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RESUMO

As doencas tropicais negligenciadas sdéo um grupo de doencas transmissiveis que
ocorrem, em sua maioria, em paises de climas tropical e subtropical. Nesse contexto, as
leishmanioses se destacam como uma das seis mais importantes doencas infecciosas, pelo seu
alto coeficiente de deteccdo e capacidade de produzir deformidades. O tratamento ainda é
muito limitado, atualmente, sdo utilizados Antimoniais pentavalentes, porém os seus efeitos
toxicos sdo bastante pronunciados. Além disso, j& é descrito na literatura a presenca de cepas
resistentes & estes medicamentos. Portanto, ha uma necessidade urgente de novas terapias
eficazes contra cepas parasitas de Leishmania. Nesse sentido, nossa proposta consistiu em
desenvolver uma série de compostos, utilizando como nucleo quimico o heterociclico 1,3-
tiazdis. A literatura relata que o nucleo tiazol apresenta versatilidade quimica e ampla gama
de atividades biologicas, com destaque para sua potencial atividade antiparasitaria. Desta
forma, este trabalho apresenta o planejamento, a sintese e avaliagdo farmacoldgica de 10
compostos derivados 1,3 tiazois. Os compostos foram sintetizados, a CCsg determinada frente
a células de macrofagos peritoniais € a ICs frente as formas promastigota de Leihsmania
Amazonensis. Os compostos foram caracterizados por RMN H1, C13 e Espectro de massas.
Dentre 0s 10 compostos testados a maioria apresentou atividade frente a forma promastigota
de Leishmania Amazonensis e de forma geral, todas as moléculas apresentaram baixa
citotoxicidade para células de mamiferos . Pode-se destacar que o JM.07 apresentou 1C50
igual a 41,4 uM e também o melhor indice de seletividade 4,93, demostrando que essa classe
de compostos possui atividade pronunciada frente a promastigota de L. Amazonensis. E
por isso , € um bom modelo estrutural para o desenvolvimento de novos protétipos a

farmacos anti-leishmania.

Palavras-chave: Doencas Negligenciadas. Tiazois. Doengas transmissiveis. Leishmania

Amazonensis.



ABSTRACT

Tropical neglected diseases are a group of transmissible diseases that occur,
majority, in countries with tropical and subtropical weather. At this context, the leishmaniasis
stand out as one of six most important Infectious disease, by its Hight coefficient of detection
and capacity to produce deformity. The treatment is very limited, currently, are used
pentavalent antimonial, however its toxic effects are very pronounced. Besides, is already
described in the literature the presence strains resistant to this drug. Therefore, there is an
urgent need of new effective therapies against leishmaniasis parasite strains. At this meaning,
our propose consist to develop a series of compounds, using as chemical core the heterocycle
1,3-thiazole. The literature relates that the thiazole nucleus show chemical versatility and
wide biological activity, with Highlighted to its powerful anti-parasite activity. This way, this
paper show the planning, synthesis and pharmacological activity of 10 compound derivate
from 1,3-thiazole. The compounds were synthetized, a CC50 determinate against peritoneal
macrophagic cells and the IC50 against promastigote of Leishmania amazonensis. The
compounds were characterized by NMR *H, *C and DEPT and mass spectra. Among the 10
compounds tested, the most of them showed activity against promastigote form of Leishmania
amazonensis and in general, all molecules showed low toxicity to mammalian cells. It might
be Highlighted the JM.07 showed 1C50=41,4 uM and better SI (4,83), it demonstrated that
this class of compound has activity against promastigote of L. amazinensis. And so, it is a

good structural model to develop new prototypes to anti-leishmania drug.

Keywords: Neglected diseases. Thiazoles. communicable diseases. Leishmaniasis

Amazonensis.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de novos farmacos contra doencas negligenciadas, como a
leishmaniose, é uma das prioridades atuais da quimica medicinal. A dificuldade nesta &rea de
pesquisa estd em descobrir novos agentes seletivos ao parasita, capazes de inibir proliferacéo

dos mesmos, mas sem causar toxicidade ao paciente (GUIDO et al 2010),

A Leishmaniose é um conjunto de doencas cronicas provocadas pelo protozoario do
género Leishmania spp. € uma doenca de carater endémico, e mais observada basicamente em
paises de clima tropical e sub-tropical (OZBILGIN et al., 2017). A Leishmania amazonensis,
um dos principais agentes causadores desta doenca, esta associada a leishmaniose tegumentar
no Brasil (BAILEY; LOCKWOOD, 2007). A doenca apresenta diversas manifestacGes
clinicas, dependendo da espécie de Leishmania e da resposta imune hospedeiro (GURUNG E
KANNEGANTI, 2015).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a leishmaniose esta entre
as doengas tropicais mais importantes. E estimado que existem cerca de 1,3 milhdes de casos
novos a cada ano e que 310 milhdes de pessoas estejam sob risco de infeccdo (BRASIL,
2015).

O Brasil figura dentre os paises que apresentam o desenvolvimento dessa doenca,
principalmente na regido norte e nordeste. Dados do ministério da satde indicam que em 2015
foram registrados 19.395 casos de Leishmaniose Tegumentar, concentrados principalmente na
regido norte (8.939 casos), nordeste (5.152 casos) e centro-oeste (2.937 casos) (BRASIL,
2015).

O uso da quimioterapia tradicional para o tratamento da leishmaniose ainda é muito
limitado, atualmente, sdo utilizados os farmacos a base de Antimonio pentavalentes (Sb*™), a
Anfotericina B, Paromomicina e Miltefosina, porém os seus efeitos toxicos sdo bastante
pronunciados o que faz com que haja abandono do tratamento pelo paciente. (KUMAR et al.,
2017). Alem disso, ja é descrito na literatura a presenca de cepas resistentes a medicamentos.
(AMATO et al.,, 2008). Nesse sentido surge a necessidade de busca por novas drogas
farmacéuticas com melhor atividade e melhores indices de seletividade (KUMAR et al.,
2017).
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Os Tiazbis tém despertado o interesse dos quimicos medicinais por causa de sua
ampla atividade bioldgica. Eles tém se destacado com passar dos anos devido as suas acoes:

antibacteriana , antifungica ,anti-inflamatdria e antiparasitaria (BONDOCK et al 2007).

J& foi demonstrado por nosso grupo de pesquisa LpQM em trabalhos recentes por
ALIANCA et al. (2017) e DA SILVA et al. (2017) o potencial Leishmanicida das
tiossemicarbazonas e dos tiazéis. A atividade antiparasitaria dos Tiazdis contra T.cruzi foi
evidenciada também no trabalho de FILHO et al., (2017) .

Nossa proposta consistiu em desenvolver uma série de 1,3-tizois baseada nos
resultados de bioatividade de estruturas presentes em séries anteriormente desenvolvidas pelo
grupo LpQM. Com a finalidade de produzir moléculas com potencial atividade leishmanicida

frente a forma promastigota do parasita.
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1.1 Objetivo

1.1.1 Objetivo geral

Sintetizar inéditos 1,3- Tiazdis com potencial a atividade antileishmania.

1.1.2 Objetivos especificos

e Sintetizar 10 derivados 1,3-tiazdis;

e Caracterizar estruturalmente os compostos sintetizados via RMN 'H e °C, e
EMAR;

e Avaliar a citotoxicidade in vitro dos 1,3-Tiazois em células de linhagem de
macrofagos;

e Avaliar a atividade antileishmanicida dos novos 1,3-Tiazois frente as formas

promastigota do parasita.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leishamaniose um breve histérico

A Leishmaniose € uma doenca que acompanha o homem desde a antiglidade,
existindo relatos e descrigdes encontrados desde o séc. | d.C Nas Ameéricas, foram
encontradas ceramicas pré-colombianas, datadas de 400 a 900anos d.C, feitas pelos indios do
Peru, que a presentam mutilagdes de Iabios e narizes, caracteristicas da leishmaniose cutanea-
mucosa (Figura 1). Posteriormente, através de estudos de paleo medicina, foram descobertas
mamias com lesGes de pele e mucosas caracteristicas da leishmaniose (CAMARGO;
BARCINSKI, 2003).

Figura 1- Ceramicas pré-colombianas com caracteristicas de Leishmaniose.

Fonte: Livro Parasitologia Médica ( REY,2002)

O parasito foi descrito pela primeira vez em 1903, pelo médico britanico William
Leishman e simultaneamente pelo pesquisador Charles Donovan em um caso de Calazar ou
febre negra na india (LEISHMAN, 1903), dai 0 seu nome. (TEIXEIRA, et al 2013).
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No Brasil, a leishmaniose era conhecida por Cerqueira desde 1855, através do
encontro de lesGes de pele similares ao botéo-do-oriente. Em 1908, durante a construgdo da
Estrada de Ferro Noroeste do Brasil, em S&o Paulo, ocorreram numerosos casos,
principalmente na cidade de Bauru, ficando conhecida por Ulcera-de-Bauru, os quais foram
nominados por Gaspar Vianna, em 1911, como Leishmaniabraziliensis. (NEVES, 2004)

Somente em 1922, Aragdo demonstrou o papel do flebotomineo na transmissao das
Leishmanioses cutédnea e mucocutanea. A forma visceral da Leishmania, foi diagnosticado o
primeiro caso em 1913,pelo médico Migone em necrépsia de um paciente proveniente do
Estado do Mato Grosso. Somente depois de 1930 é que o inseto Lutzomyia longipalpus foi
identificado como vetor da L.brasiliensis, neste momento, comecaram também a descobrir 0s
primeiros casos de leishmaniose canina (TEIXEIRA, et al 2013).

Na América Latina, a doenga ja foi descrita em pelo menos 12 paises, sendo que 90%
dos casos ocorrem no Brasil, especialmente na Regido Nordeste (BRASIL,2003).

