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RESUMO

As doencas negligenciadas sdo um conjunto de doengas infecciosas que ocrrem em regides
tropicais e subtropicais de paises com economias em desenvolvimento. Dentre este conjunto de
infeccdes, destacam-se a Doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e a
leishmaniose transmitida pelo mosquito fleb6tomo. O farmaco atualmente utilizado no
tratamento da doencga de chagas é o Benzonidazol, mas este ndo é eficaz em estagios mais
avancados da doenca. Ja no tratamento da leishmaniose os farmacos sdo Amfotericina B,
antimoniais pentavalentes, Pentamidina e Miltefosina, no entanto, ndo s@o boas terapias para
essas doencas pois desencadeiam muitos efeitos colaterais. Diante disto, fica evidente a
necessidade de desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento destas doencas. Nossa
proposta consistiu em desenvolver uma série de compostos, utilizando como blocos de
construcdo as estruturas privilegiadas ftalimida e tiazois, a fim de produzir 10 moléculas
hibridas com atividade anti-T.cruzi frente as formas epimastigota, tripomastigota e amastigota
do T-cruzi e leishmanicida frente as formas promastigotas e amastigotas da L. amazonensis e
infantum. Apés a sintese da ftalimida, foi realizada reacdo Sn2 da ftalimida com a 2-
bromoacetofenona, seguida de reacdo de condensacdo com duas diferentes tiosemicarbazidas e
por fim, a ciclizagcdo com diferentes halo-acetofenonas, o tempo reacional foi em torno de 6 a
24 horas e os rendimentos variaram entre 28% e 94%. Foram realizados para 0s compostos
finais, testes de Citotoxicididade (CCso) frente as células de linhagem macrofagica e
epimastigota, tripomastigota e amastigota de T.cruzi, bem como para as formas promastigotas
e amastigota da L. amazonensis e infamtun. Como resultado, nove compostos apresentaram
ICs0 abaixo de 100uM para as tripomastigota T. cruzi. Para a leishménia, o composto FSigd,
apresentou ICso de 34uM (forma amastigota) e foi 0 mais ativo da serie. Os demais compostos
exibiram 1Cso acima de 100 uM para L. amazonensis e infantum. A sintese de ooutros analogos
para melhor determinacdo dos parametros da REA é necessaria e os dads obtidos aqui serviram

de base para direcionamento de perspectivas futuras.

Palavras-chave: Estruturas privilegiadas. Doencas negligenciadas. Leishmania. Doencas de
Chagas. Ftalimido-tiazol



ABSTRACT

Neglected diseases are a cluster of infectious diseases that affects tropical and subtropical
regions of countries with developing economies. Among this set of infections. Chagas disease
caused by the protozoan Tryponosoma cruzi and leishmaniasis caused by Phlebotomus. The
drug current used on the treatment of Chagas disease is Benzimidazole, but it is not showed
efficacy at advanced stages of the disease. In the treatment of leishmaniasis, Miltefosine,
Amphtericine B, Antimonials pentavalents and Pentamidine are commonlly used, however all
this drug are not a good terapy to the disease, due its hight site effect. Therefore, it is evidence
and necessary to develop new drugs for the treatment of these diseases. Our propose constitute
to develop a series of compounds, using as building blocks, the privileged structures of
phtalimide and thiazoles, to produce ten hybrid molecules with T. cruzi activity against the
forms of epimastigote, amastigote and trypomastigote and antileishmanicidal against the forms
of promastigote and amastigote of L. amazonensis and infantum. After the synthesis of
phtalimide, it was made Snz reaction of phtalimide with 2-bromoacetophenone, followed by
condensation reaction with two different thiosemicarbazide. Finally, a cyclization with different
halo-acetophenones, the reactional time was from 6 to 24 hours and the yields vary beweeen
28% and 94%. Were made to the final compounds cytotoxicity tests against macrophagic line
cells against the forms epimastigote, trypomastigote and amastigote of T. cruzi, following by,
the forms of promastigote and amastigote of L. amazonensis and infantum. As results nine
compounds showed 1Cso below 100uM to the forms epimastigote, trypomastigote and
amastigote of T. cruzi. To the Leihamaniasis, the compound FSiq, showed ICso 34uM
(amastigote form) most activy of the serie. The others showed 1Cso highest than 100uM to
L.amazonesnsis and infantum. The synthesis of other analogues to better determinate the
parameters of REA is need and the datas obtained here served as base of orientate future

perspectives.

Key-word: Privileged structure. Phtalimide-thiazoles. Neglected disease. Leishmania Chagas

Disease. Phthalimide-thiazole
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1 INTRODUCAO

De acordo com a Organiza¢do Mundial da Satde (OMS), doencas negligenciadas (ND)
sdo um grupo de doencas parasitarias ou bacterianas que vem afetando mais de um bilh&o de
pessoas, das quais quase que em sua maioria, Sd0 pessoas oriundas de paises em
desenvolvimento ou subdesenvolvidos tais como, Brasil, Guiné Bissau etc. Segundo o Centro
de Controle de Doengas (CCD) dos Estados Unidos da América (EUA), 100% dos paises de
baixa renda sdo afetados por pelo menos cinco doengas tropicais negligenciadas
simultaneamente. Em todo o mundo, 149 paises e territdrios sdo afetados por pelo menos uma
doenca negligenciada (DN). Individuos sdo frequentemente afetados por mais de um parasita
ou infec¢do. Ainda de acordo com o CCD o custo do tratamento para a maioria dos programas
de administra¢dao de medicamentos em massa das DN’s é estimados em menos de US$ 0,50 por
pessoa, por ano. (WHO, 2018)

O TRIPANOSOMA CRUZI (T. cruzi) é o parasita responsavel pela doenca de
Chagas, também conhecido como tripanosmiase Americana. E uma zoonose endémica
distribuida em toda América latina, considerada como uma doenca tropical negligenciada
(DTN) segundo a Organizacdo Mundial de Saude. Estima-se que 7 milhdes de pessoas ao redor
do mundo estejam infectadas pela doenca, e mais de 70 milhdes estdo em risco de infecgéo,
anualmente a doenca causa 7500 mortes. (FIOCRUZ 2013). Em sua fase aguda (doenca de
Chagas aguda — DCA) pode ou ndo apresentar sintomas, a DCA pode evoluir para formas mais

cronicas se ndo houver um tratamento precoce com medicamento especifico. (BRASIL, 2018)

A infeccdo tradicional através de vetores triatomineos (familia Reduviidae), que sdo
insetos hematdfagos conhecidos como barbeiros. Geralmente as principais formas de
transmissao aos seres humanos se da geralmente por ingestdo de alimentos contaminados, pela
picada do inseto quando este encontra-se infectado por Trypanosoma cruzi. No Brasil, entre os
anos de 2000 e 2013, as maiores incidéncias da doenca na fase aguda se apresentaram na regido
Norte, detectando-se surtos. A fonte principal sugerida foi a infec¢do através da ingestdo de

frutos contaminados pelo Trypanosoma cruzi (BRASIL, 2015).

Para o tratamento da doenca de chagas o Unico farmaco utilizado no Brasil é o
Benzinidazol apresenta boa eficacia nos estagios inciais mas ndo é muito eficaz no caso de
estagios mais avancados da doenca de Chagas. O tratamento ndo pode ultrapassar trés meses

pois o0 Benzinidazol ¢ altamente toxico para células de mamiferos. Sabendo disso, € imperativo
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qgue novos medicamentos para o tratamento da doenca de Chagas sejam desenvolvidos
(BRASIL, 2015).

De acordo com a organizagdo mundial de saude morrem entre 20 e 50 mil pessoas por
ano com leishmaniose e cerca de 700 mil novos casos sao reportados a cada ano. O tratamento
da leishmaniose ainda € muito limitado, este inclui drogas como Amfotericina B, Antimoniais
pentavalentes e pPentamidina. Miltefosina € atualmente usada, principalmente em criangas.
(WHO, 2018)

A infeccdo ocorre quando o flebétomo pica um individuo infectado ou um hospedeiro
reservatorio aspira macréfagos parasitados ou amastigotas livres no sangue ou mesmo em
tecidos. As amastigotas, ao atingirem o intestino médio do inseto, se transformam em
promastigotas. Estas formas flagelas, ap6s rapida multiplicacdo, se convertem nos
promastigotas infectantes e migratdrios. Do intestino anterior sdo regurgitadas ou introduzidas
na pele do proximo hospedeiro quando o inseto toma uma nova refeicao de sangue. (FIOCRUZ
1997)

Tendo em vista a toxicidade de boa parte de fArmacos no mercado para o tratamento de
doengas negligenciadas muitos centros de pesquisas, na sua maioria, dentro de Universidades
comegaram a pesquisar as chamadas “Estruturas privilegiadas” que sdo blocos de construgéo
molecular utilizados no planejamento e sintese de farmacos como uma estratégia para obtencéo
e otimizacdo de moléculas com atividades farmacoldgicas direcionadas. Esses nucleos sdo
chamados privilegiados, por terem diversas atividades bioldgicas ja comprovadas e associadas

a sua estrutura principal, registradas na literatura. (POLANSKI et al., 2012).

