un réle essentiel sur l'activité, étant donné que le simple échange du fluor

par un chlore réduit l'activité des produits dérivés.

Bo

LPSF/PTS-14

Fig. (8) Principaux points possibles d'analyse de relation entre la structure chimique et I'activité biologique.



114

3.6.3.7 Addition de Michael; Une Proposition de Mécanisme d'Action et/ou de Toxicité

La réaction de Michael dans un milieu biologique peut étre responsable de la toxicité des dérivés pour
les organismes vivants, comme dans le cas des hydrocarbures halogénés;****** ou de la bioactivation
de la molécule, comme dans le cas des dérivés de thiopurine; '* ou encore de I'effet principal de la

molécule, comme le cas de oxamniquine.*°

L'hypothése ici abordée est basée sur la structure chimique du dérivée LPSF/PTS-14, qui, ainsi que
I'oxamniquine, comporte une partie contenant des carbones o, B insaturés (schéma 2, en rouge),
pouvant alors réagir comme accepteurs de Michael avec des sites nucléophiles de I'ADN de
Schistosoma entrainant la mort du parasite. Cependant, il peut également étre responsable des effets

cytotoxiques trouvés dans certains produits.

Nous avons évalué la possibilité d'occurence de la réaction de Michael en tant que mécanisme d'action
ou de toxicité possible du dérivé. A cet effet, deux dérivés ont été choisis: LPSF/PTS-14, en raison de
sa haute activité et une faible cytotoxicité et LPSF/PTS-18, en raison de sa haute cytotoxicité et
activité basse. Bien que réalisées par des procédés classiques, a differentes temperatures, et en mileux
physiologiques, aucun essai n'a conduit a la formation de produits de Michael, et seuls les produits de
départ ont été récupéres. Nous pouvons conclure que les dérivés imidazolidiniques synthétises dans
cette étude, bien que présentant des sites de type accepteur de Michael, ne produisent pas leurs effets

schistosomicides et / ou toxicologiques en réaction avec un nucléophile par ce mécanisme.

Cl Cl
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DNA N
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Sch. (2) Mécanisme d'action proposé pour le dérivé LPSF/PTS14 en accord avec la similarité chimique avec

I'Oxamniquinne.
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3.6.4 Conclusions et Perspectives
Les principales perspectives découlant de ces travaux sont:

Le dérivé indole-imidazolidinique, LPSF/PTS-14, a donné des résultats supérieurs au PZQ, la mort de
100% des vers sous 24 heures a une concentration de 5 ug/mL et une toxicité inférieure a 5 pg/mL par
rapport aux splénocytes BALB/c des souris. Ces résultats ont conduit au développement d'un modéle
de pharmacophore avec le logiciel FLAP, ainsi que I'évaluation du mode daction via réaction

d'addition de Michael, et a la tentative de développement d'un modéle de prédiction de la cytotoxicité.

1) L'évaluation de l'importance de la réactivité chimique de la double liaison pour l'activité et la
toxicite des dérives LPSF/PTS-14 et LPSF/PTS-18.

Estrutura rigida, sem livre
[ rotagdo Livre Rotagdo
S S

@ e=-Nndo@e=

R
H H

Aceptor de Michael Sem aceptor de Michael
LPSF/PTS-14 e PTS-18 (77-78)

Esq. (3) Réaction de réduction de la double liaison du dérivé et possible produit formé

2) Création d'un modele de pharmacophore plus fiable grace a la synthése et étude de nouveaux

composes obtenus par modification moléculaire dans les sept positions sensibles du LPSF / PTS-14.

3) Comme les composés agonistes cholinergiques utilisés par MacDonald et al. en 2014 pour activer
les récepteurs SmACCs, le dérivé LPSF / PTS-14 a conduit les parasites a la mort par la paralysie
flasque. Un tel indice peut signifier que son mode d'action implique l'interaction avec les récepteurs
SmACCs. Malheureusement les récepteurs SmMACCs n'ont pas encore été cristallisés, ce qui empéche a
ce jour la réalisation d'un modéle de docking, et la construction d'un modéle d'homodimérisation n'a
pas pu étre réalisé en temps utile. Il serait nécessaire de tester les composés imidazolidiniques, en
particulier LPSF / PTS-14, sur les récepteurs SmACCS.
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PARTE EXPERIMENTAL

PARTE |
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3.7.1 Materials and Methods

The reactions were monitored using analytical thin layer chromatography on a 0.25-mm silicagel plate
(60F254, Merck, Germany) and viewed under UV light (254nm). The infra red spectra were registered
on KBr pellets using aBruker IFS-66 IR (Bruker, USA) spectrophotometer. Nuclear magnetic
resonance *H NMR and *C NMR spectra were registeredon a VMMRS 300/75 MHz VARIAN
(Varian,USA) spectrophotometer using tetramethylsilane (TMS) as the internal standard and DMSO-
ds as the solvent. Chemical shifts (5, ppm) were assigned according to the internal standard signal of
TMS in DMSO-ds (5, ppm). Coupling constants (J) are reported in Hz. *H NMR spectraare reported in
the following order: chemical shift, multiplicity, number and type of proton and coupling constant(s).
Mass spectra with MALDITOF Autoflex 111 (Bruker Daltonics, Billerica, MA,USA). Laser Nd:YAG,
355 nm. Freq. laser: 100Hz. Derivatives 5a-h and 7a-d were isolated assingle isomers. X-ray
crystallographic studiesand 13C NMR demonstrated a preference for theZ configuration in 5-
benzylidene-thiazolidinones[31-35]. The presence of the arylidene protonpeak in 1H NMR for the
synthesized derivativesconfirmed the completion of the nucleophilicaddition reaction. The compound

was alsoconfirmed by MS data in negative mode.
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3.7.2  Synthesis Protocols
3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-imidazolidin-2,4-dione (LPSF/PT-31)

Procedure: N-alquilation
OTN; + uA/é NaOH ?\\N/\/él
R oo o

Synthesis: An equimolar mixture of imidazolidine-2,4-dione and 2-chloro-6-fluoro-benzyl chloride
was dissolved in ethanol in the presence of a sufficient amount of sodium hydroxide needed in the
formation of the sodium salt of imidazolidine-2,4-dione. The reaction mixture is heated and the
formation of di-ortho substituted benzyl-imidazolidinedion is accompanied by thin layer
chromatography. At the end of the reaction the product formed is filtered and purified by
crystallizations or column chromatography on silica in n-hexane : ethyl acetate 8:2 system. The LPSF-
PT-31 presented a yield of 36%.

3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-imidazolidin-4-thioxo-2-one (LPSF/PTS-31)

Procedure: Tionation with Lawesson reactif

s cl
o Tk
Synthesis: Equimolar amounts of PT-31 and Lawesson's reagent were placed in a volumetric flask
using anhydrous 1,4-dioxane as the solvent. The reaction mixture was heated at 60 ° C for 18h under
argon atmosphere. The solution was taken to the rotary evaporator to decrease the amount of solvent,
being left 24 hours in the refrigerator. Upon removal from the refrigerator, the product was washed in
n-hexane and filtered. The filtrate was recrystallized from ethanol and allowed to precipitate. The

precipitate was filtered, thereby obtaining intermediate PTS-31, which was used without any more

purification.
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Procedure: Knoevenagel condensation

S 0 S
N ~ Morfoline N -
QI+ iy e )
NNy R, (] TEon N R
H R, reflux H

Synthesis: Equimolar amounts of 3- (2-chloro-6-fluoro-benzyl) -4-thioxoimidazolidin-2-one (PTS-31)
and substituted aldehydes dissolved in ethanol in the presence of 350 pL. morpholine as catalyst were
heated Under reflux for 4 hours. After cooling, the arylidene-3-(2-chloro-6-fluoro-benzyl)-4-

thioxoimidazolidin-2-one derivatives were purified by successive washes with absolute ethyl alcohol.

3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-(4-pyrrolydinyl-benzylidene)-imidazolidin-4-thioxo-2-one
(LPSF/PTS-1) al

Qs
— /’lz
5
HN]. oF

O

M.M. 415.92 g/mol; Yield = 36 %; IR (KBr, cm™): 1524.81, 1589.07, 1723.92, 3500; RMN 'H (DMSO-
ds, 300 MHz) & 10.991 (s, 1H), 7.581 (d, 2H, J = 8.69 Hz), 7.294-7.404 (m, 2H), 7.152-7.208 (m,
1H), 6.961 (s, 1H), 6.579.(d, 2H, J = 8.99 Hz), 5.157 (s, 2H), 3.355-3.546 (M, 8H)

3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-(4-piperydinyl-benzylidene)-imidazolidin-4-thioxo-2-one
(LPSF/PTS-2)

o, of
piae
HNl oF
C
M.M. 429.94 g/mol; Yield = 20.5 %; IR (KBr, cm™): 1593.43, 1729.45, 2922.02; RMN 'H (DMSO-ds,

300 MHz) & 11.044 (s, 1H), 7.582 (d, 2H, J = 8.69 Hz), 7.295-7.391 (m, 2H), 7.155-7.201 (m, 1H),
6.927 (s, 1H), 6.58 (d, 2H, J = 8.69 Hz), 5.155 (s, 2H), 1.578 -1.604 (m, 10H)
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3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-(4-morpholinyl-benzylidene)-imidazolidin-4-thioxo-2-one
(LPSF/PTS-3)

M.M. 431.92 g/mol; Yield = 49 %; IR (KBr, cm™): 1714.3, 3244.3; RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz)
5 10.268 (s, 1H), 7.380 (d, 2H, J = 9.19 Hz), 7.298-7.397 (m, 2H), 7.153-7.215 (m, 1H), 6.930 (s, 1H),
6.917 (d, 2H, J = 8.79 Hz), 5.246 (s, 2H), 1.261-1.547 (m, 4H)

3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-(4-benzyloxy-benzylidene)-imidazolidin-4-thioxo-2-one

(LPSF/PTS-4) o ol
gime
Q H OF
O

M.M. 452.93 g/mol; Yield = 33.3 %; IR (KBr, cm™): 1511.31, 1595.86, 1736.29, 3215. RMN *H
(DMSO-ds, 300 MHz) & 11.205 (s, 1H), 7.674 (d, 2H, J = 8.69 Hz), 7.403-7.482 (m, 5H), 7.296-7.395
(m, 2H), 7.155-7.221 (m, 1H), 7.073 (d, 2H, J = 8.69 Hz), 6.950 (s, 1H), 5.175 (s, 2H), 5.165 (s, 2H)

3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-(4-fluoro-benzylidene)-imidazolidin-4-thioxo-2-one  (LPSF/PTS-

40)
o, cl
e
5HNl/§0F

F

M.M. 350.77 g/mol; Yield = 76.9 %; RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz) § 11.035 (s, 1H), 7.760 (d, 2H,
J = 8.69 Hz), 7.742 (d, 2H, J = 8.69 Hz), 7.292-7.409 (m, 2H), 7.155-7.231 (m, 1H), 6.938 (s, 1H),
5.169 (s, 2H)
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3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-(4-piperidin-3-yl-benzylidene)-imidazolidin-4-thioxo-2-one

(LPSF/PTS-6)
Cl

M.M. 423.9 g/mol; Yield = 59.3 %; IR (KBr, cm™): 1764.93, 3054.27; RMN 'H (DMSO-ds, 300
MHz) & 11.341 (s, 1H), 8.970 (s, 1H); 8.591 (d, 1H, J= 3.89 Hz), 8.153 (d, 1H, J = 8.09 Hz), 7.822 (s,
4H), 7.484-7.527 (m, 1H), 7.313-7.413 (m, 2H), 7.173-7.220 (m, 1H), 7.013 *s, 1H), 5.184 (s, 2H)

3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-(4-methoxy-benzylidene)-imidazolidin-4-thioxo-2-one (LPSF/PTS-

7)
o, Cl
pie
* N
H OF

—0
M.M. 376.84 g/mol; Yield = 48 %; IR (KBr, cm™): 1511.24, 1597.92, 1728.09, 3212.60. RMN *H

(DMSO-ds, 300 MHz) & 11.196 (s, 1H), 7.669 (d, 2H, J = 8.79 Hz), 7.300-7.398 (m, 2H), 7.163-7.209
(m, 1H), 6.994 (d, 2H, J = 8.39 Hz), 6.949 (s, 1H), 5.163 (s, 2H), 3.809 (s, 3H)

3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-(4-methyl-benzylidene)-imidazolidin-4-thioxo-2-one (LPSF/PTS-8)

o, Cl
Lae
5

HNI OF

M.M. 360.84 g/mol; Yield = 70.5 %; IR (KBr, cm™): 1601.24, 1737.18, 3227.42; RMN *H (DMSO-d,
300 MHz) & 11.238 (s, 1H), 7.583 (d, 2H, J = 7.99 Hz), 7.305-7.403 (m, 2H), 7.250 (d, 2H, J = 8.39
Hz), 7.169-7.213 (m, 1H), 6.935 (s, 1H), 5.167 (s, 2H), 2.327 (s, 3H)
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3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-(benzylidene)-imidazolidin-4-thioxo-2-one (LPSF/PTS-9)
0 Cl

i
— /zz
5
HNI OoF

M.M. 346.81 g/mol; Yield = 25.9 %; IR (KBr, cm™): 1448.45, 1643.19, 1745.84, 3240.03; RMN H
(DMSO-ds, 300 MHz) 6 11.286 (s, 1H), 7.678 (d, 2H, J = 7.19 Hz), 7.306-7.452 (m, 4H), 7.170-7.216
(m, 2H,), 6.959 (s, 1H), 5.180 (s, 2H) MS [M+H] + :calculated= 390.07; found= 390.00.

3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-(4-dimethylaminobenzylidene)-imidazolidin-4-thioxo-2-one
(LPSF/PTS-10)

9 s Cl
)
5
HNl OF
N
\

M.M. 389.88 g/mol; Yield = 27.3 %; IR (KBr, cm -1 ): 3226.68; 1725.22; 1588.95; 1531.52; RMN 'H
(DMSO-ds, 300 MHz) & 11.008 (s, 1H), 7.580 (d, 2H, J = 8.79 Hz), 7.295-7.391 (m, 2H), 7.153-7.199
(m, 1H), 6.730 (d, 2H, J = 9.19 Hz), 6.954 (s, 1H), 5.157 (s, 2H), 3.004 (s, 6H). MS [M+H] + :
calculated= 390.07; found= 390.00.

3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-(2,4-dimethoxybenzylidene)-imidazolidin-4-thioxo-2-one
(LPSF/PTS-11)
o, Cl
-0 _/N]
SHNT&OF
-0

M.M. 406.86 g/mol; Yield = 66.2 %; IR (KBr, cm™): 1503.32, 1598.68, 1735.07, 3226.68. RMN *H
(DMSO-ds, 300 MHz) 5 11.042 (s, 1H), 7.62 (d, 1H, J = 8.8 Hz), 7.299-7.398 (m, 2H), 7.159-7.205
(m, 1H), 6.624 (s, 1H), 6.57-6.62 (m, 2H), 5.163 (s, 2H), 3.86 (s, 3H), 3.83 (s, 3H)
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3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-(3,4,5-trimethoxybenzylidene)-imidazolidin-4-thioxo-2-one
(LPSF/PTS-12)

o, Cl
— /|\42
\ 5
(0] HNl oF
-0 o—

M.M. 436.89 g/mol; Yield = 69.2 %; IR (KBr, cm™): 155.7, 1574.92, 1731.52, 3225.88. RMN 'H
(DMSO-ds, 300 MHz) & 11.348 (s, 1H), 7.309-7.406 (m, 2H), 7.172-7.219 (m, 1H), 6.928 (s, 2H),
6.910 (s, 1H), 5.171 (s, 2H), 3.847 (s, 6H), 3.695 (s, 3H)

3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-(4-ethylbenzylidene)-imidazolidin-4-thioxo-2-one (LPSF/PTS-13)

0, cl
=0
5

HNl OF

M.M. 374.86 g/mol; Yield = 76.3 %; RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz) § 11.170 (s, 1H), 7.608 (d, 2H, J
= 7.79 Hz), 7.316-7.408 (m, 2H), 7.275 (d, 2H, J = 8.39 Hz), 7.145-7.211 (m, 1H), 6.956, 5.182, 2.632
(, g, 2H, J = 7.49 Hz), 1.192 (t, 3H, J = 7.49 Hz)

4-((1H-Indol-3-yl)methylene)-1-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-thioxoimidazolidin-2-one

(LPSF/PTS-14) o i
\ : N1 oF
N H

H

M.M. 346.81 g/mol; Yield = 25.9 %; IR (KBr, cm-1): 1525, 1637, 1720, 3445; RMN *H (DMSO-ds,
300 MHz) [17112.057 (s, 1H), 10.810 (s, 1H), 8.303 (s, 1H), 7.74 (d, 1H, J = 6Hz), 7.68 (d, 1H, J =
7.99 Hz), 7.5 (d, 1H, J = 8.39 Hz), 7.402 (s, 1H), 7.47 (d, 1H, J = 6 Hz), 7.303-7.374 (m, 2H), 7.28 -
7.37 (m, 1H), 7.156-7.217 (m, 1H), 5.171 (s, 2H); NMR 13C (100 MHz, DMSO-d6): 120.73, 120.83,
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122.70, 125.43, 127.14, 127.14, 127.9, 128.46, 129.54, 129.66, 129.94, 133.85, 135.82, 135.92,
152.47, 154.79, 159.89, 162.36, 179.88, 186.09.

3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-(3-bromobenzylidene)-imidazolidin-4-thioxo-2-one (LPSF/PTS-15)

P . Cl
_ /22
5
Br HNl oF

M.M. 425.70 g/mol; Yield = 45.6 %:; IR (KBr, cm™): 1646.41, 1730.62, 3228.33; RMN 'H (DMSO-d,
300 MHz) § 11.461 (s, 1H), 7.882 (s, 1H), 7.646 (d, 2H, J = 7.59 Hz), 7.562 (d, 2H, J = 8.39 Hz),
7.307-7.407 (m, 3H), 7.172-7.218 (m, 1H), 6.888 (s, 1H), 5.173 (s, 2H)

3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-(4-bromobenzylidene)-imidazolidin-4-thioxo-2-one (LPSF/PTS-16)

4o s Cl
° Nl/&oF
H
B

M.M. 425.70 g/mol; Yield = 45.5 %:; IR (KBr, cm™): 1434.32, 1577.56, 1740.2, 3237.72. RMN 'H
(DMSO-ds, 300 MHz) & 11.337 (s, 1H), 7.307-7.407 (m, 6H), 7.172-7.218 (m, 1H), 6.9 (s, 1H), 5.174
(s, 2H)

3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-(4-methylsulfonylbenzylidene)-imidazolidin-4-thioxo-2-one
(LPSF/PTS-17)

9 . Cl
—( N,
5
HN?&OF
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S
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M.M. 424.89 g/mol; Yield = 33.3 %; IR (KBr, cm™): 1735.83, 3308.77; RMN H (DMSO-ds, 300
MHz) §11.512 (s, 1H), 7.938 (d, 2H, J = 8.39 Hz), 7.895 (d, 2H, J = 8.69), 7.303-7.419 (m, 2H),
7.168-7.229 (m, 1H), 6.953 (s, 1H), 5.181 (s, 2H), 3.253 (s, 3H)
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3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-4-(4-(nitrobenzylidene)-5-thioxo-imidazolidin-2-one (LPSF/PTS-18)

o}
4

. Cl
De e
° ,Nl/&oF
H

M.M. 329.81 g/mol; Yield = 55.1 %; RMN *H (DMSO-ds, 300 MHz) & 11.603 (s, 1H), 8.224 (d, 2H, J
= 8.79 Hz), 7.913 (d, 2H, J = 8.39 Hz), 7.316-7.417 (m, 2H), 7.183-7.227 (m, 1H), 6.980 (s, 1H),
5.186 (s, 2H)

3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-(3-nitrobenzylidene)-imidazolidin-4-thioxo-2-one (LPSF/PTS-19)

0, ol
4
=2
5
02N HNl OF

M.M. 329.81 g/mol; Yield = 62.4 %; IR (KBr, cm™): 1521.60, 1631.32, 1728.19, 3288.60; RMN H
(DMSO-ds, 300 MHz) & 11.578 (s, 1H), 8.424 (s, 1H), 8.184 (d, 1H, J = 7.99 Hz), 8.063 (d, 1H, J =
7.19 Hz), 7.695 (t, 1H, J = 7.99 Hz e J = 7.59 Hz), 7.315-7.416 (m, 2H), 7.180-7.227 (m, 1H), 7.015
(s, LH), 5.184 (s, 2H)

3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-(3-methoxybenzylidene)-imidazolidin-4-thioxo-2-one  (LPSF/PTS-

20) o, Cl
el
\ 5N
(e} Ht OoF

M.M. 376.84 g/mol; Yield = 31 %; RMN H (DMSO-ds, 300 MHz) & 11.342 (s, 1H), 7.317 (s, 1H),
7.305-7.420 (m, 3H), 7.24 (d, 1H, J = 8.69 Hz), 7.168-7.208 (m, 1H), 6.969 (d, 1H, J = 8.99 Hz),
6.930 (s, 1H), 5.172 (s, 2H), 3.82 (s, 3H)
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3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-(4-(ethoxybenzylidene)-imidazolidin-4-thioxo-2-one (LPSF/PTS-21)

o, ¢
AT
5
HN1 oF
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M.M. 390.86 g/mol; Yield = 71;7 %; RMN 'H (DMSO-ds, 300 MHz) § 11.202 (s, 1H), 7.664 (d, 2H, J
= 8.99 Hz), 7.300-7.414 (m, 2H), 7.160-7.223 (m, 1H), 6.978 (d, 2H, J = 8.69 Hz), 6.949 (s, 1H),
5.166 (s, 2H), 4.09 (q, 2H, J = 6.9 Hz), 1.33 (t, 3H, J = 6.89 Hz); NMR 13C (75 MHz, DMSO-d6):
14.53, 63.33, 114.41, 114.72, 114.95, 115.96, 120.45, 120.65, 125.26, 125.56, 130.09, 130.21, 131.46,
132.01, 134.03, 155.27, 159.50, 162.85, 187.97.

3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-(2-methoxy-5-bromobenzylidene)-imidazolidin-4-thioxo-2-one
(LPSF/PTS-22)

o, Cl
4
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BN/&ZF
HlO
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M.M. 455.73 g/mol; Yield = 56;5 %; IR (KBr, cm™): 1600.06, 1738.18, 3227.95; RMN *H (DMSO-ds,
300 MHz) § 11.245 (s, 1H), 7.62 (d, 1H, J = 8.4 Hz), 7.33-7.41 (m, 1H), 7.31 (d, 1H, J = 9 Hz), 7.307-
7.423 (m, 2H), 7.167-7.231 (m, 1H), 6.943 (s, 1H), 5.171 (s, 2H), 1.22 (s, 3H)

3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-(2,4,6-trimethoxybenzylidene)-imidazolidin-4-thioxo-2-one

(LPSF/PTS-23)
o 9. ¢
A0
° N
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M.M. 436.89 g/mol; Yield = 46.1 %; IR (KBr, cm -1 ): 3413.59; 1747.92; 1598.88; 1510.63; RMN 'H
(DMSO-ds, 300 MHz) & 10.115 (s, 1H), 7.297-7.385 (m, 2H), 7.157-7.223 (m, 1H), 6.984 (s, 1H),
6.261 (s, 2H), 5.132 (s, 2H), 3.84 (s, 3H), 3.8 (s, 6H, OCH3); MS [M+H] + : calculated= 437.06;
found= 437.00.
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3-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-(2-chloro-5-nitrobenzylidene)-imidazolidin-4-thioxo-2-one

(LPSF/PTS24)
o, c
o Né@
5HN1/§OF

M.W.: 424.2490 g/mol; Yield: 66%; *"H NMR (300MHz, DMSO-ds): & 5.17 (s, 2H, CH>); 6.95(s, 1H,
CH=); 7.20(t, 1H, CH-Ar, benzyl, J= 8.8 Hz); 7.37 (m, 2H, CH-Ar, benzyl); 7.83 (d, 1H, CH-Ar, J=
8.7 Hz); 8.19 (d, 1H, CH-Ar, J= 8.7 Hz); 8.39 (s, 1H, CH-Ar); 11.69 (s, 1H, NH). IR (KB, cm'l):
3416.55; 1745.92; 1588.88; 1512.56. MS [M+H]": calculated= 425.98; found= 426.00.

4-((5-bromo-1H-indol-3-yl)methylene)-1-(2-chloro-6-fluorobenzyl)-5-thioxoimidazolidin-2-one

(LPSF/PTS-25)
o, Cl
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M.M. 464.73 g/mol; Yield = 42.7 %; IR (KBr, cm-1): 1510, 1638, 1721, 3457; RMN H (DMSO-ds,
300 MHz) § 12.272 (s, 1H), 10.115 (s, 1H), 7.925 (s, 1H), 7.457 (s, 1H), 7.442 (d, 1H, J = 8.69 Hz),
7.428 (s, 1H), 7.377 (d, 1H, J = 8.39 Hz), 7.297-7.391 (m,2H), 7.187-7.226 (m, 1H), 5.188 (s, 2H);
NMR C (75 MHz, DMSO-d6): 108.19, 109.55, 113.90, 114.70, 115.19, 121.00, 121.37, 125.83,
126.03, 129.44, 130.09, 130.49, 130.61, 134.41, 135.19, 155.41, 160.02, 163.33, 186.77.

3.7.3 Atividade Biologica
3.7.3.1 Citoxicidade dos Derivados Tioxo-Imidazolidinicos
3.7.3.1.1 Teste em Células Mononucleares do Sangue Periférico

Voluntérios saudaveis: amostras de sangue periférico foram obtidas a partir de voluntarios saudaveis,
sem ingerir &lcool e ter tomado qualquer tipo de medicagéo (n = 10), de ambos os géneros, com idade
variando entre 18 e 25 anos, ap6s autorizacdo do Comité de Etica do Centro de Ciéncias da Saude da
UFPE, protocolo de aprovacdo: 483/10 e 57/10 (Anexo). O Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido foi assinado por todos os doadores que participaram da pesquisa (Anexo 3). As Células
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Mononucleares do Sangue Periférico (CMSP) foram isoladas por centrifugacdo em Ficoll PaqueTM
Plus (densidade 1,077 g/mL -ge Healthcare Bio-Sciences). Em seguida, as CMSP foram
ressuspendidas em meio Roswell Memorial Park Institute (RPMI) 1640 (Gibco) suplementado com L-
glutamina, 10% de soro fetal de bolvino (Gibco), HEPES 10 mM (4 (2-hidroxietil) -1-
piperazinoetanossulfonico) (Gibco) e 200 U/mL de penicilina/estreptomicina (Gibco). A viabilidade
celular foi determinada por exclusdo do azul de trypan 0,4% (Sigma-Aldrich, EUA) 1: 4 (1 parte de
células: 4 partes do corante). As amostras foram utilizadas apenas quando a viabilidade foi superior a
98 %.%

Na avaliacdo da citotoxicidade das substancias tioxo-imidazolidinicas, utilizou-se o Brometo de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium (MTT), um composto hidrossoltvel, que em solucdo
apresenta coloracdo amarelo-palido e é facilmente incorporado por células viaveis, que reduzem este
composto em suas mitocondrias pelas desidrogenases. Ao ser reduzido, o MTT é convertido em
formazana, um composto de coloragdo azul-escuro, ndo sollvel em agua e fica precipitado no
citoplasma celular. O ensaio colorimétrico com MTT mede a quantidade de formazana formado
atraves de espectrofotometria e é sensivel e quantitativo, ja que o valor da absorbancia é proporcional

ao numero de células viaveis.

Para o procedimento deste ensaio, CMSP foram mantidas em placas de 96 pocos em uma densidade de
1 x 10° células/poco. Em alguns pogos, as células foram mantidas em contato com as substincias
testadas (LPSF/PTS-2, LPSF/PTS-4, LPSF/PTS-6, LPSF/PTS-10, LPSF/PTS-14, LPSF/PTS-18,
LPSF/PTS-19, LPSF/PTS-23 e LPSF/PTS-25) em diferentes concentracdes (1, 10 e 100 uM) e em
outros, nenhuma substancia foi adicionada (grupo controle), permanecendo por 48h a 37°C em
atmosfera com 5% de CO,, e no final da incubacdo as células foram centrifugadas, e o meio foi
substituido por meio sem o composto (150 pL) contendo MTT (0,5 mg/mL). Trés horas mais tarde, o
formazan MTT foi diluido com 100 pL de Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) a 20%, e a sua absorbancia
foi medida (570 nm), em aparelho (Biotek EL808). A atividade citotoxica foi quantificada como a
percentagem de controle de absorbancia.**” Os resultados foram analisados comparando a absorbancia
dos pocos tratados com os controles celulares. Os valores obtidos foram representativos de uma média

de trés experimentos realizados.

3.7.3.2 Atividade Esquistossomicida
3.7.3.2.1 Parasitos

A cepa LE (Luiz Evangelista) de S. mansoni é rotineiramente mantida por passagens em série em
caramujos B. glabrata e camundongos Swiss webster no Centro de Pesquisas Aggeu

Magalhdes/Fundagdo Oswaldo Cruz.
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3.7.3.2.2 Animais

Foram usados na parte experimental camundongos S. webster, fémeas, com aproximadamente um més
de idade pesando em média 30g, nascidos e criados no biotério do CPqAM — FIOCRUZ/PE. Os
animais foram mantidos em gaiolas devidamente identificadas e alimentados com ragdo comercial e
agua potavel. As cercarias de S. mansoni, cepa LE, usadas para infeccdo, foram fornecidas pelo
Moluscério do CPgAM — FIOCRUZ/PE, onde o ciclo € mantido utilizando-se o modelo B. glabrata —
camundongo — B. glabrata. A utilizacdo desses animais no presente trabalho foi aprovada pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do CPgAM/FIOCRUZ/PE, sob licenca n° 06/2010
(Anexo).

3.7.3.2.3 Caramujos

Os caramujos foram mantidos em laboratério dentro de um aquario com agua corrente, boa
oxigenacdo, apresentando pH entre 7,2 a 7,8 e isenta de cloro, cobre ou zinco, que dificultam a
sobrevivéncia dos mesmos. A espécie B. glabrata foi a utilizada para infecgdo por S. mansoni em

laboratério.

3.7.3.2.4 Infeccdo e Exame dos Caramujos

A infeccdo desses moluscos, como rotina, foi feita com 10 miracidios de S. mansoni por caramujo,
deixando-os juntos por algumas horas. Os caramujos foram transferidos para uma estufa ou sala e
mantidos a 28°C. Apo6s 30 dias, examinaram-se 0s caramujos, colocando-os individualmente em
pequenos vidros com agua e expostos a luz, quando 60 a 80% dos caramujos estavam eliminando

cercarias e 0s ndo infectados foram eliminados. Os caramujos infectados viveram em torno de 40 dias.
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3.7.3.2.5 Infecgdo dos Camundongos

Os caramujos foram expostos a luz por duas horas e o liquido contendo as cercarias foi transferido
para um unico béquer, originando um pool de cercarias provenientes de caramujos. De cada béquer,
foi retirada uma aliquota de, aproximadamente, 0,3mL que foram contadas com auxilio de uma lupa.
As aliquotas eram ajustadas, a fim de se obter uma concentragdo equivalente a mais ou menos 20 + 5
cercarias, para cada volume de 0,1mL. Os camundongos foram infectados por via percutanea,
utilizando cerca de 120 cercarias para 0s experimentos in vitro. Praticamente todos 0s animais
infectaram-se, e a taxa de recuperacdo girou em torno de 15-20 vermes adultos, 56 dias apds a
infeccdo. Para que ndo houvesse despropor¢do entre 0s vermes machos e fémeas recuperados, foram

utilizadas cercarias provenientes de 30 ou mais caramujos infectados.™’

3.7.3.2.6 Obtencdo de vermes adultos de Schistosoma mansoni

Os vermes adultos do parasito foram obtidos por perfusdo murina manual do sistema porta-hepatico de
camundongos albino S. webster, os quais eram infectados e permaneciam por oito semanas. A técnica
de perfusdo murina manual descrita é utilizada principalmente para recuperacdo de vermes para
cultivo ou para quando é necessario obter vermes com menos lesdes, uma vez que essa técnica injeta

menor pressdo no interior do organismo.

Camundongos com oito semanas de infeccdo foram sacrificados por “overdose” de pentobarbital
sddico 3,0 % (Hypnol - Fontoveter), administrado por via intraperitoneal (x 0,2 mL). Os vermes
adultos de S. mansoni foram obtidos através da perfusédo retrograda do figado, onde se fez a exposicao
das visceras abdominais e do coracdo, a veia porta foi seccionada, na altura dos rins, com o auxilio de
uma agulha conectada a uma seringa. Imediatamente, na parte inferior dos ventriculos do coracéo foi
injetado meio de cultura RPMI — 1640, pH 7,4 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA)
heparinizado (0,016 % = 0,83 Ul/mL), obtendo-se assim, os parasitos. Estes foram lavados com meio
de cultura RPMI — 1640, contendo 10 % de soro fetal bovino (SFB) (Gibco Limited, Paisley,
Scotland).

3.7.3.2.7 Avaliacdo da mortalidade in vitro

Na realizacdo do experimento, apds os vermes serem transferidos para as placas de cultura, foi
acrescido RPMI com HEPES 20 mM em pH = 7,5 e suplementado com penicilina (100 UI/mL),
estreptomicina (100 pug/mL) e soro fetal bovino a 10%. Em seguida, seis vermes (machos e fémeas)
foram transferidos para cada pogo das placas de cultura de 12 pocos de 35 mm de didmetro contendo 2
mL de meio. Em seguida foram incubados a 37 °C, em atmosfera Umida contendo 5% de gas

carbonico (COy).
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Para os testes in vitro com vermes adultos de S. mansoni, os compostos (LPSF/PTS2, LPSF/PTS4,
LPSF/PTS5, LPSF/PTS6, LPSF/PTS10, LPSF/PTS14, LPSF/PTS18, LPSF/PTS19, LPSF/PTS21,
LPSF/PTS23, LPSF/PTS24 e LPSF/PTS25) foram dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO) e
adicionados aos pocos da placa de cultura, em concentracfes que variavam entre 5 a 100 uM. Os
vermes foram mantidos durante cinco dias sendo monitorados a cada 24 h para avaliacdo de mudancas

na atividade motora, oviposicéo, acasalamento e mortalidade.**

Como controle negativo, vermes adultos foram incubados em meio RPMI 1640 e RPMI 1640 + 1,6%
de DMSO. Como controle positivo, vermes foram incubados em 10 uM de PZQ. Todos o0s

experimentos foram realizados em triplicata para cada concentragdo analisada. 622

A avaliacdo da viabilidade dos vermes adultos foi baseada em procedimentos padrdo para triagem de

compostos esquistossomicida, proposto por Horiuchi et al. (2005),%"

onde: (3,0) vermes com atividade
normal; (1,5) vermes com menor perda dos movimentos, mas, com atividade da cauda; ventosas e
membrana do canal ginec6foro e (0) vermes sem movimentos. O esquema 8, apresenta o plano

experimental de avaliagcdo de atividade esquistossomicida in vitro.
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Camundongos Swiss webster infectados pela imersdo caudal em suspenséo cercariana com 120 cercarias de S.
mansoni — linhagem LE.

ﬂ Vermes adultos com 56 dias

Vermes adultos obtidos pela perfusdo do sistema porta-hepatico dos camundongos

4

Placa de cultura com 24 pogos
Meio RPMI
Penicilina/estreptomicina

6 pares de
vermes por

POoCco

4

(37°C, CO2 5%)
Observacdes durante 120 horas

U

Microscopia Gptica
Observacdes sobre a viabilidade dos vermes:
Mortalidade
Atividade Motora
Acasalamento
Oviposicdo

amostras/farmacos)

Controle negativo (sem adicéo de ﬂ
Controle positivo (PZQ)

Derivados tioxo-imidazolidinicos

Esqg. (8) Plano experimental de avaliagdo de atividade esquistossomicida in vitro. 1%

Durante as leituras, cada poc¢o foi observado, onde se verificou a viabilidade dos vermes, o grau de
mobilidade, acasalamento dos vermes, morfologia, desprendimento de tegumento e presenca de ovos
nas placas (Figura 29). Ao término do periodo de observacao, os vermes foram considerados mortos

quando ndo foi observado nenhum movimento ap6s 3 minutos de observacéo através de microscopio

invertido.™’

Tratamento in vitro

o

Adicao da Droga ; ,_ '
SN |

-

Fig. (29) Andlise da avaliacdo da atividade esquistossomicida in vitro. (SILVA, 2004).1%
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3.7.3.2.8 Avaliacéo das alteragdes tegumentares

Para avaliacdo das alteracbes tegumentares, foi utilizada a técnica de Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV). Assim, vermes adultos de S. mansoni sem tratamento e incubados com melhor
derivado tioxo-imidazolidinico avaliado in vitro foram fixados (glutaraldeido a 2,5%, paraformaldeido
a 4% em tampao cacodilato de sodio a 0,1M, pH 7,4) por 12 horas em temperatura ambiente, lavadas 3
vezes a cada 10 minutos no mesmo tampdo e pds-fixadas em tetroxido de 6smio (OsO4) a 1% em
tampédo cacodilato de s6dio a 0,1M, pH 7,2 por 1 hora. Apés esta etapa, 0 material foi lavado trés
vezes a cada 10 minutos no mesmo tampéo, desidratado em séries crescentes de etanol (30%, 50%,
70%, 90% e 100%) e posteriormente as amostras foram para o ponto critico. Apds a montagem e
metalizaco, o material foi observado no MEV JEOL-JSM 5600L V.



PART Il

BIOCHEMOMETRICS ANALYSES AND

PHARMACOPHORE DETERMINATION OF
PRAZIQUANTEL DERIVATIVES IN
SCHISTOSOMIASIS INFECTION




135

INTRODUCTION

PART Il




136

4.1 Introduction

Neglected diseases are a group of diseases that, besides prevailing in poverty conditions, contribute to
the maintenance of social inequality, being a strong barrier to a country development. The World
Health Organization (WHO) report of 2010 states that neglected tropical diseases (NTDs) affect more
than one billion people, almost one sixth of the whole world population, and threaten the health and
productivity of other millions. These infectious diseases affect the most vulnerable populations in the
world - those without access to potable water, proper sanitation and/or health care - making even more
difficult for these communities to escape from poverty. Schistosomiasis is a tropical and subtropical
disease caused by the trematode Schistosoma mansoni (Africa, Middle East, Caribbean, Brazil,
Venezuela, Suriname), japonicum (China, Indonesia, the Philippines), mekongi (several districts of
Cambodia and the Lao People's Democratic Republic), intercalatum and guineansis (areas of tropical
rainforests in Central Africa) and hematobium (Middle East Africa, Corsica, France) whose adult
forms inhabit the mesenteric vessels of the host, while the intermediate forms are found in the aquatic
gastropod snails of the genus Biomphalaria. Initially, the disease is asymptomatic, but it can develop

into extremely severe clinical forms, leading to death.