2.2 Epidemiologia da Leishnmaniose Tegumentar America (LTA)

Segundo a OMS, as doencas tropicais negligenciadas (NTDs, do inglés Neglected
Tropical Diseases) sdo um grupo de doencas transmissiveis que ocorrem, em sua maioria, em
paises de climas tropical e subtropical e que afetam principalmente as popula¢des que vivem
na pobreza, sem saneamento adequado e em contato proximo com 0s vetores transmissores.
Nesse contexto, as leishmanioses se destacam como uma das seis mais importantes doencas
infecciosas, pelo seu alto coeficiente de deteccdo e capacidade de produzir deformidades
(BRASIL, 2007). As Leishmanioses sdo antropozoonoses consideradas um grande problema
de saude publica, representam um complexo de doencas com importante espectro clinico e
diversidade epidemioldgica. Em 2017 foi estimado que 350 milhdes de pessoas estejam
expostas ao risco com registro aproximado de 2 milhGes de novos casos das diferentes formas
clinicas ao ano (BRASIL ,2017).

A Leishmaniose Tegumentar Americana no Brasil tem sido associada a sete espécies
de Leishmania pertencentes a dois subgéneros: (1) Viannia que incluem as espécies L.
braziliensis, L. guyanensis, L. lainsoni, L. naiffi, L. shawi e L. lindenberg, (2) Leishmania

representado pela espécie L. amazonensis (DE BRITO et al., 2012).
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A doenca, possui carater endémico e caracteristico de regiGes tropicais e
subtropicais, que sdo os locais com maior facilidade de proliferacdo do vetor. Estima-se que
12 milhdes de pessoas no mundo sofrem dessa doenca (MONTEIRO et al., 2017).

A leishmaniose tegumentar esta presente em 88 paises, distribuidos em quatro
continentes (Américas, Europa, Africa e Asia), com registro anual del - 1,5 milhdes de casos.
No entanto, a subnotificacdo é um fato presente, pois dos 88 paises considerados endémicos, a

notificacdo é obrigatdria em apenas 32 deles, incluindo o Brasil (WHO, 2010).

A leishmaniose cutanea difusa (LCD) é considerada uma forma rara de apresentacéo
clinica da LTA, com cerca de 350 casos descritos na literatura mundial. Existem relatos de
seu encontro no continente Africano e nas Américas, destacando-se o0 primeiro com maior
namero de casos (Figura 2). No Brasil, o agente etiologico responsavel pela LCD é a L.

amazonensis (Brasil, 2006).

Figura 2- Distribuicdo Geogréafica Leishmaniose Cuténea e Viceral

B CL+VL
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Fonte: https://www.dndi.org/diseases-projects/leishmaniasis

Dados do ministério da satde indicam que em 2015 foram registrados 19.395 casos

de Leishmaniose Tegumentar, concentrados principalmente na regido norte (8.939 casos),


https://www.dndi.org/diseases-projects/leishmaniasis
https://www.dndi.org/diseases-projects/leishmaniasis
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nordeste (5.152 casos) e centro-oeste (2.937 casos)(BRASIL, 2015). Em Pernambuco a LTA
incide em todo o estado, com predominancia (mais de 60% dos casos) na regido
correspondente a Zona da Mata Atlantica, sendo a quase totalidade na forma cuténea
localizada (BRANDAO-FILHO et al., 1999).

No periodo de 1980 a 2014 a LTA apresentou aumento no ndmero de casos
registrados, variando de 3.000 (1980) a 35.748 (1995). Observam-se picos de transmissao a
cada cinco anos. No periodo de 1995 a 2014, verifica-se uma média anual de 25.763 casos
novos registrados (Figura 3) (Brasil, 2017).

Figura.3- Casos de LTA no Brasil (1980-2014)
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Fonte:Sinan/SVS/MS

2.3 Agente Etiologico e Vetor

As leishmaniose sdo doencas parasitarias que apresentam como agente etioldgico o
protozoario do género Leishmania. No Brasil, foram identicadas 7 espécies, sendo 6 do

subgéneroVianniae uma do subgénero Leishmania. As 3 principais espécies sdo: Leishmania
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(Leishmania) amazonenses; Leishmania (Viannia) guyanesisis e Leishmania (Viannia)
brazileinsis(BRASIL, 2017).

O género Leishmania pertence a ordem Kinetoplastida, a familia Trypanossomatidae
e agrupa espécies de protozoarios unicelulares, digenéticos seu ciclo de vida se completa em
dois diferentes hospedeiros. No caso, um vertebrado e um inseto, encontradas nas formas
promastigota e paramastigota, flageladas livres ou aderidas ao trato digestivo dos hospedeiros
invertebrados, e amastigota, sem flagelo livre, parasito intracelular obrigatorio. A reproducéao
ocorre por divisdo bindria simples em ambos o0s hospedeiros. (SANTOS;
YOSHIOKA;MIYAGUI, 2008) (NEVES , 2004)

As formas flageladas, promastigotas sdo divididas em duas: as
promastigotasprociclica forma ndo infectiva localizada no intestino do hospedeiro
invertebrado e as promastigotas metaciclicas , infectiva , ndo proliferativa, localizada no
limen do intestino médio do hospedeiro invertebrado.(REY ,2002)

As promastigotas s@o alongadas, com um flagelo, livres e longas, emergindo do
corpo do parasito na sua porcdo anterior. As promastigotas apresentam uma variabilidade
muito grande nas medidas do corpo, cujos didmetros podem ser observados entre 10,0 a 40,0
e 1,5a 3,0 pm. O flagelo apresenta sempre medidas iguais ou superiores a0 maior diametro
do corpo. As paramastigotas sdo pequenas e arredondadas ou ovais. O flagelo é curto,
exterioriza se na regido anterior do corpo os diametros das paramastigotas variam de 5,0 a
10,0 e 4,0 a 6,0 pm. As promastigotas metaciclicos possuem os didmetros do corpo nos
menores limites apresentados pelos promastigotas e o flagelo muito longo, cerca de duas
vezes 0 comprimento do corpo, possuem mobilidade intensa e sdo encontrados livres nas
porcdes anteriores do trato digestivo do inseto, nunca foram encontradas em divisdo. As
formas flageladas se diferenciam da forma amastigota essencialmente pelo prolongamento do

flagelo, que se exterioriza para aléem da bolsa flagelar (Figura 4) (NEVES, 2004).
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Figura 4- Formas amastigotas intracelular (1) e promastigota(2) em Microscopia eletronica de

Varredura MEV de Leishmania amazonensis.

Fonte: Formas Amastigota intracelular (Rey 2002) e promastigota (Doutora Carina Helena do Laboratério de
Biologia Celular , FIOCRUZ-PE).

Os hospedeiros vertebrados incluem uma grande variedade de mamiferos. Embora as
infeccOes por esses parasitos sejam mais comuns nos roedores e canideos, sdo conhecidas
também entre edentados, marsupiais, procionideos, ungulados primitivos, primatas e, entre
estes, 0 homem. Como hospedeiros invertebrados séo identificados, exclusivamente, fémeas

de insetos hematd6fagos conhecidos como flebotomineos (Figura 5) (NEVES, 2004).

Figura 5- Mosquito Flebotominio (conhecido como mosquito- palha ou birigui)

Fonte: http://indidogs.com/mitos-y-verdades-sobre-la-leishmaniosis/


http://indidogs.com/mitos-y-verdades-sobre-la-leishmaniosis/
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Os flebotomineos estdo divididos em seis géneros pelo mundo: Lutzomyia,
Brumptomyia e Warileyia que sdo encontrados no novo mundo; e 0s géneros Phlebotomus,
Sergentomyia e Chinius, encontrados no velho mundo (SHIMABUKURO et al., 2011)

Popularmente, os flebotomineos sdo conhecidos como “mosquito palha”, “asa dura”
ou “birigui” entre outras denominagdes comuns. Sdo insetos de pequeno porte (1 a 3
milimetros), com dois pares de asas que lhes permitem deslocamento por saltitos, sdo frageis,
pilosos, de atividade crepuscular ou noturna (uma excec¢éo ocorre com Lutzomyiawellcomei,
que permanece ativa durante o periodo diurno), baixa capacidade de bater asas e naturalmente

silvestres (BRAZIL & BRAZIL, 2003).

2.4 Ciclo Biologico

Os hospedeiros vertebrados sdo infectados quando formas promastigotas
metaciclicas sdo inoculadas pelas fémeas dos insetos vetores, durante o repasto sanguineo. A
saliva do inseto € inoculada neste ambiente e exerce papel importante como anticoagulante
vasodilatadora e antiagregacdo de plaquetas, favorecendo o fluxo de sangue e a linfa
intersticial para o alimento. Além destes efeitos, sabe-se que fatores presentes na saliva de
flebotomineos tém acdo quimiotatica para mondcitos e imunorregulador, com capacidade de
interagir com os macrofagos, aumentando sua proliferacdo e impedindo a acdo efetora destas
células na destruicdo dos parasitos. (NEVES, 2004)(KAYE; SCOTT, 2011).

Durante o processo de endocitose do parasito, por causas fisiologicas, a célula
hospedeira aumenta intensamente sua atividade respiratoria. Os produtos liberados deste
processo, como a formacao de éxido nitrico, dos radicais limsoxidos, hidroxilas, hidroxidos e
superéxidos (O, OH', H'e H202), sdo conhecidos por serem altamente lesivos para
membranas celulares. Os parasitos necessitam da utilizacdo de mecanismos de escape a este
ataque. Aléem disto, a saliva do inseto, presente neste ambiente, exerce acdo inibidora da
estimulacio dos macrdfagos, reduzindo a capacidade destas células de produzir Oxido nitrico.
Entretanto, a internalizacdo € também um mecanismo de defesa. Apds a internalizacdo, o
promastigota metaciclico é encontrado dentro do vacuolo parasitéforo (NEVES, 2004).