Como exemplo de estruturas privilegiadas, as ftalimidas vem sendo alvo de pesquisa
e estudos, ha varios registros na literatura de derivados da ftalimida possuirem diferentes tipos
de atividade biol6gica, alguns trabalhos desenvolvidos pelo grupo do Laboratério de
Planejamento em Quimica Medicinal (LpQM) apresentaram atividade bioldgica enquanto anti-
inflamatérios (LEITE et al., 2014), antiproliferativo (CARDOSO et al., 2015),
imunomodulador (COELHO et al., 2014) (LEITE et al., 2014) (PESSOA et al., 2014),
antitumoral (CARDOSO et al., 2015), antiangiogénicos (COSTA et al., 2015),
esquistossomicidas (SANTIAGO et al., 2014), antichagasicos (GOMES et al., 2016) e
(SANTOS 2018), leishmanicidas (ALIANCA et al., 2017). Além de muitas outras atividades

registradas por outros grupos de pesquisa de varios paises.
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Os tiazois, assim como as ftalimidas, possuem enorme gama de atividades bioldgicas
ja comprovadas na literatura. Se destacando com potenciais atividades antiparasitaria
(OLIVEIRA FILHO et al.), antimoral (RODRIGUES 2014) e Anti-T.cruzi (BARBOSA 2014
e DA SILVA 2014), leishmanicida (ALIANCA et. al., 2013), antimalarica reportados por
(WALCOURT etal., 2013; Bueno et al., 2016; MJAMBILI et al., 2014 e BEKNIT et al., 2015)

A partir dessas informacdes nossa proposta consiste em desenvolver uma série de
novos ftalimido-tiazéis, com a finalidade de producao de 10 moléculas com potencial atividade

anti-T.cruzi e lenshmanicida.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

e Obtencdo de 10 inéditos ftalimido-tiazois com potencial atividade anti-t-cruzi,

leishmanicida.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintese de 10 ftalimido-tiazois inéditos;

e Caracterizaca estrutural dos compostos sintetizados por RMN *H e 3C e EMAR;

e Avaliacdo da citotoxicidade in vitro dos derivados ftalimidos- tiazois em células de
linhagem de macrofagos;

e Avaliar a atividade anti-T-cruzi e leishmanicida in vitro dos novos derivados.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 LEISHMANIOSE

As leishmanioses sdo um grupo de doencas que afetam em grande parte populacdes pobres
ao redor do mundo, estdo associadas a mal nutri¢cdo, imunidade baixa e falta de recursos para
controle e tratamento da doenca. Leishmaniose esta dividida em trés formas principais: visceral,

cutanea e mucocutanea. (CCD, 2018)

A forma visceral, também conhecida como doenca de kalazar, é a forma mais séria, é fatal
em mais de 95% dos casos se ndo tratada, € caracterizada por episodios de febre irregular, perda
de peso, aumento do baco e figado e anemia. Ja a forma cutanea é a mais comum, causa lesao
na pele, principalmente Ulceras na parte exposta do corpo, levando a cicatrizes permanentes
entre outros. A forma mucocutanea, a qual causa destruicdo parcial ou total das membranas

mucosas do nariz e garganta. (WHO, 2018)

Seu tratamento é muito limitado, entre os farmacos pode-se incluir: Amfotericina B,
Antimoniais pentavalentes e Pentamidina e Miltefosina (Figura 1) esta ultima é usada
recentemente principalmente no tratamento de criancas. Além disso, este farmaco esta
disponivel apenas por via oral, ndo havendo outro tratamento por outras vias. O que o0s torna

bons farmacos pois a via oral é a melhor para ser administrada. (CCD, 2018)

Figura 1: Estrutura dos principais fA&rmacos usados no tratamento da leishmaniose.
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Fonte: http://www.conhecer.org.br/enciclop/2013a/miltidisciplinar/leishmaniose.pdf
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A infecc¢do o corre quando o fleb6tomo pica um individuo infectado ou um hospedeiro
reservatorio aspira macréfagos parasitados ou amastigotas livres no sangue ou mesmo em
tecidos. As amastigotas, ao atingirem o intestino médio do inseto, se transformam em
promastigotas. Estas formas flagelas, apd6s rapida multiplicacdo, se convertem nos
promastigotas infectantes e migratorios. Do intestino anterior sdo regurgitadas ou introduzidas
na pele do préximo hospedeiro quando o inseto toma uma nova refei¢éo de sangue (FIOCRUZ

1997). A Figura 2 abaixo apresenta o ciclo de vida da leishmaniose.

Figura 2: Ciclo de vida da leishmaniose
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Nova picada do mosquito

Fonte: www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis (adaptado)

3.2 DOENCA DE CHAGAS

Documentada pela primeira vez em 1909, pelo pesquisador e diretor do Instituto
Oswaldo cruz Carlos Chagas a doenga de Chagas tambem é conhecida como tripanossomiase
por Trypanosoma cruzi ou tripanossomiase americana. Refere-se como tripanossomiase
qualquer enfermidade causada por protozoarios do género Trypanosoma, que parasitam o
sangue e os tecidos de pessoas e animais. O Trypanosoma geralmente é transmitido de um

hospedeiro a outro por insetos — no caso humano, o principal vetor € um percevejo


http://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis
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popularmente conhecido como barbeiro ou chupdo (insetos das espécies Triatoma infestans,
Rhodnius prolixus e Panstrongylus megistus, dentre mais de 300 espécies que podem transmitir
0 Trypanosoma cruzi). (CRUZ, 2018)

O Trypanosoma cruzi € transmitido no ato de alimentagdo do inseto. Assim que o
barbeiro (Figura 3) termina de se alimentar, ele defeca, eliminando os protozoarios e
colocando-o0s em contato com a ferida e a pele da vitima. A doenca de Chagas também pode
ser transmitida por transfusdo de sangue ou durante a gravidez, da mée contaminada para o
filho. Outro modo de transmissdo é pela ingestdo de alimentos contaminados com vetores
triturados ou com seus dejetos. Em ambientes desmatados ou alterados também pode haver
transmissdo vetorial. Estima-se que existam aproximadamente 12 milhdes de portadores da

doenca crbnica nas Américas, cerca de 2 a 3 milhdes no Brasil (FIO CRUZ, 2013)

Figura 3: Insetos triatomineos, popularmente conhecidos como barbeiros

Fonte: http://bvsms.saude.qgov.br/bvs/publicacoes/vigilancia saude zoonoses pl.pdf

O ciclo de vida do T. cruzi (Figura 5) é complexo, com varios estagios de
desenvolvimento em insetos vetores e hospedeiros mamiferos. Tripomastigotas néo
replicativos, na corrente sanguinea, e amastigotas intracelulares replicativos, sdo as formas
tipicas do organismo, que sao identificadas em hospedeiros mamiferos, enquanto epimastigotas

replicativos estdo presentes no vetor triatomineo (Figura 4) (RASSI et al., 2009).

Figura 4 Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi

&

Epimastigota

Tripomastigota
3

Fonte: MORAIS 2016 —
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Figura 5: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

Doenga de Chagas: Ciclo de Vida do Fonte: Wkipédia
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Fonte: http://www.ciencias.seed.pr.gov.br/modules/galeria/detalhe.php?foto=2055&evento=3

Benznidazol e Nifurtimox - NFX (Figura 6), s@o as drogas de primeira e segunda linha
utilizadas para o tratamento da DC, respectivamente, foram disponibilizados no mercado na
década de 70, e até a presente data, sdo os dois Unicos medicamentos disponiveis para o
tratamento de DC no mundo. Infelizmente, na literatura poucas moléculas investigadas com
potencial de tripanossomicida, diminuindo a possibilidade de tratamento inovador. (FIO CRUZ,

2018)

Figura 6: Medicamentos indicados no tratamento etiolégico da doenga de Chagas: a) benznidazol e b)

nifurtimox

a) Benzinidazol b) Nifurtimax

Fonte: http://chagas.fiocruz.br/tratamento/(adaptado)
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3.3 ESTRUTURAS PRIVILEGIADAS

Alguns grupos sdo consideradas estruturas privilegiadas segundo (DESIMONE et al.,
2004). Este tipo de estrutura € utilizado para melhlorar a atividade de novas moléculas no
planejamento de farmacos (POLANSKI et al., 2012).

Sua estrutura possui um bloco de construcdo que sdo apenas uma caracteristica central
estrutural comum em um grupo de moléculas, as estruturas privilegiadas se destacam como
nacleos que fornecem analogos biologicamente ativos para diversos alvos. Servindo como
inspiracdo para o planejamento de novos farmacos (POLANSKI et al., 2012); (SCHNEIDER;
SCHNEIDER, 2017).

3.4 FTALIMIDAS

Ftalimidas sdo compostos heterociclicos (lactamas) de nitrogénio os quais tem se
tornando alvo de muitas pesquisas, possuem em sua estrutura um anel benzeno e uma imida
(Figura 7) Além disso, ja é comprovado que possuem diversas atividades bioldgicas (Figura

8) e por isso, séo consideras estruturas privilegiadas.

Figura 7: composicdo estrutural da ftalimida

-----
. ®e

N=R

Fonte: autor

Além de ser considerada uma estrutura privilegiada seu bloco de construcéo tem sido
muito utilizado em sintese organica para melhorar a atividade das moléculas e produzir novos
compostos com perfis farmacocinéticos de seguranca desejaveis, de acordo com as bibliotecas
de pesquisa e qualidade. (GOMES et al., 2016) (KUSHUAHA, KAUSHIK, 2016).
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Figura 8: O nucleo ftalimida e suas principais atividades identificadas na literatura.
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3.4.1 Atividade biologica in vitro de ftalimidas contra leishmaniose

ALIANCA et al., 2017 sintetizou uma serie de derivados ftalimido-tiazdis contra a
forma promastigota e amastigota da L. infamtum, os compostos mais promissores da série foram

0 2j e 2m com ICso de 9,8 uM e 13,9 UM respectivamente, como mostra a figura 9.