Currently, Praziquantel (PZQ) is the first line drug chosen for the treatment of schistosomiasis
according to the World Health Organization (WHO) Model List of Essential Medicines, 2015.
Discovered in 1972 as the drug to be commercialized for the treatment against schistosomiasis being
selected among more than 400 analogues tested after researches conducted though a collaboration
between the pharmaceutical companies Merck and Bayer. PZQ chemotherapy is considered to be the
most important development for decades in the treatment of schistosomiasis. For this treatment,
Oxamniquine (OXA) has been first described in 1969 and launched in Brazil by Pfizer under the name
of Mansil® for oral administration. It has a lower cost when compared to PZQ, being active in the
intestinal and hepatosplenic infections caused exclusively by S. mansoni, single species in Brazil.
OXA is listed by WHO Model List of Essential Medicines for use when praziquantel treatment fails.
However, the pharmaceutical industry, holding the registration of products containing OXA, decided
to limit the production of medicines containing this compound, making PZQ the main treatment

against this parasitosis (Mourdo, 2001).

Both PZQ and OXA have limitations, as low efficacy in the treatment of acute schistosomiasis, low
activity against S. mansoni in immature stages and resistance or tolerance, which is the reason why
further research are still necessary for the development of a second generation of antischistosomal
drugs. For the development of new PZQ analogs, three main strategies can be adopted: (a) synthesis
and evaluation of PZQ analogues; (b) rational design of new pharmacophores; (c) discovery of new

active compounds from screening programs on a large scale. Such (b) approaches are difficult as the
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target of PZQ is still unknown (Greenberg, 2005), but the synthesis of new active analogues is
possible from delineation of structure-activity relationships for PZQ.

Since the first PZQ review by Andrews et al. in 1983, no other review about the medicinal chemistry
of this drug was published in order to report all new pharmaceutical information together and discuss
about it. Thus, we proposed for a review article an accurate analysis of PZQ and OXA medicinal
properties and uses, focusing on the pharmacochemical aspects of both drugs through 162
bibliographic references. The mechanisms of action will be discussed, with the latest information
available in the literature (for the first time in the case of the Oxamniquine). Cases of resistance are
also discussed. As both drugs are available as a racemic mixture the biological impact of their
stereochemistry to activity and side effects are reviewed. The results obtained for the combination of
PZQ and artemisinine derivatives against immature worms are also introduced in the discussion. Using
the information about more than 150 PZQ new derivatives synthetized during almost 35 years since its

discovery, a deep Structure-Activity Relationship (SAR) is also proposed in this study.
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4.2.1 Introduction

Schistosomiasis is a group of diseases caused by helminths, trematodes, digeneans, which belong to
the genus Schistosoma. The most common etiologic agents are the species Schistosoma mansoni, S.
intercalatum, S. haematobium, S. japonicum and S. mekongi.***?%® It is the most prevalent pathology
caused by worms in the world and it is considered endemic in 78 countries, affecting more than 200
million people in Africa, Middle East, Southeast Asia and South America. The estimated number of
people living in areas of contamination is 700 millions. In America, endemic areas are found in
Suriname, Venezuela, Caribbean Islands and Brazil, which has the largest endemic area. From all the
neglected diseases). Over 240 million people require treatment for schistosomiasis yearly. The number
of people infected with schistosomiasis increased from 12.4 million in 2006 to 35 million in 2012,
with at least 243 million people required treatment for schistosomiasis in 2011. Schistosomiasis is one
of major importance to public health, with 280,000 to 500,000 deaths every year.*>?%¢28 However,
there is a consensus among the experts that the mortality from this disease is not the major part of the
problem when compared to the years of life that are lost due to the morbidity caused by
schistosomiasis. The DALYSs index ("Disability-Adjusted Life Years") of schistosomiasis is estimated

as 1.76 million.?®

Originated in the basins of the rivers Nile (Africa) and Yangtze (Asia) (Souza and Melo, 2012), the
Schistosoma spread throughout Africa and was brought to America during the African slave trade and
the Eastern and Asian immigration . The entrance of S. mansoni in Brazil occurred in the states of
Bahia and Pernambuco, by the ports of Salvador and Recife, possibly by slaves infected with the

parasite (Conceicdo and Coura, 2012). However, S. mansoni was the only one that settled in the
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country, surely by finding good intermediate hosts, the snails of the genus Biomphalaria, and similar

environmental conditions to their original region.*% "2

The intensity of schistosomiasis transmission in different parts of the world is usually dependent on
one basic factor: the absence or presence of adequate sanitation and water purification infrastructure.
The tropical climate and the presence of favorable ecological conditions for the development of the
intermediate host in most states also contribute to the spread and prevalence of the disease.
Schistosomiasis is recognized as a disease determined according to the social characteristics of a
population. Thus, understanding these social and behavioral factors is crucial to formulate policies and
schistosomiasis control strategies, as the disease is predominant in misery, remote areas where there is
little or no sanitation and water infrastructure, and where health cares is rare or nonexistent. Therefore,
it should be clear that schistosomiasis can not survive in tropical areas due to them climate, but
because of poverty and neglect by the government authorities, so it can be considered a disease of

poverty (Bruun et Aagaard-Hansen, 2008).

The schistosomiasis mansoni is transmitted by freshwater hermaphrodite snails belonging to the genus
Biomphalaria and to the family Planorbidae. Three species of Biomphalaria are responsible for the
transmission of schistosomiasis in America, which are B. glabrata, B. tenagophila and B. straminea,

being B. glabrata the main intermediate host of schistosomiasis in Brazil.2*?!

The biological model of transmission involves the contamination of water sources by feces of infected
individuals containing eggs of S. mansoni. This contamination is due to the disposal of waste near the
banks of rivers, streams, lakes and ponds, a common practice in rural populations. In every type of

contamination, it occurs in places where an adequate network of sewage is missing.?*

The parasite has a complex life cycle with two distinct parts: a phase of asexual reproduction in the
snail host and a phase of sexual reproduction in the definitive host. Besides these two phases, the life
cycle also involves two larval infective stages, miracidia (snail) and cercariae (men), important for the
transfer of the parasite from one host to another. The miracidia, guided by the light and by chemical
stimuli, enter the intermediate host, the Biomphalaria snail. After infecting the snail, the miracidium
multiplies asexually, differentiating into sporocyst, which subsequently develops in the second larval
form, cercariae, whose release in water is induced by diurnal light. When cercariae find a suitable
definitive host, like man, it penetrates the skin to reach the bloodstream, becoming schistosomules,
which migrate to the lungs and then to the liver. In the liver, the young parasites mature, form couples
and migrate to the mesenteric vessels, starting oviposition. A portion of eggs passes through the wall
of the mesenteric vessels and reaches the intestine. Another part is carried by the bloodstream and
reaches other organs of the human host. The eggs that have reached the intestine are excreted with

feces and, in contact with water, each egg releases a miracidium, restarting the cycle (Fig. 1).*®
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Figure. 1 Schistosoma lyfe cycle (Copyright of The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission required for
reproduction or diplay).

The main pathogenic lesion of schistosomiasis is the granulomatous reaction around the eggs, a
cellular immune response to antigens released by the miracidia. All mammals infected by Schistosoma
have granulomatous reaction. The granulomas may occur in various body sites such as lungs,

mediastinum, lymph nodes, intestine and liver.?®

Regarding the development of anti-schistosoma drugs in 1969, Richards & Foster described
oxamniquine (OXA, Fig. 2.) and, in 1977, Thomas & Gdnnert and Gonnert & Andrews described the
activity of praziquantel (PZQ, Fig. 2.) against cestodes and trematodes, including schistosoma.
Currently, OXA and PZQ are the first drugs chosen for the treatment of schistosomiasis, being OXA
active only against Schistosoma mansoni. However, both PZQ and OXA have limitations, as low
efficacy in the treatment of acute schistosomiasis, low activity against S. mansoni in immature stages
and resistance or tolerance. **° Nevertheless, the pharmaceutical industry, holding the registration of
products containing OXA, decided to limit the production of medicines incorporating this compound,

making PZQ the main treatment against this parasitosis.?*’
y
oA T
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OH
Praziquantel Oxamniquine

Figure. 2 Chemical structures of Praziquantel and Oxamniquine.
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4.2.2 Treatment of Schistosomiasis

In the absence of effective vaccines to helminthic infections in humans, repeated cycles of treatment
with drug monotherapies are usually used for the control of parasites in most developing countries. 8
The treatment consists in curing the disease, reducing the parasitic load of the host, preventing the
progression of the disease to a severe stage, and minimizing the production and the deposition of

helminthic eggs in the environment as a primary prevention of the transmission, %%

The drug treatment of schistosomiasis is not different from the usual theurapeutics, but it has always
been limited by the difficulty in finding chemotherapeutic agents with high efficacy and tolerability.
Initially, trivalent antimony compounds, as the emetic tartar (potassium antimonyl tartrate, Fig. 3.a.),
have been used as alternative treatments, administered intravenously for over a month. Side effects
such as nausea, vomiting, diarrhea, anorexia, heart and liver disorders and skin problems were
observed during the period of treatment. Lethal episodes were reported due to cardiac syncope or
anaphylactic shock after the drug administration. In many cases, the treatment was interrupted by the
small rate of treatment compliance, which led to the research of i) other metal complex and ii) other

metal-free active drugs, preferably with oral administration. %'

The research resulted in new antimony compounds that were still administered intravenously or
intramuscularly, such as sodium antimony tartrate, sodium and antimony bis-pyrocathecol disulfonate
(or Reprodal® Stibofen®, Fig. 3.b.), antimony and sodium thiomalate (Anthiomaline®), sodium and
antimony gluconate (Tiostam®) and sodium antimony dimercaptan (Astiban®). However, despite
acting effectively against the three main species of the genus Schistosoma that parasitize humans, the
toxicity and the side effects caused by these drugs were still intense and serious, causing the death of

some patients.?-?23

The action of trivalent organic antimonials on schistosome differs from that of other know
antichistosomal drugs. The drugs acts by a mechanism of inhibition of Phosphofructokinase (PFK),
demonstrated in vitro and also in vivo. After the administration of subcurative doses of potassium
antimony tartrate or stibophen to mice infected with S. mansoni, the substrate of the PFK reaction,
fructose-6-phosphate, accumulates in the parasite while the concentration of the product, fructose-1,6-
diphosphate, is decreased, indicating an inhibition of PFK activity. The fall in concentration of
fructose-1,6-diphosphate decreases parasite aldolase activity, depressing glycolysis and depleting the

anaerobic energy of the parasite, resulting in death.?**%**
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Figure. 3 Antimonial drugs primarily used in the treatment of schistosomiasis. (A) emetic tartar; (B) sodium and

antimony bis-pyrocathecol disulfonate, also known as Stibofen®

In 1935, with the end of World War 1l, a new compound was produced, the lucanthone (Miracil D,
Fig. 4.a.), acting against S. mansoni and S. haematobium, being the first schistosomicide with oral
administration. Neverthless, this drug still caused severe side effects on the central nervous and
cardiovascular systems.?® In 1964, the Niridazole (Ambilhar®, Fig. 4.b.) started being used as a
treatment, which was orally administered for seven consecutive days. The patients had little tolerance
to this drug, which also had serious side effects: renal toxicity, seizures and hallucinations. Besides,
this drug aso presented mutagenic, carcinogenic and immunosuppressive properties.??®%
Nitroaromatic chemical groups (Fig. 4.b red), like the found in Niridazole, are know to be
parasitophores (their presence are essential to kill the worm).*** However, such groups are know to be
toxic, mutagenic, and also are suspected or established carcinogens.’*?* The interactions of
nitroaromatic compounds with DNA and the resulting mutagenicity have been characterized
extensively and reviewed for a variety of monocyclic, polycyclic, and heterocyclic nitroaromatic
compounds.** Oxidation and reduction products of nitroaromatic group can lead to damage in DNA
and to the formation of adducts that induce mutagenesis by misincorporation of nucleotides during
DNA synthesis. 14422

The effects of lucanthone are thought to be mediated by its bioactive metabolite, hycanthone (Fig. 4.).
In 1965, through the hydroxymethylation of lucanthone, the hycanthone was obtained, which is active
in a single dose and may be used by both intramuscular and oral route.??® Hycanthone was shown to be
a better anti-schistosomal agent than lucanthone.?° However, due to the side effects of hycanthone,

21 and weak

including acute hepatic necrosis Andrade et al., 1974.°, strong mutagenicity
carcinogenicity,?? the use of hycanthone for treatment of human schistosomiasis has been
discontinued. Lucanthone, on the other hand, has been used to treat schistosomiasis for almost 20

years before being replaced by new drugs.

Lucanthone and hycanthone belong to a family of thioxanthenones and besides the use as anti-
schistosomal drugs they were also shown to be DNA binders by their carried positive charge at
physiological pH and intercalators by their polyaromatic rings. They inhibit DNA processing enzymes

topoisomerases | and I1 as well as the mRNA synthesis. ** Since lucanthone is able to cross the blood



144

brain barrier and inhibit cell proliferation without affecting normal non-cycling cells, the compound

234

has been used as an adjuvant for brain tumor radiotherapy =* and is currently in clinical trial.
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Figure. 4 First drugs of oral administration for the treatment of schistosomiasis. (a) lucanthone, also known as

miracil D; (b) Niridazole, also known as Ambilhar®; (c) hycanthone, derived from hydroxylated lucanthone.

The metrifonate (Fig. 5.a.), recognized since 1950 as an anticholinesterase agent, was introduced in
the 60s as an active agent against S. Haematobium. However, as most of the organophosphorus
compounds, the structure of metrifonate is unstable in aqueous solution, generating several secondary
compounds as dichlorvos. Among them, the 2,2-dichlorovinyl dimethyl phosphate (Fig. 5.b.) has been
recognized as the bioactive form of metrifonate, which was then classified as a prodrug. Subsequent
studies revealed that the group dichlorovinyl in the dichlorvo is important to the transesterification
with the alcohol of the serine residues in proteins, and this esterification in the active site of

acetylcholinesterase is responsible for the insecticidal and anthelmintic activity of dichlorvos.?2%
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Figure. 5 Chemical structure of Metrifonate (a) and its active metabolite, 2,2-dichlorovinyl dimethyl phosphate

(b). In red, the group dichlorovinyl, responsible for insecticidal and anthelmintic activity of dichlorvos.

In 1969, Richards and Foster developed oxamniquine, OXA, (Pfizer), originated from lucanthone,
which after hydroxymethylation gave rise to hycanthone. Oxidation of hycanthone by the fungus
Aspergillus sclerotiorum, developed by Pfizer in England, gave rise to UK 4271. This drug was
subsequently named oxamniquine by Foster. OXA was administered in a single orally dose, it was
well-tolerated by patients with high cure rate and no serious side effects, although some patients still
reported stomach discomfort, dizziness and headaches. The treatment is not recommended to people

with epilepsy.

In 1977, Thomas and Gonnert described the activity of praziquantel against cestodes and trematodes.

In a single oral dose, praziquantel is well tolerated by patients and it has a high activity. There are no
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severe side effects for this treament and it is effective against all species of Schistosoma that parasitize

humans. %%

Currently, praziquantel is the first treatment against schistosomiasis and many other cestode
infestations. The oxamniquine is used in case of failure of the treatment with praziquantel. *® Despite
the successful use in many situations ?'° Davis, 1993), both drugs have limitations such as low activity
on immature worms of S. mansoni and failure of the treatment due to resistance or tolerance
18237(Giboda et al., 1994; Cioli, 1998).

4.2.3 Praziquantel

In 1972, a research conducted by the industries E. Merck and Bayer A.G. selected praziquantel (Fig.
6), among more than 400 analogues tested, as the drug to be comercialized for the treatment against
schistosomiasis due to its characteristics of low toxicity, high efficacy and tolerability. This is
considered the most important development for decades in the treatment of schistosomiasis. 21%® First
approved for veterinary treatment of schistosomiasis, its use has been expanded to treat cestode
infesations in humans in the 80s. *°% In 1983, new methods of synthesis have been developed to

ensure high efficiency and low cost treatment for the disease. 2*?
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Figure. 6 Chemical structure including atom numbering of PZQ. In red, the geometrical center of the molecule.

Structurally known by the name of (%)-2-cyclohexanecarbonyl-1H,2H,3H,4H,6H,7H,11bH-
piperazino[2,1-a]isoquinolin-4-one, PZQ is a tetrahydrogenated isoquinoline pyrazine derivative with
an asymmetric center. It has a pharmacological activity much higher than the oxamniquine, which acts
only against S. mansoni, mainly against adult males. Praziquantel is effective against adults of all
species of schistosoma, but not against the young forms, and the reason is still unknown.?*® Besides
being effective against all forms of Schistosoma, praziquantel shows highly effectiveness against
infestations of other species of trematodes and/or cestodes, especially Taenia solium, Taenia saginata,
Hymenolepis nana, Hymenolepis diminuta e Diphyllobothrium latum, Cysticercus bovis and
Cysticercus cellulosae, Echinochasmus fujianensis and Opisthorchis viverrini, acting against the larval

stage, immature and mature cestodes, #°?* but not against nematodes.**

Today, PZQ is the main drug used in the treatment of all kinds of schistosomes, being also indicated

for the treatment of taeniasis, cysticercosis and infestations of Diphyllobothrium spp and Hymenolepis
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nana, indicated in the list of essential drugs of WHO. 2224524 |t s ysually administered at dosages
between 40-60 mg.kg™* and its drug efficacy, in the case of schistosomiasis, is evaluated by counting
the eggs of S. mansoni or S. japonicum in the feces by Kato-Katz smears or by filtration. In the case S.
haematobium, the drug efficacy is evaluated by the egg count in the urine. 22 All therapeutic doses
have a cure rate against S. mansoni ranging from 60 to 90%, causing a reduction of 90 to 95% in the
number of eggs, depending on the level of infection (Smith & Andrade, 1997).

4.2.3.1 Pharmaceutical aspects of Praziquantel

Praziquantel is a white powder with bitter taste, stable under normal storage conditions. It is
practically insoluble in water but soluble in ethanol and in other organic solvents. Currently,
Praziquantel is on the market as a pill, in the dosages of 150, 500 and 600 mg, and the posology is
made according to the patient body weight.?*’ PZQ is classified as a Group Il BCS member
(Biopharmaceutics Classification System), a drug with low solubility and high permeability in the
gastrointestinal tract (GIT), so the dissolution rate is the limiting factor of its absorption and one of the
main reasons for the high doses. The optimization of the dissolution rate of this class of drugs is,
therefore, an important and challenging aspect in the development of new formulations.?*® Further
research is needed in order to improve the drug solubility and hence reduce the high doses used in the

treatment of parasitic diseases. **°

4.2.3.2 Pharmacokinetics of Praziquantel

According to Gonzalez-Esquivel et al. (2005),%° the apparent permeability coefficient of PZQ is 4.4 x
10®° cm.s™ (across Caco-2 cells), which is an indicative of its high permeability, suggesting that the
transcellular transport may be the main absorption process. In humans, peak plasma levels of 1 pg/mL
of the drug in its unaltered form are obtained between 1-2h after the administration, which reflects
between 5-7% of the ingested drug. *2%® The elimination of the drug is primarily by the kidneys
through urine, reaching a rate of 80% within 4 days, with 90% of that achieved in the first 24 hours.
The effective half-life is 1.5 hours.****® (King et Mahmoud, 1989; Leopold et al., 1978). The
absorption occurs in 75-100% of the oral dose in rats, dogs, monkeys and humans. T max (the time after
administration of a drug when the maximum plasma concentration is reached) is reached after 30 to
120 minutes in animals and within 3-4 hours in humans.”" The binding of praziquantel to plasma
proteins varies from 79 to 80.5% in the range from 0.19 to 3.0 mg/mL, being the albumin binding
percentage 78 to 81%. At higher plasma concentrations (10-100 mg/mL), it was observed a reduction
of 80.5 to 50% of this binding (Fig. 7).*°
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The major metabolite of PZQ formed by the first pass metabolism is the trans-cyclohexanol derivative

(Fig. 7), reported as 4 to 10 times less effective than PZQ against S. mansoni, 2425

Praziquantel:

High permeability;

Low solubility (0.4 mg/mL)
GIT Extensive metabolism
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Figure. 7 Schematic diagram showing the main characteristics of praziquantel absorption, distribution,
metabolism and excretion (‘ADME’). GI, gastrointestinal. Praziquantel and its main metabolite (Lima et al.,
2009; Andrews, 1985)

In their study Gonzalez-Esquivel et al. observed that the hepatic and intestinal metabolism may be the
limiting factors in the solubility, low permeability and consequent bioavailability of PZQ.%° After the
absorption, PZQ readily undergoes the effect of first pass metabolism in the liver, so the

5% and/or

bioavailability can be increased if the drug is taken with food, for example,?%>-%* after meals
with inhibitors of P450 cytochrome, such as cimetidine.?!#2%260-263 According to Gonzalez-Esquivel
(2005), when PZQ is administered with a lipid diet or after a carbohydrate diet, the plasma levels
increase two and five times, respectively. *° Neverthless, there is a reduction in the bioavailability
with concomitant intake with some drugs such as chloroquine, corticosteroids and antiepileptics.?®?
Some studies also associate bioavailability of praziquantel to the patient clinical state. Patients with
severe hepatosplenic form of the disease, resulting in hepatic impairment, have slower drug

metabolism compared to those with normal hepatic function.?**



148

4.2.3.3 Pharmacological Effects and Mechanism of Action
4.2.3.3.1 Adult Worms

Praziquatel affects the membrane permeability of the adult parasites, which causes vacuolation of the
tegument. It paralyses the worm and exposes it to attacks by the host immune system. The muscle
contraction, one of the first effects to be observed, occurs a few minutes after the drug administration.
This effect is of great importance since, as a result of the contraction, the worms lose their binding
capacity due to the central suction cup (acetabulum) relaxation and are drawn into the liver, where
inflammatory reactions occur, resulting in the elimination of the parasites. The tests in vitro show that
PZQ causes a rapid calcium influx in the schistosoma accompanied by an intense muscle paralysis.?*?
Studies by Pax Bennett and Fetterer (1978)**° demonstrated that the contraction is directly related to
the calcium influx in the tissues. The authors observed that the worms were not able to contract when

maintained in a free calcium medium or in a medium with high concentrations of Mg?*/Ca?".

Another important pharmacological effect is the vacuolation and blebbing of the cutaneous and
subcutaneous structures in adult worms, but not in young ones. It is believed that such events expose

the parasite surface antigens that can be recognized by the host immune system. 2%

The main praziquantel mechanism of action is still unknown; however, the most accepted hypothesis
is that its anthelmintic action is probably due to a change in the function of voltage operated Ca®*
channels (VOCC), as they have a critical role in regulating the levels of intra-cellular Ca®* and are
essential for a variety of parasite cellular events, including contraction, gene expression and
neurotransmitter release®®’. Such evidence has been mentioned in numerous articles published by
Greenberg et al, which are grouped in the review article published by Salvador-Recatala and
Greenberg in 2012, %®

VOCCs are heteromultimeric membrane protein complexes that are composed of principal al subunit
and auxiliary a2, p and & subunits. The al subunit comprises four linked homologous domains with
six transmembrane segments pore-forming the Ca?* channel.?®® Greenberg et al. suggested that PZQ
alters the function of VOCC through the B subunit of the channel. Two distinct subtypes of the VOCC
B subunit were identified in schistosomes, one homologous form that can be found in mammals and a
second shape variant with deletion of two serine residues compared to the human variant. The absence
of both serines causes an interaction domain capable of undergoing phosphorylation reactions with

kinase C proteins in the beta-interaction domain (BID).?*#2%®

The L-type al VOCC subunit (SmCav1l) is one of the two VOCC subunits in the S. mansoni genome.
SmCavl and vertebrate homologues have approximately 50-55% structural similarity, such as the four
homologous domains and a pore composed of the area between the S5 and S6 transmembrane regions
in each domain.?” Interestingly, the contractive effect that praziquantel exerts on the adult worm in

vitro is assigned to the modulation of the B subunit of L-type calcium channel (sensitive to
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dihydropyridines), causing its opening.??? Thus, the L-type calcium channel would be the
pharmacological receptor of PZQ, at least with regard to their effect on the worm muscles. Studies by
Da Silva et Noél in 1995,%% as well as those performed by Pax Bennett et Fetterer in 1978,%° proved
the inhibition of the contractive action of praziquantel in the absence of Ca?" in the external medium or

in the presence of verapamil.

A review of the most important events in a molecular level caused by the PZQ in S. mansoni adult
worms (males and females), shown for the first time in Almeida et al. 2015, ™ is represented in the

(Fig. 8).
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Figure. 8 Global transcriptional changes driven by PZQ on S. mansoni adult worms. Overall summary with the
names of the associated functional interaction networks identified as significantly enriched with differentially
expressed S. mansoni genes in different comparisons: (A) genes affected by PZQ in opposite directions in paired
or unpaired mature females, (B) all genes affected by PZQ in paired females, (C) all genes affected by PZQ in
unpaired mature females, (D) all genes affected by PZQ in paired males, (E) genes affected in common in paired
males and females. Color arrows indicated the direction of change in expression of the majority of the genes in
each network: green implies a down-regulated expression of the majority of the genes in PZQ-treated worms,
and red an up-regulated expression of the majority of the genes in PZQ-treated worms when compared with their
respective no-drug controls. Rx corresponds to the identification of new candidate drugs known to act on the
encoded protein products of the homolog human genes present in the indicated network, as described in the main
text (modified of: Almeida et al. 2015). 2™

4.2.3.3.2 Cercarial stage

The cercarial stage of the schistosome is the only infectious men period, and also the most fragile
stage of its life cycle. * However, many reports focus mainly on the PZQ mechanism of action in

adult and juvenile worm, while few papers focus on the mechanism of PZQ interaction with cercaria.
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25276 1n order to understand the interaction of PZQ with schistosome cercarias and its effects Xie et
al.?”” were synthesized and tested against adult S. japonicum a novel fluorescent compound of PZQ,
called PZQ-5. The compound was obtained by coupling the N-hexanoic acid-4-morpholin-1,8-
naphthalimide to PZQ-3 as shown in Scheme 1.

>—\ (o] >—\ O
N N HNO4/H,SO, N N Fe/HCl
2 i 0°C 2 ; CoHsOH/H,0
PZQ NO, PZQ-1

Scheme 1. Synthetic routines of PZQ-5. 7

The cytotoxicities of the new derivatives of PZQ (PZQ-2, PZQ-3 gnd PZQ-5) are relatively low (MTT
assay with HeLa cells: cell survivor after 24 hours in contact with PZQ-2, PZQ-3 and PZQ-5 is over
85% in 40 uM). Fluorescence imagining experiments revealed that PZQ-5 is mainly located at the
cercarial tegument. They had as conclusion that the PZQ can influence or demolish the cercarial
tegument, wich may lead to a series of changes in morphological and biological metabolism for

cerariae. %"’

4.2.3.4 Side Effects of Praziquantel

The administration of Praziquantel may cause infrequent and non-persistent side effects, the most
common being nausea, vomiting, abdominal discomfort, anorexia and diarrhea. With reference to the
central nervous system, headache, dizziness and somnolence have been reported. Other side reactions
were also reported, although less frequently, such as rash, urticarial. #"® and sometimes fever and
fatigue.?”*%2 The frequency and severity of side effects are directly related to the intensity of
infection.”®® Stelma et al. (1995)%* reported cramping, vomiting, hives and swelling observed in 352
patients among 422 treated with praziquantel in an epidemic focus. As the severity of the effects was
higher in patients with higher infection load, the authors suggest that the adverse effects may be
related to the action of the drug on the parasite, causing allergic reactions in the patient. They also

suggest that the death or migration of the worms from the mesentery to the liver can cause embolism
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and intestinal colic. Praziquantel has a low toxicity?® and has no mutagenic, carcinogenic or
teratogenic risk. However, the contraindications for the use of any drug of the schistosomiasis
therapeutic arsenal are hepatic insufficiency and renal failure or other serious situations of clinical

decompensation, such as hepatointestinal decompensation. 23>

4.2.3.5 Resistance to Praziquantel

In 1971, Rogers and Bueding demonstrated for the first time the existence of S. mansoni strains that
were resistant to a schistosomiasis drug, hycanthone. Mice and hamsters infected with strains of S.
mansoni from Puerto Rico and treated with hycanthone, started to eliminate viable eggs again after
one year of treatment. The cercariae from these eggs were used to infect other mouse, in which the

adult worms were resistant to the treatment with hicantone.?®

The first evidence of resistance to PZQ was registered in 1994, with Fallon and Doenhoff
experimental studies.?®?® Mice were infected using a "pool" of cercariae from four distinct
geographic regions and the animals were treated with subdoses of PZQ. After seven cycles of
treatment with increasing doses of PZQ, it was observed one strain of which 93% of adult worms
survived three doses of 300 mg/kg. This strain was resistant to PZQ, but it was sensitive to

oxaminiquine, being the case of a strain that was resistant to a specific drug.’*

In 1995, it was recorded the first case of acquired resistance to praziquantel (PZQ) evidenced in
Senegal, where there was an outbreak of intestinal schistosomiasis and the treatment of patients with
40 mg.kg™* PZQ did not achieve satisfactory results, with cure rates of 18-39%.% Such percentage is
considered low, since the treatment with this drug has a cure rate of approximately 80-90%.%® The
dose was increased to 60 mg.kg™ in order to obtain a therapeutic success, but the results remained

unsatisfactory.>®

Melman et al. (2009) questioned the resistance, since the reinfection is very likely in endemic areas
and it can lead to misinterpretation of the cure rates, as it is not possible to know if the patient had
another exposure to the disease or not. However, advanced studies were conducted and it was actually

found a reduced susceptibility of the worms to PZQ, suggesting an important resistance to the drug.?*

The mechanism of resistance to Praziquantel is not yet elucidated. An evidence for the resistance of
young worms can be found by observing the ABC transport proteins (ATP-binding cassette), involved
in the transport of toxins and xenobiotics. Kasinathan and Greenberg demonstrated that young worms
express approximately 2.5 times more transcription genes of ABC transport proteins (SmMRPland
SMDR?2) than adult worms.?? Hines-Kay et al. demonstrated a significant increase in the transcription
of genes that encode ABC transport protein genes (SMDR1, SmMMRP1, SmMMRP2 and SMDR3) in
young worms exposed to PZQ in vitro.?®® Higher levels of parasite SMDR2 are found in females,

while SMMRP1 is mostly found in males.?®* Couto at al. shown that resistant adult worms (produced
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from S. mansoni-infected B. glabrata snails subjected to PZQ drug pressure) exhibit less tegumental

damage and less inhibition of the excretory system than normal parasites. 2%

Until the present days, there is no clear evidence of a clinical resistance in wide range to the treatment
with PZQ. Kasinathan, Morgan and Greenberg (2010) clearly indicate that the resistance to PZQ can
be selected. It was verified that a homolog of schistosomal P-glycoprotein is upregulated in resistant
worms treated with PZQ and in young worms.?® However, it can be argued that resistence is

inevitable.

4.2.3.6 Structure-Activity Relationships (SAR)
4.2.3.6 1 Stereochemistry of Praziquantel

As previously mentioned, praziquantel has an asymmetric center in its structure, so the compound has
two absolute configurations, (R)-PZQ and (S)-PZQ (Fig. 9). At the molecular level, the main
antiparasitic activity is derived from the core isoquinoline pyrazine, and assigned to the isomer (R)-
PZQ, the eutomer (isomer with biological activity).*** Wu et al. demonstrated in 1991*° that the
administration of the isolated eutomer leds to a reduction of side effects when compared to the racemic
mixture. Patients treated with 20 mg.kg™® of (R)-PZQ had the same cure rate and less side effects
compared to patients treated with 40 mg kg™ of the racemic mixture. However, even if the dextro form

does not induce severe side effects, the drug is commercially available in the form of racemic mixture
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for economic reasons.?%’

S-PZQ R-PZQ

Figure. 9 Chemical structure of the S and R isomers of Praziquantel, respectively. According to King et

Mahmoud in 1989 and Wu et al. in 1991,241:2% the R isomer is reported as the eutomer (Lima, 1997)

A PZQ pill containing 600 mg of active principle has only half of the eutomer (R)-PZQ, 300 mg. The
other 300 mg of the medicament are the distomer (S)-PZQ, associated with most side effects of the

drug and with the bitter taste of the tablet.>*® Problems related to the flavor and the large size of the
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tablets are recognized as a factor associated with abandonment and/or resistance to the treatment by
the patients in several communities affected by leishmaniasis.?®**% Large tablets are difficult to be
swallowed, especially by children (main targets of the campaigns against schistosomiasis), often being
necessary to divide or crush them, which further accentuates the bitter taste.

The use of (R)-PZQ reduces the size of the tablets, removes the bitter flavor and reduces the side
effects. For these reasons, research on a route of synthesis and/or enantioselective purification were
included in the business plan of WHO/TMS for the period of 2008-2013. 3*

In 2011, Woelfle et al.**" proposed two methods for obtaining the pure enantiomeric forms of
praziquantel. The first one starts from the commercial PZQ and involves hydrolysis of an amide
function to afford the corresponding amines. The diastereomeric salts formed by acidification of the
amines with tartaric acid can be separated to lead to the pure enantiomers (see Fig. 10.A). The second

method starts from a different product, but has a same intermediate compound (Fig. 10.B).
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Figure. 10 Two resolution approaches to enantiopure PZQ discovered through Woelfl et al., 2011.

Both processes of enantiomeric resolution showed promising results for large scale obtaining, being

economically viable for a production of a single enantiomer at low cost.?*

4.2.3.6.2 Structure-Activity Relationships (SAR)

Praziquantel is used as a treatment since the 80s, but still has some problems, as low solubility

248 298

issues,?*® several side effects, bitter taste of the drug®® and resistance.?®?% 2% That is the reason why
further research is necessary for the development of new antischistosomal agents for replacement in
case of praziquantel resistance, in other words, a second generation of antischistosomal agents. For the
development of such drugs, three main strategies can be adopted: (a) synthesis of PZQ analogues; (b)
the rational design of new pharmacophores; (c) the discovery of new compounds from screaning
programs on a large scale. The approach (b) is difficult as the target of PZQ is still unknown,??%* but
the synthesis of new analogues is possible by understanding the chemical structure of PZQ. The

molecule of Praziquantel has five positions susceptible to chemical changes (Fig. 11).%%
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. . L 0 . .
Figure. 11 Possible variations in the structure of praziquantel. (Lima, 1997)

Only the R1 position was strongly investigated in the original report and patent, although it is unclear
how these modifications were held, nor the activity presented by its derivatives. #2°%3% Only a few of
the original data SAR/QSAR are available, but the influence of some modifications in the activity of
the drug is known. The introduction of 3-fluorobenzyl groups and nicotinoyl increases the anti-

schistosomicidal activity of the derivatives,

while other groups, such as isobutyryl, eliminate the
activity in this position.®® A summary of the results obtained by the SAR performed by Andrews et

al.?"? are shown in (Fig. 12).

The presence of the carbonyl or thiocarbonyl
group is crucial in this position.

The R-isomer is responsible for the
anthelminthic activity (-)R-PZQ

1. The increase in the number  of  carbon
atoms in the ring is favorable from cyclopropyl to cyclohexyl.

From cycloheptyl on, the activity decreases.

2. Substitutions on the ring and the presence of

The group pyrazino-(2.1-o)-isoquinoline heteroatoms do not lead to an increased activity.
-(2,1-01)- . . A

[is the pharmacophore in PZQ. } 3. When the_ group is subst_ltut_ed by an aromatic ring,

the unsubstituted derivatives are the most

actives. The activity is increased only  when
the ring is  substituted by an amine or a fluoride group.
4. Thiophene and 3-pyridine are the most active heterocycles tested.
5. Aliphatic groups have low activity.

The carbonyl is essential for the activity.
Only the replacement by thionyl
leads to similar results.

Figure. 12 First SAR from original study and corresponding publications.

Until 2001, only one single amine introduction in R1 position was described in the literature. Driven

by Mitsui et Arizono,*

it consists on the introduction of 4-aminomethyl-cyclohexyl (Fig. 13), but no
detail has been published on the characterization and/or activity of the compound, so only the route of

synthesis has been registered.

Figure. 13 Derivative of 4-aminomethyl-cyclohexyl synthesized by Mitsui et Arizono, 2001.

For more than 30 years, no other modification in Praziquantel structure has been chemically explored,
until 2007, when Matthew group held for the first time substitutions at R4 position 2 (not explored in

patent or open literature), in order to increase the chemical space of PZQ derivatives. Through
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reactions performed directly in commercial PZQ, nitro and amino substituents were added to the
aromatic ring of PZQ (Fig. 14). In order to elucidate the PZQ’s mechanism of action an amine in the
aromatic ring would be also an ideal starting point for the attachment of fluorescent dyes or the
synthesis of photoaffinity probes based on PZQ. Three other derivatives, 7-9, with variations in Ry,
were assigned to the group by Bayer, so that its activity is compared to that of the new analogues. The
derivatives were evaluated for their ability to paralyze and kill the worms.

The results are of major importance for the understanding of the relation structure/activity of PZQ.
The amino-PZQ analog (4) exhibits decreased activity compared to PZQ, the N-acetyl and nitro
derivatives are inactive against the parasite. Such observations may mean that the aromatic ring, or at
least the Cyo position of this ring, is a position of low importance in modulating the in vivo activity of
PZQ. Neverthless, the nature of the substituent is also important, since the 4-amino derivative is more
active than the 3-nitro, which is inactive. The low activity of the derivatives indicate that the changes
performed in this position should not present significant gains in the efectiveness, but a decrease or

loss of activity. *®

:R;=A;R;=NO,
:Rle; R4:NH2
:Ry=A; Ry =NHAc
iRy =A; Ry =NHRh
:R]_:B; R4=H
‘R1=C;R4=H
‘R1=D;R4=H

Figure. 14 Praziquantel analogous 3-9 synthesized by Ronketti et al, 2007

Recently, other changes in the position R; were performed, leading to the formation of PZQ ozonide
hybrids (Fig. 15.A.). ¥ The derivatives were tested in vitro and in vivo against young and adult forms

of S. mansoni. Unfortunately, all results demonstrated a lower activity compared to PZQ.

However, the derivatives 1, 2, 4, 5 and 8 had modest activity against the young forms of the worm,
with 34-56% of reduction in females. Like other ozonides derivatives, such as those synthesized by
Xiao et al. in 2007 (Fig. 15.B.),*® the derivative 10 has a high activity against the young form of the
worm (85% of mortality), but has a low activity in adult forms (1-13% of mortality). Neverthless, the
hybrid 9 was completely inactive in both young and adult worms, similar to the results reported by
Laurent et al. in 2008 to six new 1,2,4-trioxane-PZQ hybrids (Fig. 15.C.), which also showed no

significant activity.