Nas células do hospedeiro mamifero a promastigota se diferencia em amastigota,
capaz de desenvolver e multiplicar no meio acido encontrado no vacuolo digestivo. Mantendo
o controle das condigdes ambientais internas do vacuolo, a amastigota inicia o0 processo de

sucessivas multiplicagdes. Na auséncia do controle parasitario pela célula hospedeira, esta se
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rompe e as amastigotas liberadas serdo, por mecanismo semelhante, internalizadas por outros
macrofagos. (Figura 6) (KAYE; SCOTT, 2011)

O ciclo de transmissdo estd completo quando fagocitos infectados sdo ingeridos por
outro flebotomineo ao realizar o repasto sanguineo. Os flebotomineos sdo contaminados a
partir de animais infectados, que sdo fundamentais para o estabelecimento da doenca humana.
(BATES, 2004).

Figura 6- Ciclo de vida do protozoario do Género Leishmania
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Fonte: Trends in Parasitology (2011).

2.5 Manifestagdes Clinicas e diagnostico

A leishmaniose Tegumentar ou cutanea (LC) é uma doenca associada a pobreza que
se apresenta como forma de Ulceras, nddulos, papulas e placas nas partes expostas do corpo
(bracos, pernas, face) (MEARS, 2015). O primeiro sinal de infeccdo aparece como um
pequeno eritema que se desenvolve no local da picada do fleb6tominio e avanca dentro de
algumas semanas ou meses. As lesdes muitas vezes se tornamcronica depois que 0 eritema
inicial se desenvolve em uma péapula, entdo um nodulo que pode ulcerarum periodo de duas
semanas a seis meses antes de se tornar a lesdo caracteristica. Cada lesdo € representativa de
uma picada do mosquito independente, mas, em casos raros, a doenca pode se
manifestarcomo doenca disseminada chama de Leishmaniose cultanea dissemida (BRASIL,
2017).

A forma disseminada da LT é uma expressdo incomum que pode ser observada em

até 2% dos casos. As duas espécies reconhecidas como causadoras desta sindrome sao
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Leishmania (V.) braziliensis e aLeishmania (L.) amazonensis, embora a maioria dos casos
relatados na literatura seja infecgéo por L. (V.) braziliensis. (BRASIL, 2017).

Essa forma de apresentacdo é caracterizada pelo aparecimento de multiplas lesdes papulares e
de aparéncia acneiforme que acometem Varios segmentos corporais, envolvendo com
frequéncia a face e o tronco (Figura 7). O fendmeno de disseminag@o ocorre posteriormente
ao desenvolvimento das lesGes primarias, provavelmente por disseminacdo do parasito por via
hematica ou via linfatica, mais ou menos aguda, que se estabelece em poucos dias, as vezes
em 24 horas, causando lesfes distantes do local da picada. A dissemina¢do pode ocorrer apds

tratamento j4 iniciado para a forma cuténea localizada (BRASIL, 2017).

Figura7- Caracterizacdo das diferentes manifestacoes clinicas da LT. A (forma disseminada); B (forma
mucosa); C (forma cutanea, lesdo classica em moldura); D (Forma cutanea lesdo bolhosa que se rompeu,

originando ulceracao rasa, secrecdo serosa e fundo granuloso com crosta)

Fonte: Manual de Vigilancia da leishmaniose tegumentar americana

O paciente com LC pode apresentar também manifestacdes sistémicas, como febre,

mal-estar geral, dores musculares, emagrecimento, anorexia, entre outros, que podem ocorrer
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em alguns casos, sugerindo que ha parasitemia. Também pode haver acometimento da regido
nasofaringea, laringe e cavidade oral (BRASIL, 2017).

2.6 Tratamento

As atuais terapias medicamentosas antileishmania s@o inadequadas . Desde a década
de 1940, as terapias padréo para a leishmaniose incluem antimoniais pentavalentes, como o
estibogluconato de sddio (Pentostam) e antimoniato de meglumina (Glucantime). Ambos 0s
farmacos estdo sujeitos a uma resisténcia generalizada e sdo altamente toxicos, pelo que o
tratamento isolado pode levar a mortalidade (SHYAM et al, 2015).

A pentamidina diamidina, que tem desvantagens semelhantes aos antimoniais, tem
sido outra droga de escolha para o tratamento da leishmaniose cutdnea por varias decadas.
Medicamentos mais novos incluem a anfotericina B, especialmente na formulagéo lipossomal
(Ambisome), o aminoglicosideo paromomicina e a fosfolipideo miltefosine , que receberam a
aprovacdo da FDA em 2014 (SHYAM et al, 2015).

O esquema terapéutico varia muito no Brasil, o tratamento com antimonial ¢ feito
durante 10 dias, até completa cicatrizacdo da ulcera. A via de administracdo é geralmente
intramuscular, mas também pode ser feito endovenoso ou local. Os antimonias ndo deve ser
utilizada em pacientes cardiacos e nem em mulheres gravidas, pois elas apresentam efeitos
teratogénicos, além disso, o0 antimdnio pode provocar alteracBes cardiovasculares
(NEVES,2004)

No entanto, o Ministério da Salde preconiza o uso de20mgSb°*/kg em sol/dia,
durante 20 dias, para a leishmaniose cutanea e 30 dias para leishmaniose cutaneomucosa. Este
antimonial é indicado para o tratamento de todas as formas de leishmaniose tegumentar,
embora as formas mucosas exija maior cuidado, podendo apresentar respostas mais lentas e
maior possibilidade de recidivas. As lesdes ulceradas podem sofrer contaminacdo secundaria,
razdo pela qual devem ser prescritos cuidados locais como limpeza com agua e sabdo e se
possivel compressas com KMn04 (permanganato de potassio) na diluicdo de 115.000ml de
agua. Em casos de resisténcia ao tratamento, pode ser utilizado isotianato de pentamidina ou a
anfotericina B (NEVES , 2004) (BRASIL,2017).

Podem ocorrer um ou mais dos seguintes efeitos adversos durante o tratamento
sistémico artralgia, mialgia, anorexia, nauseas, vomitos, plenitude gastrica, epigastralgia,

pirose, dor abdominal, pancreatite, prurido, febre, fraqueza, cefaleia, tontura, palpitacdo,



26

insOnia, nervosismo, choque pirogénico, edema e insuficiéncia renal aguda (IRA). Os eventos
adversos sdo geralmente leves ou moderados e raramente exigem a suspensao do tratamento.
Porém, particularmente na dose de 20 mg Sbh*°/kg/dia, o antimonial pode atingir seu limiar de
toxicidade, levando a alteracGes cardiacas, hepaticas, pancreaticas ou renais que indiquem
modificacdo ou interrupcdo do tratamento. (BRASIL, 2017)

Entretanto, nenhum desses medicamentos estd perto do ideal. Todos eles tém
toxicidade moderada a alta, precisam ser administrados por varias semanas e sofrem com o
aumento da resisténcia aos medicamentos. Apenas a miltefosina, um teratdgeno conhecido
que ndo é adequado para pacientes gravidas, pode ser administrada por via oral (SHYAM et
al, 2015).

Neste cenario a Leishmaniose tem sido caracterizada como um grande problema de
salde publica, e ate agora ndo ha tratamento satisfatorio. Portanto, hd uma necessidade
urgente de novas terapias que sejam seguras, potentes, biodisponiveis oralmente, tenham um
baixo custo de produtos e sejam eficazes contra cepas de parasitas de Leishmania resistentes a

medicamentos.

2.7 Novas alternativas Terapéuticas para a Leishmaniose

2.7.1 1,3-Tiazobis

Os derivados tiazolicossdao conhecidamente uma classe de compostos com um amplo
espectro de atividades bioldgicas, dentre as quais podem ser citadas a atividade antibacteriana,
anti-inflamatdria, imunomoduladora, anti-hipertensiva, anticonvulsivante, antidepressiva e
anticancer (MESHRAM et al., 2012)

Os Tiazdis (Figura 8) sdo compostos heterociclicos que apresentam um anel de cinco
membros que contém trés carbonos, um atomo de enxofre e um &omo de nitrogénio
(KASHYAP et al., 2011)
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Figura 8- Estrutura quimica do ndcleo Tiazol
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Fonte: Autor

O ndcleo tiazol é frequentemente encontrado em varios compostos com potente
atividade bioldgica, como sulfatiazol um antimicrobiano e Ritonavirum antiviral
(KASHYAP et al., 2012).Estudos do nosso grupo de pesquisa revelaram que de uma série de
26 piridil-tiazois, 20 compostos apresentaram ser agentes tripanocidas mais potentes que o
BDZ. (CARDOSO et al 2014).Caputo e colaboradores desenvolveram uma série de
compostos como nucleo tiazol na sua estrutura,0s quais apresentaram excelente atividade in
vitro contra cepas de epimastigota, tripomastigota e amastigota do T. cruzi (CAPUTTO2011e
2012).

Em trabalho realizado por Alianca etal (2017) os resultados mostram que os ftalimido-
tiazdis produzidos, em especial os que contém 0s substituintes aromaticos,sao potentes
agentes antiparasitarios. Exibindo propriedades leishmanicidas substanciais contra
L.infantum,com dano celular observado microscopicamente e baixa toxicidade para células de
mamiferos. Da série se destacaram os compostos 2j (ICso 9,8 uM) e 2m (ICso= 27,8 pM)
(Figura 10) como os mais promissores. Esses estudos indicam que o nucleo tiazol é bastante

importante como um protétipo estrutural a farmaco antiparasitario.
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Figura 9 — Nucleo Tiazol presente na estrutura quimica do ftalil-tiazol sintetizado por (ALIANCA et al., 2017)
com atividade Leishmanicida
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Fonte: Alianca et al. (2017) (Adaptado)

Nesse contexto, devido a versatilidade do nucleo tiazol, esse anel heterociclico vem

sendo alvo de diversos estudos para explorar as suas funcionalidades, sendo uma estrutura

privilegiada de bastante interesse para a quimica medicinal.
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3 CAPITULO UM: PLANEJAMENTO, SINTESE E CARACTERIZACAO
ESTRUTURAL DE INEDITAS 1,3 TIAZOIS

3.1 Planejamento das Moléculas

O planejamento da série de moléculas 1,3-tiazdis obtidas nesse trabalho, foi feito
partindo de moléculas anteriormente desenvolvidas, e analisadas quanto a sua atividade
bioldgica, pelo grupo LPgM (Laboratério de Planejamento e Sintese em Quimica Medicinal).