Figura 9: Estrutura dos compostos 2j e 2m sintetizados por ALIANCA et al., 2017

o
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Fonte: ALIANCA et al., 2017 (adaptado)

DA SILVA, 2013 também sintetizou uma serie de ftalimido -hidrazona-tiazol e obteve
como resultado o composto PMO01 com o 1Cs0=7,0uM 0 qual foi altamente ativo para a forma

promastigota da L. amazonensis como mostrado na Figura 10
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Figura 10: Estrutura do composto PMO01 sintetizado por DA SILVA, 2013

(0]

Fonte: SILVA, 2013 (adaptado)

3.4.2 Atividade bioldgica in vitro de ftalimidas contra doencas de chagas

SANTOS 2018, sintetizou diferentes compostos ftalimido-tiazois no qual o composto
destaque foi 0 IRSF.03 (Figura 11) com ICso = 3,60M que se mostrou seis vezes mais seletivo

para tripomastigotas T.cruzi que o Benzonidazol (1S=11,21), contra IS de 68,22.

Figura 11: composto ftalimido-tiosemicarbazona sintetizado por SANTOS 2018
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Fonte: SANTOS 2018 (adaptado)

Além de SANTOS 2018, GOMES et al. (2016) apresentaram 0S compostos
ftalimido-tiazois 6a, 6h, 6j e 6k (ICso=, 2,2uM, 3,2uM, 0,9uM, respectivamente) (Figura
12), com importante atividade tripanocida identificada.
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Figura 12: compostos com atividades tripanocida desenvolvido por GOMES et al., (2016)
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Fonte: GOMES et al., (2016) (adaptado)

3.5 TIAZOIS

Assim como as ftalimidas, os tiazois (Figura 13) também sdo considerados estrutura

privilegiadas, seu esqueleto possui um nitrogénio e um enxofre além de duas duplas ligacdes.

Figura 13: Esqueleto principal do tiazdl

L B
. .

PN .

)

Fonte: autor

Além disso, diversos estudos comprovam que os derivados tiazois possuem diversas
atividades bioldgicas, tais como atividades antichagasica, antitumoral etc. A (Figura 14)

mostra algumas atividades biologicas ja descobertas pelo LpQM.
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Figura 14: O ndcleo tiazol e suas principais atividades identificadas no LpQM e outros.
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Fonte: autor

3.5.1 Atividade bioldgica in vitro de tiazois contra leishmaniose

LIU et al. 2014, sintetizou em seu trabalho uma série de analogos contendo tiazdis
terminais na estrutura dos seus compostos frente a L. amazonesis, 0s que mais destacaram foram
0s compostos 7g, 7h e 7Kk, seus ICso foram: 0,17; 1,7 e 0,8128 uM respectivamente, com Sl=
27,6; 2,18 e 0,99 respectivamente. (Figura 15).

Figura 15: derivados de tiazois descritos por Liu et al., 2014
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Fonte: Liu et al., 2014 (adaptado)

BHUNIYA et al. 2015 testou uma serie de compostos contendo o anel tiazél, dentre os
mais promissores se destacaram os compostos 32 e 36 com ICso= 0,003 e 0,28 uM e SI = 20,93

e 13,5 respectivamente, todos para a forma amastigoda em L. donovani (Figura 16).
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Figura 16: Compostos com melhor atividade leishmanicida descritos por Bhuniya et al., 2015.
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Fonte: Bhuniya et. Al., 2015 (adaptado)

CARDOSO, 2014 em sua série de piridil-tiaz4is testou seu composto mais promissor

14 (Figura 17) frente a forma tripomastigota do T. cruzi, cujo 1Cso foi 0,37uM.

Figura 17: Estrutura do composto mais promissor de CARDOSO, 2014
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Fonte: CARDOSO, 2014 (adaptado)

3.5.2 Atividade bioldgica in vitro de tiazbis contra doengas de chagas

DA SILVA 2014, testou alguns derivados de piridil 1,3-tiazol para atividades
antichagassica, obtendo os compostos mostrados na (Figura 18) LpQM 3d e 3k com 0 ICso =
1.2 e 1.6 pM, respectivamente, foram 0s que mais se destacaram. Estes compostos nédo

apresentaram efeitos citotoxicos nas concentracdes tripanocidas frente a forma tripomastigota.

Figura 18: Compostos LpQM 3d e 3k com melhor atividade frente a forma tripomastigota
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Fonte: DA SILVA 2014 (adaptado)
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Um ano antes, GOMES et al., também sintetizou novos derivados de tiazol cuja melhor
atividade foi do composto 1c (Figural9) também frente a forma tropomastigoda apresentando
um ICso =3,6 M. Alem disso, foi descobeto também que se houver um grupo volumoso na
ligado ao C4 do tiazol aumentaria a atividade e isso foi provado por GOMES et al,. 2016 com

0 composto 1g que apresentou um 1Cso =3.8M também frente a forma tripomastigota.

Figura 19: composto sintetizados por GOMES et al., 2016 com melhor atividade
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Fonte: GOMES et al, 2016 (adaptado)
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4 PLANEJAMENTO DAS MOLECULAS

Os derivados ftalimido-tiazois obtidos nesse trabalho, foram sintetizados de forma
inédita, apos a sintese as moléculas foram analisadas quanto a sua atividade bioldgica, pelo
grupo LPgM (Laboratério de Planejamento e Sintese em Quimica Medicinal).

A pesquisa foi baseada nos trabalhos de feitos por Gomes et al. (2016), Santos 2018 e
Oliveira 2018, com atividade promissora comprovada enquanto antiparasitarios para T.cruzi e
Leishmaniose respectivamente. Nesses trabalhos os nucleos Ftalimida e Tiazdis foram
identificados como promissores para a atividade bioldgica dessas moléculas.

De forma geral, no planejamento, fixou-se o grupo origindrio da ftalimida, e as
estruturas gerais oriundas dos grupos tiazois (variando em Ri, Rz, R3, R4 e Rs), sendo estas

separadas pela estrutura proveniente da halo-acetofenona como mostra a Figura 21.

Figura 20 - Estrutura geral das Ftalimido-Tiazdis sintetizadas neste trabalho.
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Fonte: Autor

As estruturas dos compostos planejados foram analisadas segundo a “Regra dos 5 de
Lipinsk, et al. (1997). Esta regra descreve abordagens experimentais e computacionais para
antevé a solubilidade ¢ a permeabilidade de farmacos em desenvolvimento. A “Regra dos 5"
(Rule of 5) prevé que candidatos a bioativos devem apresentar quatro caracteristicas fisico-
quimicas: lipofilicidade, massa molar, numero de doadores e receptores de hidrogénioessas
caracteristicas s&o comuns em farmacos j& existentes (salvo excecdes), apresentando resultados
com valores multiplos de cinco. Além da regra de Lipinski, Veber et al. (2002), usou como

recurso complementar a Area de Superficie Polar (ASP) e o nimero de ligages Rotaveis, para
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estudar a absorcédo oral desses mesmos farmacos, todos esses parametros juntos, podem nos dar
muita informagdo acerca do composto, a Figura 21 mostra a regra de Limpinski e 0s
paramentos de Veber para os farmacos e a Tabela 1 mostra todos os essenciais parametros

(Lipisnki e Veber) dos compostos sintetizados nesse trabalho.

Figura 21 - Regra dos 5, proposta por Lipinski, et al. (1997) e pardmetros adicionais de Veber et al. (2002)
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4) PM <500 rotaveis < 10

Fonte: Autor

Tabela 1 - Dados dos compostos planejados aplicados a “Regra dos 5 ¢ Veber”

Lig.
MM <500 . ASP

Estrutura Ref. | Ha | Hp | MLogP Rot.
g/mol <140A2

<10 | <5 <5 <10
FSia| 6 1 2,50 483,50 7 148,72
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o 9 ] FSia| 5 1 3,75 456,49 6 102,90

0 ? FSie | 4 0 4,89 452,53 6 102,90
@fé" g

o 9 ] FSit | 4 1 4,32 507,39 6 102,90
@:é" \NfN\sr,"/ ci

o 9 ] FSi | 4 1 3,85 472,95 6 102,90
©<§)N \N’N\ser/ cl

. 9 FSza| 5 0 4,36 544,62 6 95,27
@:é” \N’N\Sr"/ OCH;,

. 9 @ FS»| 6 | O 559,59 7 141,09
@:‘é s 4,64

. 9 @ FSae | 5 0 5,06 532,59 6 95,27
©:‘<‘<ON \N’N\\er/ F

Valores obtidos através do site SwissADME

Como ¢ sabido, as regras de Lipinski e Veber estdo relacionadas com a absor¢éo oral
do composto, ou seja, 0s paramentos estudados por eles se relacionam com o quanto o composto
pode ser absorvido oralmente e se podera ou ndo ser absorvido pela membrana plasmatica e

alcancar o alvo.