In summary, although the identification of new derivatives of PZQ with considered activity against the

young form of S. mansoni, no compound has significant activity against adult worm compared to PZQ.
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Among these derivatives, compound 2 (Fig. 15.A.) shows the best activity against young and adult
forms of S. mansoni (38-44% of mortality in young forms and 39-40% of mortality in adult forms). 3
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Figure. 15 A) Hybrid analogous of Praziquantel (PZQ ozonide) synthesized by Dong et al. in 2010. B)
Chemical structures of the trioxolane derivatives proposed by Xiao et al. in 2007: 1,2,4-trioxolane 0Z01, OZ03,
0z78, 0Z209, 0Z288, STO1 1,2,4-trioxalane and ST03, and 1,3-dioxolane NP17 and NP18. C) Structure of the
series A and B of Trioxaquantel derivatives proposed by Laurent et al. in 2008.

Sereval studies have demonstrated that furoxan derivatives are capable of inhibiting thioredoxin
glutathione reductase (TGR), a parasite multifunctional protein that reduces both thioredoxin and
glutathione disulfide, as it promotes the glutathionylation in worms, thereby killing the parasite.®!° The
group of Gasco was interested in the activity of furoxan derivatives, so they synthesized in 2014 a new
serie of schistosomicidal compounds obtained by hybridizations of PZQ and NO-donors furoxan
derivatives. In the first group of molecules, the furoxan derivatives were inserted as substituents of the
cyclohexyl group of PZQ (Fig. 16. Structures 5-7). In the second group of derivatives, the furoxan
group was attached to the position Cyo of PZQ via appropriate spacers (linkers) (Fig. 16, structures 17-

18 and 24). Related furazones were also synthesized in order to compare the biological activity (Fig.
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16, structures 8-10, 20-21 and 26), since their structures are closely related to the corresponding
furoxans. However, these derivatives are not capable of releasing NO. Thus, if the biological activity
of a furoxan compound is similar to its furazone analog, it is assumed that the group NO is not

involved in such activity.?*®

The group noted that all furoxan derivatives acted as potent inhibitors of TGR, and its power was
registered in the following order 6> 17> 5> 7 ~ 18> 24. Such order is related to the ability of releasing
NO under enzymatic action. This release depends on both the affinity of the molecule by the enzyme
and the intrinsic reactivity of each product. As expected, des-NO furazan analogues showed no
inhibitory activity when tested up to a concentration of 50 uM.?® The results obtained with the second
group of compounds, 17, 18, 20, 21, 24 and 26, indicate that, although the induced contraction of
worms at the highest concentration, this effect was shorter in comparison to PZQ. This evidence is
consistent with the conclusions that the modification of the aromatic ring of PZQ significantly reduces
the activity.***? Even with this reduced activity, the furoxans 18 and 24 possess a better activity in
comparison to the related furazones 21 and 26, suggesting that the group NO is somehow involved in
its activity. Since both furoxan derivatives are effective NO- donors and potent inhibitors of TGR, it is

possible to conclude that the NO-donors characteristic possibly influences the ability to kill the
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\
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parasite.?*?

Figure. 16 Chemical structure of the analogues synthesized by Guglielmo et al in 2014.2* The structures A, B

and C are NO-donors furoxans, and the structures D, E and F are the corresponding des-NO furazones.

Recently in 2012 Liu et al. *** were developed the synthesis of PZQ based on an Ugi four-component
condensation (Ugi-4CR) followed by a Pictet-Spengler cyclization (PS-2CR), as shown in Fig. 17.A.
The variations of the groups and substitutents in these scaffolds arise from the four starting materials:
isocyanide, aldehyde, amine and carboxylic acid, and allows acess to a different chemical space
compared to previous PZQ analogues, particulary derivatives with substituents R, and Rs, wich are

otherwise very difficult to acess (Fig. 17.B). This process produces ketopiperazine fused ring systems
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that mimic the scaffold of praziquantel. Several compounds were identified, however less actives than
PZQ 313,314
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Figure. 17 General approach for the multicomponent synthesis of PZQ derivatives by

In order to increase the chemical variety of PZQ derivatives for a better understanding of the relation
between chemical structure and biological activity, Wang et al. have synthesized, in 2013,**® 33 new
derivatives with different schafolds (Fig. 18). The compounds were tested and their activities against

Schistosoma japonicum were compared to PZQ.
. X
. ;%3
2

Figure. 18. Main structural modification sites of praziquantel performed by Wang et al.

In this work, the positions 2 and 4 of the general structure were the first ones studied. It was identified
that the introduction of the chloroacetyl group in the position 2 of Praziquantel (Fig. 19.7) would lead
to the formation of the derivative 7 with higher worm-killing activity against adult S. japonicum than
PZQ in vitro. The second modification evaluated was the substitution of the aromatic ring by a
thiophene ring, leading to formation of derivatives with similar activity, derivative 7 (Fig. 19.2.). The
thiophenic ring was identified as a good bioisoster of the aromatic ring in PZQ. The derivative 33 with
the chloroacetyl group killed 100% of the worms at concentrations as low as 10 uM, which represents

a more potent compound than PZQ (Fig. 19.2.).3*°
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Figure 19. Derivatives 7 and 33 synthesized by Wang et al. with similar and higher activity than PZQ,

respectively.

Many other changes were made in praziquantel, contributing to further analysis of the importance of
its chemical structure for its activity. Gasser group reported different PZQ analogs with the cyclohexyl
radical in position 2 substituted by different organometallic moieties as previously undertaken with
anticancer, antibacterial and antimalarial drugs.®***" Due to these promising results obtained with
other diseases, specialy against other parasites, the group have embarked on a project to evaluate the
potential of some new PZQ organometallic derivates, like the ferrocenyl-PZQ, Fc-PZQ (Fig. 15.a.).
The group postulated that the derivatization of PZQ with a ferrocenyl moiety could pottentialy prevent
future resistance as well as render the compound active against the juvenile stage of the parasite which
is refractory to PZQ. Unfortunately, the Fc-PZQ derivatives were considerably less active than PZQ
when tested against S. mansoni in vitro.*® Continuing with the bioorganometallic studies Gasser group
described the synthesis and biological activity of some new Cr-PZQ derivatives (Fig. 20.b.) with

antischistosomal activities comparable to PZQ when tested against adult S. mansoni. %32

Qiao group reported new derivatives of praziquantel with modifications on the aromatic ring, which
showed activity against young and adult S. japonicum. The compound with the bromide radical in the
Cs position of the aromatic ring, 8-Br-PZQ (Fig. 20.c.) showed the greatest activity against the adult
form of S. Japonicum, compared to the activity of PZQ in vitro and in vivo. However, none of the

products presented schistosomicidal activity superior to PZQ.3%

Rao group developed an efficient synthesis route for the production of various analogs of praziquantel
in order to implement a SAR study. Several PZQ analogues with an indole ring (Fig. 20.d.) were
synthesized and tested against adult S. Mansoni but, unfortunately, the compounds showed no better

activity than PZQ in vitro.?"

In order to increase the metabolic stability of PZQ, Zhen et al. synthesized three new carbonyl
analogues of praziquantel in 2014 (Fig. 20 E).3? Three diffenrent cycloalkyls substituents were used
for the synthesis of the derivatives, cyclobutyl, cyclopentyl and cyclohexyl, all containing a carbonyl
group in its structure. The use of the carbonyl group is due to its contribution to a decrease in the
reactivity of the cycloalkyl radical, and its position in the case of PZQ was strategic to prevent the
formation of the major metabolite, 4- trans-cyclohexanol. The compounds were obtained as a racemic
mixture and the isomers were isolated. After the synthesis of the derivatives, the compounds were

tested against adult and young forms of S. japonicum. The results showed that the R-isomer is the
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active form of the derivatives, and the size of the carbonyl ring is an important factor for the activity in
such isomers. Derivatives showed a higher activity against young forms of S. japonicum than PZQ,
especially the R-isomer.
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Figure 20. Chemical structure of some analogues of praziquantel recently reported in the literature.

Several structural changes were made in PZQ in order to increase its anthelmintic activity, for
example, increasing the drug efectiveness in young forms of Schistosoma. However, the vast majority
of the resulting products are not promising molecules, with moderate or no significant effect as the
original PZQ.

4.2.3.6.2.1 Molecular Hybridization of Praziquantel and Artemisinin

Artemisinin is a sesquiterpene lactone with a 1,2,4-trioxane ring. Originally studied as an antimalarial
agent, the artemisinin and analogs, such as artemether and artesunate, also have activity against young
forms of schistosomes. Meunier and Robert, in 2010, reported that artemisinin and its derivatives had
their pharmacological activity in Plasmodium through a cytotoxic mechanism targeting the active iron-
heme complex.®® Since both Plasmodium and Schistosoma share the same redox-heme iron
mechanism (Fig. 21), derivatives of artemisinin have demonstrated cytotoxic effects against three

species of Schistosoma: S. mansoni, S. haematobium and S. japonicum.®**

Fe(I)-heme
0O-0O reduction
C;3-C,4 homolise

Arteméter Heme-arteméter aduto 1 Heme-arteméter aduto 2
Figure 21. Mechanism of heme alkylation by artemether (the oval stands for the protoporphyrin IX ligand).
Modified Portela et al., 2012.32°

The combination of artemether and PZQ for the treatment of acute schistosomiasis has been reported

and tested in order to evaluate the synergistic effects. Shuhua et al. observed no increase in
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effectiveness when used in the combination for intragastric treatment of infected mice.*® (You, Mei et
Xiao, 1994). Later, a significant reduction of the parasitic load was reported in infected rabbits.**" The
results of the studies conducted by Utzinger with a combination of PZQ and artemether showed a
significant reduction in the parasitic load compared to those achieved with the use of the individual
drugs.®** Positive results were also found in the combination of PZQ/artesunate in clinical trials, where
the treatment had a higher cure rate compared to the individual one.**® Neverthless, the combination
PZQ/artesunate is not recommended in areas where both schistosomiasis and malaria co-exist, due to
the concern that large-scale use of artemisinin derivatives could induce resistance. Thus, the rational
design of new hybrids derived from PZQ/artemisinin derivatives with dual action will represent an
interesting strategy in the development of new and more effective schistosomicidal agents with

reduced risk of drug resistance.?*

PZQ is highly effective against the adult form of schistosomes, but less effective against the young
stage of development, while artemisinin is more effective against the young stage of the worms.®?
Based on these evidences, the synergistic effects of PZQ and artemisinin against schistosomiasis
started being studied by Qiao group through molecular hybridization (conjugation of two different
pharmacophores to potentialize the biological activity). The group suggested that the hybridisation of
both molecules would result in a wider spectrum of action against various forms of parasite when
compared to a single drug treatment.®*>*?° Thus, Duan et al. synthesized 8 new hybrid derivatives of
praziquantel shown in Figure 22. The analogue 1 is the hydroxy-PZQ, the analogs 2-5 are composed
of two covalently binded pharmacophores, artemisinin, with its endoperoxide binding, and
praziquantel. In the compounds 6-9, the artemisinin derivative was replaced by smaller groups

containing endoperoxide: 1, 2, 4, 5-tetraoxane and 1, 2-4-trioxane. %2

1:R=H,X=0

2: R; = OCOCH,CH,CO, X = NH
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Figure 22. . Structure of the derivatives 1-9 synthesized and evaluated by Qiao group.
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The compounds were synthesized and tested against S. japonicum in young and adult forms. Among

these derivatives, 1-6 showed a higher mortality rate for the worms than PZQ, being the most active
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the analogs 1-3. In the concentrations of 15-25 uM, these three compounds killed 100% of the worms
in a 24-hour period. For comparison, the induced mortality by PZQ at 50 uM is 63% in 72 hours.
Among the analyzed compounds, the derivative 8 had the lowest activity, inducing 0% of mortality at
concentrations up to 50 uM. The activity of the compound 7 is slightly higher than those of compound
8; however, the mortality of the worms is only 60% at 100 uM, much lower than PZQ at the same

concentration. The compound 9 shows a similar effectiveness as PZQ.3%

Based on the mortality of adult worms, the compounds that exhibited best activities at a concentration
of 50 uM were evaluated for their ability of killing juvenile worms. The compounds 1-3 showed a
high mortality rate, 100% at a concentration of 15 uM in 72h. Compounds 5-7, although less potent
than 1-3, also exhibited significant effect against juvenile worms. Among these, the compound 5 is
slightly less effective compared to 1-3 derivatives, inducing 100% of death at concentration of 25 uM
in 72 hours. The compounds 6 and 7 showed modest activity against juvenile worms, reducing the
motility to 100% and 14%, respectevely, at 50 uM.>*

After the preliminary analysis, the derivative 3 (Fig. 23.), also known as DW-3-15, was chosen as the
most promising compound. This compound was prepared by binding the artesunate to PZQ by
inserting a hydroxyl group at the position Cio in PZQ. Its activity against the young worms is
comparable to that of artesunate, but significantly higher than PZQ. More importantly, the derivative

has the same effectiveness of PZQ against adult S. japonicum.**®

Artemisinina Praziquantel

Figure 23. Structure of the Praziquantel/Artemisinin hybrid derivative 3, DW-3-15, synthesized and evaluated
by Duan et al. in 2012.

DW-3-15 was responsible for severe damage to the outer and inner wall of the worm integument,
suggesting that the derivative possibly acts in a similar manner to PZQ. Therefore, the parasite is
vulnerable to the host immune system due to the exposure of the surface antigens. The study further
demonstrated that DW-3-15 exhibited superior worm reduction activity against S. japonicum at all
developmental stage in vivo. Specifically, its activity against juvenile worm is comparable to that of
artesunate but significantly improved compared to PZQ. More importantly, it retains the potency
against the adult S. japonicum as PZQ with overall reduction rate being .60%, thus firmly support the

design rationale. The results suggest that the DW-3-15 could serve as an important prototype for the
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development of a second generation of antischistosomal agents. This is especially important in areas
where the chances of infection are high and where the retreatment with PZQ is required. %

Several structural changes were performed in PZQ in order to increase its anthelmintic activity, such
as expanding its action to young forms of Schistosoma. However, the vast majority of the resulting
products were not promising molecules, presenting no significant activity or a moderate effect, being
not comparable to PZQ. These studies allowed the development of a (still incomplete) list of study
relating the chemical structure and the biological activity, diagrammed in Fig. 24. A biochemometric
study is now being finalized to validate the SAR proposition.

- - 1. The reduction of the carbonyl
The R-configuration forms leads to inactive molecules.
the eutomer in all 2. Increased carbonic chain leads to
tested derivatives. less active derivatives.
1. Substitutions in C10 form less active
compounds.. 1. Increased number of carbons
in the cycle contributes to the

activity (C6 > C5 > C4 > C3).
2. Substitutes by aromatic rings
form less  active  derivatives.
3. The chloroacetyl derivative (CH,CI)
has a higher activity than PZQ.

2.Substitutions by other isoster
aromatic rings form less active derivatives,
except for thiophene, which has a

S Cle
similar activity.

H TH

[ So far, all the changes have led to} ] -

less active derivatives.

The addition of a carbonyl
group at the C4 position in cyclohexyl
decreases the formation of the major
metabolite of PZQ, trans-4-OH,
and leading to more active compounds.

The reduction of the carbonyl form
less active derivatives.

with consequent changes in the molecule conformation,

The introduction of carbonyl or hydrophobic groups,
leads to less active or inactive derivatives.

Figure 24. New SAR proposition based in PZQ modifications made during the last 30 years. (Activity against S.
mansoni and S. japonicam are both used in this study).

4.2.4 Oxamniquine

Oxamniquine (OXA, Fig. 25) is an antischistosomal agent widely used in Brazil due to its low cost
and good efficacy. It operates mainly against the specie Schistosoma mansoni and the adult male
worms are more vulnerable to the action of the drug than the female parasites.?® Also known as (+)-
(7-nitro-2-{[(propan-2-yl)amino]methyl}-1,2,3,4-tetrahydroquinolin-6-yl)methanol the OXA was
originated from lucanthone, which after hydroxymethylation gave rise to hycanthone. Oxidation of
hycanthone by the fungus Aspergillus sclerotiorum, developed by Pfizer in England, gave rise to
OXA.330_332
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Figure 25. Chemical structure of Oxamniquine

Oxamniquine has a lower cost when compared to PZQ (Korokolvas, 1999), being active in the
intestinal and hepatoesplenic infections caused exclusively by S. mansoni, single species in Brazil
(Tzisin & Bronshtin, 1986). It was launched in Brazil by Pfizer under the name of Mansil® for
pharmaceutical capsules and suspension (DEF, 1999; Korolkovas, 1999).

It is easily absorbed orally and intramuscularly; however, its administration by the intramuscular route
is not recommended due to intense and prolonged pain®® After the administration in therapeutic doses,
its half life is about 1.5 - 2 hours. The maximum plasma concentration (1 to 4 mg.L™) is achieved from
1 to 4 hours using a therapeutic dose of about 15 mg/kg.*** It is extensively metabolized by oxidative
processes and the metabolites are inactive. Most of the metabolites are excreted in the urine, with only
0.4 to 1.9% eliminated as the original compound.??® Metabolic reactions are also produced by the

resistant helminths that do not esterify the OXA as a mechanism of resistance. **°

O,N O,N
0”7 “OH OH

Inactive Inactive

Metabolic |/Inactivation

H
N Y HY
HN Activation HN Active

O;N O,N
OH o Ester

Oxamniquine (Ester = O-SO3H)

Figure 26. Metabolism of oxamniquine accouting for the mechanism of action and inactivation. 33

The pharmacokinetic parameters of OXA are not influenced by the severity of the disease. According
to a study performed by Daneshmend and Homeida (1987),%* patients with advanced hepatosplenic

had no significant differences between the half-life, the amount of drug in the systemic circulation and
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the time to achieve maximum plasma concentration compared to healthy subjects. However, variations
in the pharmacokinetics of Sudanese and Brazilian patients were reported,®* which are probably
related to genetic differences of both populations.

The effectiveness of the drug therapy is closely associated to the geographical origin of the parasites,
that differ in susceptibility to drug (Kaye 1978). Thus, according to the World Health Organization
(1990), a single OXA oral dose of 15 to 20 mg/kg is effective in the treatment of schistosomiasis in
South America, Caribbean Islands and West Africa, while 30 mg/kg should be used in East Africa,
Central Africa and Arabian Peninsula. Doses above 60 mg/kg may also be necessary in Egypt, South

Africa and Zimbabwe in order to obtain the desired therapeutic efficacy.

S. mansoni is highly susceptible to OXA and, although well tolerated by the body, the drug is
considered a second choice due to its side effects on the central nervous system, including convulsions
and hallucinations, being indicated only in cases of resistance/inefficiency of PZQ #2%3%(WHO,
2015; Cioli, CDC, 2006; EI-Hamouly et al., 1988; Parise-Filho et al., 2004).

4.2.4.1 Mechanism of Action of Oxamniquine

The mechanism of action of OXA has recently been elucidated by Valentine et al in 2013.%%¢ As
predicted by Pica-Mattoccia et al in 2006,%® OXA is a prodrug that, after being absorbed by the
parasite, is sulfonated by an endogenous sulfotransferase, present only in the parasite (SULT,
GenBank AHB62207.1, UniProt VOPWX8) in the presence of 3'-phosphoadenosine 5'-phosphosulfate
(PAPS; Fig. 27). The resulting OXA sulfate ester is unstable and spontaneously decomposes to form a
reactive electrophilic product capable of alkylating the DNA, proteins and other nucleophilic

macromolecules. The subsequent disruption of cellular metabolic functions possibly lead to death of

Py

Figure 27. Mechanism of action of oxamniquine (Graham, 2013).

the parasite.
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The oxamniquine has an aliphatic amine function that is protonated at physiological pH, found in
numerous DNA binding agents. This positive charge probably contributes to a strong interaction of the
bioactive form of oxamniquine and DNA through an electrostatic bond with the negatively charged

phosphodiester group. (Graham, 2013).
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4.2.4.2 Side effects of Oxamniquine

In the clinic, the side effects most commonly reported by patients undergoing a treatment with
oxamniquine were nausea, dizziness, drowsiness, headache and, less often, abdominal discomfort.
VVomiting and diarrhea were mild and short-termed. Hallucinations or seizures were observed in 0.5%
of treated patients. Laboratory tests showed elevated levels of serum transaminases, leukopenia,
hematuria and/or proteinuria in some patients. (Silva et al., 1974; Domingues & Coutinho, 1975; Bina
& Spinola, 1976; Katz et al., 1976, 1977 Katz 1980). The drug may also cause fever and eosinophilia
due to the destruction of the parasite.??® To alleviate such manifestations, oxamniquine should be
administrated after meals (breakfast or dinner). Oxamniquine is well tolerated by patients and serious
adverse reactions are sporadic (Silver et al. 1975). Nevertheless, some authors reported serious
adverse effects on the central nervous system after the drug administration (Bina & Spinola, 1976;
Krajden et al., 1983; Carvalho et al., 1985). It is contraindicated for pregnant women, children under
two years of age, patients with hepatic and cardiac decompensations, and in cases of hypertension.

Furthermore, it should not be used in people with epilepsy (Vitorino et al., 2012).

4.2.4.3 Resistance oxamniquine

The resistance of some strains of S. mansoni to OXA has been demonstrated both in the laboratory and
in the field.** 3! According to Kinoti (1987),%? S. mansoni has a great ability to develop resistance to

therapeutic doses of OXA employed in the treatment of schistosomiasis.

The resistance to oxamniquine was evident when schistosomules were able to survive a dose 1000
times higher than the effective dose for susceptible parasites.®** According to Cioli et al. (1992), the
resistance to OXA is controlled by a single autosomal recessive gene. The absence of the drug
activating enzyme (sulfotransferase) in resistant worms is responsible for the onset of resistance to
oxamniquine. It is possible that the inhibition of RNA and DNA synthesis that occurs in susceptible

parasites is irreversible in susceptible worms and reversible in the resistant ones.**

4.2.4.4 Structure-Activity Relationships

4.2.4.4.1 Stereochemistry of oxamniquine

The oxamniquine has an asymmetric carbon and there are both enantiomers in the commercial form
(Figure 28). However, studies by Valentine et al. showed an affinity of crystallized forms of the
enzyme SmSULT by the S-oxamniquine, but not by the R-oxamniquine. In order to identify the

eutomer form of OXA, Taylor et al. **°

performed the isolation of the enantiomers R and S to
determine through computational techniques, such as docking, which enantiomers have the

conformation for a better interaction with sulfotransferase, the parasite SmSULT.



167

H H
N T/ _N T/
HN HN
O,N O,N
OH OH
Oxamniquine R Oxamniquine S

Figure 28. R and S enantiomers of oxamniquine.

The crystallized structures of the enzyme show that both enantiomers bind similarly to the central
cavity of SmSULT. Although R- and S-OXA occupy the same space inside the cavity, the positions of
the piperidine moiety and its isopropylaminomethyl substituent show greater variation due to the
influence of the chiral carbon, preserving the position of the methylhydroxy group, which is the target
of sulfotransferase The structures of both enantiomers complexes with SmSULT show that the amino
acid residue positions that surround OXA in the central cavity do not vary significantly. Instead, it is
the orientation and configuration of the OXA enantiomers that range in order to occupy the central
cavity. The results suggest that the S (+) enantiomer is responsible for most of the antischistosomal
activity, while the R (-) enantiomer has a moderate activity, more remarkable when isolated and in

relatively high concentration. 3°
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Figure 29. A) Overlay of the structures of R- and S-OXA in the SmSULT binding site in green and yellow,
respectively. Hydrogen bond distances are shown as dashed lines. B) Alternative View. The chiral carbon is
showed in red.

The combined results of these analyses suggest that, when exposed to a racemic mixture of OXA, the
parasite’s enzyme (SmSULT) preferentially binds to the S-enantiomer, which has a better steric
conformation to the central cavity of the protein. Thus, the S-OXA enantiomer may out-compete R-

OXA due to a more favorable energy of binding in the racemic mixture. *°
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4.2.4.4.2 Structural changes in oxamniquine, SAR

In 2008, Almeida et al. conducted an oxidation of hydroxymethyl in the position 6 of the molecule,
which is the group involved in an important mechanism of action at the molecular level and,
consequently, in the pharmacological activity (Fig. 30). After the biological analysis of the 6-formyl-
oxamniquine derivative, the results showed that the substitution of the hydroxymethyl group by an
aldehyde did not alter the drug activity (Almeida et al., 2008). This result can be explained by the
reduction of the aldehyde by the action of human or parasite reductases, creating the group

hydroxymethyl, which has an important activity at the molecular level.

H H H
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Oxamniquine 6-formil-oxamniquine Oxamniquine

Figure 30. Synthesis and in vivo reduction of the 6-formyl-oxamniquine derivative

In 2002, Barberato Filho et al. synthesized 3 new oxamniquine derivatives in order to assess the
effects caused by the changes in the heterocyclic ring and side chain (Fig. 31). Although all new
derivatives show promising activity, all of them showed a higher toxicity when compared to OXA.
The results indicate that the alkyl side chain may be modified without significant changes in the
pharmacological activity, but such modifications are associated to an increased toxicity. The derivative
1 showed a LD50 similar to OXA, while the derivatives 2 and 3 had a greater toxicity than

oxamniquine. They showed high insolubility as oxamniquine.®’ (Barberato Filho et al, 2002).
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Figure 31. Structure of the new oxamniquine derivatives proposed by Barbarato Filho et al. in 2002.

As an attempt of reducing the side effects of OXA in 2007, Parise Filho et al. used the classic
approach of promoting one or more chemical bonds with synthetic or natural macromolecules to
increase the effectiveness of bioactive compounds and decrease their toxicity (Ouchi et Ohya, 1995;
Patel et al., 1997). Three new biopolymers derived from oxamniquine were synthesized to act as

prodrugs.
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Methacrylate and acrylic monomers were selected as drug carriers (Figure 32). Polymethacrylic and
polyacrylic are known for being good drug carriers (Gallardo et al., 2001; Jiang et Zhu, 2001) that
assist in increasing bioavailability, prolonging the action and reducing the side effects (Davaran,
Entezami, 1997; Wermuth, 2011).

The first test performed in vivo and confirmed by statistical analysis showed that compounds 1 and 2
have prolonged profile of action and reduced parasitic load. Concerning the parasitic load, all profiles
observed were similar to oxamniquine. Additional bioassays, such as toxicological tests, were not
performed. However, it was observed a significant increase in the number of worms for compound 3,
suggesting that the methacrylate copolymer do not exhibit antiparasitic activity. This behavior can be
related to several factors such as: (1) the polymer is a sustained release formulation, so the compound
may not have reached the effective dose during the study period. A longer test would be necessary to
evaluate this hypothesis; (2) The issues concerning the drug release from the polymer matrix; for
example, difficulties in the hydrolysis. Possibly, the introduction of a spacer between the drug and the

polymer could solve this problem. (3) The high molecular weight of the compound.®*®
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Figure 32. Chemical structure of the oxamniquine prodrugs synthetized in 2002 by Parise Filho et al.

4.2.4.5 Praziquantel vs Oxamniquine

PZQ and OXA are both used as drugs in the schistosiamiases treatment. PZQ is effective against all
the parasite forms, however OXA is effective only against the S. mansoni infection. In order to
evaluate the therapeutic efficacy of oxamniquine and praziquantel against Schistosoma mansoni
infection in 2003 Ferrari et al. **" compared the accuracy using a triple-masked and randomized
controlled trial with 106 patients infected with S.mansoni. To the first group was given 60 mg/kg PZQ
per day for three consecutive days, the second was given two daily doses of 10 mg/kg oxamniquine,
and the placebo group received starch. Fecal examinations (days 15, 30, 60, 90, 120,150, and 180 after

treatment) and biopsy of rectal mucosa by quantitative oogram (days 30, 60, 120, and 180) were used
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for the initial diagnosis and for evaluating the degree of cure. When cure was evaluated by stool
examination, oxamniquine and praziquantel had cure rates of 90.3% and 100%, respectively.
However, when the oogram was used as an indicator of sensitivity, the oxamniquine cure rate dropped

dramatically (to 42.4%), whereas the rate for praziquantel remained high, at 96.1%.

However OXA still being a valid alternative drug for the treatment of S. mansoni; especially in S.
mansoni PZQ’s resistant that still responding to this drug. **®*** However, OXA has more side-effects
and is more expensive than PZQ, at least in Africa and in Latin. These results show that PZQ is

significantly more effective than OXA in treating S. mansoni infection.

4.2.4.6 Conclusions

The high incidence of schistosomiasis demonstrate that the epidemiologic measures taken for the
eradication of the schistosomose so far, in Brazil and in the world, are not completely effective. These
treatments are obsolete and the therapeutic compliance is difficult. PZQ, the most effective drug
against the parasite still having some basic problems as low solubility, side effects, risk of resistance,
low efficacy against juvenile forms of the parasite and its biological target still unknown. Considering
this situation it is strictly necessary to develop measures for the vector control, education of the
population and professional training for direct combat of the worms in addition to the urgency of

developing new drugs.

Since the PZQ discovery in 1977 almost 40 years have passed and, at least, 200 new PZQ derivatives
are synthetized. The most part of these derivatives are less active than it and the risk of resistance still
the same. It is required a deep research concerning the improvement of the pharmaceutical

characteristics of the available drugs.
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4.3.1.1 Introduction

Schistosomiasis is a disease caused by the trematode Schistosoma mansoni, whose adult forms inhabit
the mesenteric vessels of the host and the intermediate forms develop in snail aquatic gastropods of the
genus Biomphalaria. Initially, the disease is asymptomatic and can progress to extremely severe
clinical forms and lead to death (Brazil, 2010). Among the parasitic diseases, schistosomiasis has a
high prevalence rate worldwide, estimated at 200 million people distributed in 74 countries, around
80% of the cases concentrated in Africa. (Carvalho et al., 2008).

Figure 1. Geographic distribution of Schistosomiasis worldwide in the year 2010 (Source: WHO, 2013).

Praziquantel is used as a treatment since the 80s, but still has some problems, as low solubility issues
(Passerini, 2006), side effects, bitter taste of the drug (Meyer et al., 2009) resistance (Fallon, 1998;
Stelma et al., 1997; Fallon, et al., 1996; Cioli, Pica-Mattoccia & Archer, 1995) and no effect against
the juvenile forms. 323073% That s the reason why further research still being necessary for the
development of a second generation of antischistosomal drugs. For their development, three main
strategies can be adopted: (a) synthesis of PZQ analogues; (b) the rational design of new
pharmacophores; (c) the discovery of new compounds from screaning programs on a large scale. The
approach (b) is difficult as the target of PZQ is still unknown (Greenberg, 2005), but the synthesis of
new analogues is possible by understanding the chemical structure of PZQ. The molecule of

Praziquantel has five positions susceptible to chemical changes (Fig. 2) (Duan et al., 2012).

/A‘B -
Sl
N
ac

Figure 2. Dotted lines indicate the centres where the possible structural modifications were carried out
to synthesize the new PZQ analogues.
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Only the R1 modifications were strongly investigated in the original report and patent, although it is
unclear how these modifications were held, or the activity presented by its derivatives (Seubert,
Pohlke et Loebich, 1977; Seubert, Thomas et Andrews, 1977; Seubert, 1976). Since the first review of
PZQ SAR?? very few new PZQ analogs have been synthesized. After these 35 years a library with
almost 200 derivatives was generated, in order to increase the anthelmintic activity, such as expanding
its action to young forms of Schistosoma. However, the majority of the resulting products were not
promising molecules, presenting no significant activity or a moderate effect, being not comparable to
PZQ. Our study allowed the development of a (still incomplete) list of study relating the chemical
structure and the biological activity, recently published by our group.

Figure 3. New SAR proposition based in the review of PZQ modifications proposed by Barros et al.
2016.

In this study it was investigated a set of almost 200 PZQ derivatives developed during this 35 years for

different groups around the world, in order to validate the SAR model proposed in our recent Review.

4.3.1.2 Results and Discussion
4.3.1.2.1 Preliminary Analysis with the Chemical and Biological Data

A preliminary data analysis was made with all the references in order to edit and prepare it for further
analyses choosing the best approaches. Regarding Table 1 it is easy to identify that the dates are not
homogeneous. Groups are made to make the dates easier to analyze. First the derivatives can be
divided in two principal groups according to the worm specie that they were tested: (1) 147 analogs
tested against S. mansoni; (I1) 52 analogs tested against S. japonicum. In some cases the same
molecules can be founded in both groups. The second way to divide the derivatives is through the
nature of the biological test. In the case of group (I1) all the tests has the same quantitative nature,
checking the worm reduction in different doses. However, with the group (I1) the derivatives can be
divided in two groups: (1) the analogs that were evaluated by a qualitative methodology, with 63
derivatives; (2) the analogs that were evaluated by a quantitative methodology, with 84 derivatives.
Again the (2) group can be subdivided according with the biological value founded in the original
paper; (a) EC100, 14 derivatives; (b) EC90, 19 derivatives; (c) EC50, 30 derivatives; (d) Worm
reduction in a singles dose, 21 derivatives (10 derivatives with a 400 mg/dose and 11 derivatives with

500 mg/kg dose). All this subdivisions are presented in Scheme 1.


http://www.linguee.pt/ingles-portugues/traducao/through.html
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Table 1. Preliminary data analysis with all the references used in the study.
Reference Biological test Number of S. mansoni S. japonicum
Derivatives

Andrews et al., 1983 Qualitative with 4 degrees 61 X

Abo-Ghalia et Soliman, Quantitative (Worm reduction in a 11 X

2000 single 500 mg/kg oral dose)

Abo-Ghalia et Soliman, Qualitative with 4 degrees 2 X

2001

Ronketti et al., 2007 Quantitative (EC100) 7 X

Dong et al., 2010 Quantitative (Worm reduction in a 10 X
single 400 mg/kg oral dose)

Kamel et al. 2012 Quantitative (EC50 and EC100) 7 X

Sadhu et al., 2012 Quantitative (EC90) 19 X

Liuetal., 2012 Quantitative (EC50) 26 X

Wang, Chen et Qiao, 2013  Quantitative (worm reduction in 3 10 X
different doses)

Wang et al., 2013 Quantitative (worm reduction 33 X
between 1 and 8 different doses)

Zheng et al., 2014 Quantitative (worm reduction in 2 9 X
different doses)

Sharma et al., 2014 Quantitative (EC50) 4 X

Nature of biological test

—_— Biological test
Worm specie
/—/%
| . . P Worm reduction in
(M S.Jap502n|cum Qua?stg;itlve different doses
(52) (52)
Derivatives (1) Qualitative 4 degree of classes (0, +, ++, +++)*
(199) (63)
1 i a
(1 s. r(lﬁr;s)om ( )ECIOO(14)
b)
EC90 (19)
(2) Quantitative | (¢) 400 mg/k
Qe EC50 (30) )
) Worm Reduction
in a single dose
500 mg/kg
(11)

Scheme 1. Hierarchical group separations. *(+++ complete reduction of worms with 5 x 50 mg/kg; ++ complete

reduction of worms with 5 x 500 mg/kg; + less than 90% reduction of worms with 5 x 500 mg/kg; 0 no effect

with 5 x 500 mg/kg).

The results of this preliminary analysis shows that S. mansoni data are not entirely comparable

because the data collection criteria are not completely compatible. In a first moment was necessary to

convert the data to a same category. It was chosen to convert all the data in qualitative values. Using

similar parameters as used in Adrews et al. 1983 the quantitative and qualitative groups are putted
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together. However as they were tested against two different species the groups (1) and (11) could not to
be putted together. A simple scheme assembling these information can be viewed in Scheme 2.

| o
) s. japonicum Quantitative values
(52)
Ry X
5 3 R
TENT4 2
N 1 N2 R,
H
RS &= Ry Z
PZQ analogs (I s. mansoni Qualitative values similar to the used
(147) - by Andrews at al. 1983

Scheme 2. Group separations after the preliminary analyses.

Even if the quantitative antischistosomal evaluations tests are all different as all were helded using the
PZQ as reference the guantitative-qualitative data conversion was carried using it as reference. The
generalizations used to convert each quantitative value can be viewed in Table 2. Only references with

quantitative values are shown as also Andrews et al. 1983 values.

Table 2. Data conversion.

Reference Biological Test PZQ Value | Qualitative approximation
Andrews et al., 1983 Qualitative with 4 degrees +++
Abo-Ghalia et Soliman, Quantitative (Worm reduction ina | 100%
2000 single 500 mg/kg oral dose)
0 = Less Active Than PZQ
Ronketti et al., 2007 Quantitative (EC100) 3uM
Dong et al., 2010 Quantitative (Worm reductionina | 96% 1= Same Activity Than PZQ
single 400 mg/kg oral dose) 2 = More Active Than PZQ
Kamel et al. 2012 Quantitative (EC50 and EC100) 10 uM
Sadhu et al., 2012 Quantitative (EC90) 3uM
Liuetal., 2012 Quantitative (EC50) 0.18 uM
Sharmaet al., 2014 Quantitative (EC50) 2.5uM

After the first analyses two different groups are found; the group (I) with the molecules tested against
S. japonicum having quantitative results and the group (I1) with the molecules tested against S.
mansoni having qualitative results. To be able to evaluate and understand the effect of each chemical
modification in the antischistosomal PZQ activity these two groups were divided up into six
subcategories according to the chemical modification. They are: Subcategory (I)A and (1A,
modifications in the amide carbonyl in N-2 position. Subcategory (1)B and (11)B, modifications in N-2
position, including the cyclohexyl ring and the carbonyl system; Subcategorie (I)C and (I1)C,

modifications in Cs position; Subcategorie (1)D and (11)D, modifications in the carbonyl present in Cs
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position; Subcategorie (1)E and (I1)E, modifications in Ce position; Subcategorie (1)F and (I1)F,
modifications in the aromatic system sometimes only simple substitutions other times changing the
aromatic ring; with Cs position; and Subcategorie (1)G and (I1)G, modifications in the C; position. A

review with the subcategories can be found in Figure 4.

Subcategories (1)D and (11)D

Subcategories (I)E and (I1)E

Group (1) = 7 derivatives
Group (1) = 3 derivatives

Group (1) = 0 derivatives
Group (I1) = 2 derivatives
Subcategories (1)C and (I1)C

Group (1) = 0 derivatives
Group (I1) = 22 derivatives

Subcategories (1)F and (11)F

Group (I1) = 17 derivatives Subcategories (1)B and (11)B

Group (1) = 21 derivatives

Group (I1) = 101 derivatives

Subcategories (1)G and (11)G
Group (1) = 0 derivatives Subcategories (1)A and (11)A

Group (11) =0 derivatives

Group (1) = 33 derivatives

Group (1) =5 derivatives
Group (I1) =5 derivatives

Figure 4. Subcategories according to the chemical modifications.

As the last subdivision in the group of molecules it was decided to divide the subcategory
(DB/(INB and (NF/(11F according to the radicals chemical nature. To the subcategory (I)B/(1)B: 1)
replacement of cyclohexyl D by aromatic systems; 2) replacement by non-aromatic cyclic systems; 3)
replacement by open chains groups. To the subcategory (I)F/(I1)F; 1) Substitutions in the aromatic ring
A; 2) replacement of aromatic ring A by other aromatic systems. A resume with all divisions in the
principal group can be found in Scheme 3.