Foram norteadores desse trabalho, os resultados obtidos da sintese das aril-
tiossemicarbazonas de Moreira et al. (2014) e Espindola et al. ( 2010 e 2015 ) com atividade
promissora comprovada antiparasitaria para T.cruzi.

Uma modificacdo estrutural explorada pelo nosso grupo de pesquisa em algumas
aril-tiossemicarbazonas e que fez parte da estrutura dos 1,3 tiazois planejados neste trabalho é
a presenca do grupamento espacador (-O-CH:-) entre o anel fenilico e a porcéo
tiossemicarbazona (um grupamento fenoxi), presente no trabalho de Espindola (2010) obtidas
através da estratégia de homologacdo molecular .

Em seu trabalho Espindola comparou a atividade antiproriflerativa frente as formas
epimastigotas de aril-tios semicarbazonas contendo o grupamento espacador e 0s analogos
desprovidos deste grupamento. De modo geral a presenca do grupo espacador potencializou
a atividade tripanocida (FIGURA 10) (ESPINDOLA ,2010).
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Figura 10 - Potencializacdo da antividade anti T.cruzi na presenga do grupo
espagador (-O-CH,-) adaptado.
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Fonte: ESPINDOLA ,2010 (adaptado)

Outra forma de funcionalizagdo das tiossemicarbazonas que nosso grupo tem
explorado e obtido compostos com melhor atividade antiparasitaria e melhor perfil citotoxico
em ceélulas saudaveis é através do uso das tiossemicarbazonas e seus bioisoteros ciclicos (4-

tiazolidinonas e 1,3 tiazois) (Figura 11).

Figura 11- Emprego do bioisosterismo para o planejamento dos novos 1,3 tiazdis
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Fonte: Autor

Escolheu-se realizar a também modificacdes estruturais como por exemplo, as
substituicdes diversas no anel heterociclico , adicionados na posi¢do C4. A substituicdo em
C4 ja foi relatada por nosso grupo de pesquisa em trabalhos anteriores, onde essa insercéo foi
benéfica (OLIVEIRA FILHO,et al 2012). Foram realizadas também modificagdes estruturais,

através da insercdo de substituintes na posicdo N3 devido a resultados obtidos em trabalhos
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recentes, onde derivados com grupo fenila ou metila em N3 apresentaram-se potentes agentes
antiparasitarios (MOREIRA, et al 2012).

No total, 10 compostos foram sintetizados e avaliados frente as formas promastigotas
de Leishmania Amazonensis. De forma geral, na série planejada fixou-se 0s grupos
provenientes da 2-bromoacetofenona, diferentes  tiossemicarbazidas:4-metil-3-
tiossemicarbazida, Tiossemicarbazida e 4-fenil-tiossemicarbazona (variando em R1) |,
diferentes fendis (variando entre 3-OCHsPh; 2,3-DiCI-Ph; 3,4-DiCIPh e 4-CH(CHs)2Ph) e
diferentes  halo-acetofenonas (variando em R»;) para a obtencdo 10 novos 1,3
tiazOis(FIGURA).

Figura 12- Estrutura geral dos 1,3 Tiazois sintetizadas no trabalho.
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Fonte: Autor

Utilizando-se a variacdo dos fenois substituidos, pode-se avaliar importancia da
contribuicdo hidrofébica e do efeito indutivo dos grupamentos para a atividade bioldgica,
tendo em vista que ha uma variacao dos grupos substituintes no anel aromatico. Uma vez que
o planejamento estrutural foi realizado, seguimos em direcdo a sintese dos compostos

almejados
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3.2 Metodologia

3.2.1 Materiais e Reagentes

Para as reagdes, foram utilizados os solventes: Acetona, Hexano, Acetato,
Etanol, Isopropanol, DMF, e Metanol, provenientes das marcas Dinamica, Cinética ou
Quimicamoderna.Os reagentes utilizados na sintese foram adquiridos das marcas Sigma
Aldrich, Pro Quimicos, Quimica Moderna, Vetec ou Cinética Quimica Ltda. O DMSO
deuterado (DMSO-d6) da marca Sigma-Aldrich foi utilizado para a realizacdo de todos os
RMN:Ss.

As reacOes, em laboratorio, foram acompanhadas a partir de cromatografia em camada
delgada (CCD), na qual a fase estacionaria utilizada foi a silica-gel 60 da Alugram® com
indicador fluorescente F254. Para a visualizagdo das placas cromatograficas foi utilizada uma
camara de radiacdo ultravioleta que possuia duas ldmpadas: Uma com 365 e outra com 254
nm.

O banho ultrassonico, utilizado para auxiliar nos processos reacionais, era da marca
Unique EM-804, com frequéncia de 40 KHz (180W de poténcia).

A afericdo do ponto de fusdo dos produtos obtidos, foi feita atraves do
equipamento fusiometro da marca Fisatom, modelo 430D.

As analises espectroscopicas foram realizadas em parceria com outros laboratorios. A
Ressonancia Magnética Nuclear (*3C e 1C e DEPT) foi realizada na central analitica do
Departamento de Quimica Fundamental da UFPE, utilizando os instrumentos da Varian,
modelo Unit Plus (400MHz para *H e 100MHz para *C) e o equipamento da Bruker AMX
(300 MHZ para 'H ; 75,5 MHz para *3C), utilizando-se o tetrametilsilano como padrdo e o
dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6). E a andlise de espectrometria de massas de alta
resolucdo(EMAR) foi realizada no CETENE.

3.2.2 Rota Sintética

A sintese dos compostos finais foi realizada atraveés da execucdo de trés etapas
reacionais. sintese das acetofenonas (intermediario 1) e a sintese das tiossemicarbazonas
(intermediario 2), e a sintese dos 1,3 Tiazois, conforme é apresentado no esquema como

ilustrado no Esquema 1.
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Esquema 1. Processo de sintese das 1,3-Tiazois (Composto JM01-10); Reagentes e condicdes: Etapa
1:K2COg3, KIl, Acetona, T.A., 4 h; Etapa2: intl, Etanol, acido sulfurico, PA,ultrassom, 6h; Etapa3 : int.2, Halo-
acetofenonas, Isopropanol, 24-48h.

Intermediariol
o]
OH Br
ph/ + (j)l\/ Etapal H H
— N
Ph” (o S
Etapa 2
R1
1 Etapa 3 o E P H H
L0 > N, ‘,N R, + < ! 1
o y YJ/ -~ Rz)l\/Br PO~ N‘N*n’N’R1
S s
Composto Final Intermediario 2
COMPOSTOS Ph R1 R2
JM.O1 (3-OCH3-Ph) H Ph
IJM.02 (3-OCH3-Ph) H 4-Ph-Ph
JM.03 (3-OCH3-Ph) H 2-Naft
JM.04 (2,3-diCI-Ph) H Ph
JM.05 (2,3-diCl-Ph) H 2-Naft
JM.06 (3,4-diCl-Ph) H Ph
JM.07 (3,4-diCl1-Ph) H 2-Naft
JM.08 (3,4-diCl-Ph) CH3 Ph
JM.09 (3,4-diCI-Ph) Ph Ph
JM.10 (4-CH(CH3)2Ph) Ph Ph

3.2.3 Sintese do Intermediario 1 (Acetofenonas)

Em um baldo de fundo redondo, previamente pesado, adicionou-se 25 mL de acetona
P.A., juntamente com 54 mmol do fenol (3-OCHsPh; 2,3-DiCI-Ph; 3,4-DiCl Ph e 4-
CH(CHB3)2Ph) , 5,4 mol de K>COs (0,75 g) e uma ponta de espatula de Kl sélido. Deixou-se 0

sistema homogeneizando, sob agitacdo vigorosa, por 30 minutos a temperatura ambiente.
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Apos esse tempo, adicionou-se a mistura 3,6 mmol de 2-Bromo acetofenona (1,0 g) e entdo o
sistema permaneceu sob agitagdo constante por 4h. Para verificar a formagdo dos produtos,
realizou-se uma CCD com os reagentes e a mistura reacional, utilizando-se como eluente o
Tolueno P.A.

Para purificacdo e obtencdo do produto na forma sélida, a mistura foi rotaevaporada e
0 produto s6lido seco foi submetido a trés lavagens sucessivas com éter etilico e secagem em
evaporador rotatorio. O baldo foi acondicionado em dessecador por 24h e entdo pesado para
que fossem obtidos dados de rendimento reacional.

Foram sintetizados 4 intermediarios 1 nessa etapa conforme a figura abaixo.

Figural3 - Acetofenonas Sintetizadas (intermediarios 1)

Int1.1 _/ Int2.1

™\
Int 3.1 -/ Int 4.1

Fonte : autor

3.2.4 Sintese do Intermediario 2 (Tiossemicarbazonas)

Em um baldo de fundo redondo, contendo 20 mL de alcool etilico P.A., adicionou-se
1,06 mmol do intermediario 1, juntamente com 7 gotas de &cido sulfurico P.A. (usado aqui
como catalisador). A mistura foi sonicada até a total solubilizacdo do sélido (cerca de 30
minutos). Apos esse tempo, foi adicionado ao sistema 1,06mmol de diferentes
tiossemicarbazidas (tiossemicarbazida,4-feniltiossemicarbazida,4-metil-3-tiossemicarbazida)

e em seguida o baldo foi levado ao refluxo temperatura de 250 graus celsus durante 4 hrs.
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O sistema foi deixado em ultrassom (12h) ou refluxo (48h). Em todos os casos foi
necessario adicionar tiossemicarbazida em excesso para se conseguir chegar ao final da
reacdo. O final da reacdo foi determinando por CCD com 0s reagentes e a mistura reacional,
utilizando-se como solvente eluente a mistura Acetato de Etila e Hexano na proporgao de 3:7.
Etilico. O funil

contendo o solido filtrado foi acondicionado em dessecador e entdo pesado o produto

O solido obtido foi filtrado & vacuo e lavado com Alcool sinterizado

final para obtengéo dos dados de rendimento reacional.