Como pode-se observar, alguns compostos podem divergir a apenas uma regra ou pode
divergir as duas regras, grande parte desses compostos possui massa molar superior a 500g/mol,
log p> 4,15 e /ou ASP > 140A como é o caso dos compostos citados na tabela acima, os quais,
n&o se encaixam na regra de Lipinski, e/ou Veber, essas propriedades eram esperadas, visto que
sdo moléculas volumosas e pouco polares, em consequéncia disso, a administracao por via oral
se torna dificil. Sendo assim, pode-se observar uma relacdo inversamente proporcional entre o
Log P (que se relaciona com a absor¢do da membrana plasmética ou seja, se relaciona com a
lipofilicidade) e a ASP (que se relaciona com a polaridade da molécula). Portanto, quanto maior

a ASP menor sera a lipofilicidade e maior a absor¢do por via oral. Sendo assim, grande parte
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dos compostos sintetizados neste trabalho estd em concordancia com a regra de Lipinski, o que
pode ser positivo, visto que estes paramentos podem ser usados para o planejamento de novas

moléculas.
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5 METODOLOGIA

5.1 MATERIAIS E REAGENTES

Para as reacdes, foram utilizados os seguintes solventes: acetona, hexano, acetato de
etila, etanol, isopropanol, isobutanol, DMF e metanol, das marcas Dinadmica, Cinética ou
Quimica moderna. Os reagentes utilizados foram: anidrido ftalico, ureia, carbonato de potassio,
iodeto de potéssio, acido sulfirico, tiossemicarbazida, 4-fenil-3-tiossemicarbazida, 2-
bromoacetofenona, 2-bromo-3’-nitroacetofenona, 2-bromo-4’-metoxiacetofenona, 2-bromo-
3’,4’-dicloroacetofenona, 2-bromo-4’-fluoracetofenona, 2,4 -dibromopropioacetofenona, 2-
bromo-4’-nitroacetofenona, 2-bromoacetonaftona, 2-bromo-4-cloroacetofenona, 2,2°,4’-
tricloroacetofenona, todos foram adquiridos das marcas Sigma Aldrich, Pré-Quimicos,
Quimica Moderna, Vetec ou Cinética Quimica Ltda. O DMSO deuterado (DMSO-d6) da marca

Sigma-Aldrich foi utilizado para a realizagdo de todos os RMN’s.

As reacdes foram acompanhadas usando CCD, utilizando-se por fase silica-gel 60 da
marca Alugram® com indicador fluorescente F254. Para a leitura das placas cromatogréaficas
foi utilizada uma cdmara de radiacdo ultravioleta, com lampadas de 365nm e 254nm, da marca

Vilber Lourmat.

Para realizar algumas etapas das reac6es foi preciso utilizar banho ultrassénico Unique
EM-804, 40kHz de frequéncia (180W de poténcia). As chapas aquecedoras cuja marca Fisatom
752A, destilador Quimis®, vidrarias diversas, dessecador e freezer para armazenar 0s produtos.

O ponto de fusdo dos produtos obtidos, foi feito usando fusiobmetro Fisatom 430D. As
analises espectroscopicas foram realizadas em laboratorios parceiros. Sendo a RMN (*3C e 'H
e DEPT) 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 *3C)
e 0 equipamento da Bruker AMX (300 MHZ para *H; 75,5 MHz para 3C). O tetrametilsilano
foi usado como padrdo e o dimetilsulféxido deuterado (DMSO-d6) como solvente. A analise
de Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (EMAR) foi realizada no CETENE.
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5.2 ROTA SINTETICA

A Figura 22 mostra a rota sintética para a obtencdo dos tiazois. Na primeira etapa da
reacao, reagiu-se anidrido ftalico com a ureia a uma temperatura de 160° por 3hs. Na segunda
etapa, dissolveu-se o intermedidrio 1 em acetona e adicionou-se a 2-bromoacetofenona e
colocou-se para reagir em banho ultrassonico por 6hs, filtrou-se e pesou-se. Na terceira etapa,
solubilizou-se o intermediario 2 em etanol e adicionou-se a tiossemicarbazida e a 4-fenil-3-
tiossemicarbazida para a obtencdo de intermedidrios 3. Na Ultima etapa, reagiu-se 0S
intermediarios 3 com diferentes acetofenonas para produzir os 10 tiazdis listados na tabela

abaixo.

Figura 22: rota sintética para obtencdo dos 1,3 -tiazdis substituidos
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Fonte: autor

a) tiouréia, 160° b) 2-bromoacetofenna, K,COs, KI, Acetona, Agitacdo, 24hs c) Tiossemicarbazida, ou 4-fenil -

tiossemicarbazida, etanol, H,SO4, ultrassom ; d) 2-bromo-cetonas aromaéticas, isopropanol ou isobutanal, .
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Tabela 2: diferentes tiazois obtidos nesse trabalho.

Ri| R Rs R4 Rs Composto Com
final Ri|Re | Rs | Re | R ppasto

H| H | H | NO; | H FSi Ph | H | H| H |OCHs| FSau
H| H | H | H |OCHs| FSsp ﬁ[‘] E E Ngz '; Egi’
H| H | H | cl | CI FStc

H| H | H | H F FSua

H{CHs | H | H H FSte

H| H | Cl | H | CI FSu

H| H | H NAFTIL FSn

5.2.1 Sintese do Intermediario 1 (Ftalimida)

Macerou-se em um gral 4,059 (67,43mmol) de ureia, juntamente com 10,0g (67,52
mmol) de anidrido ftalico. A mistura em forma de p6, foi transferida para um baldo de fundo
redondo, e deixada em banho de 6leo com aquecimento até chegar a temperatura de cerca de
156°C, por aproximadamente 3h com o baldo semiaberto. Durante este tempo verificou-se a
fusdo dos compostos e formacao do novo sélido (um pé branco), além do desprendimento de
gases. Realizou-se uma CCD com o anidrido ftalico e o produto obtido, utilizando-se como

sistema eluente a mistura de Hexano/ Acetato de Etila em proporc¢éo de 7:3

Para purificacdo, o solido obtido foi lavado com dgua em sistema de filtragdo a vacuo.
O funil sinterizado contendo o produto foi acondicionado em dessecador por 48h e entdo pesada

a ftalimida (int. 1) para obtencéo dos dados de rendimento reacional.

5.2.2 Sintese do Intermediério 2

Em um bal&o de fundo redondo, adicionou-se 50mL de acetona P.A., 27 mmol de
ftalimida (4,009), 3,74g de K2COs e uma ponta de espatula de KI solido. Deixou-se a mistura
sob agitacdo mecanica, por 30 minutos a temperatura ambiente, para solubilizacdo. Logo apds,
adicionou-se 5,41g (27,18 mmol) de 2-Bromoacetofenona, e entéo o sistema permaneceu sob
agitacdo constante por 24hs. Foi necessario adicionar acetofenona em excesso para se conseguir

chegar ao final da reacéo. Para verificagdo do final da reacéo foi feito CCD’s com os reagentes
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e a mistura reacional, utilizando-se Hexano/ Acetato de Etila como fase mdvel na propor¢édo de
7:3.

Apds confirmacdo de termino da reacdo, o produto foi filtrado a vacuo, submetido a
lavagem com acetona aquecida e o sobrenadante secado no rotavaporador.

O produto solido seco, foi submetido lavagem com Alcool Isopropilico em sistema a
vacuo. O produto foi levado ao dessecador por 24hs para secagem e posteriormente foi obtido

o rendimento reacional.

5.2.3 Sintese dos Inter mediarios 3

5,00g (18,9 mmol) de Intermediéario foi solubilizado em 50mL de etanol P.A.. Apds a
solubilizacdo adicionou-se 1,72g (18,81 mmol) de tiosemicarbazida (para produzir os
compostos FSia-i) e 1,729 (10,28mmol) de 4-feniltiosemicarbazida (para produzir os compostos
FS2a-¢), juntamente com 14 gotas de Acido Sulfdrico P.A. A mistura foi mantida em ultrassom
ou refluxo por cerca de 30min. Apds esse tempo, foi adicionado ao sistema quantidade molar
equivalente da respectiva tiossemicarbazida 4-feniltiossemicarbazida. O sistema foi deixado em
ultrassom (6hs) ou refluxo (24hs). Em todos os casos foi necessario adicionar tiossemicarbazida
em excesso para se conseguir chegar ao final da reacdo. Apds realizacdo da CCD para confirmar
o fim da reacdo utilizando-se como fase mdvel a mistura Hexano/ Acetato de Etila na proporc¢éo
de 7:3. O sélido obtido foi filtrado a véacuo e lavado com Alcool Etilico. Em seguida o produto
foi levado ao dessecador por 24h e entdo pesado para obtencdo dos dados de rendimento

reacional.

5.2.4 Formacdo do produto final — (FS1a-r)

Solubilizou-se 500mg (14,8 mmol) do intermediario 3 em 20mL de isobutanol em
refluxo e adicionou-se diferentes acetofenonas como mostrado na tabela 2, apds 6hs foi feito
uma placa e confirmou-se que a reacao tinha chegado ao fim, logo depois o produto foi filtrado
e lavado com etanol e levado para o dessecador para posteriormente obter o rendimento

reacional.
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5.2.5 Formacao do produto final — (FSza-)

Solubilizou-se 500mg (14,8mol) do intermediario 3 em 20mL de isobutanol em refluxo
e adicionou-se diferentes acetofenonas como mostrado na tabela 2, apés 6hs foi feito uma placa
e confirmou-se que a reacdo tinha chegado ao fim, logo depois o produto foi filtrado e lavado
com etanol e levado para o dessecador para posteriormente obter o rendimento reacional.