Nature of substituint

Worm specie

A Chemical modification
position (1)F - 11 molecules
—N— 1) Aromatic Systems {
(I)F - 54 molecules
(I)F - 11 molecules
M s, japonicum —— ()A/IDA 2) Cyclic Systems {
(52) (IF - 21 molecules
(HB/(nB ()F - 8 molecules
e 3) Open Chains {
(IF - 10 molecules

‘ (HB/ano (I)F - 10 molecules
PZQ analogs (1) 5. mansoni —— (DE/(INE 1) Ring Sbstitutions {
(147) (F/INF (I)F - 12 molecules

(I)F - 11 molecules
2) Others Aromatic Systems {
(I)F - 10 molecules

L we/ne

Scheme 3. Final group separations after the preliminary analyses.
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Some molecules has more than one substitutions, does it means that they are present in more than
one class or subcategory. Due to this in the end of the preliminary analyses the sum of the number of
the molecules are bigger than the total number of molecules.
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4.4 Conclusion

After 35 years since the discovery of PZQ a library with almost 200 derivatives was generated, in
order to increase the anthelmintic activity, such as expanding its action to young forms of
Schistosoma. However, the majority of the resulting products were not promising molecules,
presenting no significant activity. Our study allowed the development of a SAR model relating the
chemical structure and the biological activity. In the study it was investigated the whole set of PZQ
derivatives developed during this time for different groups around the world, in order to propose a
consistent SAR model. After obtaining the model we compared it with the first, and only, SAR
proposition, published by Andrews et al. in 1983. The main additions in this model were the

information obtained with the substitutions carried out at the positions R, Rs, R4 and Rs.

In the second part of this work was started the biochemometrics studies with the PZQ derivatives.
However, the non-standardization of results made the work longer than we thought. The first
maneuver adopted for standardize the data was through the construction of groups according to the
biological data. At the end 2 main groups were made, the group (1) with 52 molecules tested against S.
japonicum, and the group (I1) with 147 molecules tested against S. mansoni. After have these 2 groups
we choose 3 subcategories of derivatives in order to standardize all the different biological data; 0 to
the compounds less active than PZQ; 1 to the compounds with the same activity as PZQ; 2 to the
compounds more active than PZQ. After these classifications new chemometric analysis were started,

but no significant result was found till the moment.

As the principal perspectives of this work we have :
1) Finalizing the chemometric analysis (already in curse);

2) Development of a pharmacophore model using the PZQ derivatives actives against the S. mansoni

(already in curse);

3) Development of a pharmacophore model using the PZQ derivatives actives against the S. japonicum

(already in curse);

4) Comparison of the different models obtained and development of a third model with molecules

active against the both species;

5) Rational synthesis of new PZQ derivatives according to the results obtained;
6) Biological evaluation of these new compounds;
7) Comparison of these results with the chemometric models;

8) Leader molecule and QSAR model
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5.2 Introduction Generale

Tout au long de I'histoire, I'humanité a été victime de nombreuses pandémies extrémement mortelles
telles que celles dues au choléra, a la peste, la grippe, la fievre typhoide, la tuberculose ou encore a
d'autres maladies infectieuses. D’autres maladies telles que les infections de l'oreille, de la peau et de
la gorge, peuvent également étre responsables de nombreuses complications telles que la surdité.
Jusqu'au milieu du XIX*™ sigcle, I'espérance de vie en Europe et en Amérique du Nord était en

moyenne de 50 ans, avec de grandes chances de décés prématurés dus aux maladies infectieuses.

La découverte et l'innovation des antibiotiques sont considérées comme I'une des principales
réalisations de I'numanité. Sans ces derniers, les naissances prématurées seraient difficiles, la plupart
des interventions chirurgicales et des greffes seraient impossibles, les thérapies cytotoxiques pour le
cancer conduiraient a des infections mortelles et les hdpitaux deviendraient des nids a bactéries.
Depuis la découverte des antibiotiques, I’espérance de vie a été augmentée de plus de 20 ans et des

millions d'infections, auparavant considérées comme fatales, ont pues étre traitées.>*

Les aminoglycosides sont une partie importante de I'arsenal thérapeutique antibactérien depuis leur
découverte dans les années 40 et constituent la premiére classe d'antibiotiques découverts par criblage
de produits naturels avec une activité antibactérienne. En 1944, le laboratoire Waksman est le premier
a identifier et isoler la streptomycine, un aminoglycoside antibiotique synthétisé par des bactéries du
sol. Depuis, d’autres aminoglycosides ont été isolés et sont généralement administrés par voie topique
ou intraveineuse. La néomycine (néomycine) a été isolée a partir de la bactérie Streptomyces fradiae et
posséde une meilleure activité contre les bactéries Gram aérobie (+) que de la streptomycine. La
gentamicine a été isolée a partir de Micromonospora en 1963 et constitue une percée majeure dans le
traitement des infections a bacilles a Gram négatif, y compris celles provoquées par Pseudomonas

aeruginosa.’

Généralement, le nom associé a une substance est lié a son origine. Par exemple, les noms se terminant
par « mycine » correspondent a des molécules qui sont directement ou indirectement dérivés de
Streptomyces. A I’inverse, ceux se terminant par « micine » correspondent & des molécules provenant

directement ou indirectement de Micromonospora.>®

Les aminoglycosides sont des antibiotiques bactéricides, naturels ou semi-synthétiques dont le spectre
d'action implique les bactéries a Gram (+) et Gram (-). De tels dérivés possédent un effet de synergie
avec dautres antibiotiques, comme les R-lactamines.”*® Néanmoins, D’activité de cette classe
d’antibiotiques est dépendante de la concentration in vivo de dioxygéne et son effet est donc tres faible
sur les bactéries anaérobies et les mycoplasmes. De plus, certains effets toxiques tels que la
néphrotoxicité et I'ototoxicité ont été observés. Ces effets, en plus de I’apparition de mécanismes de

résistance bactérienne constituent des limites pour cette classe de médicaments.'
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La structure des aminoglycosides comporte au moins une unité sucre aminé généralement reliée par a
un aminocyclitol (figure 1, cycle | généralement en position centrale), ce sont donc généralement des
pseudo-oligosaccharides. Ces molécules sont donc hydrophiles. Généralement, les composés
possédant une activité antimicrobienne présentent le cycle I aminocyclitol 2-désoxystreptamine, qui
peut étre disubstitué en positions 4 et 5 ou 4 et 6 (figure 1). La classification des cycles la plus
largement utilisée est la suivante : le premier cycle correspond a I’aminocyclitol central (2-désoxy-
streptamine), le cycle Il au sucre aminé qui se lie a la position 4 de la 2-désoxystreptamine centrale,
tandis que le cycle Il correspond au sucre aminé qui se lie a la position 5 ou 6 de la

désoxystreptamine centrale. Le cycle IV est relié au troisiéme cycle.”**3

Les deux classes principales d'aminoglycosides peuvent étre définies par rapport a la position du cycle
111 sur le premier cycle. Dans les aminoglycosides de la classe de la paromomycine et de la néomycine
B, le cycle I11 est lié en position 5 du cycle | font partie de la classe des néomycines. A I’inverse pour
les aminoglycosides de la famille de la tobramycine et la kanamycine, le cycle 111 est lié au cycle | en
position 6 (classe des kanamycines, Figure 1)."*3

. R
4
HO 0

HOS. HN Cycle |
H,N
HO 2
Cycle 1l 6 OH

R = OH, paramamine
R = NH,, néamine

NH
& R o & é
HO HO
Cycle | Cycle |
Cycle 11 H03I N R103 HoN

HN o R Om
HO mNHz HO NH,

OJ 6OH Cycle Il 6 O_HO
OH  NH, Cycle 111 9
m OH NH,
HoN OH
Cycle IV HO™ HO
R = OH, paramomycine R; = R, = OH, kanamycine A
R = NH,, néomycine B R; = OH, R, = NH,, kanamycine B

R; = H, R, = NH,, trobamycine

Fig. (1) Structure chimique des principaux squelettes de glucosamine disponibles dans le commerce

En dépit de leur efficacité, 1’utilisation thérapeutique des aminoglycosides est moins fréquente que par
le passé. L'une des principales raisons de la réduction de son utilisation est due a la toxicité
vestibulaire et rénale.”® Le principal effet secondaire de cette classe d'antibiotiques est la
néphrotoxicité qui peut se survenir chez 20% des patients traités. Les lésions rénales, bien que
généralement réversibles, causent une hospitalisation prolongée des patients, entrainant, par
conséquent, des colts plus éleves. Plus important encore, la néphrotoxicité est généralement associée a

une mortalité élevée chez ces patients. Cet effet peut étre limité puisque certains facteurs de risques
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pour la néphrotoxicité sont connus (males a doses multiples, maladie du foie, hypokaliémie, etc.) et

des mesures préventives peuvent étre envisagées.®

Dans le but de contrer ces effets I'activité antibactérienne des aminoglycosides, de nombreux dérivés
des aminoglycosides ont été synthétisés et développés comme antibiotiques et parmi eux des
aminoglycosides amphiphiles (AAGs). Les AAGs sont une classe émergente de nouveaux agents
antibactériens avec de nouveaux modes d'action agissant sur les membranes lipidiques des bactéries.
Des études antérieures ont montré que les analogues amphiphiles de la néomycine B et de la
kanamycine A rétablissent une puissante activité antibactérienne contre les bactéries Gram (+)

résistantes a la néomycine B, a la kanamycine A.*"?

Dans un travail publié par Zimmerman et collaborateurs en 2016, un nouveau groupe de dérivés actifs
contre des bactéries a Gram (+) et Gram (-) résistantes a été identifié par le Département de
Pharmacochimie Moléculaire de I'Université Grenoble Alpes. Ces composés sont des dérivés
amphiphiles de la néamine, et sont préparés a partir de néomycine B, un antibiotique naturel. Ces
molécules se sont révélées intéressantes pour des applications en tant qu’antibiotiques ou comme
désinfectants. Le groupe a obtenu divers dérivés de néamine dont des dérivés 3',4'-dialkylés de la
néamine (2) et 3,4-dialkylés de la néosamine ou 6-amino-6-désoxyglucosamine (Figure 2, composes
3). Ces dérivés possédent un groupement allyle en position 1 qui peut étre modifié pour y introduire
une structure ressemblant a celle des dérivés 3°,4’-dialkylés de la néamine. L’époxydation de la double
liaison suivie d’une ouverture du cycle époxyde par attaque nucléophile par des aminoalcools ou des
diamines a ainsi conduit a des dérivés antibiotiques tres efficaces contre les bactéries Gram (+) et
Gram (-) sensibles ou résistantes. Les modifications se traduisent par une plus grande flexibilité au
niveau du cycle | des dérivés par rapport aux dérivés de néamine pouvant permettre une interaction
plus efficace avec les composants des membranes bactériennes, telles que les lipopolysaccharides
(figure 3).2

¢ (N NH2 NH
HO O Cycle | g
HO . H,N Y
3" H,N o

Cycle 11 HO 60 H,

Néamine 1 2
R=alkyle
3 3N 0N\

Fig. (2) Dérivés de néamine et de néosamine obtenus au Département de Pharmacochimie Moléculaire de

I'Université Grenoble Alpes.
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Dans le but d’agrandir la famille des dérivés de la néosamine amphiphiles antibiotiques a spectre large
d’action, le but de ce travail de thése était donc de synthétiser de nouveaux dérivés de la néosamine

antibactériens en utilisant des réactions de métathese.
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CHAPITRE |

Des Aminoglycosides Classiques et Amphiphiles et le Combat aux Bactéries
Resistants

5.2.1 Introduction

Les aminoglycosides appartiennent a l'une des classes les plus anciennes dantibiotiques, la
streptomycine a été le premier a étre découvert en 1944, Il a été suivi par la découverte d'une autre
série de substances similaires, comme la néomycine, paromomycine, kanamycine, gentamicine et la
tobramycine. En 1970, des antibiotiques semi-synthétiques comme I'amikacine, la dibékacine, la
sisomicine et le nétilmicine ont été introduits dans les thérapies afin de contourner les problémes de
développement de résistance bactérienne.?? Ces antibiotiques agissent principalement en se fixant a la
sous-unité 16S de I’ARN ribosomal bactérien perturbant ainsi la synthése protéique. La néomycine a
été découverte par Waksman et Lechevalier en 1949, la paromomycine en 1956 et en 1957 la
kanamycine, antibiotique trés actif, non toxique par voie parentérale, et bien toléré. Jusqu'a la
découverte de la gentamicine en 1963 par Weinstein, la kanamycine a été largement utilisé dans le

traitement des infections systémiques par des bactéries Gram (-).

La découverte de gentamicine a été une étape importante dans I'histoire des aminoglycosides car au-
dela de sa tolérance raisonnable, elle est active contre de nombreuses souches de bactéries, y compris
Pseudomonas aeruginosa. Le succés clinique de la gentamicine a grandement stimulé la demande
dantibiotiques similaires, et a entrainé la découverte de plusieurs autres aminoglycosides naturels, tels
que la tobramycine en 1968, la sisomicine et la ribostamycine en 1970, la lividomycine en 1971 et la
verdomicine en 1972. Dans cette nouvelle liste d'aminoglycosides naturels, seuls la sisomycine et la
tobramycine ont une application thérapeutique. Ces deux antibiotiques ont un spectre d'activité
similaire a la gentamicine, en étant toutefois plus actif contre certaines espéces de bactéries comme par

exemple Pseudomonas aeruginosa.?

Une autre voie dans I'histoire des aminoglycosides a commencé avec la découverte des mécanismes
des modifications enzymatiques conduisant a 1I’émergence de résistance. L'identification des groupes
fonctionnels présents dans les aminoglycosides sensibles au métabolisme par les enzymes, a été
particulierement étudiée par Umezawa, afin de les éliminer ou de les protéger sans que l'antibiotique
ne subissent de réduction de son activité et n’ait pas sa toxicité augmentée. Les modifications de la
kanamycine A ont abouti & la synthése de I'amikacine, un antibiotique tres actif et résistant a la plupart
des enzymes qui inactivent la gentamicine. Plus récemment, des manipulations similaires ont conduit a

la synthése de la nétilmicine, dont le principal intérét est une moindre toxicité. %
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Les aminoglycosides présentent une activité antimicrobienne contre un large spectre de micro-
organismes, notamment des bactéries Gram (-) et Gram (+), les mycobactéries et protozoaires.* Les
aminoglycosides sont transportés a travers la membrane plasmatique par un processus dépendant du
dioxygeéne, et n'ont pas d'activité sur les micro-organismes anaérobies.?* Dans la pratique clinique, les
molécules les plus fréquemment prescrits sont la gentamicine, la tobramycine et I'amikacine, alors que
la streptomycine reste encore un outil important dans le traitement de la tuberculose, la brucellose, la

tularémie et la peste bubonique.?

5.2.2 Relations Structure-Activité (REA) et Relations Structure-Toxicité (RET)

La néomycine et la kanamycine sont les deux aminoglycosides antibiotiques les plus étudiés. La
néomycine appartient au groupe des aminoglycosides dans lesquels le noyau 2-désoxystreptamine est
4,5-disubstitué (cycle Il), alors que la kanamycine contient un noyau 2-désoxystreptamine 4,6-
disubstitué. En général, il existe deux types d'approches rapportées pour la synthese des nouveaux
antibiotiques aminoglycosides (schéme 1). La premiére consiste en une modification directe des
aminoglycosides existants. La deuxiéme approche consiste a appliquer des stratégies de glycosylation
sur des précurseurs sélectionnés, comme la 2-désoxystreptamine et la néamine (cycles | et 1), de facon
a créer des « bibliothéques » de nouveaux aminoglycosides. Ces syntheses ont produit de nombreux

nouveaux aminoglycosides actifs.?®

e Ry | . NH, |
4 5 4 5'
Q1 HO 0
Mo A HN 2 HOMT N

SHNG NH, R o%e NH,
N Y 5 60
HOAS_Y Néomycine B Kanamycine A 0 OH
HO OH
HZNi\zC\) o ‘ )y Ny
(9]
HO NH
2 - NH, |
i HO P o 2
HO Q.
HOMT HN | 21l
T
B,C ou OH 5 6 0H B
Derivés de la Néamine
;C/ \i
Derivés de la Néomycine ‘ ‘ Derivés de la Kanamycine

A: Hydrolyse Acide
B: Modification Direct
C: Glycosylation (glycodiversification)

Sch. (1) Stratégies générales pour la synthese d'aminoglycosides de la classe de la néomycine et de la classe de
la kanamycine.

Par les modifications chimiques directes des aminoglycosides existants, plusieurs critéres doivent tout

d’abord étre considérés. Ceux-ci comprennent la source disponible d'aminoglycosides, les groupes
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protecteurs appropriés pour les groupes amines et la différenciation régiosélective des groupes
hydroxyles a fonctionnaliser. La néomycine B et la kanamycine A sont deux aminoglycosides peu
chers dans le marché qui peuvent étre utilisés comme matériaux de départ pour des modifications
chimiques. Bien que la néomycine B disponible dans le commerce soit habituellement mélangée a 10-
20% de néomycine A et C et que la kanamycine A soit habituellement mélangée a 10-20% de
kanamycine B, ces composants mineurs ne constituent pas une difficulté significative dans la synthése

chimique et la caractérisation des composés synthétisés. 2

Les groupes protecteurs les plus utilisés pendant les syntheses pour les fonctions amine sont les
carbamates et leur transformation en azoture a également beaucoup été utilisée. La premiere stratégie
est la plus facile a mettre en oeuvre. Cependant, la faible solubilité des composés contenant des
polycarbamates et des azotures rend la purification et la caractérisation de ces composés tres difficiles.
L'utilisation du groupe azoture pour masquer les groupes amine d'aminoglycosides présente I'avantage
de générer des composés ayant une plus grande solubilité dans des milieux organiques, facilitant leur

extraction & partir de milieux aqueux qui reste néanmoins difficile.

Le probléme le plus difficile dans la synthése des dérivés aminoglycosides est la différenciation
régiosélective des groupes amine qui a été étudiée en profondeur, en particulier dans la néomycine, la
kanamycine et la néamine. En général, ces procédés utilisent des ions de chélation ou de cyclisation a

médiation métallique.

La stéréochimie de la liaison glycosidique a laquelle le composant glucidique est fixé au noyau de la

néamine est essentielle pour l'activité antibactérienne. 2

Certaines conclusions ont été tirées des études des relations Structure-activité (REA) a travers de la
comparaison des structures naturelles de aminoglycosides et ceux qui ont été modifiés par des

réactions semi-synthétiques.?

Le cycle I est d'une importance fondamentale pour le large spectre d'activité et est également la cible
principale des enzymes bactériennes d’inactivation. Les fonctions amine sur 6' et 2' sont
particulierement importantes, par exemple la kanamycine B (2’,6'-diamino), est plus actif que la
kanamycine A (6'-amino-2'-hydroxyl), qui a son tour est plus actif que la kanamycine C (2'-amino-6'-
hydroxyl). La méthylation en position 2' ou 6' ne réduit pas considérablement I'activité antibactérienne
et confére une résistance a l'acétylation enzymatique du groupe amine en C-6’. L'élimination du
groupe hydroxyle en 3' ou 4' ou dans les deux positions dans les kanamycines, ne réduit pas le pouvoir
antibactérien. Les gentamicines n’ont également pas de fonction hydroxyle dans ces positions ainsi
que la sisomicine et la nétilmicine, qui ont aussi une double liaison entre les positions 4 'et 5'. Aucun
de ces dérivés n’est inactivé par I'enzyme d’inactivation phosphotransférase qui phosphoryle
hydroxyle de la position 3'. Les dérivés phosphorylés dans cette position ont beaucoup moins d'affinité

pour le site actif sur le ribosome bactérien. %
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Peu de modifications sont possibles sur le cycle | car ce cycle est principalement impliqué dans la
liaison de l'antibiotique a la cible. Cependant, le groupe amine en position 1 de kanamycine A peut
étre acylé (amikacine par exemple), sans perdre l'activité. La nétilmicine conserve son pouvoir

antibactérien de la sisomicine car elle est résistante a différentes enzymes bactériennes.?

Les groupes fonctionnels du cycle I11 semblent étre moins sensibles aux changements structurels que
ceux portés par les cycles | et Il bien que les gentamicines 2"-désoxy soient nettement moins actives
que leurs analogues 2’’-aminés ou -hydroxylés soient plus actifs. Le groupe amine en C-3' des
gentamicines peut étre primaire ou secondaire avec dans les deux cas une grande efficacité
antibactérienne. En outre, I'hydroxyle en 4 peut étre en position axiale ou équatoriale avec peu de

changement dans 1’activité antibiotique (Figure 3).%

Une étude de relations structure-toxicité relative des dérivés pseudo-disaccharides similaires a la
néamine (NB23 et gentamicine C1A), contenant le cycle 2-désoxystreptamine (2-DOS), a proposé que
la basicité du groupe 2'-NH; soit liée a la toxicité aigiie des aminoglycosides. Basé sur les résultats
obtenues, a été synthétisé un nouveau pseudo trisaccharide (NB45), qui a montré une activité

antibactérienne significative et une faible toxicité aigu, la figure 3.7

NH, NH
¢\ 5 AN
(0] (0]
20 v 4 ,NHy, HSO v 4, NHy
. 2" 2
¥°0HO NH, 3 H O NH,
HMO—; ! HO—-% 1
OH HO
NB23 Neamine
NH, NH,
LANETS! 4N\ 5 o
@] .
2 HN 40 3 2 v 4 Ny
e OH 0o ;e
HO 1 5 °
5 GO (0]
Gentamicine Cyp HO@QVOH NB45 HO@Z
HN AN on

Fig. (3) Des dérivés d'aminoglycosides

Un étude de toxicité (DL50) et d’activité antibactérienne (CMI) a montré que le composé NB23 est
nettement moins toxique (pKa 6,02 ; DL50 303 mg / kg, CMI => 384 pg/mL) que la néamine (pK, 7,2
; DL50 160 mg/kg, CMI = 96 pg/mL) et trois fois moins toxique que la Gentamicine Cia (pKa 8,4 ;
DL50 103 mg/kg, CMI = 192 pg/mL), chez les souris. %

En 1964, Owada a évalué la cochléotoxicité des différentes unités qui composent la kanamycine A (I,
I, 111) et a constaté que le cycle 111 a été le plus toxique, causant surdité chez la souri dans un période
de traitement trois fois meneur que la kanamycine A. En revanche, les unités 2-désoxystreptamine (I)

et 2,6-diaminoglucose (I1) ont été sensiblement non cochléotoxique. Ces résultats sont trés intéressants



192

car l'unité 111 est celle qui présente la plus faible toxicité aigte Iétale par rapport aux autres unités et la
kanamycine A. L'importance du cycle 111 dans I’ototoxicité est encore plus évident par la plus faible
toxicité des dérivés O-méthylé et N-acétylée par rapport aux dérivés et N déprotéges correspondants.®®

D'autres études faisant état de relations structure-cochléotoxicité des aminoglycosides ont montré
directement lié au nombre de groupes ionisables venant des groupements amine attachés au noyau 2-

désoxystreptamine.?

5.2.3 Aminoglycosides Amphiphiles

Au cours des derniéres années, plusieurs articles ont décrits les modifications semi-synthétiques des
aminoglycosides pour les transformer en dérivés amphiphiles cationiques par fixation d'un ou
plusieurs groupes alkyle ou aryle sur les groupements alcool ou amine. Plusieurs de ces nouveaux
analogues, connus comme des Aminoglycosides Amphiphiles (AAGs) présentent des activités
antibiotiques améliorées contre les bactéries Gram (+) et Gram négatif sensibles et résistantes aux
aminoglycosides de référence. Des dérivés antifongiques amphiphiles de la kanamycines avec des
chaines alkyle, avec ou sans activités antibactériennes ont ensuite aussi été décrits. Plusieurs études
montrent que la perturbation membranaire est le principal mécanisme d'action de ces aminoglycosides
amphiphiles antibactériens et antifongiques, ce qui conduit a suggérer qu'ils représentent un nouveau
groupe d’aminoglycosides antimicrobiens.®!#%*2 C’est a partir des dérivés antibiotiques amphiphiles
de la néamine synthétisés dans notre laboratoire en collaboration avec 1’équipe de M.-P. Mingeot-
Leclercq de I’Université catholique de Louvain a Bruxelles qu’a été proposée et démontrée pour la

premiére fois une action des AAGs sur les membranes bactériennes.**3*

Des études menées par Hanessian et coll.® avaient révélé que les dérivés de la paromomycine avec des
substituants lipophiles attachés a la position 2' du cycle Il présentent des activités inhibitrices
exceptionnellement fortes contre Staphylococcus aureus malgré une orientation de liaison a I'ARNr du
site A altérée. Zhang et al.**" ont observé que l'ajout de chaines alkyle stéarique et palmitique a la
position O-5 'de la néomycine B conduit a une activité 32 fois plus élevée contre les entérocoques
résistants a la méticilline (MRSA) et résistants a la vancomycine (VRE). Ces observations initiales ont
conduit a des développements révélant des activités antibactériennes améliorées avec fixation de
groupes alkyles et dautres fragments hydrophobes & la néamine,®#383 paromomycine, %40 et
tobramycine.**** Ces nouvelles découvertes d’aminoglycosides amphiphiles antibactériens soulévent
immediatement des questions sur leurs mécanismes d'action, et sur la nature des interactions avec les
membranes bactériennes impliquées. Plusieurs observations indiquent que la perturbation
membranaire est l'action antibactérienne primaire de la majorité de ces composés et non l'interaction

ribosomique, 317304243
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5.2.3.1 Nouveaux Aminoglycosides Amphiphiles Synthétisés au Deépartement de

Pharmacochimie Moléculaire

Ayant conscience de la nécessité de développer de nouvelles alternatives pour le traitement des
infections causées par des bactéries résistantes, notre groupe a tout d’abord mis au point de nouvelles
méthodes de synthése permettant I’obtention d’aminoglycosides amphiphiles a partir de la néamine et
de la paromamine (AAGs). De tels dérivés ont ainsi montré une activité prometteuse contre les
bactéries Gram (+) et Gram (-) sensibles et résistantes exprimant des résistances de différents types
(figure.4)..

L’introduction de chaines alkyles lipophiles sur les aminoglycosides les protégent d’une part, des
modifications enzymatiques conduisant a des résistances et, d’autre part en changent complétement le

mode d’action qui devient externe limitant ainsi 1’émergence de résistances. >*

Parmi les composés synthétisés portant des groupements 2-naphtylméthyl (2NM), les dérivés dialkylés
ou trialkylés XI, XIl et XV de la néamine se sont tout d’abord révélés fortement actifs contre les
souches de S. aureus sensibles et résistantes, y compris le MRSA et VRSA contre lesquels la
néomycine B qui est totalement inactive. Lors d'un essai contre les organismes Gram (-) sensibles ou

résistants, seul le dérivé trialkylé XV s’est montré prometteur. 3*

L'analyse des relations structure-activité biologique a ainsi montré que les dérivés monoalkylés VII-X
et tétra-alkylé XVI n’ont pas d'activité antibactérienne. En revanche, les composés di ou tri-alkylés XI,
X1l et XV sont actifs. Parmi les dérivés dialkylés X1 et XII ont été les plus actifs contre S. aureus. Le
remplacement du groupe 2NM dans la structure XII par un groupe benzyle, 2-pyridinylméthyle
(2PyM) et de 2-quinolylméthyle (2QM) conduit a une perte d'activité antimicrobienne. Seul le dérivé
XV est actif contre les bactéries Gram (+) et Gram (-). D’autre part, la présence de trois groupes 2NM
semble &tre nécessaire pour une activité antimicrobienne contre les bactéries Gram (-). Leur
remplacement par des groupes benzyle 2NM, 2PyM ou 2QM a également conduit a une perte totale de

I’action antibiotique. *

D'aprés ces données, on peut en déduire que la structure chimique et le nombre de substituants sont

des paramétres essentiels pour l'activité biologique de cette classe de composés. *

Neamina, Ry =R, =R3 =R, =H

NH,

" (VI)R; =Ry =Ry = Ry = 2NM
Roéo& W (VII) Ry = 2NM, R, = R = Ry = H
R0 Y o0 2 NH (IX) Ry =R, = R4 = H, Ry = 2NM

Rsm 2 (X)R,=R,=Rs=H, R, = 2NM

5 60R, (X) R; =R, =2NM, Rz =R, = H
(XI)R; =R3=H, R, =R, = 2NM
(XI)R; =Rz =2NM, R, =R, =H

2NM = (XIV) Ry = Ry = 2NM, R, =Ry = H
(XV) R, = Ry = Ry = 2NM, Ry = H

(XVI)R; =R, =Ry =R, = 2NM

Fig. (4) Structure des nouveaux dérivés de néomycine synthétisés en 2010
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En 2013, Zimmermann et al. ont décrit la synthése de dérivés naphtylméthylés (NM) de la
paromamine qui ont une fonction amine de moins que les dérivés de la néamine correspondants en
raison du remplacement de la fonction 6'-amine du cycle Il dans la néamine par un groupe hydroxyle
dans la paromamine (Figure 5). ® Les dérivés de la néamine se sont ainsi montrés un peu plus

efficaces que les dérivés de paromamine.

La synthese de ces dérivés a été réalisée en 3 étapes : (i) protection des fonctions amines et de la
fonction alcool primaire de la paromamine par tritylation, (ii) alkylation avec un dérivé halogéné et

(iii) détritylation en présence de TFA."*04

Premiérement les activités antibactériennes de la paromamine (Par) et des dérivés néamine
correspondants (Nea) portant deux ou trois groupes 1NM et 2NM (Figure 2) on été comparées contre

les souches sensibles et résistantes de S. aureus (Tableau 2) et les bactéries Gram négatives.

& X = OH, série paroamine
R.O O HN 13: Ry =R, = 2NM, Ry = H; 14: Ry =R, = Ry = 2NM
R,0 - o NH,  15:Ry =Ry = L-naphthylmethylene (INM), Ry = H
NH, HM 2 16:R;=R,=R;= INM

6 OR,
X = NH,, série neamine
17:R; =R, =1NM,R3=H
INM = OO 18: R, =R, =R3= INM

Fig. (5) Structure des dérivés naphtylméthyl paromamine (13-16) et néamine (17 et 18) préparés.

D’autres dérivés alkylés ont ensuite été synthétisés pour mettre en évidence des composes dialkylés
trés actifs contre les bactéries Gram (+) et Gram (-) sensibles ou résistantes comportant des chaines
3’,6-dinonyle (diNn), 3”,6-(di-2-naphtyl)-propyle (di2NP) et -butyle (di2NB) (Figure 6).

NH, NH,

4
Hoéo& HoN Roﬁ HoN
2 2!
RO RO NH

3 NH, SMNHZ 3 NH, ﬂmz
6

6 OR OR
34: R=2NP, 35: R = 2NB 41: R=2NP
36: R =2NH 42: R=2NB
37: R=Bu, 38: R =Hx 43: R =Bu, 44: R = Hx

39: R =Nn, 40: R = ocD

Fig. (6) Structure des dériveés amphiphiles de la néamine de deuxiéme génération synthétisés (34-39 et 41-43)

Parmi les quatre dérivés synthétisés portant deux chaines linéaires 37-40 (Bu, Hx, Nn et ocD,
respectivement), seul le dérivé 3 *',6-dinonyl (Nn) 39 a montré une bonne activité contre les souches S.
aureus sensibles et résistantes ainsi que contre les bactéries Gram (-) sensibles ou résistantes contre
lesquelles les dérivés 3',6-diBu (37), diHx (38) et diocD (40) se sont avérés inactifs.

Ainsi, parmi les dérivés préparés, 3', 6-di2NP (34) et 3 ', 6-di2NB (35) sont les plus actifs contre les

souches de S. aureus susceptibles et résistantes. Le dérive 3', 6-diNn (39) semble étre Iégérement
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moins actif. Contre les bactéries Gram (-) sensibles et résistantes, le dérivé le plus actif est le derivé
3',6-diNn (39), les dérivés 3',6-di2NB 34 et 35 ayant montré des activités proches mais plus faibles. En
ce qui concerne les activités des dérivés 3',4',6-trialkylés de la néamine, les dérivés tri2NM (5) et triHx
(44) sont actifs contre les souches de S. aureus sensibles et résistantes ainsi que contre les bactéries
Gram (-). Cependant, ces composés sont moins actifs contre les bactéries Gram (+) que les dérivés 3
' 6-dialkylés les plus actifs et surtout plus cytotoxiques.

La lipophilie globale des dérivés (et des chaines alkyles) s’est avéré un parameétre essentiel pour une
bonne activité avec des fenétres de lipophilie optimales trés proches observées a la fois en série di- et
tri-alkyl. Pour une méme lipophilie, le passage de la série tri-alkyl a la sérié di-alkyl a permis de
diminuer la cytotoxicité mesurée probablement en permettant une meilleure sélectivité pour les

membranes bactériennes plus riches en phospholipides anioniques (Figure 7).%#’
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Fig. (7) Viabilité (en pourcentage) de macrophages de J774 murins en présence des dérivés de 3',6-
dialkylnéamine (triangles gris) et 3',4 ',6-trialkyl (carrés noirs) a 10 microM apres 24 h d'incubation (moyenne de
trois expériences) en fonction de la lipophilie des dérivés calculée (clogP). Les dérivés trialkylés sont 43 (triBu),
10 (triBn), 44 (triHX), 5 (tri2NM), 41 (tri2NP) et 42 (tri2NB), et les dérivés dialkylés (diBu), 38 (diHx), 7
(di2NM), 39 (diNn), 34 (di2NP), 35 (di2NB) et 36 (di2NH). Les lignes pointillées verticales montrent les limites
de clogP entre lesquelles des activités antibactériennes peuvent étre observées contre les souches de S. aureus et
/ ou P. aeruginosa sensibles ou résistantes. 8

En conclusion, ce travail a permis de déterminer du nombre optimal de substituants lipophiles a fixer a
la néamine ainsi que la lipophilicité optimale correspondante nécessaire pour obtenir de bons effets
antibactériens. La diminution du nombre de groupes lipophiles portés par la néamine devrait permettre
un ciblage plus sélectif des membranes bactériennes par rapport aux membranes eucaryotes a travers

des interactions plus favorables avec les phospholipides anioniques des membranes.

Une troisiéme étude du mode d’action des dérivés amphiphiles de la néamine synthétisés publiée en
2013 a confirmé la forte interaction avec les lipopolysaccharides bactériens (LPS) des dérivés 3°,6-
dialkylés de la néamine les plus actifs en particulier du 3’,6-dérivé dinonyl et leur capacité a
perméabiliser la membrane externe bactérienne (OM) de P. aeruginosa en comparaison avec la

néamine et d’autres aminoglicosides conventionnels (Figure 8). Pour mieux comprendre le mécanisme
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impliqué dans la perméabilisation de I'OM et les interactions avec les LPS, ils ont étudié I'effet des
dérivés de la néamine sur la taille, la fluidité et la surface moléculaire moyenne de micelles de LPS.*

R'=R=H : neamine (cLogP =-19.4)

: 3',4',6-tri2NM (cLogP = -9.3)

“NH
. 2 R =H;R= : 3',6-di2NM (cLogP = -12.7)
g (0]
R'O +
Rcﬁ HZNE - + . (CHy)3

: 3,6-di2NP (cLogP =-11.4)
: 3',6-di2NB (cLogP =-10.8)

R' = H; R = (CH,)gCH3 : 3',6-di2Nn (cLogP =-12.3)

Fig. (8) Structures et lipophile calculée (valeurs de clogP) de la néamine et des dérivés amphiphiles synthétisés.

Ils ont ainsi démontré l'importance des interactions électrostatiques avec les groupes phosphates des
LPS ainsi que celle des effets hydrophobes liant les groupes lipophiles de dérivés de néamine
amphiphiles et les chaines alkyles du lipide A du LPS. Les interactions des dérivés amphiphiles de la
néamine avec le LPS pourraient expliquer leur activité antibactérienne, en particulier contre les
souches de P. aeruginosa (Fig.9) résistantes a la colistine qui est I’un des antibiotiques de dernier
recours contre cette bactérie. En effet, ces bactéries résistantes se caractérisent par un état hautement
ordonné des LPS, une réduction de la charge négative nette du lipide A et la présence d'une chaine
acylée supplémentaire sur le lipide A. En contraste avec la colistine, le dérivé 3',6-diNn de la néamine
serait capable de s'insérer dans le réseau plus ordonné des LPS en raison de sa flexibilité élevée et de
sa capacité a augmenter la fluidité des LPS. Cependant, la liaison au LPS n'est probablement pas
suffisante puisque le dérivé 3',6-di2NM interagit aussi avec les LPS mais ne présente aucune activité

antibactérienne contre les souches sensibles et résistantes de P. aeruginosa.
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Outer leaflet of OM in colistin-susceptible P. aeruginosa
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Fig. (9) Mécanisme d'action hypothétique de la 3',6-dinonyl néamine contre les souches de P. aeruginosa
sensibles a la colistine (en haut) et résistantes a la colistine (en bas). En haut : la couche de LPS est stabilisée par
création des pontages ioniques par interactions avec des cations métalliques divalents (M?*) ; l'insertion de
colistine et/ou du dérivé dinonyl induit la formation de complexes bimoléculaires avec le LPS et perturbe la
structure membranaire. En bas : La couche LPS hautement ordonnée agit comme une barriére a la colistine (pas
d'insertion), alors que la flexibilité du dérivé dinonyl et sa capacité a fluidifier le réseau LPS permettent toujours
des interactions primaires perturbant la membrane.

Il a été démontré que de longues chaines alkyles (nonyles) greffées sur la néamine aux positions 3 'et 6
induisent les changements les plus importants dans la structure de la membrane externe par fixation
aux LPS et par conséquence I’altération de la perméabilité a 'OM la plus forte. Le dérivé 3',6-diNn se
caractérise par sa flexibilité et [I'étroitesse de ses chaines alkyles (figure.10) permettant une
optimisation de l'insertion dans la région lipidique A du LPS. A cet égard, I'effet induit par 3',6-di2-
naphtylpropyl n'est pas significativement différent de celui obtenu avec le dérivé 3',6-diNn.
L'apparition de matiére fluide prolonge les données antérieures relatives a la formation d'un réseau

supramoléculaire entre les substances multicationiques et multianioniques.*’*°

Lorsque toutes les données sont prises ensemble et quand on suppose que le volume de la partie
hydrophobe augmente des dérivés dialkyles linéaires (3°,6-diNn), aux dinaphtylalkyle (3',6-di2NM,
3',6-di2NP et 3',6-di2NB) jusqu’aux groupements trinaphtylalkyles trés volumineux (3', 4, 6-tri2NM),
la liaison maximale & la membrane externe et aux LPS serait inversement proportionnelle au volume
de la fraction hydrophobe. La lipophilie et la forme moléculaire de l'antibactérien seraient donc

critiques. Plus spécifiquement, le dérivé 3',6-diNn présente une forme moléculaire de cbne inversé



198

avec une grande partie hydrophile et une petite partie hydrophobe. Ceci pourrait permettre une
interaction étroite entre ce dérivé et le fragment lipide A des LPS, caractérisée par une forme
complémentaire conique (avec une petite partie hydrophile et une grande partie hydrophobe pour les
LPS) comme illustré sur la Figure 10B.