Foram sintetizados 6 intermediarios 2 nessa etapa conforme mostrado na figura abaixo.

Figural4- Tiossemicarbazonas sintetizadas
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3.2.5 Sintese dos Compostos Finais (1,3-Tiazois)

Em um baldo de fundo redondo,adicionou-se 25 mL de alcool isopropilicoP.A.,1,06
mmol do intermediario 2 e foi adicionado ao sistema 2,12mmol de alfa-Halo-acetofenonas
especifico para formar cada composto final. A reacdo foi deixada sob condic@es de refluxo e
agitacdo por 48h, e entdo apds a formacdo do precipitado, o sistema foi filtrado e tanto do
sobrenadante quanto do precipitado foram feitas placas de CCD para verificar a formacao do
composto final.O funil sinterizados contendo o produto foi acondicionado em dissecador por
24h . A massa obtida do composto foi entdo anotada, para posteriores calculos de rendimento

reacional.
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3.2.6 Caracterizagao Estrutural

A verificagdo da estrutura quimica das moléculas foi realizada através de analises
espectroscopicas dos compostos finais (EMAR e RMN 3C e 'H). Além disso, também foram
vistos o ponto de fusdo (PF), e o fator de retencdo (RF) destas moléculas em CCD, utilizando

como sistema eluente a mistura de Acetato de Etila (45%) e Hexano (55%).

3.3 Resultados

Os 1,3-tiaz6is propostos foram preparados segundo a metodologia descrita por
Hantzsch, em agitagdo magnética, sob refluxo, com isopropanol como solvente, em até 24
horas. Os compostos foram obtidos como solidos, apos evaporagdo a baixa presséo e posterior
filtragdo, com rendimentos satisfatorios. Em todas as etapas houve necessidade de purificagdo
dos produtos, sendo estes processos simples de lavagem. Ndo houve necessidade de

recristalizacdo ou realizacdo de coluna cromatografica.

Na Tabela 1 estdo listadas as principais propriedades dos compostos sintetizados, bem
como os rendimentos reacionais o ponto de fusdo (PF) e fator de retencdo (RF) de cada um
dos 10 produtos. O calculo do rendimento foi procedido a partir dos valores do reagente
limitante, que no caso foram os intermediarios 2. Sendo assim, para um rendimento de 100%,
o composto final deveria apresentar quantidade equimolar (de 1:1) com relacéo a utilizada de

Intermediario 2.

Tabela 1. Caracteristicas gerais dos compostos finais e rendimento das reagdes

Estrutura Geral da Composto R:1i R; PF RF  Rendimento
Molécula (°C) (%)
JM.01 H Ph 152-154 0,64 63,99
JM.02 H 4-Ph-Ph 163-165 0,59 59,62
’ SN Re JM.03 H 2-Naft 214-216 0,56 65,75
A0
JM.04 H Ph 210-212 0,69 74,89

Cl

NN IMO5 [ H 2-Naft 200202 0,66 79,58
CL o
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JM.06 H Ph 224-225 0,66 77,33
JM.07 H  2-Naft 218-220 0,68 59,62

/R1
0. \N/N\ N .
/Q/ U/ JM.08 | CH; Ph 229-231 0,75 61,42

cl

JM.10 Ph Ph 155-157 0,75 85,67

JM.09 Ph  Ph 210-211 0,59 75,44
° XX N/R'

Os rendimentos dos intermediarios (1 e 2) foram na faixa de 78 a 93%. Ja 0os compostos
finais, apresentaram rendimento de 59-85%. Todos os compostos finais foram obtidos na

forma de um pé solido amorfo de cores variadas.

A estrutura quimica dos compostos foi confirmada através dos dados espectroscopicos
obtidos. Estes corroboram para a formacdo dos produtos planejados, de acordo com os
espectros demonstrados abaixo, que mostra o processo de caracteriza¢cdo por RMN *H e RMN
13C a partir da molécula JM.08.

Figura 15-Espectro de RMN *H da molécula JM.08.
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Fonte: Autor.
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Figura 15 apresenta um exemplo de espectro de RMN 1H para serie do derivados
1,3 tiazdis (JM.01-10) onde foi constatada a presenca de um singleto em 3.4ppm, integrando
para trés hidrogénios, referente ao Unico grupo metila da molécula. Em 5.5ppm temos outro
singleto integrando para dois hidrogénios referente ao C ligado ao metileno.Em 6.5 ppm,
observamos um singleto integrando para 1 hidrogénio que corresponde ao C5 do anel
tiazol.LEm 7.01 e 6,90 ppm encontramos um duplo dubleto integrando para 1 hidrogénio
aromatico .Em 7.327-7.407 ppm, identificamos multipleto integrando  para quatro
hidrogénios do anel aromatico. E em 7.417-7.523 encontramos multipleto integrando para 6
hidrogénios correspondente ao anel aromético. E em 7.94-8.02 ppm encontramos um
multipleto integrando para 2 hidrogénios do anel aromatico.

A Figura 16 exemplifica o RMN C do Composto JM.08, utilizado como
referencia. O pico em 100.4 ppm corresponde ao carbono 5 do heterociclico, confirmando a
formacdo do anel tiazol. O pico em 171,0 ppm corresponde ao carbono da ligacdo S-C=N do
anel tiazol e 150.8ppm corresponde ao Carbono da ligacdo C=N. Em 157,3 ppm temos o
carbono da ligagéo (C-O, Ar). O pico 61,0 ppm corresponde ao CH> ligado ao Oxigénio. E
por fimem 33,5 ppm ha o carbono da CHzsligado que pertence ao grupo metila. E 0s picos

no intervalo 115,5 - 140,6 ppm correspondem aos carbonos dos anéis aromaticos.

Figura 16- Espectro de RMN *3C da molécula JM.08.
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3.3.1 Composto Intermediario (Int.1.1)

o OCH,

Férmula Molecular: Ci5H1403
Massa Molar: 242,09 g/mol

RMN !H (DMSO-d6, 300MHz), & ppm: 5,24 (s, 2H, CH2), 7,61 (d, J=7,9 Hz, 2H, CH-A),
7,72 (d, 1H, CH-Ar), 7,93 (d, J=7,5 Hz, 4H, CH-Ar), 8,1 (d, J=7,2 Hz, 2H, CH-Ar);

RMN 2C (DMSO-d6, 75MHz) & ppm: 44,48 (CH2), 123,37 (C-Ar), 128,23 (C-Ar), 128,99
(C-Ar), 131,52(C-Ar), 133,91 (C-Ar), 134,30 (C-Ar), 134,79 (C-Ar), 167,49 (C=0), 192,32
(C=0).

3.3.2 Composto Intermediario (Int . 1.2)

OCH,

Férmula Molecular: C16H17N302S
Massa Molar: 315,39 g/mol
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RMN H (DMSO-d6, 300MHz), & ppm: 4,9 (s, 2H, CH2), 7,34 (m, 3H, CH-Ar), 7,79 (m, 6H,
CH-Ar), 8,45 (s, 1H, NH>), 10,67 (s, 1H, NH);

RMN 3C (DMSO-d6, 75MHz) & ppm: 34,42 (CHy), 123,76 (C-Ar), 127,39 (C-Ar), 128,57
(C-Ar), 129,87(C-Ar), 131,56 (C-Ar), 135,21 (C-Ar), 135,74 (C-Ar), 145,19 (C=N), 167,90
(C=0), 179,79 (C=S).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):

[M+H]+: 338,084 ; Valor encontrado: 339,09

3.3.3 Composto JM.01

° \N/HM
\_/

Formula Molecular:Cz4H21N302S
Massa Molar: 415,51 g/mol

OCH,

RMN tH (DMSO-d6, 300MHz), & ppm: 3,71 (s, 3H, CH3-0), 5.30(CH2-0), 6.56 (m, 5H,
Ar):7.19 (t, J=4.2Hz, 1H, Ar);7.36 (m, 5H, Ar); 7.77(d, J=3.6Hz, 2, Ar);7.86 (d, J=3.8Hz, 2H,
Ar)

RMN 3C (DMSO-d6, 75SMHz) & ppm: 55,55 (CH3-0), 61,0 (CH2-O), 101,2 (CH-
tiazol),107,4(CH, tiazol),136,5 (C4, Heterociclico), 120,9 (C-Ar), 125,9 (C-Ar), 126,6(C-
An),127,5 (2 C-Ar),128,8 (C-Ar), 128,1 (C-Ar), 129,0 (4C-Ar), ,130,3 (2C-Ar) 133,0 (2C-
AR) ,159,6(C=N), 160,8(N=C-S).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):
Valor calculado [M-H]-= 416,45
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3.3.4 Composto JM.02

Foérmula Molecular: C3oH2sN302S
Massa Molar: 491,60 g/mol

H,CO

RMN tH (DMSO-d6, 400MHz)) 5 ppm: 3,80 (s, 3H, CHz-0), 4,15(s, 2H, CH2-0),6,55 (t,
3H, H-Ar), 11.25 (s, 1H, NH), 7,23(s,1H-Ar), 7,28(s,H ,tiazol),7,52(m, 5 H —Ar),7,52(t, 3H-
Ar), 7,95 (2H-Ar),7,85( d, 2H-Ar), 8.30(d, 2 H —Ar)

RMN C (DMSO-d6, 100MHz) & ppm): 55,4 (CHz-O), 74,0(CH2-0), 100,4 (C-Ar),105,0(
C5 —tiazol), 106,3(2C-Ar), 127,2 (5C-Ar), 128,3 (2C-Ar), 129,1 (C-Ar), 129,3 (C-Ar), 129,6
(C-Ar), 128,2(4C-Ar), 131,8 (2C-Ar), 140,8 (C-Ar),150,0 (C4 , tiazol), 160,0 (2 C-Ar),
160,8(C=N), 165,2 (N=C-S)