5.3 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

A caracterizacdo da estrutura quimica das moléculas foi feita através de analises
espectroscopicas dos compostos finais (EMAR e RMN 3C e H). Além disso, também foram
vistos o ponto de fusédo (PF), e o fator de retencdo (RF) em cromatografia de camada delgada
(CCD) e o rendimento para cada molécula utilizando como sistema eluente a mistura de Hexano
(55%) e Acetato de Etila (45%).
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6 RESULTADOS

Na obtencdo dos produtos foi necessario purifica-los por simples lavagem, ndo foi
preciso recristaliza-los. Por fim, todos os ftalimido-tiazois obtidos se apresentaram em forma

de p6 amorfo colorido.

Tanto nos intermediarios quanto nos produtos finais foi necessario adi¢do de excesso de
acetofenonas as reagdes, sendo assim foi necessario a purificacdo dos produtos obtidos
utilizando simples lavagem para retirada do reagente em excesso. Logo apos a lavagem e a
filtracdo a vacuo, o produto foi levado ao dessecador para secar e por fim realizar outra placa

CCD para confirmar a pureza do produto.

Confirmando a pureza do produto final, foi feito um calculo do rendimento reacional do
reagente limitante que, no caso foi o intermediario 3. Portanto, para um rendimento de 100% o
composto final deveria mostrar quantidade equimilar ou seja, 1:1 em relacdo ao intermediario
3. Os valores obtidos para cada composto na etapa final se apresentaram em torno de 30% a
99%. Para tal, é considerado um bom rendimento valores a partir de 50%. As caracteristicas e
propriedades dos compostos finais aqui obtidos estdo dispostas a seguir (Tabela 3). Esta
apresenta estrutura, ponto de fuséo (PF), fator de retencédo (RF), e rendimento de cada um dos

10 produtos.

Tabela 3: caracteristicas gerais dos compostos e rendimentos

Estrutura Geral da Cod. | R: R> R3 R4 Rs PF | RF | Rend.
Molécula (°C) | (cm) | (%)
FSia | H H H | NO2 H 198- 2 81,25

@9\9@ 202

FSw | H H H H |OCHs| 174- | 1,8 | 94,80

@5?‘@—@’ 178

H H H Cl Cl 189- | 2,9 | 54,32

Q \9 " FS]_C
@: \N,N\f}’@,a 193

FSw | H H H F H 180- | 2,6 | 50,88
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. 9 FSie [CHs [CHa | H | H | H |226-| 29 | 5381
@ilé" \\Q_@ 230

. 9 FSiw| H | H | CI| H | ClI |165- | 385 | 27,73
@:‘é \N,NT}Q 270

. 9 FSw| H | H | H | NAFTIL |226- | 32 | 5233
@ilé" D 228

9 FSa| Ph | H | H | H | NO; | 214- | 31 | 3455
@E‘f Sy e 216

] 9 @ FSw | Ph | H | H [NO;| H |179-| 33 | 59,70
@fé" SN 181

i 9 @ FS| Ph | H | H | H | F |213 | 38 | 59,65
SIs N one o

A estrutura quimica dos compostos foi confirmada através dos dados espectroscépicos

obtidos. Estes corroboram para a formacao dos produtos planejados, de acordo com os espectros

demonstrados abaixo, que mostra o processo de caracterizacio por RMN *H e RMN 3C a partir

da molécula

A Figura 23 apresenta o espectro de RMN *H do composto FSic, nele pode-se observar

um singleto em 4,69ppm referente aos hidrogénios do grupo -CHz2. Em 5,00 ppm ha outro

singleto referente ao hidrogénio do grupo amino — NH. Em 7,05 tem-se outro singleto o qual se

refere ao hidrogénio do Cs do tiazdl. Além disso, ha outro singleto em 7,6 ppm que pertence ao

hidrogénio do anel aromatico substituinte do tiazdl. A regido aromatica apresenta um multipleto

referente a 11H
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Figura 23: espectros de RMN *H do composto FSc
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Ja no espectro de RMN de *C (Figuras 24), encontra-se um pico em 42,35ppm
referente ao carbono do grupo CH2. Em 167,56 e 167,30 percebe-se o0s picos referentes aos dois
carbonos cabonilicos (2C=0). Ainda proximo desses carbonos (169,83ppm) ha o carbono C2
do tiazol, o carbono C4 esta a 144.01ppm e o carbono C5 esta a 106,69ppm. (Figura 25) Além
dos carbonos do tiazol ha também o carbono da imina (C=N) que se encontra a 153.96ppm.
Para a regido aromatica (Figura 26) os carbonos estdo na faixa entre 135,69 até 123,25ppm.



42

Figura 24: espectros de RMN *3C do composto FS;.

H
ok N N
g 17 »ﬁ ¢
S
5 Cl
i i T i g
c=0 4
c2 - CH:
C=N N—,
1;0 I 1%8 I léﬁ 1é4 1%2 I 1%0 I lés léﬁ I 1%4 I 152 ‘ léD ‘ 148 I 146 I 1;4 I 4; ‘ 4& ‘ 4;
f1 (ppm) f1 (ppm)

o
N N N N
N/\% 4 cl

—_
—135.43

—135.06
—13470

—12325
_
o
[7/]
Q
— 106 64

1
|
| q I iii J i ! “ I ” "i ll Ih i i
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 T
135 133 131 129 127 125 123 121 119 117 115 113 111 109 107

f1 (ppm)

A Figura 26 apresenta o espectro de RMN *H do composto FSzs, nele pode-se observar
um singleto em 4,84ppm referente aos hidrogénios do grupo -CH2. Em 6,72pm ha outro singleto
referente ao hidrogénio do C5 tiaz6l. Em 6,96 tem-se outro singleto o qual se refere ao
hidrogénio do anel aromatico vizinho ao grupo nitro (NO2). Referente aos anéis aromaticos
pode-se perceber os picos dos anéis aromaticos, este por sua vez apresenta um multipleto



43

integrando para 17 hidrogénios tendo em vista que ha uma certa simetria entre os hidrogénios

dos anéis e por isso, ndo se consegue encontrar 0s picos separadamente.

Figura 26: espectro de RMN 'H do composto FSy,
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A Figura 27 apresenta o espectro de RMN *C para o composto FSzb, pode-se ver que
a 167,35 e 167,20ppm encontra-se os carbonos carbinilicos (2C=0), a 170,13ppm encontra-se
0 C2 do anel tiazol, também em 147,47ppm encontra-se C4 do anel tiazdl. Em 153,34ppm
encontra-se o carbono da amina C=N. Em 148,9 ppm encontra-se o carbono do anel aromatico

ligado ao grupo nitro (NOz2) e finalmente encontra-se o grupo CHz em 41,43ppm.
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Figura 27: RMN *3C do composto FSy,
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A Figura 28 mostra os picos referentes a regido aromatica, como podemos observar 0s
aromaticos estdo entre 137,32 e 123,27 ppm, além disso, o C5 do anel tizél encontra-se em
104,67ppm.

Figura 28: espectro RMN *C do composto Fs,
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6.1 COMPOSTO FSia

(o]
H N
S / NO,
5
o

Férmula Quimica: C,5H,7;N50,S
Peso Molecular: 483.50g/mol

RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz), 8ppm: 4.70 (s, 2H, CH2), 5.02 (s, 1H, N-H); 7,43 (s, 1H, Cs-
Htiazol); 7,53 (S, 1H, CHar); 8,74-7,72 (m, 12H, CH-Ar).

RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz), 8ppm: 34,24 (-CH2), 107,16 (C5tiazol), 143,94 (C=N), [167,56;
167,28] (2C=0), 169,93 (C2tiazol), 148,28 (Cdtiazat); [136,10; 135,42; 134,7] (CH-Ar);
[123,25;122,04;121,90] (CH-Ar), [119,94; 119,80] (CH-ar), [131,07-126,0] (CH-Ar).

EMAR (espectrometria de massas de alta resolucdo): Calculado [M-H]": 483,10;
Encontrado: 481,59

PONTO DE FUSAO (°C)= 198-202

6.2 COMPOSTO FSip

(0]
H N OCH;3
N \N/N\(/
/
S
o

Férmula Quimica: C,¢H,,N,O3S
Peso Molecular: 468,53g/mol
RMN H (DMSO-ds, 400 MHz), 8ppm: 5,01 (s, 2H, CH2); 3,79 (t, 3H, CHa); 7,17ppm (Cs-
Htiazot); 5,01ppm (N-H); 7,80 -7,6 (m, 12H, C-Harc).

RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz), dppm: 169,82 31 (C2iiazo); [167,63; 167,40] (2C=0); 159,03
(Cdtiazol); C=N (144,28); C5riazsi (101,95); 55,62 (CH2); 34,06 ( CHs); 135,54 (C-OCHz); 134,69
12,318 (CH-AV).
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EMAR (espectrometria de massas de alta resolucdo): Calculado [M-H]": 468,13;

Encontrado: Nao encontrado

PONTO DE FUSAO: (°C): 174-178

6.3 COMPOSTO FSic

H
N
\N/ \(N Cl
\_/

Cl

Férmula Quimica: C,;H,,Cl,N,O,S
Peso Molecular: 507,39g/mol

RMN H (DMSO-ds, 400 MHz), ppm: 4,69 (s, 2H, CH2); 5,00 (s, 1H, N-H); 7,33 (s, 1H,
CsHhiazol); 7,51 (5, 1H, CH-ar); 7,3 — 7,58 (m, 12H, CH-AT).