Inverted cone A

shape

u ’ _tri
3',6-di2NP 3,6-di2NM ¥,4,6-tri2NM

3’,6-di2NB

Flexibility of hydrophobic part

Volume of hydrophobic part »
B
Optimal binding Binding enhancement
by by
complementary strong hydrophobic

molecular interactions

shape

Fig. (10) Relations structure-activité et principaux parametres (flexibilité des fractions hydrophobes, forme
moléculaire) impliqués dans les interactions des dérivés alkylés de la néamine avec le LPS. Des dérivés de
néamine amphiphiles et les LPS sont représentés par des fragments hydrophiles (gris) et hydrophobes (blancs).
La forme moléculaire complémentaire entre dérivés 3°,6-diNn et LPS est illustrée au bas du schéma. 4

Les excellents résultats obtenus par le groupe et les premiéres relations structure-activité établies
stimulent donc la synthése de nouveaux aminoglycosides amphiphiles dans la recherche de nouveaux
agents antimicrobiens encore plus puissants, moins toxiques et moins sensibles au développement de

résistances bactériennes.
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5.3.1 Contexte et Objectifs

Le fort effet antimicrobien des aminoglycosides amphiphiles a suscité l'intérét des chercheurs de
plusieurs pays.™® En effet, la résistance bactérienne et la toxicité associée a l'utilisation des
médicaments parents que sont les aminoglycosides classiques pourraient étre évitées avec ces

nouveaux cCOmposés.

Notre travail a donc pour but d’élargir cette famille d’antibiotiques en synthétisant de nouveaux
analogues amphiphiles de la néamine a partir de la N-acétyl-D-glucosamine, en accorde avec les
prémiers resultats obtenus par Dr. Oliveira Bretas pendant son stage de these réalisé en 2013 dans le

Departement de Pharmacochimie Moleculaire.

L'introduction, dans la structure de ces AAGs, de deux chaines hydrophobes comportant neuf atomes
de carbone chacune, est basée sur les bons résultats antibiotiques obtenus dans notre groupe avec le
dérivé résultant de 1’alkylation de la néamine en positions 3°,4” avec le 1-bromononane. Nous avons
donc cherché a synthétiser des analogues de la 3”,4’-dinonyl néamine a partir du dérivé allylique (2)
sous une forme protégée en utilisant un hétérocouplage par métathese soit avec une amine aliphatique

protégée soit avec un autre amino sucre allylique.

OH . NH,
6 Y a 4.6
AN CH 5
g Cggotasa,
AGHN LS~ o “CH)e o3, /27 4N 2
0 ¢ Y H:N - o
o HO NH,

5 BoH 1
(2

Fig. (11) Structure de la N-acétyl-D-glucosamine (1) et du composé (2).

Deux types d’aminosucres amphiphiles ne portant que deux chaines nonyles ont donc été recherchés :
1) des composés dans lesquels le cycle I est simplifié pouvant étre obtenus par couplage d’un dérivé
de I’allylamine avec d’un dérivé dialkylé de la néosamine (2,6-diaminoglucosamine) portant un
groupement allyle en position anomérique ; 2) des composés résultant du couplage par métathése de
deux sucres différents, tous deux portant un groupement allylique en position anomérique, I’'un portant

deux groupements nonyles et I’autre non.

Les syntheéses ont également été menées en paralléle avec des dérivés de la néosamine (2,6-
diaminoglucosamine) non alkylés pour obtenir les produits ne portant pas de groupements nonyles en

positions 3 et 4 de fagon a bien établir I’effet des deux chaines alkyles dans 1’activité antibiotique.

La structure de tous les composés recherchés est présentée dans le scheme 2
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. NH, NH,
5 CH 4
Hﬁo)é\g‘l OH A v OH
C-a — C-a
}-szo N NH, (CH)s HZNOWNHZ
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©) OH (4) OH
NH, HN_
6, o 4
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RO O 1 OH 1 3 OR; !
RO 2 a c NH,
N o
o™ 5 d
(5); RetR;=H OH

(6) ; R=HetR; = Nonyl
(7) ; Ret Ry = Nonyl

Fig. (12) Structure des composés recherches.

L’obtention du dérivé (3) est justifiée par l'intérét de I'évaluation de I'activité d'un nouvel analogue de
la néamine non alkylée par rapport aux dérivés alkylés (4). La voie de synthése proposée pour
I’obtention de (3) et (4) doit conduire également, en quelques étapes, a 1’obtention des dérivés (7), (8)
et (9) a travers une réaction d’homométathése. L’analyse de la rétrosynthese des composés recherches
est présentée dans schéma 2.

R
&

4 5
HO O 1 Cycle |
HO N 3 2 (8) R = OH, paomamine
§ e QMNHZ (9) R = NH,, néamine
Cycle 11 5 6 OH
NH NHR, NHR,
(0]
=Yy RS D g
HzN ’\H\/ 2 NHR ~UNHR
Cvele RoHN AN NHR, RoHN AN NHR,
4 OH
@et@) (10) (11) U
NH,
Possibles dérivés antibactériens R, = Groupement Protecteur NHR
@)R=H Ho % AN
(4) R = alquilados HzNOV (13)

(12)
Sch. (2) Structure de la néamine et de la paromamine et analyse de rétrosynthése pour 1’obtention des dérivés

d’aminosucres amphiphiles par simplification moléculaire de la néamine.

Les synthéses envisagées permettent la formation d’isoméres géométriques et de diastéréoisomeéres, a
travers les étapes de métathese et d’oxydation, & travers des étapes d’époxydation et d'ouverture de
I'époxyde ce qui permet d’élargir la diversité moléculaire pour les tests antibiotiques. Dans un premier
temps, le travail n'a pas pour but la séparation des isomeres formés ou I'étude précise de la
stéreochimie des réactions. Une fois obtenus en mélange, les isoméres des produits désirés seront

évalués en mélange pour leur potentiel antimicrobien. I1ls pourront étre ensuite isolés pour affiner les
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résultats s’ils sont positifs. Toutes les substances synthétisées seront ainsi évaluées contre les bactéries

Gram (+) et Gram (-) sensibles et résistantes.

5.3.1.1 Objectif général

Promouvoir la recherche de nouveaux agents actifs contre les bactéries résistantes aux antibiotiques, a

travers la synthese de nouveaux analogues amphiphiles de la néamine potentiellement antibiotiques.

5.3.1.2 Objectifs spécifiques

e Synthétiser des nouveaux 2,6-diaminoglycosides par réaction de métathese, hydrolyse et
oxydation de double liaison, en accorde avec les prémiers resultats obtenus par Dr. Oliveira
Bretas pendant son stage de thése réalisé en 2013 dans le Departement de Pharmacochimie
Moleculaire ;

e Elucider les structures chimiques des composés synthétisés par des méthodes spectroscopiques
telles que la résonance magnétique nucléaire du proton et du carbone 13 (RMN H- et °C) et
la spectrométrie de masse ;

e Evaluer l'activité biologique des dérivés contre les bactéries Gram (+) et Gram (-) résistant en
collaboration avec Marie-Paule Mingeot-Leclercq de I’Université cathologie de Louvain a

Bruxelles.
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CHAPITRE 11

Synthése de Nouveaux Dérivés Amphiphiles des Aminoglycosides par la
Réaction de Métathese

5.3.2.1 Obtention du Principal Intermédiaire de Synthese

Pour préparer les dérivés recherchés, nous avons choisi une premiére voie de synthese a partir de la N-

acétyl-D-glucosamine. Cette voie nous a permis d’obtenir le composé intermédiaire (16) (Schéma 3).

OH OH OTs
o HoO N o TsCl o
HO —— HO —— HO
HO HO HO
AcHN OH AcHN O/\/ AcHN O/\/
1 14
@ 14 (15) lNaNs
6 N3
4 \s
HO 2,
HO 2 a c
AcHNo/\/

Sch (3) Obtention de I’intermédiaire (16).

La premiere étape de cette voie de synthese a consisté en une réaction de la N-acétyl-D-glucosamine
(1) avec l'alcool allylique et BFs.Et,O pour obtenir le glycoside (14).°* La purification du résidu brut
obtenu a été réalisée par chromatographie sur silice et a conduit a ’anomére o, pur avec un rendement
de 48%. L'étape suivante a €té la tosylation sélective de I'nydroxyle primaire de (14) en présence de
chlorure de tosyle dans la pyridine anhydre.>® Dans ces conditions, le dérivé (15) a été obtenu avec un
rendement de 66%. L'introduction du groupe tosyle a la position C-6 du sucre est destinée a
l'activation du groupe hydroxyle pour sa substitution avec I’ion azoture. Cette substitution a été
réalisée avec 1’azoture de sodium dans le DMF a chaud. *! La réaction a été suivie par CCM, car méme
si le composé (15) et le produit recherché (16) ont la méme Rf, seul le dérivé tosylé est révélé sous la

lampe UV. Le composé (16) a été obtenu avec un rendement de 57%.

A partir du dérivé (16), différentes voies de synthése peuvent étre envisagées pour I’obtention des
dérivés ayant des fonctions amines protégées par des groupements compatibles avec la réaction de

métathése.

5.3.2.2 Reactions de Metathese et Utilisation de Groupements Protecteurs
La réaction de métathese d’oléfines est une réaction chimique clé pour fermer ou ouvrir cycle et pour
la polymérisation des oléfines & travers le réarrangement de doubles liaisons. Il existe différents types

de métathéses. Les principales réactions de métathése sont appelées en anglais: "ring-closing
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metathesis» (RCM), "ring-opening metathesis" (ROM), "Cross metathesis " (CM), "acyclic diene
metathesis polymerization" (ADMET) ou "ring-opening metathesis polymerization” (ROMP) (Schéme
4). %

RCM
ADMet ke N cM
< s (|= 2
Q olle OO \/R
I||T %
kS ESN 7
ROM
ROMP  —— RRR
(g 4" (19) (200 n

Sch (4) Principaux types de réactions de métathése des oléfines.

L'utilisation de la métathese des oléfines dans la synthése organique est directement liée a la
découverte des catalyseurs de type métal-carbéne (Figure 13), mis au point par les groupes de Schrock
(Mo et W) et Grubbs (Ru).*

(FsC),MeCO, N ‘Ru="
‘MO Cl" |
(FsC),MeCO ™ PCy;
(21) (22)
Ph Me
Me
/ \ /7\
Mes/NYN Mes Mes/NYN‘Mes
Cl Fijh cl Rujph
Cl™ 1 (23) (o1 A (24)
PCy, PCys

Fig. (13) Catalyseurs du type métal-carbéne

Le catalyseur Schrock (21) a été développé dans les années 80 et a l'avantage d'étre trés réactif avec
différents substrats comportant différentes variations stériques et électroniques, étant capable de réagir
avec des oléfines internes et terminales. Cependant, il montre une faible stabilité face aux groupements
polaires fonctionnels, I'humidité, le dioxygéne et les impuretés des solvants, limitant son utilisation a
certaines conditions expérimentales.>**

En 1999, a été développé la deuxiéme génération de catalyseurs pour la métathése des oléfines : le
catalyseur de Grubbs deuxiéme génération (23) et le catalyseur de Grubbs-Nolan (27). Ces catalyseurs
résultent du remplacement la tricyclohexylphosphine comme ligand dans le premier catalyseur par un
ligand N-hétérocyclique. Cette substitution a conduit & une augmentation de l'activité catalytique et de
la stabilité de ces catalyseurs. Le ligand N-hétérocyclique en raison de sa forte capacité o donneur
favorise la coordination de I'oléfine ce qui diminue 1’énergie d'activation et stabilise le métallocycle

intermédiaire augmentant ainsi l'activité de ces catalyseurs. Déja substituants mesila (Mes) liés aux
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azotes donnent au centre métallique, une protection stérique contre la décomposition, ce qui contribue

a la stabilité thermique élevée de ces catalyseurs.>

La procédure expérimentale des réactions de métathese utilisant des catalyseurs de Grubbs est assez
simple. Typiquement, le dichlorométhane est utilisé comme solvant (de préférence sec et distillé) a
température ambiante ou a reflux sous une atmosphere de diazote ou d'argon, afin de diminuer la
concentration de dioxygéne qui est un ligand compétitif. Le catalyseur est complétement soluble dans
ces solvants et la réaction de métathése se produit en milieu homogene. Une solution du substrat est
ajoutée au catalyseur préalablemnt dissous dans le solvant approprié. Il est possible d’observer un
changement de la couleur de la solution, d'un rouge tres foncé a noir quelques minutes apres le début

de la réaction, probablement en raison de I'échange des ligands métalliques.®

La procédure expérimentale des réactions de métathese utilisant des catalyseurs de Grubbs est assez
simple. Typiquement, le dichlorométhane est utilisé comme solvant (de préférence sec et distillé) a
température ambiante ou a reflux sous une atmosphere de diazote ou d'argon, afin de diminuer la
concentration de dioxygéne qui est un ligand compétitif. Le catalyseur est complétement soluble dans
ces solvants et la réaction de métathese se produit en milieu homogene. Une solution du substrat est
ajoutée au catalyseur préalablemnt dissous dans le solvant approprié. Il est possible d’observer un
changement de la couleur de la solution, d'un rouge trés foncé a noir quelques minutes aprées le début

de la réaction, probablement en raison de I'échange des ligands métalliques.>?

Malgré la stabilité et la facilité d’utilisation de ces derniers catalyseurs, ces systémes catalytiques sont
susceptibles d'étre «empoisonnés» par des substrats contenant des groupements ou des impuretés qui
agissent comme des ligands donneurs forts. Les amines, par exemple, peuvent conduire a une
inhibition du cycle catalytique en se liant de maniére compétitive au centre métallique ruthénium.>® Ce
phénoméne peut étre évité en masquant le groupe fonctionnel avec un groupe protecteur.
Malheureusement, la protection peut conduire & une isomérisation concurrente des oléfines. %" Et des

cycles catalytiques improductifs en raison de la chélation du groupe protecteur délétere.

Dans les catalyseurs de Grubbs, des ligands organiques complexent le ruthénium (I1) et permettent aux
complexes d’étre soluble en milieu organique peu polaire. La premiere contrainte dans 1’utilisation de
ces catalyseurs vient de ce qu’aucune des fonctions portées par le substrat ne doit pouvoir remplir le
réle de ligand. Ainsi les fonctions amines doivent étre protégées par des groupements protecteurs
convenables. Certaines réactions de métathese ont été possibles avec des fonctions hydroxyles libres
mais leurs rendements sont inférieurs a ceux obtenus avec des fonctions hydroxyles protégées.>® De
nombreux groupements protecteurs sont compatibles avec la métathése.®® On trouve ainsi les groupes
protecteurs de type acétyle (Ac), benzyle (Bn), t-butyloxycarbonyle (Boc) et

fluorénylméthyloxycarbonyle (Fmoc) pour ceux utilises en métathése de glucides. Dans cette série,
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d’autres groupements ont également été décrits tels que les groupements t-butyle (tBu), t-

butyldiméthylsilyle (TBDMS) et triphénylméthyle (trityle).®

Nous avons travaillé principalement avec la fonction azoture pour masquer la fonction amine en
position 6. Cette approche n’est pas compatible avec les catalyseurs de premiére et de deuxiéme
génération (Figure 14). En effet, le ligand qu’est la tricyclohexylphosphine (Pcy3) est capable
d’induire la réduction Staudinger de la fonction azoture. Ce probléme ne se pose pas avec le catalyseur
de troisieme génération (Figure 14), mais son co(t dépasse de loin celui des deux premiers

catalyseurs.®

A\
R-N

N-R
Y
RU—=

L

Br

Br
(29)

R =2,4,6-(CH3)3-CeH,

Fig. (14) Catalyseurs de Grubbs troisieme génération.

Pour les réactions de métathese développées dans ce travail des différents groupes protecteurs ont été
choisis pour masquer la nucléophilie des fonctions amine. Des dérivés contenant des groupes acétyle
(Ac), le t-butyloxycarbonyle (Boc), carboxybenzyle (Cbz), azoture (Ns), ainsi qu'une amine protonée
"NHs ont été synthétisés. Les fonctions hydroxyles non alkylées, ont également été protégées par des
groupements acétyle (Ac). L’utilisation des mémes groupes protecteurs sur les deux oléfines a été une
priorité en vue d’éviter une étape de synthése supplémentaire pour que la déprotection compléte soit

réalisée en une seule réaction.

Les couplages les plus importants a réaliser impliquent des réactions d’hétérométathése et donc
I'utilisation d'un exces d'une des oléfines chosie comme étant la plus facile a obtenir. Pour la synthése
d’un des composés cibles, I’allylamine protégée sera 1’oléfine en excés pour limiter I’homométathése
du sucre utilisé. Cependant, les homodimeres formés présntent apres fonctionnalisation et déprotection
un intérét dans 1’évaluation de leurs activités antibiotiques et pour la détermination de relations

structure-activité.

Les catalyseurs de Grubbs de premiére, deuxiéme et troisieme générations ont été utilisés dans la
synthése, afin d’étudier 'effet de la nature du catalyseur sur la réactivité des dérivés. Les conditions
adoptées dans les réactions ont aussi été variées a) reflux CH,Cl, et temps de réaction différents ; b)
Et.Cl. a reflux et et temps de réaction différents ; ¢) CH,Cl,, micro-ondes, 115 °C, 15 min. Les réactifs
et leurs groupes protecteurs, les catalyseurs, les conditions de réaction et les rendements des produits

obtenus sont ainsi mentionnés dans le tableau 1.



Tab (1) Conditions: 1) CH,Cly, reflux; 24 h ; 2) CICH,CH,CI, reflux, 24 h ; 3) CH,Clz, A, 115°C, 15 min ; 4) HC3CH,Cly, A, 115°C, 15 min.

Ry

&0 ) _ Grubbs Catalyst = Ry0—3 0% L _° R
© b d
Réaction R Ry R Rs3 Catalyseur Conditions Rendement du
Réactionnels Produit Obtenu
1 NHAC NHACc NHAc Ac Grubbs | 30% (isomere)
2 NHACc NHAc Nonyl Grubbs | X
3 NHAc NHACc Ac Grubbs |
4 NHAc NHACc Nonyl Grubbs |
5 NHBoc NHBoc Nonyl Grubbs | X
6 NHBoc NHBoc Nonyl Grubbs Il 1234 X
7 NHBoc NHBoc Nonyl Grubbs 11 X
8 NHBoc Nonyl Grubbs I
9 Ac Grubbs | ; X
NHBoc Grubbs Il
12 Ac Grubbs 111 traits
13 Na Na Ac Grubbs 111 X
14 Nonyl Grubbs 1 ; 1,2,34 X
Grubbs 111
15 Nonyl Grubbs 11 1 traits
16 Grubbs | ;
NHs*CI NHs*CI Nonyl Grubbs 11 ; 1,23 X
Grubbs 111
17 NHAc OAc Ac Grubbs | 1
18 NHCBz Na Ns AG N T s i 1,2,3,4 X
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5.3.22.1  Groupe Protecteur Acétyle

Le choix des groupes acétyle était basée sur le fait que ces groupes sont largement utilisés dans la
chimie des sucres, étant faciles a introduire avec un faible codt et avec de bons rendements.®*** La

synthése des dériveés acetylés est présentée dans le schéma 5.

5.3.2.2.1.1 Synthese des Intermediaires Protégés

La protection des fonctions amine et des groupes hydroxyle avec le groupement Ac a été réalisée apres
réduction de I’azoture (16) en utilisant de la triphénylphosphine comme agent réducteur.** Les
azotures peuvent facilement étre réduits en aminé primaire par hydrogénation catalytique, mais sous
cette condition se produit également une réduction indésirable de la double liaison du groupe allyle. La
méthodologie retenue permet une réduction sélective de ’azoture avec un rendement de 98 % du
produit souhaité. Le dérivé (26) a été purifié avec un rendement quantitatif par extraction de sa
solution aqueuse car il est trés soluble dans I'eau, les impuretés pouvant étre extraite avec le

cyclohexane.

Le dérivé (26) a ensuite été completement acétylé avec I'anhydride acétique dans la pyridine anhydre a
une température de 50 °C pour donner le dérivé (28) obtenu a été soumis a une réaction. ®* Aprés ces

étapes, le produit (28) a été obtenu avec un rendement de 40%.

NH, Ny 6N NH,
PPh; RX 4 Q5 PPhy
RO ° RO o HO 0, HO Q
RO RO HO—>2 a ¢ HO
AcHN O/\/ AcHN O/\/ AcHN O/\/ AcHN O/\/
b

(29) (28) (16)

Ac,0 ‘ Ac,0 J
NHAC NHACc
RO Q (30) RX = Bromononane AcO o @)
: RO : AcO
AcHN O/\/ : R = Nonyl : AcHN O/\/

Sch (5) Obtention des intermédiaires acétylés

L’introduction des groupes nonyle en position C-3 et C-4 du sucre a été réalisée a partir du dérivé (16)
selon la méthode mise au point et décrite par notre groupe 3 en présence de 1 éq. de NaH & 60% et de
2 éq. de 1-bromononane dans le DMF. Le mélange réactionnel a été maintenu sous agitation
magnétique a température ambiante et fluxe d'argon. La formation d’un produit monoalkylé en C-3 ou
C- est tout d’abord observée. Afin d'assurer I'obtention du produit dialkylé désiré, de nouvelles

additions de NaH a 60% et d'agent alkylant ont été faites. La présence de d’un produit trés majoritaire
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correspondant au composé recherché (28) est ainsi observée. Le résidu brut a été purifié par
chromatographie sur silice pour conduire au dérivé (28) obtenu ainsi avec un rendement de 60%.

La synthése a ensuite été poursuivie par réduction de 1’azoture en présence de triphénylphosphine et

d’eau pour donner le composé (29) avec un rendement de 69%.*

Comme lors de la synthése de I'intermédiaire non alkylé (30) a nous avons utilisé le groupement
protecteur acétyle de la fonction amine en C6. L’acétylation du composé (29) a donc été réalisée de la
méme fagon avec ’anhydride acétique dans pyridine anhydre a 50 °C pour donner le dérivé (30) avec

un rendement de 70%.

5.3.2.2.1.2 Série 3,4-diAc - Intermediaire (27)
5.3.22.1.2.1 Réaction de Métathese Croisée

Aprés obtention des intermédiaires protégés, 1’étape suivante est la réaction de métathése. En série
allylamine, la métathése a été réalisée entre (27) ou (30) et l'allylamine (31). L'utilisation d'un méme
groupe protecteur pour les deux oléfines éliminerait ainsi une étape avec déprotection réalisée en une
seule réaction. Par conséquent, I’allylamine acétylée a été utilisée pour effectuer la réaction de
métathése. La réaction a été suivie par CCM et nous avons observé la formation d'un produit moins
polaire que le réactif (27) aprés environ 6 h de réaction. Au bout de 24 h de réaction, nous avons isolé
ce produit apreés chromatographie sur silice et récupéré le sucre de départ qui n'a pas pas réagi. En
faisant 1’analyse par spectrométrie de masse a haute résolution du produit obtenu, nous avons pu
observer un pic m/z = 458 en accord avec la masse moléculaire du produit désiré. Cependant, grace a
une analyse détaillée des spectres de RMN 'H et *C, on peut conclure & une isomérisation de la

double liaison de la chaine latérale conduisant au produit (32.1) (schéme 6)

NHAC (31) NHAC
=
ACHN 32.1
ACO 0 . A O (32.1)
AcO Grubbs | . AcO c
AcHN L~ : AcHN L~ _ X NHAc
DCM 07T,
(27
NHAC
o Produit attendu
AcO
AcO

ACHN [~ A~ NHAC
b d
(32)
Sch (6) Isomérisation de la double liaison aprés la réaction de métathése croisé.

L'isomérisation des oléfines est une des réactions secondaires qui peut se produire au cours de la
métathese. La migration de la double liaison peut altérer significativement la formation et la

proportion des produits, ce qui conduit & des mélanges difficiles a purifier. Ainsi, le produit désiré peut
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étre obtenu avec un faible rendement ou ne pas étre isolé.”®*" Les réactions d'isomérisation des
oléfines se produisent lorsque les catalyseurs sont soumis a des conditions plus drastiques telles qu'une
température élevée ou lors de taux élevé de dilution et de réutilisation du catalyseur. Bien que le
mécanisme exact responsable de l'isomérisation soit inconnu, deux mécanismes sont proposés pour

cette réaction.

Certains résultats indiquent que les produits de décomposition du catalyseur peuvent permettre la
migration de la double liaison au cours de la réaction de métathése. ® Le mécanisme le plus commun a
expliquer ce phénomene peut étre vu ci-dessous (schéma 7). Selon ce mécanisme, le déplacement de la
double liaison serait produit par 1’addition de I'oléfine a I'hydrure métallique, formation d’une liaison
métal-alkyle suivie d'une B-élimination, reconstruction du complexe d'hydrure métallique et formation

de I’isomére de 1’oléfine.

— H
Rf M = —_— /\/ + M-H

@4 H R (34)
(33) (35) (36)

Sch (7) Proposition de mechanism d’isomerisation.

La B-élimination peut se produire de deux fagons en produisant I'oléfine de départ (voie improductive)

ou des oléfines isomérisées. Le scheme 8 montre le cycle catalytique complet d'isomérisation.

Sch (8) Cycle catalytique d'isomérisation. A: via improductive B: production B-élimination.

Le second mécanisme comprend la migration d'un atome d'hydrogene allylique. Dans ce cas, aprés la
chélation de l'oléfine se produit un transfert d'atome d’hydrogéne allylique a I'ion métallique, ce qui
conduit & un dérivé m-allyllique intermédiaire. Cette étape implique une augmentation de deux unités
de l'état d’oxydation du metal. L'hydrogéne peut revenir a l'atome de carbone d'origine avec

régénération de I'oléfine initiale ou peut "migrer" pour donner un isomeére.
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Hong et al ont étudié I'effet de certains additifs pour empécher la migration de la double liaison. Il a
été établi que la 1,4-benzoquinone est capable d'empécher I’isomérisation indésirable dans les

réactions de métathése. 56

Basé sur ces résultats, une nouvelle tentative de synthese du dérivé (32) a été réalisée. Le dérivé (27) a
été soumis a une réaction avec l'allylamine (31) dans du DCM en présence du catalyseur de Grubbs |
et de 1,4-benzoquinone. Le mélange réactionnel a été chauffé et la réaction a été surveillée par CCM.
Aprés environ 24 h, nous n‘avons observé par CCM aucune évolution de la réaction. La réaction a été

arrétée et le résidu obtenu a été caractérisé comme étant le produit de départ (27).

Alternativement, nous avons essayé la réaction entre (27) et I’allylamine (37) protégée par le groupe
Boc. Les composés (27) et (37) ont été soumis a des essais de réaction de métathése en présence du
catalyseur de Grubbs | et de 1,4-benzoquinone. Malheureusement, nous n’avons pas non plus observé
dans ces conditions la formation du produit désiré et en fin de la réaction n’a été récupéré que le

matériau de départ.

Etant donné que la présence de la 1,4-benzoquinone ne permet pas la réalisation de la réaction, nous
avons décidé d'essayer une nouvelle méthodologie de métathese, en utilisant I'allylamine (37) protégée
par le groupe Boc en exceés (1.2 éq.) dans le DCM en présence du catalyseur de Grubbs I. La réaction a
été mise en reflux et maintenu sous flux d'argon. Au bout d'environ 20 h, nous avons observé la
formation de deux produits moins polaires que le produit de départ et la réaction a été arrétée. Apres
I’étape de purification par chromatogarphie sur silice, nous avons récupéré du produit de départ et
deux autres produits caractérisés comme étant le produit de métathése croisée (38), obtenu avec un
rendement de 36% et le produit d’homométathese (39), obtenu avec un rendement de 30%. Dans le

schéme sont résumées les essaies de métathése faites et aussi le RMN de *H du produit obtenu.
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Sch (9) Essais de réaction de métathése du dérivé (28) et RMN *H du produit de métathése croisé obtenu (38).

5.3.2.2.1.2.2 Homométathese

Pour préparer sélectivement le produit d’homométhatése (39), le dérivé (27) a été soumis a une
réaction en présence du catalyseur de Grubbs | et du DCM comme solvant.®® Le systéme a été
maintenu sous atmosphére d'argon et reflux. La réaction suivie par CCM conduit aprés 20 h a la
disparition compléte du produit de départ. Le résidu obtenu a été soumis a une extraction avec le
mélange dichlorométhane/eau. Le produit formé lors de la réaction passe ainsi dans la phase aqueuse.
Aprés évaporation de I’eau, le dérivé (39) a été obtenu sous forme d'un solide blanc avec un rendement
de 75% (scheéme 10).
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Sch (10) Réaction de homométathese et RMN *H du produit obtenu.

Dans le spectre de *H RMN de (39), les rapports d’intégration de tous les signaux indiquent que deux
résidus N-acétylglucosamine sont présents dans la structure de (39). Il est également possible
d'observer le signal relatif aux atomes d’hydrogéne Hb et Hc, sous la forme d'un multiplet de deux
atomes d'hydrogéne a 6 5,78 -5,73. Le spectre de masse a haute résolution de (39) présente un pic a
m/z = 745,3137, compatible en se référant a I'ion [M+H]" avec la valeur attendue pour la produit

d’homométhatése.

5.3.2.2.1.3 Série 3,4-diNn - Intermédiaire (28)
5.3.2.2.1.3.1 Réaction de Métathése Croisée

Compte tenu des résultats préliminaires de la réaction de métathése, pour I’obtention du dérivé
dialkylé (40), le produit (30) a été soumis aux mémes conditions de métathése avec allylamine (37) en
excés (1,2 éqg.), en présence du catalyseur de Grubbs I dans le DCM. La réaction a été suivie par CCM
et nous avons pu observer la formation d'un produit moins polaire que le produit de départ. Au bout de
20 h, la réaction n’évolue plus et le résidu obtenu apres évaporation du solvant a été soumis a une
purification par chromatographie sur silice. Le dérivé (40) a été obtenu avec un rendement de 39%. En

plus du produit desiré, nous avons aussi isolée 25 % du produit de départ qui n’a pas réagi.
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Sch (11) Réaction de métathése croisé du dérivé (30) et RMN H du produit (40).

5.3.22.13.2

Homomeétathese
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Le dérivé (30) a également été utilisé pour la synthése de I’homodimére (41). La réaction a été

effectuée en présence du catalyseur de Grubbs | dans le DCM et apres la purification par

chromatographie sur silice le dérivée (41) a été obtenu avec un rendement de 72% (schéma 12).
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Sch (12) Réaction de métathése croisé du dérivé (30) et RMN *H du produit.
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Dans le spectre de *H-RMN du dérivé (41) on observe que les signaux relatifs aux hydrogénes de la
chaine alkyle correspondent & un produit tétraalkylé. Dans le spectre de masse & haute résolution le pic
m / z = 1081.8345, est en accord avec la masse moléculaire attendue de (41) indiquant une réaction

homomeéthatése.

5.3.2.2.2  Groupe protecteur Boc

Il est connu que pour que se produisent les réactions de désacétylation des groupes amine, il faut
utiliser des conditions fortement basiques, des températures élevées et de longs temps de réaction. En
particulier, nous avons observé dans notre laboratoire que le groupe NHAC en position C-2 ne réagit
pas lorsque les atomes d'oxygene en position C-3 et C-4 sont alkylés. Un autre probleme qui peut étre
rencontré peut venir de l'utilisation du Ba(OH), en tant que réactif sachant qu’aprés la réaction de
métatheése, une réaction d'oxydation doit étre effectuée pour former le diol correspondant et que celui-
ci peut complexer le cation divalent Ba®*, pour conduire & des complexes avec les hydroxyles vicinaux

pour géner les étapes de purification.

NH,
RO o BocHN
RO H,N
%,
2 OH
HO~Ba?*

R=H,nonYl (42)

Fig. (15) Interaction possible entre le cation divalent Ba?* et hydroxyles vicinaux.

Afin d'éviter ces problémes potentiels dans la déprotection des produits finaux, nous avons choisi

d'utiliser d'autres groupements protecteurs des fonctions amine.

Encouragée par les résultats obtenus avec 1’allylamine (37), le premier groupe choisi a été le groupe
Boc. L'utilisation de la stratégie Boc permet la déprotection dans des conditions plus douces. Le

groupe Boc peut étre facilement éliminé lors d'un traitement avec de l'acide trifluoroacétique.®®®®

5.3.2.2.2.1 Syntheése des intermediaires 3,4-diNn

Cette stratégie a été privilégiée pour la synthése des dérivés 3,4-diNn. Pour obtenir le dérivé (43), (30)
a été soumis a une réaction avec du Boc,O et du DMAP dans le THF. On observe ainsi par CCM la
formation de 3 produits moins polaires que le produit de départ. Des nouveaux ajouts de réactifs ont
été faits avec apres 24 h un ajout de 20 ég. de Boc.O et 4 eq. de DMAP pour former principalement
deux produits qui ont été purifiés par CCS. L'analyse en RMN 'H et *C a confirmé la formation des

dérives (43.2) et (43.3) qui ont été obtenu avec un rendement de 41% et 17% respectivement.
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Sch (13) Protection du dérivé (28) avec le groupe Boc.

L'étape suivante a été la désacétylation avec du méthylate de sodium dans le methanol.®” Apres 1’étape

de purification, les dérivés (44) et (45) ont été obtenus avec 80% et 73% de rendement respectivement.

NHBoc NHBoc
44)
MeONa (
Rg&% — Rgﬁ%
AcN /\/ MeOH BocNHo/\/
BOC
432) 80%
BOC\ ' BOC\
N-Boc ' N-Boc
: (45)
MeONa
AN{~F MeOH BocNH -~
Boc 1 73% .
(< ) el ‘

R = (CH,)gCH3

Sch (14) Désacétylation des dérivés (43.2) et (43.3) en présence de méthylate de sodium dans du méthanol.

Nous avons aussi effectué la synthése du dérivé (47), 2-Boc-6-Ns, afin d'étudier la réactivité avec les
catalyseurs de Grubbs de troisieme génération. A cet effet, la méme procédure de désacétylation a été

effectuée en deux étapes, pour obtenir le dérivé recherché avec un rendement de 99%.

Ng : o Na
Boc,0, DMAP MeONa 4
o} ‘ 50
RO ROT\3 N
RO © RO—73 a c
AcHN /\/ AcN /\/ ; BocHNO/\/
(16) Boc  (46) @n*
R = Nonyl

Sch (15) Protection du dérivé (16) avec le groupe Boc.
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5.3.2.2.2.2 Métathése
5.3.2.2.2.2.1 Homométathése

Toutefois, avant la métathése croisée, nous avons choisi de soumettre le dérivé (45) a la réaction
d’homométathése en présence du catalyseur de Grubbs | dans le DCM. Le systeme a été mis au reflux
et maintenu sous courant d'argon. Aprés 24 h, nous n’avons pas observé de formation de produit. La
réaction a été arrétée, et apres les étapes de purification, il a été constaté que seul le produit de départ a
été récupéré (45).

Boc,

6N’BOC
Boc CH 4 5
N-Boc P 2)6\/\00 20 )
— 2
/(CHz)s\/\o o (CHpe™ ™" BocHN
- (e} Grubbs | Boc,N O
(CHZ)B/\/ BocHN O/\/ DCM - 2o b
/(CHZ)B\/\O >0
(45) o NI\ v ‘
~(CHYs~ ™ BocHN .
@ 7

d

Sch (16) Essai de réaction de homométathéese du dérivé (45).

La réaction a été répétée et le milieu réactionnel modifie tout comme le catalyseur, les catalyseurs de
Grubbs 2 et 3 ont été utilisés. La réaction a aussi été effectuée par micro-ondes. Cependant, dans
aucune des tentatives, nous n’avons pu observer la formation de produit, Tableau 1. Le dérivé (44) et
(47) ont aussi été soumis a la réaction de homomeétathese, dans les conditions décrites précédemment

sans evidence de formation du produit tableau de 3.

6 X
CH SN
% P 2)6\/\00 = o) )
~ AN
/(CHz)s\/\o&% (CHy)s BocHN
- ] Grubbs | X 0
(CHs™ > BocHN Y o (5
/(CHZ)B\/\O > e}
= — (0] 2
X =NHBoc (44) (CH, 6/\/ BochN

N3 (47)

X = NHBoc (49)
N; (50)

Sch (17) Essaie de réaction de homométathése des dérivés (44) et (47).

5.3.2.2.2.2.2 Meétathése Croisée

Les dérivés (44), (45) et (54) ont a aussi été soumis & une réaction de métathese avec I'allylamine (37).
Quel que soit le milieu réactionnel et/ou le catalyseur (Grubbs 2 et 3) utilisé seulement du départ a été

récupére.
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BocHN )
RO 0 %» RO 0
RO Grlibbs RO
BocHNo/\/ BocHNo/\/\/ NHBoc
(45) (51)
X P X
BocHN"
RO 0 #» RO o
RO Grlibds RO
BocHNo/\/ BocHNo/\/\/ NHBoc
X = NHBoc (44) X = NHBoc (52)
N; (47) N3 (53)

Sch (18) Essai de réaction de métathese croisée des dérivés (44), (45) et (47).

Tout comme dans les autres essais effectués avec les groupes Boc introduit sur les atomes d’azote en

positions C-2 et C-6, nous n’avons pas pu observer la formation des produits désirés.

La présence du groupe Boc volumineux, principalement en C-2, empéche probablement la réaction de
métathese. L'encombrement stérique promu par la présence de ce substituant peut rendre les oléfines
peu ou complétement inactive a l'action de catalyseur de Grubbs.> Cette observation pourrait justifier

le non conversion du produit de départ aprés les essais de réaction de métathese réalisés.

5.3.2.2.3  Groupe Protecteur Sels d’Ammonium (NH;"X)

Afin de développer une méthode simple et efficace de protection des amines, Woodward et al ont
proposé en 2011 l'utilisation des sels d'ammonium en tant que groupes protecteurs pour les réactions
de métathése. Plusieurs réactions d'homodimérisation ont été effectuées par Woodward et al en 2011 et
leurs résultats sont présentés dans le tableau 2. Dans les essais d'homodimérisation menés, les amines
ont donc été masquées sous la forme de sels d’ammonium. Les dérivés utilisés étaient les sels de 3-
buténylamine (54), (56), (58), (60) et (62) (Tableau 1). Bien que la métathese croisée de la 3-
buténylamine non modifiée ait échoué, la métathese du dérivé (54) dans du toluéne saturé en HCIl a

fourni I’homodimére avec un rendement de 38 % (Tableau 2).%
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Tab (2) Réactions de métathése ménées par Woodward et al en 2011 avec les amines sous forme de sels

d’ammonium et résultats obtenus.%®

x H3N+\/\/ Grubbs | H3NWK‘H3 2X
Anion X Conditions Produit Rendiment
Free amine CH,Cl,, A 02
(54), Cl 80 °C, HCI et toluene (55) 382
(56) OTP CH.Cly, A (57) 8
(58), OTfe CH,Clp, A (59) 83d
(60), BF4® CH.Cl,, A (61) 912
(62), OTs® CH,Clp, A (63) 924, 95de

Conditions: catalyseur = 3, concentration du substrat = ~ 0,1 mol L, 24 h, sous N, 2 %
conversion déterminé par spectroscopie de RMN *H dans D,O. ® Metathése de sel
préformée in situ avec AgOTT. ¢ Sel d'ammonium préformé. ¢ Rendement en produit
isolé. ¢ Chauffage par micro-ondes utilisé, 2 h, 100 1 C, 100 W.