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):
[M-H]"= 490,04
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3.3.5 Composto JM.03

[e]

Formula Molecular: CzsH23N302 S
Massa Molar: 465,57 g/mol

OCH,4

RMN *H (DMSO-d6, 400MHz)s ppm:3,83 (s, 3H, CH3-0), 4,50(s, 2H, CH2-0),6,55 (t, 3H,
H-Ar), 8.25 (s, 1H, NH), 7,23(s,1H-Ar), 7,23(d,H-Ar) 7,28(s,H tiazol),7,52(m, 3 H —
A, 7,59(t, 2H-Ar), 7,87 (m, 2H-AR) 7, 95 (d,2H-Ar),8,00( d, 2H-Ar), 8.34(d, H —Ar)

RMN BC (DMSO-d6, 100MHz)) 8 ppm: 55,0 (CHs-O), 74,1 (CH2-0), 105,0(CH-tiazol),
106,0(C-Ar),123,7 (C-Ar), 126,0(3C-Ar), 127,9 (3C-Ar), 128,0 (2C-Ar), 128,2,3 (4C-Ar),
129,9 (C-Ar), 131,10 (C-Ar), 130,4 (C-Ar), 134,7 (C-Ar), 150,2 (C-tiazol), ), 155,4 (C=N),
159,3 (C-0),171,4(N=C-S).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):
[M-H]"= 465,07
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3.3.6 Composto intermediario (Int.2.1)

Cl

Cl 0

RMN tH (DMSO-d6, 400MHz), & ppm: 4,90 (s, 2H, CHy), 7,49 (d, J=8 Hz, 2H, CH-Ar), 7,67
(m, 2H, CH-AYr), 7,77 (m, 4H, CH-Ar), 8,49 (s, 2H, NH>), 10,69 (s, 1H, NH);

RMN 13C (DMSO-d6, 100MHz) & ppm: 33,65 (CH2), 123,32 (C-Ar), 128,99 (C-Ar), 131,02
(C-Ar), 131,09(C-Ar), 134,62 (C-Ar), 134,76 (C-Ar), 143,21 (C=N), 167,45 (C=0), 179,33
(C=S).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolugdo):
[M+H]+:415,994; Valor encontrado: 416,979

3.3.7 Intermediario (Int.2.2):

H H
b
N
N \n/ NH,
S

Formula Molecular: Ci5H14CI,N4OS
Massa Molar:369,27g/mol

Cl

Cl o

RMN tH (DMSO-d6, 400MHz), 8 pom: 4,99 (s, 2H, CH2), 7,23 (m, 1H, CH-Ar), 7,34 (m,
4H, CH-AT), 7,38 (m, 2H, CH-Ar), 7,54 (m, 2H, CH-Ar), 7,84 (m, 4H, CH-Ar), 10,20 (s, 1H,
NH), 11,05 (s, 1H, NH):
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RMN 13C (DMSO-d6, 100MHz) & ppm: 33,97 (CH2), 122,95 (C-Ar), 123,39 (C-Ar), 125,63
(C-Ar), 126,12(C-Ar), 128,14 (C-Ar), 129,27(C-Ar), 131,07 (C-Ar), 131,13 (C-Ar), 134,47
(C-Ar), 134,84 (C-Ar), 139, 02 (C-Ar), 144,13 (C=N), 167,55 (C=0), 177,47 (C=S).
Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):
[M+H]+:492,026; Valor encontrado: 493,003

3.3.8 Composto JM.04

N
)<

Cl

o]
Formula Molecular: C23H17CI2N30S
Massa Molar: 454,37g/mol

RMN H (DMSO-d6, 400MHz) & ppm:4.55 (s, H, CH2-0), 7.28 (s. CH, Tiazol), 7,41 ( d,
H-Ar), 7.51 (d, 2H , H- Ar), 7,79 (d, 2H , H-Ar), 7.0(s, H-N) 7,52( d ,3H, H-Ar), 7,04 (s, 2H,
H-Ar),7,16( s, H, H-AR)7,35(s, H, H-Ar),7,94 (d, 2 H-Ar).

RMN 13C (DMSO-d6, 100MHz) ) dppm: 754( CH,-O), 107,0 (CH-tiazol), 122,5(C-
An122,7(C-Cl ), 127,7(2C-Ar), 128,3( 4C-Ar) ,129, 7 (C-Ar)), 130,2(C-Ar), 131,2(C-Ar),
133,2( C-Ar),136,1(C-Cl) 150,2(CH-Heterociclico) ,159,9 (C-O) ,156,7(C=N), 171,7 (C=N-
S)

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):
[M-H]"= 453,40
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3.3.9 Composto JM.05

Cl

Cl

Férmula Molecular: C7H19Cl2N3OS
Massa Molar: 504,43g/mol

RMN tH (DMSO-d6, 400MHz)d ppm:4,55 (s, H, CH 2-0), 7.28 (s. H, Tiazol), 9,16(s, 1 H,
H-N) 7,08( d ,1H,H-Ar), 7,16 (t, 1H, H-Ar),7,59 (d, 2H , H-Ar), 7,35( d, 1H, H-Ar),7,87( m,
2H, H-AR),8,12(m,2 H, H-Ar), 8,34(d, 1H,H-Ar).

RMN 3C (DMSO-d6, 100MHz):74,4( CH2-0), 105,0 (CH-tiazol), 122,5(C-Ar), 122, 7 (C-
Cl ),126,(3C-Ar),128,1(2C-Ar), 127,7(3C-Ar), 128,3( 4C-Ar) ,129, 7 (C-Ar)), 130,2(C-Ar),
131,2(C-Ar), 133,2( C-Ar),136,1(C-Cl) 150,2(CH-Heterociclico) ,159,9 (C-0) ,156, 7 (C=N),
171,7 (C=N-S)

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):
[M-H]"= 505,61
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3.3.10 Composto Intermediério (Int. 3.1)

Cl

Formula Molecular: C14H10Cl202
Massa Molar: 281,13 g/mol

RMN tH (DMSO-d6, 400MHz), & ppm: 4,92 (s, 2H, CHy), 7,15 (t, J=8,8 Hz, 2H, CH-Ar),
7,83 (m, 6H, CH-Ar), 8,47 (s, 1H, NH), 10,67 (s, 2H, NH>);

RMN 1C (DMSO-d6, 100MHz) & ppm: 34,31 (CH2), 115,34 (C-Ar), 123,61 (C-Ar), 129,66
(C-Ar), 132,27(C-Ar), 134,98 (C-Ar), 143,97 (C=N), 146,58 (C-Ar), 161,85 (C-F), 167,90
(C=0), 179,74 (C=S).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):

[M+H]-: 218,13; Valor encontrado:219,071

3.3.11 Composto Intermediario (Int.3.2)

Cl

Cl

Formula Molecular: C15H14Cl0>
Massa Molar: 369,27 g/mol
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RMN tH (DMSO-d6, 400MHz), & ppm: 5,00 (s, 2H, CH2), 7,21 (m, 2H, CH-Ar), 7,39 (m,
2H, CH-Ar), 7,5 (m, 2H, CH-Ar) 7,58 (d, J=8 Hz, 2H, CH-Ar), 7,83 (m, 4H, CH-Ar), 7,90
(m, 2H, CH-Ar), 10,18 (s, 1H, NH), 11,01 (s, 1H, NH);

RMN 13C (DMSO-d6, 100MHz) & ppm: 34,63 (CH2), 115,39 (C-Ar), 123,80 (C-Ar), 125,99
(C-Ar), 126,45 (C-Ar), 128,55 (C-Ar), 129,96 (C-Ar), 132,10 (C-Ar), 132,12 (C-Ar), 135,24
(C-Ar), 139,48 (C-Ar), 144,82 (C=N), 164,45 (C-F), 167,98 (C=0), 178,88 (C=S).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):

[M+H]+: 369,106;

3.3.12 Composto Intermediario (Int.3.3)

Cl

Cl
Formula Molecular: C16H15CI2N3OS
Massa Molar: 368,28 g/mol

RMN tH (DMSO-d6, 400MHz), 6 ppm: 3,06 (d, J=4,8 Hz, 3H, CH3), 4,92 (s, 2H, CH»), 7,17
(t, J=9 Hz, 2H, CH-Ar), 7,84 (m, 6H, CH-Ar), 8,58 (d, J=4 Hz, 1H, NH), 10,69 (s, 1H, NH);
RMN C (DMSO-d6, 100MHz) & ppm: 31,12 (CHs3), 33,86 (CH-), 114,86 (C-Ar), 123,13 (C-
Ar), 129,14 (C-Ar), 131,04 (C-Ar), 131,82 (C-Ar), 134,51 (C-Ar), 143,32 (C=N), 161,34 (C-
F), 167,43 (C=0), 178,83 (C=S).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):

[M+H]-: 370,090; Valor encontrado: 371,100
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3.3.13 Composto Intermediério (Int.3.4)

H

H
N N
\N/ \"/
o S
Cl

Formula Molecular: C21H17CIoN3OS
Massa Molar: 430,35g/mol

Cl

RMN *H (DMSO-d6, 400MHz), & ppm: 3,88 (s, 3H, CH2), 5,18 (s, 2H, CHy), 7,21 (d, J=2 Hz,
2H, CH-Ar), 7,93 (m, 4H, CH-Ar), 8,08 (d, J=2 Hz, 2H, CH-Ar);

RMN 13C (DMSO-d6, 100MHz) & ppm: 44,12 (CHs), 55,63 (CH3-0), 114,18 (C-Ar), 123,29
(C-Ar), 126,08 (C-Ar), 130,59 (C-Ar), 131,52 (C-Ar), 134,71 (C-Ar), 173,87, (C-0), 167,51
(C=0), 190,37 (C=0).