RMN 1C (DMSO-ds, 100 MHz), Sppm: [167,56; 167,30] (2C=0); 169,03 (Catiazol); 106,72
(Cstiazol); 144,01 (Catiazot); 42,35 (CH2); 153,96 (C=N); 135,65 — 123,25 (CH-AV).

EMAR (espectrometria de massas de alta resolucdo): Calculado [M-H]™: 506,04;
Encontrado: 505,68

PONTO DE FUSAO: (°C): 189-193

6.4 COMPOSTO FSud

o

H
N ~ N N
N/\2(4 F
L/
5

Férmula Quimica: C,sH;,FN,0,S
Peso Molecular: 456,49g/mol

RMN 'H (DMSO-ds, 400 MHz), dppm: 4.70 (s, 2H, CH2); 5,01 (s, 1H, N-H); 7,07 (s, 1H,
C5tiazo|); 7,84-7,13 (CH-AF)
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RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz), dppm: 169,61(C2tiazer); 167,57; 157,31 (2C=0); 163,10
(Ctiazot); 159,88 (C2tiazot); 144,70 (C=N); 103,35 (Cbtiazs1); 42,34 (CH2); 134,62 — 115,19 (CH-
Ar).

EMAR (espectrometria de massas de alta resolucdo): Calculado [M-H]": 456,49;

Encontrado: Nao encontrado

PONTO DE FUSAO: (°C): 180-184

6.5 COMPOSTO FSze

H
N \ N 2 N
N \iX’Q
s/
o 5
CH,

Férmula Quimica: C,sH,,N,0,S
Peso Molecular: 452,53g/mol

RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz), 8ppm: 3,59 (s, 3H, CHa); 4,97 (s, 2H, CHz2); 7,80 (s, 1H, N-
H); 7,90 — 7,27 (m, 14H, CH-Ar).

RMN 13C (DMSO-dg, 100 MHz), dppm: 175,22 (C2tiaze1); 169,35; 167,83 (2C=0); 144,44
(C=N); 163,38; (C4tiazer); 110,27 (Cbtiaze1); 62,75 (CH2); 34,46 (CHs), 136,22 — 123,17 (CH-
Ar).

EMAR (espectrometria de massas de alta resolugdo): Calculado [M-H]":452,13;

Encontrado: Nao encontrado

PONTO DE FUSAOQ: (°C): 226-230

6.6 COMPOSTO FSis

H
x N N
N/\%
L
5

Formula Quimica: C,;H,,CI,N,0,S
Peso Molecular: 507,39g/mol

(o}




48

RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz), 8ppm: 5,04 (s, 2H, CH2); 7,28 (s, 1H, Cbtiazel); 8,43 (s, 1H,
NH); 8,05 — 7,34 (m, 12H, CH-Ar).

RMN C (DMSO-ds, 100 MHz), Sppm: 169,76 (C2tiazel); 167,33 e 167,30 (2C=0); 149,72
(Cliazel); 144,05 (C=N); 106,03 (C5tiazs1); 61,90 (CH2); 135,54 — 123,25 (CH-AY).

EMAR (espectrometria de massas de alta resolucdo): Calculado [M-H]": 506,04;
Encontrado: 505,59

PONTO DE FUSAO: (°C): 165-270

6.7 COMPOSTO FSiyg

Formula Quimica: C,oH,(,N,40,S
Peso Molecular: 488,56g/mol

RMN *H (DMSO-ds, 400 MHz), dppm: 4,70 (s, 2H, CHz); 5,03 (s, 1H, N-H); 7,36 (s, 1H,
CStiazsl); 7,53 (s, 1H, CH-Ar); 8,10 — 7,23 (m, 15H, CH-AY).

RMN 13C (DMSO-ds, 100 MHz), dppm: 169,77 (C2tiazel); 167,56 e 167,33 (2C=0); 144,01
(Cdtiazel); 144,75 (C=N); 106,11 (Cbtiaze1); 42,19 (CH2); 133,09 — 123,00 (CH-Ar).

EMAR (espectrometria de massas de alta resolucdo): Calculado [M-H]": 488,13;
Encontrado: 487,98

PONTO DE FUSAO: (°C): 226-228

6.8 COMPOSTO FS2a

N §:>
a
N—N

'y
o 4
S/

5
Foérmula Quimica: C3,H,4N405S
Peso Molecular: 544,62g/mol

OCH,
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RMN H (DMSO-dg, 400 MHz), dppm: 3,69 (s, 3H, CHzs); 4,82 (s, 2H, CH2); 6,55 (s, 1H,
Cbtiazol) 6,55; 7,74 — 6,78 (m, 14H, CH-Ar).

RMN 3C (DMSO-ds, 100 MHZ), 8ppm: 167,64 (C2tiazsl); 159,50 e 159,40 (2C=0); 153,69
(Ctiazer); 139,99 (C=N); 101, 33 (Cb5tiazo); (55,54) CH2; 35,93 (CHs3); 133,64 — 123,44 (CH-
Ar).

EMAR (espectrometria de massas de alta resolucdo): Calculado [M-H]": 544,16;
Encontrado: 542,98

PONTO DE FUSAOQ: (°C): 214-216

6.9 COMPOSTO FS2p

(
N N _No2 N
[Iié\EEN’\ 4
\Sr/
(0]

S NO,
Formula Quimica: C5;H,;N5O,4S
Peso Molecular: 559,59g/mol

RMN 1H (DMSO-ds, 400 MHZ), dppm: 4,84 (s, 2H, CH2); 6,72 (s,1H,C5tiazol); 6,96 (5, CH-ATr);
8,10 — 7,23 (m, 17H, CH-AT).

RMN C (DMSO-ds, 100 MHz), dppm: 170.13 (C2tiaze1); 167,75 e 167,00 (2C=0); 153,84
(Cdtiazel); 148,59 (C=N); 104,67 (C5tiazol); 41,45 (CH2); 137,32 — 122,54 (CH-AT).

EMAR (espectrometria de massas de alta resolucdo): Calculado [M-H]": 559,13;
Encontrado: 558,01

PONTO DE FUSAOQ: (°C): 179-181
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6.10 COMPOSTO FSzc

N \/NZN i

Férmula Quimica: C;H,;FN,0,S
Peso Molecular: 532,59g/mol

RMN H (DMSO-ds, 400 MHz), 8ppm: 4,73 (s, 2H, CH2); 6, (5,1H, Cbtiazol); 7,74 — 7,04 (m,
19H, CH-Ar).

RMN 3C (DMSO-dg, 100 MHz), ppm: 170,42 (C2tiazs1); 167,40 e 167,00 (2C=0); 160,24
(C2tiaze1); 153,58 (C=N); 138,58 (C4tiazs1); 102,23 (Cbtiaze1); 35,51 (CH2); 137,12 — 115,01 (C-
Ar). EMAR (espectrometria de massas de alta resolucdo): Calculado [M-H]*: 532,14;
Encontrado: 530,91

PONTO DE FUSAO: (°C): 213-216
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7 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA
7.1 MATERIAL E METODO
7.1.1 Avaliacdo da atividade Anti-T.cruzi

7.1.2 Cultivo de células

Formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi (cepa Y) foram cultivadas em meio LIT
(Infusdo de figado, extrato de levedura, hemina e acido félico) pH 7,4 suplementado com 10%
de soro fetal bovino inativado (SFB — Gibco) e incubadas a 28 °C. As formas tripomastigotas e
amastigotas foram mantidas em meio de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), pH 7,2
suplementado com 10% de SFB e incubadas a 37 °C, com 5% de COs..

Células LLC-MKz (célula epitelial do rim de macaca [Macaca mulatta]; CCL-7;
American Type Culture Collection, Rockville, MD, USA) foram cultivadas em meio DMEM,
pH 7,2, suplementado com L-glutamina e 10% de SFB e incubadas a 37 °C em atmosfera de
5% de COa.

7.1.3 Avaliacéo da citotoxicidade das substancias

A citotoxicidade foi avaliada em células LLC-MK: utilizando o ensaio de viabilidade
celular através da reducao do MTT (MOSSMANN, 1983). Este método se baseia na capacidade
das enzimas desidrogenases mitocondriais em converter o sal de tretazélio (3-[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium-bromide) hidrossoldvel em uma substancia
purpura insoltvel, denominada formazan.