5.3.2.2.3.1 Synthese des intermédiaires 3,4-diNn

En adoptant la méme stratégie de Woodward et al, en 2011, des sels d'ammonium ont été synthétisés
en vue de réaliser la protection de I’amine correspondante. Profitant du dérivé (47) protégé par le
groupe Boc en C-2 et C-6 nous avons obtenu le dérivé 2,6-di-NHs" associés avec deux ions triflate. Ce
produit intermédiaire a été obtenu en deux étapes. Dans un premier temps, nous avons effectué la
réaction de réduction du groupement azoture en présence de triphénylphosphine. Ensuite nous avons
realisé la déprotection du groupement Boc en présence de TFA. Les conditions classiques pour cette
réaction ont été modifiées, puisque généralement le solvant utilisé, de I'eau, peut provoquer I'hydrolyse
de la liaison glycosidique en C-1. Dans ce cas, le solvant choisi pour la réaction a été de I’Et,0. A
travers de l'analyse en RMN *H, nous avons pu confirmer la formation du produit par l'absence de

singulet correspondant

aux trois groupes méthyle du groupement Boc. Dans le spectre de masse a haute résolution, un pic

avec m/ z = 1081.8345 est en accord avec la masse moléculaire attendue pour (65).

N3 NH,

. 6 \
o PPh, o TFAEO, Log 2. TFA
RO -~ RO " RO
RO H.0, THF "Ro CROME TR Y.
BocHN -~ BocHN{~\F : HaN o~ 65
47) (64) ()

Sch (19) Synthése du dérivé (65) a partir du dérivé (51).
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5.3.2.2.3.2 Métathése

Aprés l'obtention du dérivé (65) nous avons procédé aux premiers essais de la réaction
d’homomeétathese en utilisant le catalyseur de Grubbs | dans le DCM a reflux. Contrairement a toute
attente au bout de 24 h, la réaction a été arrétée sans formation d’aucun produit. Un nouveau essai a
été effectué en utilisant du dichloroéthane (DCE) comme solvant de fagon a augmenter la température
de reflux (80 "C). Aprés 24 h a reflux, nous n’avons pas observé la formation d’aucun produit. La
réaction a été ensuite amené au micro-ondes pendant 15 min, en présence dans le DCM ou le DCE.
Toutefois, comme pour les autres essais, aucun des produits attendus n’a été formé. Les réactions

d’homométathése ont également été tentées mais sans 1I’obtention des produits.

-

Sch (20) Essaies de réaction de métathése du dérivé (65)

Trois hypothéses peuvent étre proposées pour expliquer ces échecs. La premiére vient de la faible
solubilité du produit de départ dans le solvant utilisé. Le produit n’a pas été complétement solubilisé
dans le DCM ou le DCE. Il a été nécessaire d’utilser un grand volume de solvant qui a conduit a
diminuer la concentration du catalyseur Grubbs dans la réaction. La seconde est due a I'influence de
I’ion triflate en tant que contre-ion utilisé dans la réaction car cet ion a pu réagir avec le catalyseur de
Grubbs. La troisiéme raison est due a des conformations défavorables adoptées par les réactifs ou
intermédiaires de réaction. Face a ces échecs dans les réactions de métathése, une nouvelle voie de

synthese a été planifiée, en utilisant les azotures comme des groupements protecteurs.

5.3.2.2.4  Groupe Protecteur Azoture (Ns)

Les azotures sont aussi des intermédiaires dans la synthése des amines et sont connus des
intermédiaires clés dans la synthése des 1,2,3-triazoles elles (chimie click). En tant que groupe
protecteur, les azotures contournent la plupart des problémes rencontrés avec les amides et les

carbamates. La possibilité d'une déprotection dans des conditions douces, telles que par hydrogénation
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catalytique ou a travers la réaction du phosphazéne de Staudinger, produisant une amine primaire®®,
amide’™ ou carbamate’™ (Schéma 22). La protection des amines sous forme d'azotures est une stratégie
communément appliquée a l'assemblage des oligosaccharides, des aminoglycosides antibiotiques.®*"

(A) Réaction de Huisgen
RNy —— N
(68) cit i NN (eoy

R'sP
R-N; ——— R-N=PR; —— :R-NHCOR" !
(68) 04V N

Sch (21) Reagdes comuns as azidas

Typiquement les azotures sont introduits dans la molécule par la formation de liaisons C-N résultant
de l'attaque nucléophile d'un ion azoture sur un centre déficient en électrons (c—) d’une autre
molécule. Malgré sa réussite en synthese, cette approche peut, dans certains cas, conduire a la
formation de produits d'élimination ou de produits avec la stéréochimie non désirée. Dans ce contexte,
la réaction de diazotranfert est en contraste direct avec 1’approche précédente. Cette réaction consiste
en la conversion d'une amine existante en azoture en présence d’un donneur de diazide, le

trifluorométhane (TNs), catalysée par du Cu(ll) (schéma 23).”

THLO + NaNg —> TfN; + NaOTf

(74) (75) (76) 77
(IS
RNH, + TfNg L ! RNg  +  TiNH,
(78) (76) (79) (80)

Sch (22) Réaction de diazotransfer avec du TfN3

L'élégance de ce processus réside dans ses conditions de réaction douces, des rendements élevés et a la
préservation de la stéréochimie préexistante. Cependant, ce procédé présente également des
problemes. La nature explosive du TfN; et son relatif faible temps de demi-vie nécessitant une
préparation en solution avant I’utilisation. En outre, cette instabilité de TfNs et les rendements faibles

dans sa préparation nécessite son utilisation en excés.”

En 2007, l'azoture d’imidazole-1-sulfonyle (81) a suscité Il'intérét de Goddard et Borger, qui ont
prouvé la capacité du dérivé a reproduire l'activité du TfNs; comme donneur de diazide. Le composé a
été choisi en raison de sa facilité de préparation, ainsi que pour sa stabilité (solide cristallin) par

rapport aux autres donneurs de diazide testés et aussi pour étre facilement éliminés aprés réaction. Le
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chlorhydrate d’azoture d'imidazole-1-sulfonyle (82), solide cristallin incolore, a la méme réactivité que
(81), conduisant a la formation des mémes produits. L'avantage de 1’utilisation de ce chlorhydrate
réside dans la simplicité de leur préparation, réalisée sur une grande échelle par une réaction ‘one pot’,
ne nécessitant pas de purification par chromatographie avec un bon rendement et une pureté élevée a

la fin de toutes ces étapes (schéma 24)."

1)SOClhL,MecN 9 <y
NaN3 ———= > N;—S- 1
2) Imidazol LD =
(75) ) Imidazo 0 (81)3

1)S0,Cl, MecN | 9 /snper
Ll Ng—S§-N \

(75)  2) Imidazol o = 1
3) HCI, EtOH SRS SR 73 ‘

Sch (23) Synthese du dérivé (81) et (82)

532241 Synthese des Intermediaires Protégés

Pour obtenir les dérivés diazoture deux voies de synthese ont été adoptées. Pour la premiére voie, nous
avons d’abord effectué 1’élimination du groupement acétyle en C-2 de l'intermédiaire (16), réalisée
selon la méthodologie décrite par Wong et collaborateurs.®* Pour ce, la réaction sur le dérivé (16) a été
réalisée dans de I'eau avec un exces de baryte Ba(OH). octahydratée. Le mélange réactionnel a été
chauffé a 120 °C jusqu'a ce que la disparition du produit de départ soit complete. Ensuite, un volume
20 fois supérieur de DCM par rapport a I’eau a été ajouté et le mélange a été agité pendant 24 h. Aprés
I’extraction, la phase organique a été séparée et séchée avec du MgSO, et ensuite évaporée, nous
permettant d’obtenir le produit désacétylé (83). Le processus a €té répété plusieurs fois. A la fin de
cing extractions, nous avons obtenu le produit désacétylé avec 67% de rendement. Dans les spectres
de RMN *H et *C du produit, nous avons observé les signaux correspondants a tous les atomes
d'hydrogéne et de carbone attendus avec disparition des signaux des atomes du groupe acétyle. Nous

avons pu conclure que la déprotection avait été réalisée.
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Fig (16) RMN *H du dérivé (16) et du dérivé désacétylé (83)

Le produit obtenu a ensuite été soumis a la réaction de diazotransfert en présence du chlorhydrate
d’azoture d'imidazole-1-sulfonyle selon la méthode développée par Goddard-Stick Borger en 2007.
Tout d'abord, le produit a été solubilisé dans du méthanol anhydre sous atmosphere d'argon. Ensuite,
nous avons ajouté 1.2 equivalents de K,COs et une quantité catalytique de CuSO.. Le mélange
réactionnel a été laissé sous agitation pendant 1 h avant l'ajout du chlorhydrate d’azoture d'imidazole-
1-sulfonyle. Apres l'addition, nous avons laissé le mélange réactionnel sous agitation pendant 18 h.
Apres disparition du produit de départ, le mélange a été concentré, dilué avec de I’eau, acidifié avec
une solution aqueuse concentrée de HCI puis extraite avec de I'EtOAc. La phase organique a ensuite
été séchée et concentrée. En raison de la forte polarité du dérivé (84), nous avons réalisé 1’étape

d'acétylation des fonctions hydroxyle sans purification préalable.

Tout d'abord, le dérivé (84) a été solubilisé dans de la pyridine anhydre et laissé sous agitation pendant
15 min a 70 °C. Ensuite, aprés ajout d'anhydride acétique, le mélange réactionnel a été laissé pendant
15 h sous agitation. Dans les spectres de RMN *H et *C du produit, il est possible d'observer les
déplacements correspondants aux protons des groupes méthyle et aux deux atomes de carbone des
groupes acétyle. Dans le spectre de masse a haute résolution un pic m/ z = 377.1183, en accord avec

la masse moléculaire attendue pour (85), est observé ce que confirme la formation du produit.
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Sch (24) Réaction de diazotransfer et acetylation et RMN *H du produit (85).

A partir du dérivé diazoture (84), il a été également possible d'effectuer la synthese du dérivé de 3,4-
dinonyl (86) selon la méme méthode réalisée pour la synthese du dérivé (85). Lors de I'obtention de ce
produit, dans les spectres RMN H et 3C, nous avons pu observer des signaux de groupes alkyle
correspondant a 59 protons, ce qui indique la présence de bromononane dans la molécule. Aprés des
successifs lavages avec du cyclohexane et d'autres tentatives de purification par chromatographie, le
dérivé a toujours présenté le méme nombre d'atomes d'hydrogene.

N3 N3

Hﬁ(ﬁ% CgHyoBr /(CH2)6\/\OO 0
N3~ NeH T(CHYg Ny~
(84) (86)

Sch (25) Réaction d’alkylation du dérivé 2,6-diNs (84) pour 1’obtention du dérivé 2,6-diN3-3,4-diNn (86).

Une autre voie de synthése utilisée pour obtenir les diazotures a été utilisée a partir d’un dérivé
commercial portant un groupe azoture en C-2 (87). Il a été directement effectué la réaction de
glycosidation en présence de 1’alcool allylique, BFs.Et,O et de HCI. Aprés 20 h de réaction, le produit
a été chromatographié sur colonne de silice. Cependant, aprés avoir subi deux colonnes
chromatographiques, le produit n'a pu pas étre purifié. La réaction de tosylation a donc, été effectuée
sur le produit impur, afin d'effectuer une purification plus efficace grace a I'absorption de ce nouveau
dérivé dans UV. Apreés réaction avec le chlorure de tosyle, le produit attendu n’a pas pu étre purifié par

chromatographie sur silice. Cette voie a donc été abandonnée.
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Ce produit n'a pas pu étre

‘ purifié

P OH OTs ; N ‘
HO N TsCl NaN, ACzO ? 4 \s (85)
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b .
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o ©) |
4\ 5
' o]
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. b

Sch (26) Deuxiéme voie de synthése proposée pour I’obtention des intermédiaires (85) et (86).

Afin d’utiliser les mémes groupes protecteurs dans les deux dérivés a coupler par métathése, des essais
de synthése ont été effectué afin d’obtenir 1’azoture d’allylamine. Deux différentes méthodes ont été
utilisées. Le premier essai a été fait a travers la réaction de diazotranfert en utilisant le chlorhydrate
d’azoture d'imidazole-1-sulfonyle et I’allylamine. La deuxiéme méthode a été 1’azidation directe de
l'alcool allylique en présence de 3 équivalents de TMSN3; et AgOTf dans du toluene a température

ambiante. L’absence de chromophore ne nosu a pas permis d’isoler le produit recherché.

H,N AN
(90)

HO/\/ I
(91)

Sch (27) Essais d’obtention de I’intermédiaire (92).

Apreés ces essais, le groupe CBz a été choisi pour protéger I’allylamine. L'utilisation du CBz comme
groupe protecteur présente deux avantages majeurs. Le premier est que la déprotection du groupe peut
étre réalisée par hydrogénation catalytique, ce qui permet la deprotection simultanée de tous les
groupes protecteurs de fonction amine. Le second vient de sa détection par absorption UV qui facilite

les étapes de purification.

La synthéese du dérivé a été réalisée selon la méthode employée par Kakaei, Chen, Xu 2013, a travers
la réaction de l'allylamine et du N-allyl-carbamate de benzyle en présence du H,O, de I'EtOH et du

K,COs3, avec un rendement de 84 %.”

Sch (28) Obtention de I’intermédiaire (93).
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5.3.2.2.4.2 Métathese dans la Série 3,4-diAc - Intermédiaire (85)

Apres l'obtention des intermédiaires, les réactions de métathése ont été effectuées. Puisque le
catalyseur Grubbs I n’est pas utilisable avec des azotures, l'utilisation du catalyseur Grubbs Il a été

choisie, telle que décrite par Kanemitsu et Seeberger en 2003.%

Les réactions de métathése des composés 2,6-diNs, ont d'abord été effectués avec le dérive (85) dont
les fonctions hydroxyles sont acétylées. L’homométathése de (85) en présence du catalyseur de
Grubbs III dans le DCM a reflux a tout d’abord été essayée. Aprés plus de 20 h, la formation d’un
produit a été observé par CCM sans conversion compléte le produit de départ. Ce produit n’a pas pu
étre isolé. Des nouveaux essais de réaction ont été menés mais cette fois sans formation de produit.

D’autre part, aucun produit n’a été détecté dans les réactions de métathése croisées.

(93); R =Boc
(37); R=CBz

Sch (29) Essaies de réaction de métathése du dérivé (85)

5.3.2.2.4.3 Meétathése dans la Série 3,4-diNn - Intermédiaire (86)

Le dérivé (86) 3,4-dinonyl a été soumis a la réaction de métathése en utilisant les mémes conditions
que celles utilisées pour les réactions avec le produit 3,4-diAc. Ce dérivé a tout d’abord été soumis a la
réaction d’homodimérisation en présence du catalyseur de Grubbs Il dans le DCM distillé a reflux et
sous atmosphere d'argon. Au bout de 24 h, aucun produit n’a été formé et la réaction a été stoppée. Le
Le dérivé de départ a été recupéré par chromatographie sur silice. La réaction n’a pas été observée
dans le DCE a reflux et sous micro-ondes ainsi que dans toutes ces conditions les réactions

d’hétérométathése avec les allylamines (37) et (93).

Apreés les échecs en utilisant le catalyseur de Grubbs 111, des essais de métathése avec le catalyseur de
Grubbs 11 ont été effectués selon la méthode développée par Chaudhari, Kumar et Dhavale en 2005.7
Dans cette étude, les auteurs ont utilisé le catalyseur de Grubbs Il pour la synthese de nouveaux D-
érythro et D-thréo-sphingosine a partir de D-glucose. L'utilisation du catalyseur de Grubbs de premiére

génération dans les réactions de (96) et (97) avec le 1-nonene n'a pas fourni de produits de couplage
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alors que les mémes réactions avec 10% en mol de catalyseur de Grubbs Il avec lel-nonéne ainsi que

le 1-pentadécene a fourni les produits de couplage (98) et (99) / (100) et (101), respectivement, avec

de bons rendements.

Tab (3) Etude des réactions de métathése croisée
° o}
Aty
Re™ o)<
Ry

(98) Ry = N3, R, =H, Rz =C;H

(99)15 R1 = H, Ry = N3, R3 = C;Hy5
(100) Ry = N3, Ry = H, R3 = Cy3Hy7
(101) Ry = H, R, = Ng, R3 = Cy3H,7

Ry—
Ry

(96) R;=N3, R, =H
(97) Ry =H, R, = N3

Aty

1-nonane ou

1- pentadecene

Grubbs 11 (0.1 M)
DCM, 30 °C, 15h

Catalyseur Conditions Produit
Réactionalles
Réactif Alquene? (mol %) (Rendiment %)°

(96) 1- nonene A (20) 30°C,72h Pas de réaction®
97) 1- nonene A (20) 30°C,72h Pas de réaction®
(96) 1- nonéne B (10) 30°C,15h (98), 83
97) 1- nonéne B (10) 30°C, 14 h (99), 86
(96) 1- pentadécene B (10) 30°C, 16 h (100), 85
97) 1- pentadécene B (10) 30°C,15h (101), 87

a1-nonéne et 1-pentadécene (2,0 ég.) en CH,C1,. ® Rendement isolé. ¢ Produit de départ (65-75%)

Cette étude a démontré la compatibilité du catalyseur de Grubbs Il avec des azotures dans les réactions

de métathese. Ainsi, des essais de réaction de métathese ont été réalisés selon les mémes méthodes

utilisées par Chaudhari, Kumar et Dhavale. Aucun produit n'a été formé dans les réactions

d’homodimérisation effectuées, toutefois la réaction du dérivé d'allylamine (37) avec le sucre (86) a

conduit a la formation d'un produit plus polaire que le produit de départ détecté en CCM (86).

Plusieurs tentatives de purification ont été effectuées sans succes.
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Sch (30) Réaction de métathese du dérivé (86).

5.3.2.2.5 Groupes Protecteurs de I’Allylamine

De nouveaux intermédiaires de l'allylamine avec des groupes protecteurs différents ont été synthétises
pour chague essai de métathése. L'objectif a toujours été d’utiliser des groupes protecteurs éliminés en

une seule réaction de déprotection.

Comme abordé ci-dessus, a I'exception des azotures d’allyles, les dérivés acétylés, Boc, et Chz
d’allylamine ont été synthétisés et utilisés. Tous les dérivés utilisés dans diverses conditions de

métathese ont aussi montré des résultats différents.

Malgré la formation d’un produit de métathése par réaction de I’allylamide (31) et le sucre (28), aprés
des analyses en RMN, il a été constaté qu’il s’agit du produit de la réaction d’isomérisation de la
double liaison. Lors de I'utilisation des conditions développées par Hong et al en 2005 aucun produit

de métatheése n’a été détecté.

La deuxiéme allylamine protégée synthétisée porte le Boc et a conduit la formation de produits
d’héterometathése dans des conditions classiques sans apparition de réactions d'isomérisation. Pour
cette raison, l'intermédiaire (37) a été utilisé méme lorsque les amines du sucre sont protégées avec

d'autres groupes protecteurs.

En ce qui concerne le groupement CBz, son utilisation n’a fourni aucun des produits attendus. Un
résumé des réactions effectuées pour obtenir les dérivés et les principaux résultats obtenus se trouve

dans le schéma 31.
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—_— )L ANF Produit obtenu a présente isomérisation
:> de la double liason

Mieux dérivé,compatible
avec la majorité des réactions

P N e !

(29) N Il n'a pas été possible de |
N ~NF p—

H,N

synthétiser

PN ANF Tel qu'il est utilisé les produits
© H i ‘ n'ont pas été obtenus

(93)
Sch (31) Groupes protecteurs de 1’allylamine.

5.3.2.3 Reactions d’Oxydation

Apres avoir procédé a diverses réactions de métathese, il a été montré que les groupes les plus
compatibles avec la réaction de métathése dans la voie de synthése sont : le Boc pour la protection de
I'allylamine et I'e groupe acétyle pour la protection du sucre. Grace a l'utilisation de ces deux groupes
protecteurs quatre dérivés de métathése ont été synthétisés, purifiés et caractérisés (Figure 17). Le
dérivé (104) n’ayant pas été totalement caractérisé, il n’a pas été oxydé. Les produits obtenus par

métathése croisée, ont donc été oxydés.

RO
NHAC o
RO %
AcHN -~ NHBoc
b
RO
RO
(38);R=Ac (39); R = Ac ¢
(40); R = Nonyl (41); R = Nonyl

Fig (17) Dérivés obtenus apres les étapes de métathése.

5.3.2.3.1 Produits non Alkylés

Dans la premiére voie de synthése, il a été initialement effectué la réaction d'époxydation du dérivé
(38). Les époxydes sont considérés comme des intermédiaires polyvalent synthése organique. lls
peuvent étre conduire a une grande variété de produits pour générer jusqu’a deux centres chiraux. La
tension du cycle a trois atomes et sa polarité font les époxydes des composés hautement réactifs. Parmi
les différentes possibilités de réaction, I'addition de nucléophiles a des époxydes conduit & des dérivés
1,2-disubstitués. Les peroxyacides organiques sont les réactifs classiques pour I'époxydation d'oléfines

et parmi eux l'acide métachloroperbenzoique (MCPBA) est le plus couramment utilisé.”’

Le dérivé (83) a été soumis a la réaction d'époxydation avec du mCPBA dans du DCM." La réaction a

été surveillée par CCM et des nouvelles additions du mCPBA ont été faites jusqu'a consommation du
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produit de départ. Le produit formé n’a pas pu étre purifié par chromatographie et a été utilisé aprés
lavage par extraction dans I’étape suivante d’ouverture de I'époxyde avec I'hydroxyde de
tétrabutylammonium (TBAOH) dans I'eau et le THF.

Le dérivé (105) a donc été soumis a une réaction avec du TBAOH 40% dans le THF. La réaction a été
contr6lée par CCM et, apres environ 1 h, la disparition du produit de départ a été observé. Apres
évaporation du THF et évaporation nécessaire de I’eau en raison de difficulté d’extraction, 20 mg d’un
premier produit (106.1) et 60 mg d’un produit plus polaire (106.2), résultant de I'élimination du Boc et

des groupes acétyle.

Dans les spectres de RMN 'H des deux produits nous notons I’absence du signal des groupes Ac en
C-3 et C-4 des deux dérivés. Les conditions employées dans la réaction semblent donc provoquer la

déprotection de. Pour le produit (106.2), les signaux du groupe Boc de I’amine de la chaine latérale

NHAC - NHAC 3 . NHAC
o mCPBA o g TBAOH ! 4
AcO AcO . HO
DCM 3 1 , ‘ 3 .
AcO Aco—>7 o THF; H,0 1 Ho
¢ ACHN [~ A~ NHBoc ¢ AcHNO/a\p\“/ NHBoc e AcHNO&/%CV NHBoc
b d

(38) b9 (104 3 (105) "4y

Sch (32) Obtention des dérivés (106.1) et (106.2) a travers des réactions d’oxydation

La réaction finale de déprotection a ensuite été tentée avec le dérivé de (106) obtenu. Trois conditions
principales ont été utilisées : 1) de ’hydrazine a 85%, 70 °C pendant 15 h ;" 2) de I’hydroxyde de
potassium (10 éq.) en solution aqueuse a reflux 6 h ; 3) de I’hydroxyde de baryum en solution aqueuse
(10 éq.) a reflux 6 h.** Bien qu'efficace pour la déprotection du groupement acétyle en position C-3, C-
4 et C-6 avec élimination mineure du groupement Boc, aucune des méthodes utilisées n’a été efficace
pour la déprotection du groupe acétyle en position C-2. La méthode 3 a I’hydroxyde de baryum a été
la plus efficace mais n’a permis d’isoler le produit recherché probablemnt en raison de la

complexation d’un ion Ba* par les hydroxyles en C-b et C-c de la chaine latérale.

NHAC ¢ NH;
4 \'s
HO 0 OH Ba(OH), HO—\3—CB0HN
HO™ eHiN NHBoc ho - 1O At AL
Ci C
O/ng 2! 07 thH
(106)  oH (107) HO~pa2*

Sch (33) Réaction de deprotection du dérivé (106) et produit obtenu complexé avec un ion Ba*2.
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5.3.2.3.2  Produits Alkyles Série Néamine (40)

En raison de difficulté de déprotection en milieu basique des groupes N-acétyle portés par les dérivés
3,4-dialkylés mis en évidence précédement dans notre laboratoire, le dérivé 3,4-dinonyl (44) a été
traité avec 1’anhydride de Boc pour permettre une élimination ultérieure des groupes N-actétyle en

milieur acide en présnece de TFA.%

Pour I’obtention du dérivé (109), le dérivé (40) a été soumis a une réaction avec du Boc,O et du
DMAP dans le THF. Aprés 24 h de réaction, le produit de départ n’a pas été consommé et d'autres
additions de réactifs ont été effectuées. Un total de 20 éq. de Boc.O et 4 eq. de DMAP ont été ajoutés.

Aucun produit n'a été observé par CCM. De nouveaux essais ont été faits sans succes.

Ac

NHAG ‘- Boc NHBoc
o 0£,0 o MeONa RO 0
RO DMAP, THE RO MeoH RO _~__NHBoc

AcHNO/\/\/NHBOC ) ASNO/\/\/NHBOC BOCHNO/\/\/
(40) Boc (108) H (109)

””””” NH,
RO 0 OH

NH,¢y NH,
® OH

Sch (34) Essai d’obtention du dérivé (109).

En conclusion, nous n’avons pas pu obtenir les produits d’oxydation recherchés.

NHAC - NHAC } o NHAC
mCPBA . TBAOH .
RO 0 RO 0 b RO OH 1
o) DCM  "Ro—¥R®\1', 0 THEHO | "Ro— 1 A !
ACHNO/\/\/ NHBoc /—\CHNO/\1>\/ NHBoc . ACHNOA{K/ NHBoc
(40) b4 (110) ; @) gy ° ?

R = Nonyl

La purification n'a pas été
possible

Sch (35) Réaction d’oxydation du dérivé (40).

5.3.2.4 Hydrogenation Catalytic
5.3.24.1 Produit d’homométathése 3,4-diAc (39)

Comme le dérivé (106) 3,4-dihydroxylé présentait des problémes dans I'étape de déprotection une voie
de synthése a été réalisée en éliminant la double liaison par la réaction d'hydrogénation catalytique

suivie d’une étape d’élimination des groupes acétyle.



232

Le dérivé (39) a tout d’abord été soumis a une réaction d'hydrogénation catalytique en présence de
Pd/C. La réaction a été suivie par CCM jusqu'a la consommation du produit de départ. Apres la
filtration pour éliminer le catalyseur et évaporation du solvant, le dérivé (112) a été obtenu avec un
rendement quantitatif.

Dans le spectre RMN 'H de (112) le multiplet correspondant aux hydrogénes Hb et Hc de la chaine
allylique dans la région entre 5,70 ppm a 6,00 n’est plus visible, ce qui confirme la réduction de la
double liaison. Cette réduction a éliminé le probléme lié a la présence d'isomeéres cis/trans, donc dans
le spectre RMN 3C sont observés uniquement les déplacements relatifs & un seul isomére. Dans le

spectre de masse a haute résolution un pic m/ z = 747.3291, a I'ion [M+H]" est observé.

Enfin, la derniere étape prévue dans la voie de synthése a été I'élimination des groupes Ac, en utilisant
la méthode décrite par Wong et al en 1998. Le dérivé (112) a été soumis a la réaction avec un exces de
Ba(OH); dans I'eau a reflux. La réaction suivie par CCM montre la disparition du produit de départ.
L’addition d’une solution aqueuse de H,SOs 1 M permet d efaire précipiter les ions baryum sous
forme de sulfate insoluble dans de I'eau. Aprés élimination du solide par filtration et évaporation de
I’eau, le résidu obtenu a été soumis a une purification sur colonne de phase inverse Cis pour conduire

au produit final (113) obtenu avec un rendement quantitatif.

Dans les spectres de RMN * H et °C les déplacements relatifs aux hydrogénes des groupes méthyle et
les atomes de carbone des groupes acétyle ne sont plus observés. On peut dire que la réaction de

déprotection est compléte.

NHAC
4\ 5
A0 \—2
AcO 2
AcHN
AcHN 0=
AN b 4000
0
AcO 3
AcO 2 2 B ‘
AcHN |
(39) L 3500
d
H, Pd/CJ \ 3000
NHAC AcHN NH, HoN_ 6 . 2500
o o OAc | Ba(OH), “Nso O-F7~oH
Aado e o Moy, T
NHAC ) A NH
ACHNG 0 120°C NHZA A0 7 L2000
24h bl |4
112) (113)
1500
-a
| F;' L H-2, H-2"
| ) Hd H-4, H-4 .
| H-6, H-6
| ,
’ | II Ha, Ha H-b, H—b’ .
H-1, H-1 LELE| H-c, H-c
1 ' M
T Ik LU SO Y
: BN =

Sch (36) Réaction d’hydrogénation et déprotection du dérivé (39) et RMN *H du produit (113).
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5.4 Conclusions et Perspectives

Pour la synthése des analogues désirés de la néamine, il a été choisi une voie de synthese convergente
impliguant une étape clé de métathése comme 1’étape cruciale pour assembler les deux éléments des
aminosucres recherchés. Les réactions de métathése sont bien connues et utilisés dans la chimie des
oléfines, formant des produits avec des rendements élevés et une certaine diastéréosélectivité.
Typiquement, les réactions sont réalisées dans le DCM fraichement distillé, & reflux et en présence
d’un catalyseur de Grubbs. Bien que les catalyseurs de Grubbs soient stables lorsqu'ils sont en
présence de nucléophiles non protégés, ils sont facilement désactivés. Ainsi, dans la synthése des
dérivés désirés, il a été nécessaire d’utiliser des groupes protecteurs pour masquer le caractére
nucléophile des atomes d'azote et d'oxygéne des fonctions amine et hydroxyle présentes dans le

sproduits recherchés.

Le premier groupe protecteur utilisé a été le groupe acétyl. Aprés I’obtention des intermédiaires
protégés les réactions de métathése ont été menées. Dans du couplage avec 1’allylamine utilisant des

groupes acétyle, le couplage se produit bien mais il est accompagné d’une réaction de migration de la

double liason.
NHAC Gy NHAC
/\/
AcHN ‘ 32.1
AcO 0 . A Q @2.2)
AcO Grubbs | AcO ¢
AcHN L.~ _~ AcHN L~_ X NHAc

DCM oYY

@n

Sch (37) Isomérisation de la double liaison apres la réaction de métathese croisé.

Ensuite, le groupe acétyle de l'allylamine a été remplacé par le groupe Boc. Les produits
d’hétérométathese et d’homométathése attendus ont bien été obtenus avec des rendements satisfaisants
pour la réaction (30-40%). Cependant, des difficultés dans I'étape de déprotection, principalement pour
I’élimination du groupe N-acétyle ont conduit au développement d'une seconde voie de synthése

utilisant le groupe Boc comme groupe protecteur des fonctions amine du sucre.

NHAC P NHACc
o BocHN™ > o
RO > RO
(0} RO
AcHN A AcHN 5~ ", NHBoC
(27); R=Ac (38); R=Ac
(30); R = Nonyl (40); R = Nonyl
l NH,
HO O BocHN
HO
AcHN ,
NHBoc OH
(107) HO~Ba?*
RO 9
RO
BocHNO/\/

(44)
Sch (38) Protection du dérivé (28) avec le groupe Boc et interaction possible entre le cation divalent Ba* et

hydroxyles vicinaux lors de la déprotection des acetyles.
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Tout d’abord les dérivés 2,6-diBoc (44), 2,6,6-triBoc (45) et 2-Boc-6-N3 (47) ont été synthétisés. Par
la suite les réactions de métathese ont été effectuées dans des conditions classiques sans obtention des
produits désirés. Les conditions ont été modifiées ainsi que le catalyseur de Grubbs utilisé mais dans
aucun cas, on a observé la formation des produits. Nous concluons que la présence du groupe Boc
volumineux, peut empécher la réaction de métathese. L'encombrement stérique promu par la présence
de ce substituant peut rendre 1’oléfine peu active ou complétement inactive face a tous les types de

catalyseurs de Grubbs utilisés en raison d’une conformation du sucre défavorable.

En adoptant la méme stratégie de Woodward et al, en 2011, des sels d'ammonium ont été préparés a
partir des amines correspondantes en vue de réaliser une pseudo-protection des amines. A partir du
dérivé (47) protégé par le groupe Boc en C-2 et C-6, le dérivé (65), portant les cations C-2 et C-6 di-
NH3" associés a deux ions triflates, a été obtenu. Des réactions d’homométhathése et hétérometatese
ont été essayées sans former les produits attendus dans aucune des conditions adoptées. Trois
hypothéses peuvent étre proposées pour expliquer ces résultats. La premiére serait la faible solubilité
du sel de départ dans le solvant utilisé. L utilisation d’un grand volume de solvant peut avoir trop dilué
le milieu. La seconde vient de l'influence des ions triflate en tant que contre-ion utilisé dans la
réaction, ils ont pu réagir avec le catalyseur de Grubbs. La troisiéme raison est due a une conformation
défavorable adoptée par le sucre. Face aux échecs dans les réactions de métathese une nouvelle voie de

synthese a été planifiée, en utilisant les azotures comme des groupements protecteurs.

Parmi les principaux avantages de l'utilisation des azotures, il y a la facilité de leur conversion en
amines par diverses réactions effectuées dans des conditions douces, telles que I'hydrogénation
catalytique ou l'utilisation de la triphénylphosphine. Un autre avantage résultant de l'utilisation des
azotures est la possibilité de formation de triazoles, ce qui pourrait former des composés d'intérét pas

non évalués par notre groupe.

N3 N-N

(0]
RO —> RO (0] OH
RO —_— RO
N3 O/\/

(85); R=Ac Ry
(86); R = Nonyl (114)

Fig (18) Proposition de nouvelles modifications dans les dérivés aminoglycosides.

Le dériveé diazoture (85) ont été obtenus a traveurs de la déprotection de I’intermédiaire (16), et en
suite soumis a la réaction de diazotranfert avec du chlorhydrate d’azoture d'imidazole-1-sulfonyle et
comme derniére étape la réaction d'acétylation par 1’anydride acétique. Dans le cas de la synthése des

sucres alkylés (86), la réaction d’alkylation a été effectuée directement aprés la diazotransfert a aprtir
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du dérivé (84). Directement aprés I’obtention des dérivés 2,6-diNs, les réactions de métathése ont été
essayées en présence des catalyseurs de Grubbs Il et Ill. Malgré la formation des dérivés cette
méthode a présenté des problémes dans les étapes de purification et d'isolement, ainsi qu'un faible
rendement des produits formés. Ce faible rendement peut résulter de la présence de traces du cuivre
reatnat de 1’étape de diazotransfert pouvant géner la réaction de métathése. Un traitement a ’EDTA

des produits formés lors de cette étape sera donc a essayer.

Afin de faciliter I'étape de déprotection, les mémes groupes protecteurs ont été utilisés pour les
fonctions amine des sucres et de I’allylamine et le sucre, ce sont alternativement des groupes Ac, Boc
et Cbz. Un résumé des principaux résultats obtenus par I'utilisation de chacun de ces groupes est
présent dans Le schéme 39. Il a aussi été effectué deux essais de réaction pour la formation d’un
dérivé allylamine protégé par 1’azoture, toutefois, ce produit n'a pas pu étre purifié et isolé par les
méthodes employées. L’absence d'absorption sous UV est I’'un des principaux facteurs expliquant la

difficulté de la purification du produit.

La réaction est effectué cependent,le produit
obtenu présente isomérisation de la double liason

avec la majorité des réactions

Meilleur dérivé,compatible J

HZN/\/ N S .

(29) N, N Il a été pas possible de le
N N NS :> synthétiser

)L AN Tel qu'il est utilisé les produits
© H :> ‘ de réaction n'ont pas été obtenus

(93)

Sch (39) Groupes protecteurs de I’allylamine.

Aprés la réalisation de diverses réactions de métathése, il a été montré que les groupes les plus
compatibles avec la voie de synthése sont : 1) le groupe Boc pour la protection de l'allylamine ; 2) le
groupe acétyle pour la protection du sucre. Grace a l'utilisation de ces groupes protecteurs quatre

dérivés ont été synthétisés, purifiés et bien caractérisés apres les réactions de métathese (figure 19).

NHAC Rgo
RO 0
AcHN G A NHBoc .
RRo

(38); R=Ac (39); R=Ac
(40); R = Nony! (41); R = Nonyl

Fig (19) Dérivés obtenus aprés les étapes de métathése.
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Une fois obtenus les produits de la réaction de métathese, des réactions d'oxydation ont été réalises a
traveurs deux différents méthodes. Pour la premiére, aprés époxydation du dérivé (38) par l'acide
métachloroperbenzoique (MCPBA), I'étape suivante réalisée sans purification par chromatographie a
consisté en l'ouverture de I'époxyde avec I'hydroxyde de tétrabutylammonium (TBAOH) dans I'eau et
le THF. Aprés la purification, I'isolement et la caractérisation, deux produits majeurs ont été obtenus
obtenus : 1) le produit oxydé en C-b et C-c dans lequel le groupe Boc protecteur introduit a partir de
I’allylamine a été éliminé ; 2) le produit oxydé en C-b et C-c, avec I’amine correspondante n’ayant pas
perdu son groupe protecteur Boc. Il est probable que les conditions utilisées trop drastiques dans la

réactions d'hydrolyse a conduit a la déprotection de 1’amine présente sur la chaine latérale.

Pour I’obtention des produits finaux, les premiéres réactions ont été réalisées en utilisant le dérivé
(106). Trois conditions principales ont été adoptées : 1) de ’hydrazine a 90 °C pendant 18 h ; 2) de
I'nydroxyde de potassium dans I'eau a reflux pendant 6 h ; 3) de I'hnydroxyde de baryum dans I'eau a
reflux pendant 6 h. Bien qu'efficace pour la déprotection des groupements acétyles en positions C-3,
C-4 et C-6, ces traitements provoquent dans certains cas du dérivé (106), 1’élimination du groupement
Boc en raison des conditions extrémes utilisées. Toutefois, avec aucune des méthodes utilisées, il n’a

été possible d’éliminer le groupe N-acétyle en position C-2.

Afin d'éviter les contraintes rencontrés lors de la déprotection du groupe acétyle dans les dérivés non
alkyleée, il a été adopté la méme stratégie utilisée pour la synthese du dérivé (44), le remplacement du
groupe acétyle par le groupe Boc, en vue d’une déprotection plus douce avec de lacide

trifluoroacétique. Cependant, il n‘a pas €té possible d'effectuer la synthese de ces dérivés.