3.3.14 Composto JM.06

o \N/HYN
Y/

Formula Molecular: C23H17CIaN3O2S
Massa Molar: 454,37g/mol

Cl

Cl
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RMN H (DMSO-d6, 400MHz):) : 4.55 (s, H, CH2-0), 7.28 (s. CH, Tiazol), 7,41 (d, H-Ar),
7.51 (d, 2H , H- Ar), 7,79 (d, 2H , H-Ar), 7.0(s, H-N) 7,52( d ,3H, H-Ar), 7,04
(s, 2H, H-Ar),7,16( s, H, H-AR)7,35(s, H, H-Ar), 7,94 (d, 2 H-Ar).

RMN 23C (DMSO-d6, 100MHz): 75,4( CH2-0), 107,0 (CH-tiazol), 122,5(C-Ar) 125, 7 (C-
Cl), 127,7(2C-Ar), 128,3( 4C-Ar) ,129, 7 (C-Ar)), 130,2(C-Ar), 131,2(C-Ar), 133,2( C-

Ar),134,4(C-Cl) 150,22(CH-Heterociclico) ,159,9 (C-0) ,156, 7 (C=N), 171,7 (C=N-S)

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):
[M-H]*= 453,47

3.3.15. Composto JM.07

Formula Molecular: C27H19CI2N3OS
Massa Molar: 504,43g/mol

Cl

Cl

RMN *H (DMSO-d6, 400MHz): 4,55 (s, H, CH 2-0), 7.28 (s. H, Tiazol), 9,16(s, 1 H, H-N)
7,08(d ,1H, H-Ar), 7,16 (t, 1H, H-Ar), 7,59 (d, 2H , H-Ar), 7,35( d, 1H, H-),7,87( m, 2H, H-
AR),8,12(m,2 H, H-Ar), 8,34(d, 1H, H-Ar).

RMN 13C (DMSO-d6, 100MHz):74,4( CH2-0), 105,0 (CH-tiazol), 122,53(C-Ar), 125, 7(C-
CI),126,2(3C-Ar),128,1(2C-Ar),127,7(3C-Ar),128,3(4C-Ar),129,72(CAr),130,2(C-Ar),
131,2(C-Ar), 133,2( -Ar),134,1(C-Cl) 150,2(CH-Heterociclico) ,159,9 (C-O) ,156, 7 (C=N),
171,7 (C=N-S)
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Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):
[M-H]*= 506,03

3.3.16 Composto JM.08

o \N/N\(\N/>/®
L/
Cl
Cl
Formula Molecular: C4H19CI2N3OS
Massa Molar: 468,40 g/ml

RMN H (DMSO-d6, 400MHz): 3,23 (s ,3H, N-CH3),4.05 (s, 2H, CH2-0), 6.95 (d,CH,
Tiazol), 6,91(t, 1H, H-Ar),7,13(s,1H, H-Ar), 7,33(d, 1 H, H- Ar), 7,40(m, 2H, H-Ar),7,52(d,
3H, Ar) ,7,64(m, 1H, Ar), 7,94 (d, 2H, Ar),7,71(m, 2H-H-Ar)

RMN C (DMSO-d6, 100MHz):29,2 (N- CH3) , ): 754( CH2-0), 108,0 (CH-tiazol),
122,5(C-Ar) 125, 7(C-Cl ), 127,7(2C-Ar), 128,3( 4C-Ar) ,129, 7 (C-Ar)), 130,2(C-Ar),
131,21(C-Ar), 133,2( C-Ar),134,4(C-Cl), 150,2(CH-Heterociclico), 159,9 (C-O), 164,7
(C=N), 158,7 (C=N-S)

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):

[M-H]*= 469,41
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3.3.17 Composto JM .09

)

Férmula Molecular: CagH2:CI2N302S
Massa Molar: 530,47 g/ml

Cl

Cl

RMN H (DMSO-d6, 400MHz): 4.05 (s, 2H, CH2-0), 6.95 (d,CH, Tiazol), 6,81(m,1H,Ar),
6,91(t, 1H, H-Ar),7,13(s,1H, H-Ar), 7,20(m, 2H, Ar), 7,33(d, 1 H, H- Ar), 7,40(m, 2H, H-
Ar),7,49(m, 2H,Ar), 7,52(d, 3H, Ar) ,7,64(m, 1H, Ar), 7,71(m, 2H-H-Ar),7,94 (d, 2H, Ar),

RMN 3C (DMSO-d6, 100MHz): 75,4( CH2-0), 108,0 (CH-tiazol),122, 4 (C-Ar), 122,5(C-
Ar), 122, 8(3C-Ar), 125, 7 (C-Cl), 127,7(2C-Ar), 128,3( 4C-Ar) ,129, 7 (C-Ar)), 130,2(C-
Ar), 131,2(C-Ar), 133,2( C-Ar),134,4(C-Cl), 139.6 (C, Ar),160,9 (C-O) ,164, 7 (C=N), 158,7
(C=N-S)

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):
[M-H]*= 531,09

3.3.18 Composto Intermediario (Int.4.1)

o

o

=z
AN

Formula Molecular: C17H15802
Massa Molar: 254,13 g/ml
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RMN 'H (DMSO-d6, 300MHz), & ppm: 5,00 (s, 2H, CHy), 7,61 (m, 2H, CH-Ar), 7,89 (m,
2H, CH-Ar), 8,26 (m, 2H, CH-Ar), 8,58 (m, 2H, CH-Ar), 8,76 (s, 2H, NH>), 10,79 (s,1H,
NH);

RMN 3C (DMSO-d6, 75SMHz) & ppm: 44,71 (CH_), 123,31 (C-Ar), 128,32 (C-Ar), 130,76
(C-Ar), 131,44(C-Ar), 134,47 (C-Ar), 137,18 (C-Ar), 141,87 (C=N), 147,88 (C-Ar), 167,53
(C=0), 179,45 (C=s).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):

Valor calculado [M+H]-: 383,069; Valor encontrado: 384,057

3.3.19 Composto Intermediario (Int.4.2)

Formula Molecular: C24H25N30S
Massa Molar: 403,54 g/ml

RMN tH (DMSO-d6, 400MHz), 8 pom: 5,08 (s, 2H, CH2), 7,24 (m, 1H, CH-Ar), 7,41 (m,
2H, CH-Ar), 7,54 (d, J=7,2 Hz, 2H, CH-Ar), 7,85 (m, 4H, CH-Ar), 8,17 (d, J=8,4 Hz, 2H,
CH-Ar), 8,39 (d, J=8 Hz, 2H, CH-Ar), 10,33 (s, 1H, NH), 11,12 (s, 1H, NH);

RMN 3C (DMSO-d6, 100MHz) & ppm: 33,96 (CH2), 121,95 (C-Ar), 123,38 (C-Ar), 125,74
(C-Ar), 126,21 (C-Ar), 128,17 (C-Ar), 129,61 (C-Ar), 131,16(C-Ar), 133,65 (C-Ar), 134,80
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(C-Ar), 137,05 (C-Ar), 139,00(C-Ar), 142,78 (C=N), 147,87 (C-N), 167,63 (C=0), 177,65
(C=9S).

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):

Valor calculado [M+H]+: 403,54 Valor encontrado: 460,098

3.3.20 Composto JM.10

(o] \/N N
N~

Formula Molecular: C32H29N30S
Massa Molar: 503,66 g/ml

RMN H (DMSO-d6, 400MHz): 1,20 (d , 6H, CH3), 2, 87 (m, 1H, H-Ar), 4,38(s, 2H, CH2-
0),6,86 (m,1 H,H-Ar), 7,20(m,2H, Ar) ,7,39 (d,2H,Ar), 7,40(m,3H,Ar),7,49(m,2H, H-Ar)
6,90(d, 1H,Ar),6,96(m,2H , H-Ar),7,52 (;m,3H, H-Ar),7,71 (t, 2H, Ar) ,7,94(d,2H, H-Ar)

RMN C (DMSO-d6, 100MHz):24,5 (6C,CH3)33,2 (C-H), 65,5 ( CH2-0),106,33(c-Tiazol),
114,0Q2C-AR), 122,8(3C-Ar), 127,7(C-Ar), 1283(4C-Ar), 128,3(5C-Ar),131,3(4C-
Ar),134,02(2C-AR),140,71(C-Ar),141,23(C-Ar), 143,36(C-Heterociclo),167,3(C-0),
170,2(N=C-S)

Principais sinais na EMAR (espectrometria de massas de alta resolucéo):
[M-H]"= 505,23
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4. CAPITULO DOIS: AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA
DERIVADOS 1,3 TIAZOIS

4.1 Material e Método

4.1.1 Compostos utilizados no tratamento in vitro de L. Amazonensis

Para a realizagdo dos testes, os compostos 1,3 tiazdis (JM.01-10) foram solubilizados
em 1mL de dimetilsulfoxido (DMSO). Esta solugdo foi entdo dissolvida em meio de cultura
adequado para cada ensaio (RPMI para ensaios com macrofagos e Schneider’s para ensaios
com promastigotas), para a obtencao das diferentes concentragdes testadas nos experimentos.

O preparo das solucbes de uso foi feito sempre no momento da realizacdo do
experimento para garantir a estabilidade dos compostos. Parasitos incubados apenas com

meio de cultura foram utilizados como controle negativo.

4.1.2 Obtencéo de Macrofagos Peritoniais

A coleta de macrofagos peritoniais foi realizada em camundongos BALB/c machos.
Os animais foram eutanasiados por asfixia em camara de CO:2 e foi realizada assepsia dos
mesmos com alcool 70%. Dentro da cabine de fluxo laminar, cada animal foi fixado a prancha
de dissecacdo pelas patas com auxilio de agulha. Foi realizada a exposi¢do do peritonio e a
injecdo de 10 mL de meio RPMI e seguida de coleta desse meio. O lavado foi acondicionado
em frasco de vidro estéril a 4°C. Uma aliquota da suspensdo de células foi diluida em azul de
tripan e as células viaveis foram contadas em camara de Neubauer (iNCYTO C-Chip DHC-
NO1, Cheonan-Si, Korea®).