Para isso, células LLC-MK:2 (2,5 x 10° células mL™t) em meio DMEM suplementado
com 10% de SFB foram cultivadas em placas de 96 pogos e mantidas a 37 °C e 5% de COz2 por
24 h. Em seguida, as substancias foram adicionadas em concentracgdes crescentes (10, 50, 100,
500 e 1000 uM) e a placa incubada durante 96 h. Apos o tratamento, as células foram lavadas
com PBS (pH 7,2) e incubadas na presenca de MTT (2 mg mL™?) por 4 h. O sobrenadante foi
removido, os cristais de formazan foram solubilizados em DMSO e a leitura da absorbancia
realizada a 570 nm em um espectrofotometro de placas (Power Wave XS — BioTek). A
percentagem de células viaveis foi calculada em relagdo ao controle. Os valores de CCso

(concentracéo citotoxica em 50%) foram determinados por analise de regresséo logaritmica.
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7.1.4 Determinacdo da atividade antiproliferativa das substancias em formas
epimastigotas

Formas epimastigotas (1 x 10° parasitos mL™) com cultivo de 96 h foram adicionadas
em placa de 96 pocos estéril, na presenca e auséncia das substancias, diluidas em
dimetilsulfoxido (DMSQO) (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA) a 1%, em seguida
incubadas por 96 h a 28 °C. Os tratamentos foram realizados nas concentragdes finais de 1, 5,
10, 50 e 100 uM e o ensaio de viabilidade celular através da reducao do XTT (MESHULAM,
1995). Este método se baseia na capacidade das enzimas desidrogenases mitocondriais em
converter o sal de tretazdlio hidrossoluvel (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulphenyl)-(2H)-
tetrazolium-5-carboxanilide) em uma substancia purpura, denominada formazan. Foram
determinadas as concentra¢es inibitdrias para 50% dos parasitos (ICs0) (VENDRAMETTO,
2010).

7.1.5 Avaliacéo da atividade das substancias na proliferacao de amastigotas intracelulares

Células LLC-MK:z (2,5 x 10° células mL™*) em meio DMEM suplementado com 10%
de SFB foram dispensadas em laminulas de vidro redondas, dispostas em placa de 24 pocos por
um periodo de 24 h em estufa com 5% de CO2 a 37 °C. Apds esse periodo, o meio foi retirado

para remogdo das células ndo aderidas as laminulas. Em seguida, foram adicionadas
formas tripomastigotas de T. cruzi (1 x 107 parasitos mL™) em meio DMEM, suplementado
com 10% de SFB e 100 pg mL* de penicilina e estreptomicina, por 24 h. Ap6s a interagdo entre
as células e os parasitos, serdo adicionadas as substancias em diferentes concentracoes, e
incubados em estufa de CO2 a 37 °C por 96 h. Apds esse periodo, as laminulas foram fixada
com metanol por 5 min, coradas com solugdo de Giemsa 5% e montadas sobre Iaminas de vidro
com Permount®. A visualizacdo de pelo menos 200 células foi realizada em microscépio optico
de luz e o indice de sobrevivéncia estabelecido (multiplicando-se o percentual de células
infectadas pelo nimero médio de parasitos por célula). Os valores de 1Cso foram determinados

por analise de regresséo logaritmica.

7.1.6 Avaliacéo da atividade das substancias na viabilidade de formas tripomastigotas
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Formas tripomastigotas (1x107 parasitos mL™) em meio DMEM suplementado com
10% de SFB foram adicionadas em microplacas de 96 pogos na presenca e auséncia de
concentrag0es crescentes (1, 5, 10, 50, 100 uM) das substancias e incubadas por 24 h a 37 °C
em atmosfera de 5% de CO2. O resultado foi obtido pela observagéo da motilidade, permitindo
a determinacdo da viabilidade dos parasitos, utilizando o método de Brener (BRENER, 1962).
Que consiste na contagem de parasitos de 50 campos de 5 pLL da amostra em lamina-laminula
e por fim, calculado o ECso (concentracdo efetiva para 50% dos parasitos) por regressao

logaritmica.

7.1.7 Tripomastigotas

As formas tripomastigotas (cepa Y) foram obtidas a partir da infeccdo in vitro (107
parasitos) da linhagem de células Vero, ap6s estas obterem confluéncia em cultura. Para
determinar o efeito antiproliferativo para formas tripomastigotas da cepa Y (4x106
parasitos/ml), mantidas em meio RPMI+1% de antibiético+5% de SFB, foram semeadas em
placas de 96 pogos a 37°C, juntamente com diferentes concentra¢es dos compostos (0,19; 1,56;
6,25; 25; 100 pg/ml) por 24h a atmosfera de 5% de CO2. Obteve-se como controle negativo da
reacao pocos sem tratamento e a droga de referéncia utilizada como controle positivo foi o
benzonidazol. Determinou-se a viabilidade parasitaria por contagem direta em camara de

Neubauer e, a partir desses valores, obteve-se a IC50. Cada ensaio foi realizado em triplicata.

7.1.8 Resultados

A Tabela 4 apresenta os valores obtidos de atividade biologica para citotoxicidade
frente a células de mamiferos e formas epimastigota e amastigota, (para células LLC-MK?) e a
Tabela 5 apresenta os valores para as células de macréfagos RAW 264.7 nas formas

Tripomastigotas dos 10 compostos



Tabela 4: resultados obtidos para atividade anti T. cruzi das ftalimido-tiazois

Citotoxicidade | Epimastigota | tripomastigota | Amastigota
Cod. (LLC-MK?2) 1Cs0 UM™* ECso UM** I1Cs0 uM™
CC50 *** T. cruzi T. cruzi T.cruzi
FSia 551+81 >206 >206 >206
FSip 555 + 33 >213 >213 >213
FSic 507 + 76 >197 >197 >197
FSi1d 241 +13 183 + 22 >219 >219
FSie 428 + 62 >224 >224 >224
FSut 507 + 45 >230 >230 >230
FSig 136 £9 >197 >197 >197
FSaa 445 + 29 >211 >211 >211
FSap 1.025 + 82 >183 >183 >183
FSac 633+ 3 >178 >178 >178
BZD 614,7 £115,2 6,5+0,7 34,5 7,6 19,2+3,0

*Ensaio de citotoxicidade
CCso = Concentragdo citotoxica para 50% das células
ICso= Concentracdo inibitoria para 50% das ceulas

IS = indice de seletividade frente a promastigota e amastigota

M= micromoalr (10 mol/L)

BZD. = Controle positivo (Benzimidazol)
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Para a forma epimastigota, dos 10 compostos testados, apenas 0 FSia com 1C50=183uM

apresentou atividade, no entanto, ao comparar-se com o Benzimidazol (farmaco de referéncia)

I1C50=6,5 UM, percebe-se que 0 BZD € 28x mais ativo que 0 FSid. Os outros compostos

apresentaram 1Cso superior a 197uM.

Para as formas amastigota, todos os compostos testados, nenhum apresentou atividade frente ao

T.cruzi, todos apresentaram 1Cso maior que 197uM
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Tabela 5: Resultados obtidos para atividade anti T. cruzi das ftalimido-tiazéis para a forma tripomastigota

Citotoxicidade _ _
. | Tripomastigotas IS
Composto | (CCso)uM ICso T.cruzi
RAW 264.7 UM
FSu >413 51,62 >8,00
FSb 385 8,94 43,06
FSy. 194,44 6,07 32,03
FSid >438 14,85 29,50
FSie 59,7 58,82 0,96
ESur >394 2812 >14.01
FSig 123 54,01 2,27
FSea 178 4,48 39,73
FSu >357 1013 >35,24
FS2c >375 >187,76 <1,99
BZD 1.011,51 6.46 156,50

*Ensaio de citotoxicidade

CCso = Concentragdo citotoxica para 50% das células

ICso= Concentracéo inibitoria para 50% das ceulas

IS = indice de seletividade frente a promastigota e amastigota
UM= micromoalr (10° mol/L)

BZD. = Controle positivo (Benzimidazol)

Dentre todos os compostos analisados, seis se destacaram por sua atividade contra a
forma tripomastigota do parasita. A maioria dos compostos apresentou 1Cso menor que o do
controle. Essas moléculas apresentaram indices de seletividade maiores que o do Benzonidazol,
apenas o0 FSie e 0 FS1g foram menos seletivo que a referencia. Porém, foram 2,66 e 2,89 vezes

mais ativo que a referencia respectivamente.

Quanto a citotoxicidade, todos apresentaram para a forma tripomatigota, foram menos
promissores que o0 Benzimidazol. No entanto, o ICso das formas tripomastigotas dos nove
compostos de destaque (FSia, FSib, FSic, FS1d, FS1e, FSif, FS1q, FS2a € FSap), faz com que os
indices de seletividade dos compostos mostrem-se mais interessante que o Benzonidazol. Os

composto FSip apresenta IS de 43,06 quase sete vezes mais seletivivo para a célula do parasito
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que para a ceula de mamiferos, enquanto que o Benzimidazol possui IS de 6,46. Assim, n6s
observamos que os substituintes fortemente ativadores do anel aromatico promovem um

acréscimo na atividade anti-T.cruzi.

Ainda para a forma tripomastigota, foi observado que no conjunto dos nove tiazois, sete
apresentaram atividade com H como substituinte no nitrogénio 3, com concentraces inibitorias
entre 8,94uM e 58,82uM (FSia, FSab, FSic, FS1d, FS1e FSit € FS1g maiores que a do farmaco de
referéncia que é de 156,40uM. Os outros dois, apresentaram atividade com Ph como
substituinte no nitrogénio 3 (FS2a e FS2b) com 1Cs0=4,48 e 10,13uM respectivamente. Com isso,
baseado nos valores de 1Cso inferiores ao Benzimidazol pode-se afirmar que os compostos
sintetizados podem ser promissores como agentes anti-T.cruzi. No entanto, os valores de CCso

sdo inferiores ao farmaco de referencia e com isso, s&o mais toxicos que o Benzimidazol.