Ac,

NHAC ‘N-Boc NHBoc
H5CO"
o o Boc, MAPRO o 3 R(R)o o
RO RO BocHN L~._~_ NHBoc
_~__NHBoc
AcHNo/\/\/NHBOC B:)AC(/:NO/\/\/ O
(40) (108) M (109)
""""" NH,
RO Q OH
NH, ¢ NH,
(8 OH

Sch (40) Essai d’obtention du dérivé (109).
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Une réaction d'hydrogénation catalytique du dérivé d’homométathése (40) a été effectuée. Apres cette
étape, le dérivé a été facilement déprotégé et purifié. Le produit a été obtenu avec des rendements
quantitatifs et caractériseé.

< NHAC
4\ 5
AcO™\3 ° 1
AcO 2
AcHN
AcHN O
4 5 b
AcO 3 O It
AcO 2
AcHN &
@
d
H,, Pd/C
NHAC AcHN NH, HN
.
[e] B 4 03
OAc a(OH), 5 OH
AcO 0 kﬁmc — = HOTGR, r-T52-0oR
AcO NHAc H,0, HO—>7 a c NH,
ACHN U~ 0 120 °C NHa -~~~ 0
24h b
112) (113)

Sch (41) Réaction d’hydrogénation et déprotection du dérivé (39)

Afin de surmonter tous les problemes liés a la déprotection du groupe acétyle, une derniére voie de
synthese a été adoptée pour I’obtention des produits de métathése. Pour cela, le sucre (14) a été
acetylé, puis soumis a la réaction d’homo et d’héterométathese (schéma 42). Les produits obtenus avec
des rendements satisfaisants, ont été isolés et caractérisés en RMN *H, **C et par spectrométrie de

masse a haute résolution. SRR :

OH OAc
Ac0 Gubbs |
Hgo&% A,go(ﬁg —
C! '
AcHN - ~F AcHN y™~F :
(11) _~_NHBoc | (115) 1
Gubbs |
"""""" oAc
Ao Q
C!
AcHNO/\/""L\,/NHBOC
(117)

Sch (42) Obtention du dérivé (114) a partir de (11) et réactions de métathése réalisées en sequence

Les prochaines étapes proposées pour la suite de ce travail impliquent les dérivés (116) et (117) de
métathese obtenus. La voie de synthese proposees comporte les étapes suivantes (schéma 43) : 1) la
désacétylation du dérivé (117); 2) la conversion de I'nydroxyle en C-6 en amine par 1’approche de

tosylation et azidation ultérieure pour donner (118); 3) la conversion de I'amine en C-2 en azoture par
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la réaction de diazotranfert pour conduire au composeé (119); 4) la dialkylation en positions C-3 et C-4
; 5) ’oxydation de la double liaison et 6) la déprotection de tous les groupes protecteurs.

————————————————————————————————————

N, 1 N,

Diazotransfer 6 ' 6
Alkylation 4\ s ' 4
ACO 0 e o ) 0s0,NMO | oo A0 o,
AcO RO — ! RO a ¢
ACHN ]~ A~ NHBoc — O/\/mH/NHBoc ‘ Nsoﬁ/& NHBoc
(117) 4 (118) 3 119) gy °
ll Déprotection
 NH, l
4 5 o

Sch (43) Obtention du dérivé (116) et prochaines étapes de synthése pour 1’obtention du produit final (8) a partir
de (116).

Le travail accompli a mis en évidence I’influence des groupes protecteurs dans les réactions de

métathese.

Bien que les produits finaux (3), (4) et (6) n'ont pas pu encore étre synthétisés, des informations
concernant les voies de synthese utilisées ont été obtenues pour avancer vers la réalisation des
syntheses proposées. Le produit final (113) a été obtenu avec succes et sera évalué pour son activité

antibiotique contre les bactéries sensibles et résistantes.

. NH NH,
5 CH 4
Ho= O 1 OH A 2)6\/\00 9 OH
-~ C-a
*fNo NH, (CHYe™ HZNO &<, NH,
C-b cd C-b cd
) OH
H, HoN_ ¢
_(CHy) 5 L : s 04~ oy
> e\/\o 0 0 2o
1
NH O a ¢ NH
CH 2 2
B )6 ZNO/\b/\d/O
(9- 10) (113)

Fig (20) Dérivés envisqgés et le dérivé final obtenu.
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5.5.1 Material and Methods

Thin-layer chromatography (TLC) was performed on aluminum backed silica plates (Alugram Sil
G/UV3zs4 from Macherey—Nagel with fluorescent indicator UVass). Purifications were perfomed by
flash chromatography in silica gel 60, 200400 mesh from Merck or in Reveleris® Flash
Chromatography System with GraceResolv® Flash cartidges or Reveleris® cartridges. Data for *H,
B3C NMR spectra were recorded on Brilker AC-400 instrument (400 MHz for *H and 100 MHz for
B3C) or Briiker 500 instrument (500 MHz for *H and 126 MHz for **C) and are internally referenced to
residual solvent signals. Data for *"H NMR are reported as follows: chemical shift (5 ppm), integration,
multiplicity (s = singlet, d = doublet, t = triplet, g = quartet, m = multiplet, bs = broad singlet),
coupling constant and assignment. Interpretation of *H and *C NMR spectra often needed the support
of 2D experiments COSY, HMQC and HMBC records. Otherwise stated, protons and carbons of

purine and derivatives were numbered as below when associated with *H and **C NMR signals.

Electrospray ionization ESI mass was acquired by the analytical service of Institut de Chimie

Organique et Analytique at Orleans, France, using a HRMS Q-Tof MaXis spectrometer.

Unless otherwise specified, chemicals were purchased and used without further purification.



242

5.5.2 Synthesis Protocols
Allyl a-D-N-Acetylglucosaminide® (14)
Procedure: Introduction of allyl group at the anomeric carbon

OH OH

6
/\/ 4 5
AcHN 1) BF;EL,0 (0.3 eq.), 2h AcHN i A~
b

OH  2) Hcl, 20h

(12)

Synthesis: Ina 1 L round bottom flask was added 30.0 g (0.14 mol) of N-acetyl-4-D-glucosamine, 4.8
mL (0.015 mol) of BFs.Et,O and 300 mL (4.4 mol) of allyl alcohol. The reaction mixture was stirred
at reflux under argon flow. After 20 h, the mixture was clear and orange (TLC eluent: ethyl
acetate/methanol 8:2; visualization: 5% sulfuric acid in ethanol solution (v/v)). After evaporation of
the solvent, compound (12) was purified by chromatography on silica (eluent: ethyl acetate/methanol
8:2) to lead to 19.0 g of a white solid (48% yield).

Analysis and characterization:
En portugais et les données infra-rouge copiées de la thése de Carol,

'H NMR(CDs0D, 400 MHz) & 5.94-5.84 (m; 1H); 5.32 (ddd; J = 17.3, 3.4, 1.6 Hz, 1-H); 5.15 (ddd; J
=12.0, 3.4 Hz; 1.2 Hz, 1-H); 4.79 (d, J = 3.6 Hz; 1-H); 4.17 (ddd, J = 13.2, 5.2, 1.6 Hz; 1-H); 3.85
(ddd, J = 13.2, 6.0, 1.2, 1.6 Hz; 1-H); 3.86 (dd; J = 10.8, 3.6 Hz, 1-H); 3.88 (dd; J = 11.8, 2.0 Hz, 1-
H); 3.67-3.62 (m; 2-H); 3.57-3.53 (m; 1H); 3.33 (t; J = 4.5, 9.4, 1-H); 1.93 (s; 3H, CH3). BC NMR
(CD30D, 100 MHz) & 173.6 (CONH); 135.6 (C-b); 117.5 (C-c); 97.6 (C-1); 74.0 (C-5); 72.9 (C-3);
72.3 (C-4); 69.9 (C-a); 62.7 (C-6); 55.3 (C-2); 22.6 (CH).
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Allyl 6-O-Tosyl-a-D-N-acetylglucopyranoside®! (15)

Procedure: tosylation of the hydroxyl function in position 6

OH OTs

6
4 \5
HO 0 TsCl(1.2eq) HO G2 ,
HO ———» HO 2 a c
AcHN [~~~ Piridine AcHN - ~\F
0 1 nuit, t.a. (13) b

Synthesis: In a round bottom 500 mL flask were added 18.4 g (0.064 mol) of (14) and 120 mL of
anhydrous pyridine. The reaction mixture was subjected to argon flow and maintained under magnetic
stirring at room temperature for 1 h. Then, a solution of 14.4 g (0.075mol) of tosyl chloride in 40 mL
of anhydrous pyridine was added. The system was kept under stirring at room temperature for 15 h.
After this time, it was observed by TLC consumption of all starting material (eluent: ethyl
acetate/methanol 9:1; visualization: 5% sulfuric acid in ethanol v/v). The solvent was evaporated and
the obtained crude mixture was purified by chromatography on silica (eluent: ethyl acetate/methanol
9: 1) to afford 18.5 g of compound (15) as a white solid (66% yield).

Analysis and characterization:

'H NMR (CDs0D, 400 MHz) & 7.76 (d; J = 8.4, 2-H); 7.45 (d; J = 8.4 Hz, 2-H); 5.90-5.80 (m; 1-H);
5.24 (ddd; J =17.2, 3.2, 1.6 Hz; 1-H); 5.13 (ddd; J =10.4, 3.2, 1.2 Hz; 1-H); 4.68 (d; J = 3.6 Hz; 1-H);
4.30 (dd; J =10.8, 2.0 Hz, 1-H); 4.17 (dd; J = 10.8, 6.0 Hz, 1-H); 4.04 (ddd; J = 13.0, 5.2, 1.6, 1.6 Hz;
1-H); 3.86 (ddd; J = 13.0, 6.4, 1.2, 1.6 Hz; 1-H); 3.80 (dd; J = 10.8, 3.6 Hz; 1-H); 3.71 (ddd; J = 9.8,
6.0, 2.0 Hz; 1-H); 3.59 (dd; J = 10.8, 8.8; 1-H); 3.24 (dd; J = 9.8, 8.8; 1-H); 2.42 (s; 3-H; CH3); 1,94
(s; 3-H; CHs). *C NMR (CDsOD, 100 MHz) & 173.8 (CONH); 146.9 (C-7); 135.2 (C-b); 134.4 (C-
10); 131.4 (C-8); 129.0 (C-9); 117.8 (C-c); 97.6 (C-1); 72.6 (C-3); 72.0 (C-4); 71.4(C-5); 71.0 (C-6);
69.3 (C-a); 55.0 (C-2); 22.5 (CHs3); 21.6 (CHs3).
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Allyl 6-azido-6-deoxy-o-D-N-acetylglucopyranoside (16)

Procedure: Substitution of the 6-tosyl group by an azide function

OTs o N3
4 \s
. . o, 2 a c
AcHNo/\/ DMF; 1 noite; 75°C AcHN O/\/

(14) b

Synthesis: To a solution of compound (15) (25.1 g, 60.5 mmol, MW 415.46 g mol™) in 200 mL of
DMF was added to sodium azide (38.9 g, 605 mmol, MW 65,01 g mol™). The mixture was heated to
75 °C overnight. The reaction mixture was concentrated under reduced pressure and a 80:20 AcOEt /
MeOH mixture was added. After filtration and evaporation of the filtrate, the derivative (16) was
purified by chromatography on silica eluted with a mixture: AcOEt / MeOH 95:5to lead to a white
solid (90% yield, 15.6 g, 54.4 mmol, MW 286.28 g mol™).

Analyze and characterization:

'H NMR (CD30OD, 400 MHz) & 5.94-5.87 (m; 1-H); 5.33 (d; J = 17.2; 1-H); 5.15 (d; J = 10.4 Hz; 1-
H); 4.12 (dd; J = 13.0, 4.4 Hz; 1-H); 3.98 (dd; J = 13.0, 6.0 Hz; 1-H); 3.99 (dd; J = 9.6, 3.2 Hz, 1-H);
3.70 (t; J = 7.6, 6.4 Hz; 1-H); 3.65 (t; J = 3.4, 9.6 Hz, 1-H); 3.46 (d; J = 13.2 Hz; 1-H); 3.37 (dd; J =
13.2, 6.4, 1-H); 3.31-3.26 (m; 1-H); 1.94 (s; 3-H; CHs). ®*C NMR (CD;OD, 100 MHz) & 173.8
(CONH); 135.2 (C-); 117.8 (C-c); 97.5 (C-1); 73.2 (C-5); 73.1 (C-4); 72.6 (C-3); 69.4 (C-a); 55.3 (C-
2); 52.8 (C-6); 22.5 (CHj3).
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Allyl 3,4-di-O-Nonyl-6-Azido-6-deoxy—a-D-N-acetylglucopyranoside (30)

Procedure: Alkylation in homogeneous phase (NaH / DMF) 3,4-dialkylated derivative.

Nj N3

y o 6
HO&% Bromononane (12 eq.) /(CHZ)G}?\O&% )
HO - (0] 2 a
AcHN |_~_~ NaH(6eq) CHIE™ 7 AcHN A~
o DMF v o
ta. (26)

6h

Synthesis: To a solution of compound (14) (2.80 g, 9.8 mmol) in 7.5 mL of anhydrous DMF, was
added 3.8 mL (19.9 mmol) of 1-bromononane and 390 mg (9.8 mmol) of 60% NaH. The system was
subjected to argon flow and maintained under magnetic stirring at room temperature. The reaction was
monitored by TLC (eluent: ethyl acetate; visualization: 5% sulfuric acid in ethanol v/v). To ensure
consumption of all starting material and the formation of the di-alkylated product further additions of
60% NaH (1eg.) and 1-bromononane (2 eq.) were carried out every hour (total: 6 eq. NaH 60% and 12
eq of 1-bromononane). Methanol was added to the reaction mixture and, after evaporation, ethyl
acetate was added. The solution was washed with water and then dried with anhydrous magnesium
sulfate. The solvent was evaporated and the residue was purified by chromatography on silica (eluent:

cyclohexane/ethyl acetate 8:2) to lead to 3.0 g of a white solid (60% vyield).

Analysis and characterization:

'H NMR (CDCls, 400 MHz) & 5.88-5.78 (m; 1-H); 5.76 (d; J = 10.0 Hz; 1-H); 5.27 (ddd; J = 17.4,
3,0, 1,2 Hz; 1-H); 5.33 (dd; J = 10.4, 3.0 Hz; 1-H); 4.77 (d; J = 3.6 Hz; 1-H); 4.15 (dt; J = 10.0, 9.8,
3.6 Hz, 1-H); 4.1 (ddd; J = 12.2, 5,4, 1.6, 1,6 Hz; 1-H); 3.89 (dd; J = 12.2, 6.0 Hz; 1-H); 3.70-3.62 (m;
3-H, OCHy); 3.48-3.29 (m; 5-H, OCHy>); 3.20 (t; J = 4.5, 9.2; 1-H); 2.04 (s; 3-H; CHs); 1.48-1.46 (m;
4-H; CHa(b)); 1.21 (sl; 24-H; CHx(g)); 0.84-0,80 (m; 6-H; -O-(CH,), 8 CH3). *C NMR (CDCls, 100
MHz) & 169.5 (CONH); 133.4 (C-b); 118.0 (C-c); 96.9 (C-1); 80.7 (C-3); 78.9 (C-4); 73.2; 73.3 (-
OCHg-); 71.1 (C-5); 68.2 (C-a); 52.5 (C-2); 51.3 (C-6); 31.8; 30.4; 30.3; 29.5; 29.4; 29.2; 26.1 (-CHy>);
23.4; 22.5; 14.0 (CHs).



246

Allyl 6-Amino-6-deoxy-o-D-N-acetylglucopyranoside (26)

Procedure: Reduction of azide function in position 6.

N3 o NH;
PPhg AN
HO 0 — - HOT—Q )
HO THE/RHO HO— A a o
AcHNo/\/ ta 2 AcHN O/\/
t b
12h (24)

Synthesis: In a round bottom flask of 250 mL was added 2.0 g (7.0 mmol) of (16), 5.5 g (21.0 mmol)
of triphenylphosphine in 60 mL of THF and 20 mL of distilled water. The reaction mixture was under
magnetic stirring at room temperature for 12 h. The consumption of all starting material was observed
in TLC (eluent: ethyl acetate / methanol 9:1; visualization: 5% sulfuric acid in ethanol (v/v) 0.3%
ninhydrin in ethanol (w/v)). The solvents were evaporated and the residue obtained was dissolved in
water. The solution was washed with 3x30 mL of cyclohexane and water was evaporated. The product

(26) was obtained as a white solid in a quantitative yield (1.8 g).

Analysis and characterization:

'H NMR(CDs0OD, 400 MHz) & 5.95-5.85 (m; 1-H); 5.33 (d; J = 17.2 Hz; 1-H); 5.17 (d; J = 10,4 Hz; 1-
H); 4.23 (dd; J = 13.2, 4.4 Hz; 1-H); 3.96 (dd; J = 13.2, 6.0 Hz; 1-H); 3.81 (dd; J = 10.6, 3.2 Hz, 1-H);
3.64 (t; J =3.2,9.2 Hz; 1-H); 3,66 (t, J = 9.2, 7.2, 4.4 Hz; 1-H); 3.20 (t; J = 4.5, 9.2 Hz; 1-H); 2.96
(dd; J =13.2, 4.4 Hz, 1-H); 2.74 (dd; J = 13.2, 7.2 Hz, 1-H); 1.95 (s; 3-H; CH3). BC NMR (CDs0D,
100 MHz) & 173.7 (CONH); 135.4 (C-b); 117.6 (C-c); 97.8 (C-1); 74.0 (C-4); 73.5 (C-5); 72.5 (C-3);
69.1 (C-a); 55.4 (C-2); 43.9 (C-6); 22.6 (CHs3); HRMS (ESI+) m/z: [M + H]+ calcd for C1:H20NgOs
261.1450, found 261.1447.
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Allyl 3,4-di-O-nonyl-6-amino-6-deoxy—a-D-N-acetylglucopyranoside (29)

Procedure: Reduction of the azide in position 6.

N, o NH,
PPh; T o, {,
(CHen o~ o) - . /(CHZ)G\p/B\O \20
1
- o) THF/HO — 0— a
(CHYE™ > AcHN T aw NHBoc .~ ° CHYE™ 7 AcHN O/\/C\/NHBOC
- & v
d

Synthesis: In a round bottom flask of 250 mL were added 2.60 g (4.8 mmol) of (28), 4.70 g (18.0
mmol) of triphenylphosphine in 50 mL of THF and 20 mL of distilled water. The reaction mixture was
stirred at room temperature for 12 h. The consumption of the starting material was observed by TLC
(eluent: cyclohexane/ethyl acetate 6:4; visualization: 5% sulfuric acid in ethanol (v/v), 0.3% ninhydrin
in ethanol (w/v)). The solvents were evaporated and the residue obtained was purified by
chromatography on silica (eluant: ethyl acetate; ethyl acetate/methanol/NH4OH 8:1:1) to afford 1.70 g
of (29) as a white solid (69% yield).

Analysis and characterization:

IR (v max, cm™): 3285 (v N-H); 2953; 2919; 2850 (v C-H); 1649 (v C=0 amide); 1093 (v C-0); *H
NMR (CDsOD, 400 MHz) & 6.11-5.91 (m; 1-H); 5.47 (ddd; J = 17.2, 3,2, 1,6 Hz; 1-H); 5.2 (dd; J =
10.4, 3.2; 1-H); 4.77 (d; J = 3.6; 1-H); 4.22 (dd; J = 13.2, 5.2; 1-H); 4.05-3.99 (m; 2-H); 3.82-3.72 (m;
2-H; OCHy); 3.70-3.51 (m; 4-H); 3.11 (t; J = 4.5, 9.4; 1-H); 3.00 (dd; J = 13.2, 2.4; 1-H); 2.69 (dd; J =
13.2, 7.6; 1-H); 2.00 (s; 3-H; CH3); 1.60-1.55 (m; 4H-; CHa(b)); 1.43 (sl; 24-H; CHx(g)); 0.93-0.90 (m;
6-H; O(CH2)sCHs). *C NMR (CDsOD, 100 MHz) & 172.9 (CONH); 135.4 (C-b); 117.8 (C-c); 97.8
(C-1); 81.8 (C-4); 815 (C-3); 74.2; 74.0 (OCH,); 73.2 (C-5); 69.1 (C-a); 54.6 (C-2); 43.7 (C-6); 33.1;
33.0; 31.7; 31.6; 31.5; 30.8; 30.7; 30.5; 30.4; 27.4; 27.3; 22.7 (CHy); 23.7; 14.6 (CHs). HRMS (ESI+)
m/z: [M + H]+ calcd for CxoHssN205513.4267, found 513.4263.
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Allyl 3,4-di-O-acetyl-6-N-acetyl-6-deoxy-a-D-N-acetylglucopyranoside (27)

Procedure: acetylation of the hydroxyl and amine functions

NH, o NHAC
Ac,0 4\ 5
HO O T AcO 3 O 1
HO Piridina AcO 2 a c
AcHN A~ Z  50°C AcHN o\
12h b

Synthesis: In a round bottom flask of 25 mL was added 550 mg (2.1 mmol) of (26), 5 mL of
anhydrous pyridine and 0.7 mL (7.7 mmol) of acetic anhydride. The reaction mixture was stitrred at
50 °C for 12 h. The reaction was monitored by TLC (eluent: ethyl acetate; visualization: 5% sulfuric
acid in ethanol (v/v)) until consumption of all starting material. Water and ethyl acetate were added to
the reaction mixture. The aqueous phase was extracted with 3x30 mL of ethyl acetate. The organic
phase was washed with 3x30 mL of distilled water and dried over anhydrous magnesium sulfate. After
filtration, the solvent was evaporated and the residue obtained was purified by chromatography on
silica (eluent: ethyl acetate/ oluene 95:0.5; ethyl acetate/methanol 9: 1) to obtain 260 mg of (27) as a
white solid (40% yield).

Analysis and characterization:

IR (v max, cm™): 3319 (v N-H); 1742 (v C=0 ester); 1651 (v C=0 amide); 1253; 1021 (v C-O). 'H
NMR (CDCls, 400 MHz) & 5.90-5.67 (m; 2-H); 5.68 (d; J = 9.2 Hz; 1-H); 5.29-5.17 (m; 3-H); 4.91 (t;
J=4.5, 10.0 Hz; 1-H); 4.88 (d; J = 3.6 Hz; 1-H); 4.26 (ddd; J = 11.9, 9.2, 3.6 Hz; 1-H); 4.15 (ddd; J =
12.8,5.6,1.2, 1.2 Hz; 1-H); 3.89 (dtd; J = 12.8, 6.4, 1.2, 1.2 Hz; 1-H); 3.78 (ddd; J = 10.0, 6.4, 5.6 Hz;
1-H); 3.55 (ddd; 14.5, 6.4; 2.8 Hz; 1-H); 3.33 (ddd; J = 14.5, 5.6; 2.8 Hz; 1-H); 2.02; 1.98; 1.97; 1.92
(s; 12-H; CHs). *C NMR (CDCI3, 100 MHz) & 171.2; 170.1; 170.0; 169.7 (CONH); 133.1 (C-b);
118.3 (C-c); 96.5 (C-1); 71.0 (C-3); 68.7 (C-4); 68.7 (C-a); 68.3 (C-5); 2.0 (C-2); 38.9 (C- 6); 23.1;
20.6 (CHs). HRMS (ESI+) m/z: [M + H]+ calcd for C17H2sN,Og 387.1767, found 387.1763.
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Allyl 3,4-di-O-nonyl-6-N-acetyl-6-deoxy-o-D-N-acetylglucopyranoside (30)

Procedure: Acetylation of the 6-amine function

H, - NHAC
Ac,0 T a
/(CHZ)S\/\O 0 - . /(CHz)e\/\o 50
~_O Piridina - 1‘/13\/ 3 L .
T(CHys AcHN A~ ?g:]c (Csz)s @ AcHN j~\F
b

(28)

Synthesis: In a round bottom flask of 50 mL were added 1.20 g (2.34 mmol) of (29), 10 mL of
anhydrous pyridine and 0.35 mL (3.7 mmol) of acetic anhydride. The system was connected to a
reflux condenser and heated to 50 °C for 7 h. The reaction was monitored by TLC (eluent: ethyl
acetate/cyclohexane 7:3; visualization: 5% sulfuric acid in ethanol (v/v)) until consumption of all
starting material. To the reaction mixture, was added distilled water and ethyl acetate. The aqueous
phase was extracted with 3x40 mL of ethyl acetate and the organic phases with 3 x 40 mL of distilled
water. The organic phase was dried over anhydrous magnesium sulfate and filtered and the solvent
was removed in a rotary evaporator. The obtained residue was purified by chromatography on silica
(eluent: cyclohexane/ethyl acetate 1:1; cyclohexane/ ethyl acetate 3:7; ethyl acetate 100%) to afford
970 mg of (30) as a white solid (70% yield).

Analysis and characterization:

IR (v max, cm™): 3287 (v N-H); 2954; 2919; 2850 (v C-H); 1651 (v C=0 amida); 1027 (v C-0).1H
NMR(CDCls, 400 MHz) & 5,85-5,73 (m; 2-H); 5.55 (d; J = 9.6; 1-H); 5.20 (dd; J = 17.2, 1.2; 1-H);
5.15 (dd; J = 10.0, 1.2; 1-H); 4.75 (d; J = 3.6; 1-H); 4.1-4.02 (m; 2-H); 3.87 (dd; J = 12.8, 6.0; 1-H);
3.69-3.55 (m; 4-H); 3.53-3.42 (m; 2-H; OCHy); 3.40-3.32 (m; 2-H); 3.06 (t; J = 4.5, 9.2; 1-H); 1.95-
1.94 (s; 6-H; CHs); 1.51-1,44 (m; 4-H; CHa(b)); 1.23 (s; 24-H; CHz(g)); 0.82-0.79 (m; 6-H;
O(CH.)sCH3). ¢NMR (CDCI,, 100 MHz) & 169.9; 169.8 (CONH); 133.5 (C-b); 118.0 (C-c); 96.9 (C-
1); 80.5 (C-3); 79.1 (C-4); 73.5; 73.3 (OCH,); 69.8 (C-5); 68.5 (C-a); 52.7 (C-2); 39.6 (C-6); 31.9;
30.5; 29.6; 29.5; 29.3; 26.2; 26.1; 22.6 (CH,); 23.4; 23.3; 14.1 (CH3). HRMS (ESI+) m/z: [M + H]+
calcd for C31HsgN2Og 555.4373, found 555.4367.
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1-[But-4’-amino-(tert-butyl-carbonate)-2’-E-enyl]-2,6-di-N-acetyl-2,6-dideoxy-3,4-di-O-acetyl-a-D-
N-acetylglucopyranoside (38)

Procedure: Procedure: Heterometathesis in the presence of the Grubbs | catalyst (38)

@n

NHACc P NHBoc 6 NHAc
4 \5
A0~ 0 _ Grubbs1 A" Q|
C C 2
AcHN |_~__~ CH,Cly, ACHN |~ _~<_ NHBoc
0 40°C 07N

20h (38)

Synthesis: In a 25 mL round bottom flask, 300 mg (0.78 mmol) of (27) were solubilized in 5 mL of
distilled DCM. Then 250 mg (1.6 mmol) of the protected allylamine (38) was added. The system was
fitted to a reflux condenser, and subjected to argon flow under magnetic stirring for 20 min. 160 mg
(0.20 mmol) of Grubbs | catalyst were added to the reaction mixture and the system was heated at
reflux. The reaction was followed by TLC (eluent: ethyl acetate/methanol 9:1; visualization: 5%
sulfuric acid in ethanol (v/v)) and after 20 h, it was observed that the reaction was no longer evolving.
The solvent was evaporated and the crude residue obtained was purified by chromatography on silica
(eluent: 100% ethyl acetate, 9.5: 0.5 ethyl acetate / methanol). 42 mg of starting material (27) was
recovered at the end of the purification step and two products A and B were isolated. Product A was
characterized as derivative (38) and B was characterized as the homometathesis product (39). 145 mg
of (38) (36% yield) and 87 mg of (39) (30% vyield).

Analysis and characterization:

'H NMR (CDCls, 400 MHz) § 5.71-5.56 (m; 2-H); 5.17 (dd; J = 9.6, 10.8 Hz; 1-H); 4.87 (t; J = 4.5,
9.6 Hz; 1-H); 4.62 (d; J = 3.6 Hz; 1-H); 4.23 (dd; J = 10.8, 3.6 Hz; 1-H); 4.06 (dd; J = 12.8, 4.8 Hz; 1-
H); 3.91 (dd; J = 12.8, 6.0 Hz; 1-H); 3.75 (ddd; J = 10.0, 5.6, 3.2 Hz; 1-H); 3.69 (d; J = 4.4; 2-H); 3.45
(dd; J=14.6, 3.2 Hz, 1-H); 3.27 (dd; J = 14.6, 5.6, 1-H); 2.02; 1.98; 1.97; 1.92 (s; 12-H; CH3); 1.39 (5;
9-H; C(CHa)3). *C NMR (CDCls, 100 MHz) & 171.3; 170.2; 170.0; 169.9 (CO); 155.8 (COC(CHs)3);
133.5 (C-b); 126.2 (C-c); 96.3 (C-1); 79.6 (C(CH3)3; 71.0 (C-3); 69.1 (C-4); 68.2 (C-5); 68.0 (C-a);
52.0 (C-2); 41.7 (C-d); 38.8 (C-6); 28.3 (C(CHa)s; 23.1; 23.0; 20.7, 20.6 (CHs3). HRMS (ESI+) m/z:
[M + H]+ calcd for C23H37N3O10 516.2557, found 516.2550.
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1-[But-4’-amino-(tert-butyl-carbonate)-2’-E-enyl]-2,6-di-N-acetyl-2,6-dideoxy-3,4-di-O-nonyl-a.-D-
N-acetylglucopyranoside (40)

Procedure: Heterometathesis in the presence of the Grubbs | catalyst

NHACc 6 NHACc
Grubbs | 4 «
/(CHz)s\/\o 0 - . /(CHz)e\/\o 50
fo) CH.Cl,, N 1’/[!\/ a1 .
“CHYET T AcHN o~F 4o°C (Csz)e @ AcHN (AN NHBoc
20h > n

(40)

Synthesis: In a 25 mL round bottom flask, 200 mg (0.36 mmol) of (30) were solubilized in 5 mL of
anhydrous distilled DCM. Then 115 mg (0.72 mmol) of the protected allylamine (37) was added. The
reaction mixture was subjected to argon flow for 20 min, and then 150 mg (0.18 mmol) of Grubbs
catalyst | was added. The system was fitted to a reflux condenser, sealed with a rubber stopper, and
heated to reflux. The reaction was monitored by TLC (eluent: ethyl acetate/cyclohexane 9:1;
visualization: 5% sulfuric acid in ethanol (v/v)). After 20 h, the reaction was stopped and the solvent
evaporated. The residue obtained was purified by chromatography on silica (eluents: ethyl acetate /
cyclohexane 8: 2, ethyl acetate / cyclohexane 9: 1). 48 mg of starting material, (28) were recovered at

the end of the purification step, 95 mg of the product of metathesis (40) were obtained (39% vyield).

Analysis and characterization:

IR ((v max, cm™): 3308 (v N-H); 2922; 2853 (v C-H); 1683 (v COOt-But); 1649 (v C=0 amide);
1051 (v C-O). *H RMN (CDCls, 400 MHz) & 5.64-5.48 (m; 2-H); 4.65 (d; J = 3.6 Hz; 1-H); 4.12-4.05
(m; 2-H); 3.87 (dd; J = 12.2, 6,0 Hz; 1-H); 3.68-3.6 (m; 4-H); 3.59-3.53 (m; 2-H); 3.51-3.4 (m; 2-H);
3.38-3,3 (m; 2-H); 3.07-3,00 (m; 1-H); 1.95-1,93 (s; 6-H; CHs); 1.51-1.44 (m; 4-H; CHa(b)); 1.39-1.36
(m; 9-H; C(CHs)3); 1.19 (s; 24-H; CH2(g)); 0.82-0.79 (m; 6-H; O(CH2)sCHs). *C NMR (CDCls, 100
MHz) & 169.9; 169.8 (CONH); 155.7 (COOt-Bu); 131.0 (C-b); 126.7 (C-c); 96.8 (C-1); 80.4 (C-3);
79.3 (C-4); 73.4; 73.3 (OCHy); 69.8 (C-5); 67.4 (C-a); 52.6 (C-2); 41.8 (C-d); 39.6 (C-6); 31.8; 30.4;
30.1; 29.6; 29.5; 29.2; 28.3; 26.8; 26.1; 22.6 (CH.); 23.4; 23.2; 14.1 (CH3). HRMS (ESI+) m/z: [M +
H]+ calcd for Cs7HegN3Og 684.5163, found 684.5153.
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(E/Z)-1,4-bis-[2,6-di-N-Acetyl -2,6-dideoxy-3,4-di-O-acetyl-o-D-N-acetylglucopyranoside]-but-2-ene

Procedure: Homometathesis in presence of the Grubbs | catalyst (39)

s NHACc
4 \5
A2
NHAC AcO 2
0 Grubbs | AcHN .
AcO _—
'AcO CH,Cl,, ActiN O
AcHNo/\/ 40 °C ‘50 b
20h AcO 3 1
AcO 2
ACHNO
©

Synthesis: In a 25 mL round bottom flask were added 195 mg (0.50 mmol) of (25) and 5 mL of
anhydrous distilled DCM. The flask was fitted to a condenser, sealed with a rubber stopper, and the
system was subjected to argon flow. After 20 min, 40 mg (0.050 mmol) of the Grubbs I was added.
The reaction mixture was maintained under magnetic stirring and heating at reflux. The reaction was
monitored by TLC (eluent: ethyl acetate/methanol 9:1; visualization: 5% sulfuric acid in ethanol
(v/v)). After 20 h, the disappearance of the starting material was observed. The reaction mixture was
diluted with 20 mL of DCM. The organic solution was extracted with 3x30 mL of distilled water. At
this stage it was observed that the desired product was in the aqueous phase. Water was evaporated to
lead to 140 mg of (39) (75% vyield).

Analysis and characterization:

'H NMR (CDCls, 400 MHz) & 6.19-6.14 (m; 4-H); 5.78-5.73 (m; 2-H); 5.19 (dd; J = 10.0, 9.6 Hz; 2-
H); 4.85 (t; J = 4.5, 10.0 Hz; 2-H); 4.86 (d; J = 3.6; 2-H); 4.29-4.22 (m; 2-H); 4.13-4.05 (m; 2-H);
4.00-3.95 (m; 2-H); 3.86-3.81 (m; 2-H); 3.65-3.56 (m; 2-H); 3.33 (td; J = 14.4, 5.6 Hz, 2-H); 2.03-1.92
(s; 24-H; CHs). *C NMR (CDCls, 100 MHz) § 171.2; 170.4; 170.3; 170.0 (CONH); 129.2%; 129.4e
(C-b e C-c); 96.6%; 95.8+ (C-1); 70.8%; 70.5+ (C-3); 69.2%; 69.9+ (C-4); 68.3%; 68.5+ (C-5); 67.8*;
61.8+ (C-a e C-d); 52.1%; 52.5¢ (C-2); 38.9%; 39.8+ (C-6); 23.2; 23.1; 20.08; 20.07; 20.6 (CH3). HRMS
(ESI+) m/z: [M+H]" calcd for Cs,HasN4O16 745.3138, found 745.3137

* 13C NMR NMR data for the E-isomer.
« 3C NMR NMR data for the Z-isomer.
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(E/Z)-1,4-bis-[2,6-di-N-Acetyl-2,6-dideoxy-3,4-di-O-nonyl-a-D-N-acetylglucopyranoside]-but-2-ene
(41)

Procedure: Homometathesis in presence of the Grubbs I catalyst

o+ NHAC

LCHe g 220
1
NHACc - ~_0 2
CH AcHN
Grubbs | (CHa ¢

/(CHz)e\/\o o) - . AcHN O—
- A0 CH,C,, ¥
(CHy)g ACHN |~ gg ;c CHYo oo b
\ oy |
(CHYe™ " AchIN .
N

d

Synthesis: Into a 10 mL round bottom flask were added 110 mg (0.20 mmol) of (30) and 3 mL of
anhydrous distilled DCM. The reaction mixture was subjected to argon flow and kept under magnetic
stirring at room temperature for 20 min. Thereafter, 30 mg (0.036 mmol) of the Grubbs | catalyst was
added. The system was fitted to a condenser, sealed with a rubber stopper, and heated at reflux. The
reaction was monitored by TLC (eluent: DCM / methanol 96: 4: visualization: 5% sulfuric acid in
ethanol (v/v)). After 12 h the reaction was stopped and the solvent was evaporated. The residue
obtained was purified by chromatography on silica (eluents: 100% ethyl acetate, 9:1 ethyl
acetate/methanol) to afford 78 mg of derivative (41) (72% yield).

Analysis and characterization:

IR (v max, cm-1): 3294 (v N-H); 2921; 2852 (v C-H); 1650 (v C=0 amide); 1124 (v C-0O). 'H RMN
CDCls, 400 MHz) 6 5.70-5.67 (m; 2-H); 4.73 (d; J = 4.0; 1-H); 4.73 (d; J = 3.6 Hz; 1-H)*; 4.10-4.82
(m; 6-H); 3.70-3.47 (m; 12-H); 3.55-3.47 (m; 3-H); 3.95 (dd; J = 12.8, 6.0 Hz; 1-H); 3.06 (t; J = 4.5,
9.2 Hz; 1-H); 2,91 (t; J = 4.5, 9.2 Hz; 1-H)*; 1.97-1.94 (s; 12-H; CHj3); 1.49-1.47 (m; 8-H; CHz(b));
1.22 (s; 48-H; CHa(g)); 0.82-0.79 (m; 12-H; O(CH.)sCHs). *C NMR (CDCls, 100 MHz) & 170.3;
170.1; 169.9 (CONH); 129.4; 129.0 (C-b e C-c)*; 97.3; 96.8 (C-1)*; 80.4; 80.2 (C-3)*; 79.8; 79.5 (C-
4)*: 73.5; 73.0 (OCH,)*; 70.3; 69.8 (C-5)*; 66.9; 62.5 (C-a e C-d)*; 52.9; 52.7 (C-2)*; 40.2; 39.6 (C-
6)*; 35.6; 34.9; 31.9; 30.5; 30.4; 29.7; 29.6; 29.5; 29.3; 26.9; 26.8; 26.3 (CH>); 23.2; 22.6; 14.1 (CHs).
HRMS (ESI+) m/z: [M + H]+ calcd for CeoH113N2O12 1081.8355, found 1081.8345.