4.1.3 Considerac0es éticas

Os procedimentos realizados com animais neste trabalho possuem aprovacaopelo
Comité de ética para o uso de animais (CEUA/FIOCRUZ 119/2017) (Anexo 1).
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4.1.4 Andlise da citotoxicidade dos compostos em células de mamifero

Para a andlise da citotoxicidade foi realizado o teste 3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-
difenil brometo de tetrazolina (MTT) que se baseia na reducdo dos sais amarelos de tetrazélio
por redutases mitocondriais de células metabolicamente ativas. Formamse,
intracelularmente,cristais azuis que sdo solubilizados e posteriormente analisados por
espectrofotometriaUV/visivel. Deste modo, quanto menor for a viabilidade celular, menor
sera a reducdo doMTT e menor o sinal espectrofotométrico.

As celulas macrofagos foram tripsinizados e contados em c&mara deNeubauer
(INCYTO C-Chip DHC-NO01, Cheonan-Si, Korea®). As células de macrofagos peritoneais)
foram semeados em placas de 96pocos na concentragdo de 1x108células/poco e incubados em
uma atmosfera de 5% de CO2a37°C.

Apos 24 horas, 0 meio foi removido e as células foram incubadas na presenca das
concentragdes testes (6.25 a 100pug/mL) dos compostos 1,3-tiazdis por 48 horas. Apos este
periodo, o meio foi novamente retirado e adicionado 0 MTT diluido em meio RPMI sem
vermelho de fenol, a uma concentracdo de 5mg/mL. As células foram incubadas por mais
3horas nas mesmas condigcdes de cultivo. Apos incubacdo, a solucdo do MTT foi retirada
cuidadosamente e adicionado 100 uL. de DMSO por pogo para a solubilizagdo dos cristais
derivados da reducdo do MTT. A leitura da absorbancia dos cristais de formazan
solubilizados foi realizada utilizando o leitor de ELISABenchmark Plus (Bio-Rad, Califérnia,
EUA) com comprimento de onda de 570nm. A porcentagem de células viaveis em relacdo as
células controles foi estimada. A concentracao capaz de causar a perda de viabilidade em 50%
(CCso) das celulas foi determinada por analise de regressdo linear dos dados obtidos pelo
software SPSS 8.0 paraWindows. Cada experimento foi realizado independe e em triplicata.

O indice de seletividade (I1Se) foi determinado como a razdo entre os valores de

CC50 e IC50, em pg/mL, para cada composto analisado.

4.1.5 Cultivo dos parasitas

Formas promastigotas de Leishmaniaamazonensis(cepa LTB0016) foram antidas 26°
C em meio Schneider’s suplementado com 10% de sorofetal bovino. Parasitas na fase
exponencial de crescimento foram utilizados em todosos experimentos.Parasitos na fase
exponencial de crescimento foram utilizados em todos os experimentos com repigques a cada

trés dias.
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4.1.6 Atividade Bioldgica em formas promastigotas de Lamazonensis

Visando realizar um “screening” inicial dos compostos com atividade leishmanicida,
formas promastigotas foram contadas e diluidas em meio Schneider’s (Sigma) suplementado

com 10% de SFB a 1 x 10 células/mL.

Os parasitas foram incubados a 26°C na presenca de diferentes concentragdes de 1,3 —
tiazois (6,25 a 100pug/mL) por 48hrs. Parasitas incubados apenas com meio de cultura foram
utilizados como controle negativo. Foi realizada também incubacdo com a mesma faixa de

concentracdo de DMSO (0,01 a 1%) presente na diluicdo dos compostos.

O crescimento celular foi avaliado e a 1Cso/48hfoi determinada por andlise de
regressao linear. As concentragdes usadas para a determinacao da ICso (concentracdo capaz de
inibir em 50% o crescimento dos parasitas) foram:6.25, 12,5,25,50 e 100 pg/mL. Cada ensaio

foi realizado em duplicata de quadruplicata.

4.2 Resultados

4.2.1 Atividade Farmacoldgica dos 1,3 Tiazois ( JM.01 a JM.10)

Com o objetivo de identificar os compostos mais promissores contra asformas
promastigotas de L. amazonensis, foi realizado inicialmente um‘“screening” com todos os
compostos sintetizados.

Todas as moléculas foram testadas quanto a citotoxicidade e frente a forma
promatigota de Leishmania Amazonensis (cepa LTB 0016) os resultados foram expostos no
Tabela abaixo. Os valores obtidos foram expostos em CCsg (concentracdo citotoxica 50%),
ICso (concentracdo inibitoria 50%) em promastigota e IS (indice de seletividade) dos 10
compostos testados. Nossos resultados demonstram que todos os compostos foram capazes de
inibir o crescimento das formas promastigotas, com valores de ICsg variando entre 41,4 e

484 uM dados mostrados na Tabela.2.
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Tabela.2. Resultado Atividade antileishmania dos 1,3 Tiazo6is

Composto  PM (g/mol) I1Cs0 (UM) IS
(Promastigota) Citotoxicidade (CCso) UM
JM.01 415,51 ND 379,5 ND
JM.02 491,6 484,8 543,1 1,12
JM.03 465,57 150,1 ND ND
JM.04 530,47 274,8 112,7 0,41
JM.05 504,43 335,6 153,6 0,46
JM.06 454,37 87,4 ND ND
JM.07 504,43 41,4 2044 4,93
JM.08 468,4 ND ND ND
JM.09 530,47 326,1 ND ND
JM.10 503,66 257,3 508,3 1,98

CCso=Concentracdo capaz de causar efeitos citotdxicos em 50% dos macréfagos. Citotoxicidade por MTT em
(UM)

ICs0= Concentracdo que inibe em 50% do crescimento das formas promastigotas de L.

amazonensisem (M)

indice de Seletividade = calculado por : CCso/ICso

“ND= Valores ndo determinados , pois mesmo tendo os resultados individuais nas concentragdes estudadas ,
ndo foi possivel obter os dados de regressdo na curva analitica.

Os compostos que apresentaram uma maior inibicdo do crescimento, com menor valor
de IC50 foram 0 JM.07(41,4uM), ¢ JIM.06 (87,4uM). Oito compostos (JM.01 , IM.02,
JM.03, JM.04, IJM.05, JM.8 , IM.09 e JM10) apresentaram atividade intermediaria com
valores variando entre 150,1 e 484,8 uM se mostraram menos efetivos contra o parasita.

Alguns compostos nas concentracdes analisadas apresentaram  baixa
citotoxicidade frente & células de mamiferos. Os valores de CCso para as células de
macrofagos variaram de 112,7 e 543,1 uM. (Tabela2).

Quando analisamos o indice de seletividade (IS= CCso/ 1Csg), que consiste na
razdo entre a concentracdo citotéxica 50% para células de mamiferos e 1C50% para
célula de parasito. O composto que teve maior inibicdo do crescimento sobre promastigota
de L. Amazonensis foi o (JM.07)e foi também o que apresentou maior indice de
seletividade 1S de 4,93 vezes mais seletivo para a célula do parasito que para a célula de
mamiferos . Os compostos JM.01 e JM.10 também se mostraram habeis em inibir o
crescimento das promastigotas, e apresentaram indice de seletividade de 1,12 e 1.98

respectivamente(Tabela 2).



58

Em alguns compostos (JM.03, JM.08 e JM.09) ndo foi possivel determinar o valor
de 1Cso, nem da Citotoxicidade, pois mesmo tendo os resultados individuais nas
concentracdes estudadas, ndo foi possivel obter os dados de regressdo na curva analitica.

Os compostos que apresentaram atividade leishmanicida foi observado que
possuiam o radical fenil (Ph) e Naftil na por¢do C4 do anel tiazol JM.06 e JM.07 ,esse
resultado sugere que a ciclizacéo e a presenca de grupamentos volumosos substituindo o
anel tiazol esta envolvido na atividade antileishmania. Pinto et al. (2014) sugere que a
presenca deste radical torna o composto mais hidrofébico e isto facilita a penetracdo do
composto na membrana do parasito .

Esses dados também corroboram com trabalho de Gomes et al. (2016) e Manda et al
(2014) que relatam também a presenca radical naftil nos melhores compostos. Pode-se
sugerir  entdo que grupamentos volumosos e hidrofobicos como o Nftil possa estar
envolvido com a agdo contra os tripanosomatideos testados.

Com relagdo aos valores de CCsp, foi observado que em media, 0 conjunto das
tiossemicarbazonas substituidas com o grupo H foi menos citotoxico para as células
testadas do que as substituidas com o grupo CHz que por sua vez foram menos toxicos que
conjunto das oito tiossemicarbazonas substituidas com Ph. De acordo com os valores do
indice de seletividade nossos compostos oferecem um direcionamento mais eficiente para
as células do parasito que para as células de mamiferos 0 que os tornam bastante
promissores tendo em vista sua propriedade leishmanicida.

Os compostos disubtituidos no grupo arilaJM04, JM.05, JM.06, JM.07, JM.08,
JM.09 obtiveram respostas diferentes em sua atividade . A melhor resposta foi obtida para
0s compostos onde as susbtituicoes foram realizadas em meta e para.

De forma geral, todas as moléculas apresentaram baixos valores de citotoxicidade em
macrofago, o que os torna bem toleravel pelas células saudaveis de mamiferos.Para escolha
de composto com potencial quimioterapico deve-se levar em consideracdo sua acdo frente

ao microrganismo, assim como, a sua citotoxicidade.
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5 CONCLUSAO

As comprovagdes de dados estruturais através de analise de RMN H, RMN 13C, e
Espectrometria de Massas de alta resolugdo, mostram que os 10 Tiazdis propostos em rota
sintética, foram efetivamente formados.

Todos 0s compostos sintetizados foram testados enquanto sua atividade
antileihamanicida frente as formas promastigota, assim como a citotoxicidade para
macréfagos.

Dentre os 10 tiazois sintetizados e testados frente a forma promastigota, apenas o
composto JM.07 apresentou ser 0 mais seletivo com I1S= 4,93, ICsp =41,4 uM , CCso =204
uM .
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