*Z/E isomeric mixture
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1,4-bis-[2,6-di-N-Acetyl 2,6-dideoxy-3,4-di-O-acetyl-o.-D-N-acetylglucopyranoside]-butane (112)

Procedure: Catalytic hydrogenation in presence of palladium

OAcC

o)
AcO
AcO AcHN_ ¢
AcHN o NHAC og 1
H,, Pd/IC 4 OAC
AcO O A02 rf73L-0Ac
MeOH, AcO 2 a c NHAC
ACO fo) ta. ACHNO/\/\/O
% ‘ 10h b d
AcHN (112)

Synthesis: In a 25 mL round bottom flask were added 70 mg (0.09 mmol) of (40), 20 mg of
palladium/charcoal (10% w/w) and 5 mL of THF. The flask was sealed with a rubber stopper and the
reaction mixture was subjected to argon flow and then was kept under a dihydrogen atmosphere under
stirring at room temperature for 18 h. After this time, the disappearence of the starting material was
observed by TLC (eluent: ethyl acetate/methanol 8:2; visualization: 5% sulfuric acid in ethanol (v/v)).
The suspension was filtered on celite silica to remove palladium/charcoal and the solvent was

evaporated to lead to compound (112) in a quantitative yield (0.068 g, 0.09 mmol).

Analysis and characterization:

IR (v max, cm™): 3318 (v N-H); 1744 (v C=0 ester); 1653 (v C=0 amide); 1221; 1034 (v C-0). 'H
NMR (CDCls, 400 MHz) 6 5.24 (t; J = 3.2, 9.6 Hz; 2-H); 4.91 (d; J = 4.0 Hz; 2-H); 4.85 (t; J = 4.5,
9.6 Hz; 2-H); 4.31-4.24 (m; 2-H); 3.98-3.97 (m; 2-H); 3.75-3.66 (m; 2-H); 3.58-3.48 (m; 4-H); 3.37
(d; J = 16.4; 2-H); 2.08-2.00 (s; 24-H; CHs); 1.84-1.73 (m; 4-H). *C NMR (CDCls, 100 MHz) &
175.2; 175.0; 174.3; 173.7 (CONH); 97.6 (C-1); 72.6 (C-3); 70.8 (C-4); 69.1 (C-5); 68.7 (C-a e C-d);
52.6 (C-2); 39.8 (C-6); 26.4 (C-b e Cc); 22.7; 21.1; 21.0 (CHs). HRMS (ESI+) m/z: [M + H]+ calcd
for C32HsoN4O16 747.3300, found 747.3291.
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But-1,4-bis-[2,6-amino-2,6-dideoxy-a-D-glicopiranosiloxy]-ane (113)

Procedure: Deacetylation in the presence of agueous barium hydroxide

NHAG AcHN N, HoN_ g
P
o o OAc  Ba(OH), 5o O-~<-7r~oH
AcO OAc ——— HO™3 1 77 —0H
AcO NHAC H,0, HO~> 2. NH,
ACHNO/\/\/O 120 °C NHb/\/\/O
24h b

(113)

Synthesis: In a 25 mL round bottom flask was added 30 mg (0.04 mmol) of (112), 14.5 mL of
distilled water and 200 mg (0.63 mmol) of Ba(OH)..8H.0. The flask was fitted to a reflux condenser
and the system was heated to 120 °C under magnetic stirring. The evolution of the reaction was
monitored by TLC until disappearance of the starting material (eluent: ethyl acetate/methanol 8:2;
visualization: 5% sulfuric acid in ethanol (v/v)). Thereafter, 1M aqueous solution of H.SO4 was added
dropwise to the reaction mixture until pH 4-5. Formation of a white solid (BaSO,) was observed which
was removed by filtration. The aqueous phase was evaporated to dryness and the residue was purified
by chromatographie on reverse phase column (Cis silica, H,O : MeOH 9 : 1) to lead to compound

(113) in a quantitative yield.

Analysis and characterization:

'H NMR (D0, 400 MHz) § 5.16 (d; J = 3.6; 2-H); 3.91-3.82 (m; 4-H); 3.79-3.76 (m; 2-H); 3.56-3.52
(m; 2-H); 3.45-3.35 (m; 6-H); 3.23 (dd; J = 13.6, 8.4; 2-H); 1.75 (s; 4-H). BC NMR (D20, 100 MH2)
8 95.3 (C-1); 71.2 (C-3); 69.6 (C-4); 68.4 (C-5); 68.2 (C-a e C-d); 53.9 (C-2); 40.6 (C-6); 25.5 (C-b e
C-c). HRMS (ESI+) m/z: [M+H]" calcd for Cs,Hs1N4O16 411.2378, found 411.2379.
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Allyl 3,4,6-O-triacetyl-a-D-N-acetylglucopyranoside (115)

Procedure: Acetylation of the hydroxyl functions of allyl neosamine

H 6OAc
Ac,0 4\ 5
HO 9 —— A0 \3 ° 1
HO Piridina AcO 2 a c
AcHN L~~~ 50°C AcHN o/\/
b

0 12h
(114)

Synthesis: 14.2 g (54.5 mmol) of the derivative (14) were dissolved in 50 ml of pyridine. Acetic
anhydride was added (10.3 + 5 x 5.1 mL, 379 mmol) in 6 fractions added every 1 h. The reaction
mixture is kept at room temperature for 8 h and was evaporated. The residue was dissolved in 100 mL
of ethyl acetate. The mixture was washed 3 times with 100 mL of water before being dried over
MgSO4. The derivative (115) was purified by chromatography on silica eluted with a 60/40:
cyclohexane/AcOEt mixture to give 18 g of a gum (94 % vyield).

Analysis and characterization:

'H NMR (400 MHz, CDCls) § 5.92-5.82 (m, 1-H), 5.31-5.21 (m, 2-H), 4.87 (d, J = 2.5 Hz, , 1-H),
4.37-4.31 (m, 2-H), 4.24-3.92 (m, 6-H), 2.11 (s, 3-H, CH3), 2.06 (s, 3-H, CHs), 2.00 (s, 3-H, CHa),
1.91 (s, 3-H, CHs); ®C NMR (100 MHz, CDCl3) 8 171.4-169.3 (4 C=0), 133.2 (C-2"), 118.5 (C-3"),
96.6 (C-1), 71.0 (C-5), 68.7 (C-17), 68.1 (C-3), 67.8 (C-4), 62.0 (C-2), 51.8 (C-6), 23.2-20.6 (3 CHs),
14:3 (CH).
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But-1,4-bis-[3,4,6-O-triacetyl-o-D-N-acetylglucopyranoside]-2-ene (116)

Procedure: Homometathesis with the Grubbs | catalyst

¢ OAC
4 \s
AcO 3 0 1
OAc AcO 2
0 Grubbs | AcHN
AcO
'AO CH,Cl, AcQ O
ACHNO/\/ 40 °C “\50 b
© AcO 3
20h L AR ‘
‘ AcHN |
e ]

Synthesis: : Ina 25 mL round bottom flask 100 mg (0.258 mmol) of (115), was solubilized in 3 mL of
freshly distilled DCM in the presence of the Grubbs I catalyst (21.2 mg, 0.026 mmol; MW 822.96
g.mol™). The reaction mixture was refluxed for 8 h under argon atmosphere and then the solvent was
evaporated. The derivative (116) was purified by chromatography on silica eluted with ethyl acettae
and mixture ACOEt/MeOH mixtures (95/5 to 90/10 v/v) and was isolated as an oil (33% vyield, 64 mg,
0.086 mmol).

Analysis and characterization:

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 5.80-5.79 (m, 1,5-H), 5.78-4.75 (m, 0,5-H), 5.24-5.08 (m, 4-H), 4.56
(d, J = 2.5 Hz, 0,5-H), 4.87 (d, J = 2.5 Hz, 1,5-H), 4.37- 3.93 (m, 12-H), 2.09-1.95 (m, 24-H, CHa); **C
NMR (100 MHz, CDCls) 8 171.5-169.1 (8 C=0), 101.1 (2 C2’), 96.6 (C-1), 96.3 (C-1), 71.0 (2 C-5),
69.1 (C-17), 68.8 (C-17), 68.0 (2 C-3), 67.9 (2 C-4), 62.1 (C-2), 61.8 (C-2), 51.7 (2 C-6), 23.6-20.4 (6
CHs), 19.5 (2 CHs); SMHR (ESI+) : [M+Na]. m/z calcd for 769.26378 m/z found 769.2636, [M+K]:
m/z calcd for 785.23772 m/z found 785.2382.
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Allyl 3,4-di-O-Nonyl-2-(N-Acetyl, tert-butiloxycarbonyl-amine)-6-Azido-6-deoxy—o-D-N-
acetylglucopyranoside (51)

Procedure: Introduction of the Boc group on the acetylated amine in position 2

N3 N3

6

Y o
CH 4 \5
ACHe g 0 (Boc),0 ACHIs o350
~c ~_0 — ~(CH )/B\/ AN a P
(CHy)g AcHN 0/\/ DMAP 2)s o AN (™ \F

THF anhydre, reflux, 6h 4 Boc’ b
(51)

Synthesis: 100 mg of (0.159 mmol,) derivative (23) is solubilized in 6 mL of THF. 100 mg of t-
Butyloxycarbonyl anhydride (1.33 mmol) and 21 mg of dimethylaminepyridine (DMAP, 0.517 mmol)
were added three times, with a regular interval of 2 h. The reaction was heated to reflux (70 °C) for a
total duration of 6 h. The reaction mixture is concentrated under reduced pressure before being
solubilized in 20 mL of DCM. The organic phase is washed 3 times with 20 mL of the water until a
neutral pH in aqueous phase is obtained before being dried over MgSOs. The desired alkylation
products are purified by chromatography on silica eluted with a gradual mixture of 95/05 to 90/10:
cyclohexane / AcOEt. The isolated products are concentrated under reduced pressure to obtain a
Eparent oil with a yield of 88 % (104 mg, 1.630 mmol).

Analysis and characterization:

'H RMN (400 MHz, CDCls) § 5.86-5.76 (m, 1-H), 5.29 (dd, , J = 1.2, 17,5 Hz, 1-H), 5.2 (dd, J = 1.1,
10,8 Hz, , 1-H), 4.87 (m, , 1-H), 4.13 (dd, J = 5,3, 12,8 Hz, , 1-H), 3.9 (dd, J = 6.0, 12,8 Hz, , 1-H),
3.84-3.68 (m, 3-H, CH,0), 3.56-3.47 (M, 3-H, CH,0), 3.45-3.20 (m, 4-H), 2.31 (s, 3-H, CHy), 1.57-
1.48 (m, 13-H, CHs, CH;CH;0),1.35-1.21 (m, 24-H, CHy), 0.91-0.86 (m, 6-H, CH3); 3¢ "R RMN
(100 MHz, CD:0D) 8 174.0 (C=0), 156.4 (COO), 133.1 (C-2"), 118.8 (C-3"), 97.0 (C-1), 81.2 (C-3),
79.1 (C-4), 78.9 (C-3, C-0), 73.7, 73.5 (2 CH,0), 71.31 (C-5), 69.0 (C-1"), 51.7 (C-6), 50.3 (C-2),
32.1-22.9 (4 CHs, 14 CHy), 14.8 (2 CH3); SMHR (ESI"): [M+H]* m/z calcd for 597.458562 miz
found 597.458216
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Allyl 3,4-di-O-nonyl-2-tert-butyloxycarbonyl-2-N-Acetyl-2-deoxy-6-azido-6-deoxy—o-D-N-
acetylglucopyranoside (52)

Procedure: deacetylation with sodium methanolate

N3 y o Ns
o
4
/(CHz)e\/\o 0 MeONa /(CHZ)G\B/p\O > °0 .
- (0] —_— - 2 a ¢
CHE™ > AcN _~~ MeOH anhydre, CH)™ 7 BocHN oNF
Boc 0 room temperature, 6h v b

(52)

Synthesis: The glucosamine derivative (51) was dissolved in anhydrous MeOH (1 mL/0.01 g of
derivative). Sodium methanolate (3x0.5-1.0 eq) was added to the solution in three portions at regular
intervals of 2 h. The reaction mixture is kept at room temperature for a total of 6 hand the solvent was
evaporated under reduced pressure. The residue was dissolved in 20 mL of DCM (5 mL/10 mg of
derivative) and the solution obtained was filtered and then washed 3 times with water (3x5 mL/10 mg
of derivative) and dried over MgSO.. The isolated derivative was ontained after evaporation as an

opaque paste (99 % yield, 83 mg, 0.138 mmol).

Analysis and characterization:

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 5.87-5.76 (m, 1-H), 5.22 (dd, J = 1.2, 17,5 Hz, 1-H), 5.23 (dd, J = 1.1,
10.8 Hz, 1-H), 4.71 (m, 1-H), 4.17 (dd, J = 5.4, 12,9 Hz, , 1-H), 3.91 (dd, J = 6.1, 12.7 Hz, , 1-H),
3.84-3.69 (m, 3-H, CH:0), 3.55-3.47 (m, 3-H, CH:0), 3.45-3.21 (m, 4-H), 1.57-1.48 (m, 13-H, CHjs,
CH2CH,0), 1.35-1.21 (m, 24-H, CH,), 0.90-0.86 (m, 6-H, CHs); ®*C NMR (100 MHz, CD3;0D) &
164.0 (COO0), 133.6 (C-2), 118.5 (C-37), 97.0 (C-1), 81.1 (C-3), 79.1 (C-4), 78.6 (C-3, C-0), 73.6,
73.5 (2 CH.0), 71.34 (C-5), 68.0 (C-1"), 51.7 (C-6), 50.2 (C-2), 32.2-22.8 (3 CH3, 14 CH,), 14.4 (2
CHs); SMHR (ESI+) : [M+H]+ m/z calcd for 597,458562 m/z found 597,458216, [M+Na]+ m/z calcd
for 619,4405 m/z found 619,4400.
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Allyl 3,4-di-O-nonyl-2-tert-butyloxycarbonyl-Amino-2-deoxy-6-Amine-6-deoxy—o-D-N-
acetylglucopyranoside (64)

Procedure: Reduction of the azide function with triphenylphosphine/water

N3 , o NH,
a
(CHde o~ 0 PPhy /(CHZ)S\B/B\O ! \*0
1
— /\/O S ~ CH /\/ 2 a c
(CHY)g BocHN (-~ ;I'I;F/ H,0 ( ! 26 & BocHN O/\b/
12h (64)

Synthesis: 93 mg (0.154 mmol) of derivative (52) was dissolved in 9 mL of THF and 3 mL of water.
123 mg (0.469 mmol) of triphenylphosphine were added and the reaction mixture is kept at room
temperature for 4 h. The solvent were evaporated under reduced pressure and the residue was by
chromatographed on silica eluted with a 90/10 mixture of cyclohexane/AcOEt to afford the derivative

(64) as an opaque amorphous compound (96 % yield, 85.4 mg, 0.150 mmol).

Analysis and characterization:

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 5.86-5.76 (m, 1-H), 5.27 (dd, J = 1.2, 17,5 Hz, 1-H), 5.15 (dd, J = 1.1,
10.8 Hz, , 1-H), 4.75 (m, 1-H), 4.14 (dd, J = 5.3, 12.8 Hz, 1-H), 3.95 (dd, J = 6.0, 12.8 Hz, 1-H), 3.85-
3.69 (m, 3-H, CH,0), 3.56-3.51 (m, 2-H, CH,0), 3.47-2.86 (m, 5-H), 1.57-1.48 (m, 13-H, CHs,
CH2CH,0), 1.36-1.21 (m, 24-H, CH,), 0.91-0.86 (m, 6-H, CHs); *C NMR (100 MHz, CD3;0D) &
164.0 (COO0), 133.5 (C-2°), 118.2 (C-3’), 97.1 (C-1), 81.1 (C-3), 79.3 (C-4), 79.0 (C-3, C-0), 73.6 ,
73.5 (2 CH20), 71.5 (C-5), 68.0 (C-1°), 43.9 (C-6), 50.2 (C-2), 32.1-22.8 (3 CHs, 14 CH,), 14.2 (2
CHj3); SMHR (ESI): [M+H]* m/z calcd for 571.4686 m/z found 571.4684.
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Allyl 3,4-di-O-nonyl-2,6-diamino-2,6-dideoxy—a-D-N-acetylglucopyranoside (65)

Procedure: Deprotection with trifluoroacetic acid (TFA)

.
NH, , o NH;
N 4
/(CHz)B\/\O 0 PPh3 /(CHZ)G\B/B\OO ) 50 .
— o] _— — 2 a
(CH2e™ " BocHN o~ THF / H,0 (CYHZ)G/\(:/ HN O/\/C
t.a. b
12h (65)

Synthesis: 50 mg (0.083 mmol) of derivative (64) was solubilized in 10 mL of DCM. 2.5 mL of TFA
was added dropwise and the reaction mixture is kept at room temperature for 4 h. The solvents were
renoved by evaporation under reduced pressure. The residue was solubilized in MeOH (10 mL per 10
mg of derivative) and then the solution was concentrated to dryness and this procedure was repeated 3
times. The residue was solubilized in water (10 mL per 10 mg of derivative) and the aqueous solution
was washed 3 times with diethyl ether (50 mL / 1 g of derivative) before evaporation. The desired
products were purified by reverse phase chromatography (Cigs) eluting from water to 50/50 water/
MeOH mixtures. The isolated products was isolated as to give a yellow amorphous solid (92% vyield,
64.4 mg, 0.136 mmol).

Analysis and characterization:

'H NMR (400 MHz, MeOD) § 6.04-5.94 (m, 1-H), 5.35 (dd, J = 1,4, 17,32 Hz, 1-H), 5.29 (dd, J =
1.0, 10.7 Hz, 1-H), 5.11 (d, J = 3,3 Hz, 1-H), 4.35 (dd, J = 5.6, 12,5 Hz, 1-H), 4.11 (dd, J = 6.5, 12.5
Hz, 1-H), 3.89-3.76 (m, 3-H, 2 CH;0), 3.72-3.65 (m, 2-H), 3.65 (td, J = 6.9, 8,8 Hz, CH.0), 3,.35-
3.27 (m, 2-H), 3.22 (t, J = 9,3 Hz, 1-H), 3.13 (dd, J = 9.6, 12.9 Hz, 1-H), 1.69-1.56 (m, 4-H, 2
CH2CH;0), 1.33-1.28 (m, 24-H, 12 CH,CH,CH,), 0.91-0.88 (m, 6-H, 2 CHs); *C NMR (100 MHz,
CD30OD) 6 140.3 (C-27), 119.5 (C-37), 96.2 (C-1), 81.7 (C-4), 79.6 (C-3), 74.3, 73.6 (2 CH:0), 70.2
(C-1Y, 69.6 (C-5), 54.7 (C-2), 41.7 (C-6), 33.1-23.7 (14 CH,), 14.4 (2 CH3); SMHR (ESI) : [M+Na]*
m/z calcd for 577.3941 m/z found 577.3939.
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1-[4’-amino-(tert-butyl-carbonate)-2°,3’-epoxbutyl]-2,6-di-N-acetyl-2,6-dideoxy-3,4-di-O-acetyl-o.-D-

N-acetylglucopyranoside (105)

Procedure: Oxidation with mCPBA

NHAC o NHAC
mCPBA 4 (s
AcO Q — AT,
Ac CH,Cl,, Aco—>RA ', occ
ACHN L~ Boe 1 %ot AN NHBoc

(105)

Synthesis: In a 25 mL flask, 100 mg (0.19 mmol) of (38) were solubilized in 10 mL of anhydrous
DCM. To this solution was added 100 mg (0.58 mmol) of meta-chloroperbenzoic acid (MCPBA). The

system was sealed with a rubber stopper and stirred at room temperature. The evolution of the reaction

was monitored by TLC (eluent: ethyl acetate/methanol 95:5, visualization: 5% sulfuric acid in ethanol

(v/v)) and two 100 mg mCPBA fraction was added, respectively after 4 and 6 h of reaction. After

disappearance of the starting material, the reaction mixture was diluted with 20 mL of DCM and

extracted with 3x15 mL of 5% aqueous Na.COs solution and then 3x20 mL of water. The organic

phase was dried over anhydrous magnesium sulfate, filtered and evaporated to drynessto lead to the

product whic was used in the next step without other purification.
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1-[4’-amino-(tert-butyl-carbonate)-2°,3’-dihydroxybutyl]-2,6-di-N-acetyl-2,6-dideoxy-a-D-N-
acetylglucopyranoside (105)

1[1-Amino-2,3-dihydroxy-butyl]-2,6-di-N-acetyl-2,6-dideoxy-a-D-N-acetylglucopyranoside

Procedure: Epoxide opening with aqueous tetrabutylammonium hydroxide (106)

NHAc o NHAC
TBAOH 4 5
A o, M, o
AcHNo/\(b\/NHBOC I;A/Hzo’ AcHNO&/%NHBoc
e b
Lh on
(106.1)
NHAC
6
4 \5

(106.2)

Synthesis: In a 25 mL bottom flask, to asolution of 80 mg of (105) in 5 mL of THF, a mixture of 1
mL of 40% aqueous tetrabutylammonium hydroxide (TBAOH) and 4 mL of water was added
dropwise. The reaction mixture was stirred at room temperature and the evolution of the reaction was
monitored by TLC (eluent: ethyl acetate/methanol 9:1; visualization: 5% sulfuric acid in ethanol
(v/v)). After 1 h, the consumption of the starting material was observed. THF was evaporated and the
aqueous residue obtained was dissolved in water and then extracted with 3x30 mL of ethyl acetate.
Water was evaporated and the residue was purified by chromatography on silica (eluent: ethyl acetate /
methanol 9: 1, ethyl acetate / methanol 8: 2) to lead to two products, A and B, which were
characterized respectively as (105) (20 mg) and (106) (60 mg).

(106.1) *H NMR (D20, 400 MHz) & 4.93 (d; J = 3.6 Hz; 1-H)*; 4.85 (d; J = 3.6 Hz; 1-H)*; 4.05-3.93
(m; 2-H); 3.8-3.7 (m; 2-H); 3.64-3,6 (m; 1-H); 3.53-3.36 (m; 4-H); 3.31-3.24 (m; 2-H); 2.04; 2.03 (s;
6-H; CHzs); 1;43 (s; 96H; C(CHs)s).* Interchangeable. BC NMR (D20, 100 MHz) 6 174.6; 174.5;
(CONH); 97.3; 97.2 (C-1)*; 71.5; 71.4; 70.8; 70.4 (C-3; C-4; C-5; C-b; C-c); 67.5 (C-a); 53.7 (C-2);
40.0 (C-6); 29.7; 27.7 (C(CHs)3); 22.0; 21.9 (CHs). *Isomeric mixture

(106.2) *H NMR (D0, 400 MHz) & 4.91-4.87 (m; 2-H); 4.15 (dd; J = 9.0, 4,8 Hz; 1-H); 3.95 (dd; J =
10.1, 3.6 Hz; 2-H); 3.85-3.54 (m; 7-H); 3.50-3.37 (m; 2-H); 2.06; 2.05 (s; 6-H; CHs). *C NMR (D-0,
100 MHz) § 174.7; 174.5; (CONH); 97.6; 97.4 (C-1)*; 71.5; 71.0; 70.6; 70.5; 70.1 ; 69.7 (C-3; C-4; C-
5; C-b; C-c); 67.6 (C-a); 53.6 (C-2); 41.8 (C-d); 40.0 (C-6); 23.4; 21.9 (CHs).
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Allyl 2-amino-2-deoxy-6-azido-6-deoxy-a-D-glucopyranoside® (83)

Procedure: Deacetylation in an aqueous barium hydroxide solution

N3 N3

6
4 \5
HO&% BalOH: HO%l
HO HO 2 a c
AcHN (~\F H,0 HN 5~
120°C b
4h (83)

Synthesis: In a flask fitted with a reflux condenser, compound (14) (2 g, 3.35 mmol) was dissolved in
an aqueous solution of barium hydroxide octahydrate (14 g) in water (72 mL). The solution was stirred
at reflux for 4 h. After cooling, the solution was extracted with DCM under stirring for 20 h to afford
639 mg (78%) of (83) as a colorless oil.

'H NMR (CD30D) § 5.96 (m, 1-H), 5.32 (m, 1-H), 5.20 (m, 1-H), 4.82 (d, J = 4 Hz, , 1-H), 4.24
(m,1-H), 4.07 (m, 1-H), 3.72 (ddd, J = 9.5, 6.5, 2.5 Hz, , 1-H), 3.50-3.37 (m, 3-H), 3.25 (dd, J = 9.5, 9
Hz, 1-H), 2.62 (dd, J = 10.4 Hz, 2-H); *C NMR (CD:0D) & 135.3, 117.7, 99.4, 75.9, 73.3, 72.8, 69.5,
57.1,52.8
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Allyl 2,6-diazido-2,6-dideoxy-a-D-glucopyranoside (84)

Procedure: Diazotransfer

N3 N3

6
1) K,CO3, CuSO,, MeOH 4 5
HO ° HO °
[¢) 3 1
HO 2) n /S NHCI HO 2 a c
H,N O/\/ Naf(‘sj‘* N\% NBO/\/

b

(84)

Synthesis: Imidazole-1-sulfonyl azide hydrochloride.1HCI (0.25 g, 1.2 mmol) was added to a mixture
of derivative (83) (1.0 mmol), KoCOs (1.5 mmol) and CuSO4.5 H,0 (2.5 mg, 10 umol) in MeOH (5
mL). The solution was stirred at room temperature and the evolution of the reaction was monitored by
TLC (eluent: ethyl acetate/methanol 9:1; visualization: 5% sulfuric acid in ethanol (v/v)). After 18 h
the consumption of the starting material was observed. The mixture was concentrated, diluted with
H.O (15 mL), acidified with conc. aqueous HCI and the solution extracted with EtOAc (3x10 mL).
The combined organic layers were dried (MgSQ.,), filtered and concentrated. The product obtained

was used in the next step without other purification.
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Allyl 3,4-O-diacetyl-2,6-diazido-2,6-dideoxy-a-D-glucopyranoside (85)
Procedure: Acetylation of the hydroxyl functions

N; 6N

Ac,0 485
HO 0 2—> AcO 0 1
HO Plraldlna AcO 2 a c
N3O/\/ 50°C N /\b/

12h %0
(85)

Synthesis: In a 25 mL round bottom flask was added (84) (120 mg, 0.45 mmol), 5 mL of anhydrous
pyridine and 0.7 mL (7.7 mmol) of acetic anhydride.The reaction mixture was stirred at 60 °C for 12
h. The reaction was monitored by TLC (eluent: cyclohexane/ethyl acetate 9:1; visualization: 5%
sulfuric acid in ethanol (v/v)) until consumption of the starting material. Ethyl acetate was added to the
reaction mixture and the solution was washed with water (3x30 mL) and then dried over MgSO4. The
solvent was evaporated and the residue obtained was purified by chromatography on silica (eluent: e

cyclohexane/ethyl acetate 9:1) to afford compound (85) as a colorless oil (26 % yield, 40 mg).

Analysis and characterization:

'"H NMR (400 MHz, CDCl3) & 5.89 (dddd, J = 13.6, 10.4, 6.2, 5.4 Hz, 16H), 5.47-5.39 (m, 1-H), 5.31
(dg, J=17.2, 1.5 Hz, 1-H), 5.26 (ddd, J = 10.4, 2.6, 1.2 Hz, 1-H), 4.93 (d, J = 3.5 Hz, 1-H), 4.87 (dd, J
=10.1, 9.2 Hz, 1-H), 4.24 (ddt, J = 12.8, 5.3, 1.4 Hz, 1-H), 4.10-4.00 (m, 1-H), 4.0-3.92 (m, 1-H),
3.32-3.21 (m, 3-H), 2.02 (s, 3-H), 1.98 (s, 3-H). HRMS (ESI+) m/z: [M+H]" calcd for CisH19NsOs
355.1359, found 355.1360.
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N-Boc-allylamine (37)

Procedure: Allylamine protection with tert-butyloxycarbonyl (Boc)

(0]
a (4
o B LI s
H o
(37)

Synthesis: In a 50 mL round bottom flask, were added 1 mL (13 mmol) of allylamine, 10 mL of THF
and 4.3 g (20 mmol) of di-tert-butyl dicarbonate. The flask was sealed with a rubber stopper and the
reaction mixture was stirred at room temperature. The reaction was monitored by TLC (eluent: 100%
ethyl acetate; visualization: 5% iodine in ethanol (w/v)) and after 4 h the consumption of the starting
material was observed. The solvent was removed by evaporation and the residue obtained was
solubilized in ethyl acetate. The solution was washed with 3x30 mL of 5% aqueous NaHCO3 and 3x30
mL of water and then dried over MgSQa. The solvent was evaporated and the residue was purified by
chromatographed on silica (eluent: 100% ethyl acetate then 9:1 ethyl acetate/methanol) to lead to

compound (37) as a solid product (53% vyield, 1.1 g).

Analysis and characterization:

IR (v max, cm™): 3340 (v N-H); 1678 (v COOt-Bu); *H NMR (CDCls, 400 MHz) & 5.85-5.42 (m; 1-
H); 5.16 (ddd; J = 17.1, 3,0, 1,6 Hz; 1-H); 5.09 (ddd; J = 10.3, 3.0, 1.2 Hz; 1-H); 4.62 (s; 1-H; NH);
3.71 (s; 2-H); 1.39 (s; 9-H; C(CHs)3). *C NMR (CDCls, 100 MHz) & 155.8 (COOt-Bu); 134.8 (C-b);
115.6 (C-c); 79.6 (C(CHya)s3); 43.1 (C-a); 28.4 (CHy).
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Benzyl N-allylcarbamate™ (93)

Procedure: Allylamine protection with benzyl chloroformate

1 3
)L /\/
HZN/\/ 1) K,CO3, H,0, EtOAC (0] H N

2) CBzCl

Synthesis: To a solution of allylamine (0.57 g, 10 mmol) in 15 mL of ethyl acetate, was added a
solution of potassium carbonate (0.35 g, 25 mmol) in 15 mL of water. The mixture was cooled in an
ice bath and benzyl chloroformate (1.79 g, 10.5 mmol) was added in 30 min. After stirring at room
temperature for 2 h, the organic layer was separated and washed twice with 10 mL portions of 1 M
HCI once with 10 mL of saturated aqueous NaCl. The combined organic phase was dried over
MgSQ.. After evaporation, the residue was purified by flash chromatography on silica gel to give the

desired colorless oil (90% yield).

Analysis and characterization:

'H NMR (CDCls, 400 MHz) § 7.35-7.32 (m, 5-H), 5.81 (ddt, J = 17.1, 10.5, 5.3 Hz, 1-H), 5.23 (dd, J
=17.1, 1.4 Hz, 1-H), 5.15 (dd, J = 10.5, 1.4 Hz, 1-H), 5.17 (s, 2-H,0CH), 4.82 (s, 1-H, NH), 3.81 (t, J
= 7.6 Hz, 2-H, CH,NH); *C NMR (CDCls, 100 MHz) & 156.2, 136.5, 134.4, 128.4, 128.0, 115.9,66.7,
43.4.
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Imidazol-1-sulfonyl azide hydrochloride 1.HCI " (82)
Procedure: Preparation of Imidazole-1-sulfonyl Azide Hydrochloride 1.HCI

2 3

1) SO,Cl,, MeCN 9 /~NHel
NaN, —— =272 "7 . N—S-

2) Imidazol 5 1N 4

3) HCI, EtOH °

(82)

Synthesis: Sulfuryl chloride (16.1 mL, 200 mmol) was added dropwise to an ice-cooled suspension of
NaNsz (13.0 g, 200 mmol) in MeCN (200 mL) and the mixture was stirred overnight at room
temperature. Imidazol (25.9 g, 380 mmol) was added portion-wise to the ice-cooled mixture and the
resulting slurry stirred for 3 h at room temperature. The mixture was diluted with EtOAc (400 mL),
washed with H,O (2 x 400 mL) then with saturated aqueous NaHCOs; (2 x 400 mL), dried over
MgSQ,and filtered. A solution of HCI in EtOH [obtained by the dropwise addition of AcCl (21.3 mL,
300 mmol) to ice-cooled dry ethanol (75 mL)] was added dropwise to the filtrate with stirring, the
mixture was chilled in an ice-bath and filtered and then the filter cake was washed with EtOAc (3x100

mL) to give compound (82) as colourless needles (63% yield, 26.4 g).

Analysis and characterization:

'H NMR (600 MHz, D;0) 8 7.62 (dd, J = 1.3, 2.2 Hz, 1-H), 8.12 (dd, J = 1.6, 2.2 Hz, 1-H), 9.56 (dd,
J=13, 1.6 Hz, 1-H); *C NMR (150.9 MHz, D,0) 6 120.8, 123.4, 138.3.
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6 Conclusion Generale
Cette thése a été divisée en trois parties principales, chacune ayant un but précis.

La premiere partie a été consacrée a la synthése de 24 nouveaux dérivés en tant qu'agents de
schistosomicide possibles imidazolidinicos-3,5-di-substitué. Aprés dérivés de caractérisation ont été
soumis a une analyse chimiométrique. Grace a l'analyse PCA ont été choisis 11 composés considérés
comme plus (dis) similaires aux paramétres choisis pour I'étude. Parmi eux, I'indole-imidazolidinico
composé LPSF / PTS-14, a montré un taux élevé de mortalité en faibles concentrations, couplée a une
faible cytotoxicité, les changements dans I'accouplement et la ponte, le placant comme un agent de
schistosomicide prometteur. Un modéle de pharmacophore a été proposé pour imidazolidinicos
dérivés, cependant, en raison de la faible diversité structurelle entre les molécules choisies du modéle
ne sont pas fiables. Il a également été évalué si la réaction de Michael se produise un mécanisme
d'action possible et une toxicité du dérivé. A cet effet, deux dérivés ont été choisis pour LPSF / PTS-
14, en raison de sa forte activité élevée et une faible cytotoxicité et LPSF / PTS-18, en raison de sa
forte cytotoxicité activité haute et basse. Bien que réalisée par des procédés classiques, la température
augmente. La perspective de ce travail est d'évaluer l'activité de LPSF / PTS-14 avant vers
acetilconlina récepteurs SmAACS, possibles cibles biologiques de composés de imidazolidinicos. Si
I'activité en témoigne, en effectuant ensuite un modéle d'accueil, puisque la protéine a cristalliser, il est
essentiel. Par cette information, il sera possible de développer des molécules plus actives a travers la

synthese dirigée vers la cible:

La deuxieme partie de cette thése a été consacrée a praziquantel, a c6té du début d'un projet en
collaboration entre le Brésil et la France. Tout d'abord, un modele proposition SAR a été faite pour
cette pharmaco a travers une revue de la littérature concise de toutes les publications avec de nouveaux
dérivés PZQ avec action schistosomicide au cours des 35 derniéres années. Ce modéle a été en mesure
de prouver, méme qualitativement, l'importance du remplacement dans diverses positions de PZQ.
Désireux de valider le modéle de pharmacophore, ainsi que de comprendre le mode d'action au niveau
chimique de ces dérivés, un modéle de bioquimiométrico (en collaboration avec le Département de
pharmacochimie moleculaire, UGA, Grenoble, France) et pharmacophore (en collaboration avec le

Bioinformatic d'équipe et Biophysique et le Université Pierre Marie Curie).

La troisieme partie de cette thése a été concentrée a la synthése de nouveaux dérivés amphiphiles
aminosides par la réaction de métathése, étre évalués en tant qu'agents contre les bactéries résistantes
aux antibiotiques. Bien que les dérivés ne sont pas synthétisés en temps opportun, des progrés
importants ont été réalisés, comme la synthése des clés intermédiaires, ainsi que I'évaluation de la
compatibilité des divers groupes protecteurs et la réaction de métathése, une étape clé pour la synthése
de dérives. Grace a ces progres une nouvelle voie de synthese la plus appropriée a été proposé et initié

ce travail, et sera finalisé en temps voulu.
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7 Concluséo Geral
A presente tese foi dividida em trés principais partes, possuindo cada uma um objetivo especifico.

A primeira parte foi dedicada a sintese de 24 novos derivados imidazolidinicos-3,5-dissubstituidos
como possiveis agentes esquistossomicidas. Apos a caracterizacdo os derivados foram submetidos a
analises quimiometricas. Através da anélise da PCA foram escolhidos 11 compostos, considerados 0s
mais (dis)similares nos pardmetros escolhidos para o estudo. Dentre eles, o composto indolico-
imidazolidinico LPSF/PTS-14, apresentou uma alta taxa de mortalidade em baixas concentragdes,
aliadas a uma baixa citotoxicidade, alteracGes no acasalamento e oviposicdo, colocando-o como um
promissor agente esquistossomicida. Um modelo de farmacoforo foi proposto para os derivados
imidazolidinicos, porém, devido a baixa diversidade estrutural entre as moléculas escolhidas o modelo
ndo é confiavel. Também foi avaliada a possibilidade da ocorréncia de Reacdo de Michael como
possivel mecanismo de agdo ou toxicidade do derivado. Para tanto, foram escolhidos dois derivados o
LPSF/PTS-14, devido a sua alta alta atividade e baixa citotoxicidade, e o LPSF/PTS-18, devido a sua
alta alta citotoxicidade e baixa atividade. Apesar de realizada através da metodologia classica, com
aumento de temperatura. A principal perspectiva deste trabalho é a avaliacdo da atividade do
LPSF/PTS-14 frente aos receptores de acetilconlina SmAACSs, possiveis alvos biologicos dos
compostos imidazolidinicos. Caso evidenciada atividade, em seguida, a realizacdo de um modelos de
docking, desde que a proteina seja cristalizada, faz-se essencial. Através destas informacdes sera

possivel o desenvolvimento de moléculas mais ativas através da sintese dirigida ao alvo:

A segunda parte desta tese foi dedicada ao Praziquantel, no que vem a ser o inicio de um projeto em
colaboracdo entre o Brasil e a Franca. Primeiramente, foi realizada uma proposi¢do de modelo SAR
para este farmaco através de uma revisdo de literatura concisa de todas as publicacbes com novos
derivados do PZQ com ac¢do esquistossomicida nos ultimos 35 anos. Este modelo foi capaz de provar,
mesmo que de forma qualitativa, a importancia da substituicdo nas mais variadas posi¢Ges do PZQ.
Desejando-se validar o modelo farmacoforico, assim como entender 0 modo de agéo a nivel quimico
destes derivados, um modelo bioguimiométrico (em colaboragdo com o Departement de
Pharmacochimie Moleculaire, UGA, Grenoble, France) e de farmacoforo (em colaboracdo com a

equipe Bioinformatic et Biophysique da Université Pierre et Marie Curie).

A terceira parte desta tese foi concentrada a sintese de novos derivados amfifilicos de
aminoglicosideos através da reacdo de metatese, a serem avaliados como agentes antibioticos contra
bactérias resistentes. Apesar dos derivados ndo terem sido sintetizados em tempo habil, importantes
progressos foram realizados, como a sintese de intermediarios chaves, assim como a avaliagdo da
compatibilidade de diversos grupos protetores e a reacdo de metatese, etapa chave para a sintese dos
derivados. Através destes avancos uma nova rota de sintese mais adequada foi proposta e iniciada

neste trabalho, e sera finalizada oportunamente.
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