7.2 ATIVIDADE BIOLOGICA FRENTE AS FORMAS PROMASTIGOTA E
AMASTIGOTA (L. amazonensis e infantum)

7.2.1 Citotoxicidade

A citotoxicidade em células de mamiferos foi avaliada através de ensaios com MTT.
Esse ensaio baseia-se na reducdo dos sais amarelos de tetrazolio por redutases mitocondriais de
células metabolicamente ativas. Cristais de formazan sdo formados no interior dessas células,
que deve ser lisadas para a solubilizacdo e posterior analise por espectrofotometria. Uma vez
gue a quantidade de formazan produzida é diretamente proporcional ao nimero de células
viaveis, quanto maior for a viabilidade celular, maior ser& a proporcao de reducdo do MTT e

maior sera a absorbancia.

Os macrofagos da linhagem RAW 264.7 foram soltos das garrafas de cultura e foram
plaqueados em placas de 96 pocos, fundo reto e incubadas por 24h, a 37°C e atmosfera com
5% de CO2, para aderéncia. Ap0s esse tempo, os compostos foram adicionados nas
concentracfes de 6 a 200 pg/mL e incubados novamente por um periodo de 48h. Foram
utilizados pocos apenas com meio de cultura como controle negativo. Apés a incubacdo foi
acrescentado 25uL de MTT (3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo difenil tetrazélio) a
5mg/mL em PBS, seguida de uma nova incubacao por 2h, a 37°C e ao abrigo da luz. Parte do
meio de cultura juntamente com o restante de MTT foi aspirado e 100uL de DMSO foi

adicionado por poco para solubilizacdo dos cristais de formazan resultantes da redugéo do MTT.
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Foi realizada a leitura da absorbancia a 570 nm no espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC
Multiskan FC. A concentracdo citotdxica para 50% da cultura (CCso) foi determinada por

analise de regressdo pelo software GraphPad Prism. Cada ensaio foi realizado em triplicata.

7.2.2 Promastigotas

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis (cepa WHOM/00 LTB 0016) e L.
infantum (cepa MHOM/MA/67/ITMAP-263) foram mantidas a 26° C em meio Schneider’s
(Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino (meio completo). Parasitas na fase

exponencial de crescimento foram utilizados em todos os experimentos.

Para o0 ensaio de atividade leishmanicida, os parasitas foram contados e diluidas em
meio Schneider’s (Sigma) completo a 1 x 10° células/mL. Os parasitas foram incubados a 26°C
na presenca de diferentes concentracGes dos compostos (1,5 a 200ug/mL) por 72h. Parasitas
incubados apenas com meio de cultura e com Miltefosina foram utilizados como controle
negativo e positivo, respectivamente. O crescimento celular foi avaliado e a 1Cso/72h foi

determinada por analise de regressdo. Cada ensaio foi realizado em triplicata.

7.2.3 Amastigotas

Para esta avaliacdo, macrofagos RAW 264.7 foram distribuidos em placas de 24 pogos
(3 x 10° células/mL) contendo uma laminula redonda estéril. Os macrdfagos foram incubados
para aderéncia por 2h, a 37°C e atmosfera com 5% de CO2. Apds essa incubacao inicial foram
acrescentadas promastigotas infectivas de L. amazonensis ou L. infantum na proporcao de 8
parasitas/ macréfago, por um periodo de 6h, a 37°C e 5% de CO2. Os parasitas nao
internalizados foram removidos por lavagem e a cultura foi incubada novamente na presenca
de diferentes concentrages dos compostos (6 a 200 pg/mL) por 24h, a 37°C e 5% de CO2. A
miltefosina foi utilizada como controle positivo, nas mesmas concentragdes dos compostos.
Apbs a incubacdo, as laminulas contendo a cultura foram lavadas com PBS, coletadas e coradas
com kit de coloracéo Panotico Réapido. A porcentagem de macrofagos infectados, bem como o
namero de amastigotas/macréfagos foi determinada pela contagem de 100 macréfagos, em
duplicata. A atividade leishmanicida dos compostos foi verificada pela diminuicdo no numero
de macrofagos infectados e de amastigotas intracelulares nas culturas tratadas em comparacéo
com a cultura controle sem tratamento. Os valores de 1Cso foram calculados por andlise de

regressdo utilizando o software GraphPad Prism.



7.2.4 Resultados (L. amazonensis e Infantum)
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Os valores obtidos em testes de atividade biolégica para citotoxicidade, 1Cso para as

formas promastigota da L. amazonensis e infantum, os 10 compostos estdo dispostos na

Tabela 6 e para as formas amastigotas estdo na Tabela 7.

Tabela 6: Resultados obtidos para atividade leishmanicida dos fitalimido-tiazois na forma promastigota

*Ensaio de citotoxicidade

Citotoxicidade Promastigota Promastigota
Cod. (CCso)uM”* 1Cs0 UM 1Cs0 UM
RAW 264.7 L. amazonencis L. infantum
FSia >413 140 121
FSib 385 >427 >427
FSic 194,44 197,85 117,11
FS1d >438 110 71,7
FSie 59,7 >376 199,57
FSat >394 >394 >394
FSig 123 >409 >409
FS2a 178 >367,22 >367,22
FSab >357 >357,40 >357,40
FSac >375 >375 >375
Ctr. 56,67 15,82 18,00

CCso = Concentracao citotoxica para 50% das células
ICs0= Concentragdo inibitoria para 50% das ceulas

IS = indice de seletividade frente a promastigota e amastigota
MM= micromoalr (10° mol/L)
Ctr. = Controle positivo (Miltefosina)

Para as formas promastigota, da L. amazonensis, apenas 0s compostos FSia € FSid

foram os melhores da série com 1Cso = 140uM e 110uM respectivamente, esses valores séo

bem superiores a Miltefosina a qual foi usada como farmaco de referéncia com ICso =

15,82uM.
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Ainda na forma promastigota mas desta vez para L. infantum, os mais ativos foram
0S compostos: FSia, FSic € FSid com I1Cso = 121uM, 117uM e 71uM respectivamente. O
mais ativo de todos foi o FS14, entretanto, ndo foi mais ativo do que a Miltefosina com 1Cso=
18,00uM, quase 4x menos ativo que a referéncia, todos o0s outros apresentaram 1Cso maiores
que 200uM.

Quanto a seletividade, nenhum dos compostos sintetizados apresentou seletividade
em comparacdo com o farmaco de referéncia. Em relagéo a toxicidade, todos os compostos
sintetizados apresentaram CCso maiores que a referencia, sendo assim, todos os compotos

mostraram-se poouco citoxicicos, apenas 0 FSie apresentou CCso proximo da referencia.

Tabela 7: Resultados obtidos para atividade leishmanicida dos fitalimido-tiazois na forma amastigota

Citotoxicidade Amostigota Amastigota

Cod. (CCso)uM” I1Cs0 UM I1Cs0 UM
RAW 264.7 L. amazonencis L. infantum

FSia >413 171,08 82,68
FSib 385 244,80 160,56
FSic 194 186,36 81,14
FSid >438 196,41 34,06
FSie 59,7 243,30 82,58
FSat >394 228,23 103,09
FSig 123 218,80 >409
FS2a 178 >367,22 >367,22
FSan >357 >357,40 >357,40
FSac >375 >375 >375
Ctr. 56,67 7,07 1,67

Legenda:
*Ensaio de citotoxicidade
CCsp = Concentracdo citotoxica para 50% das células
ICso= Concentracéo inibitdria para 50% das ceulas
IS = indice de seletividade frente a promastigota e amastigota
UM= micromoalr (106 mol/L)
Ctr. = Controle positivo (Miltefosina)

Nas formas amastigotas da L. amazonensis, apenas o composto FSia com ICso=

171,08uM foi o mais ativo da serie, entretanto ele foi 24x menos ativo que a a Miltefosina,
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(1Cs0=7,07uM). Todos 0s outros compostos ndo apresentaram atividade, seus ICso foram maior
que 200uM. Quanto a citotoxicidade, todos se apresentaram menos tdxicos que a referéncia,
apenas 0 FSie apresentou citotoxicidade préxima da miltefozina CCs0=56,6uM. Além disso,

nenhum composto apresentou seletividade em relacdo a miltefesina.

Jé& para as formas amastigota da L. infantum os compostos mais ativos foram FSia, FSic
FSid e FS1e com I1Cso = 82,68; 81,14; 34,06 e 82,58uM respectivamente, a0 ompararmos com
0 da Miltefosina 1Cso= 1,67M o0s valores foram muito elevados, quase 30 vezes maior do que
0 composto FSid que foi 0 mais ativo da serie. Quanto ao indice de seletividade percebe-se que
0s compostos também ndo foram bem seletivos tendo em vista que seus valores sdo bem
inferiores ao da Miltefesina 8,00 (forma amastigota L. amazonensis) e 33,87 (forma amastigota

L. infantum).

Uma possivel justificativa para a baixa atividade € a substitui¢cdo nos C5 e C4 do tiazol
por substituintes mais volumosos, como no caso de GOMES et al., (2016) que em sua série
sintetizou os compostos 6a, 6], 6h e 6k os quais foram os mais ativos da série, e nos mostra
que possivelmente substituicdes no anel tiaz6l por compostos mais volumosos, tais como,
benzino e/ou anéis aromaticos substituidos, tendem a ser mais ativos. Além disso, 0 grupo
espacador ndo deve ser muito volumoso, pois provavelmente grupos volumosos entre os blocos
de construcdo podem, também, diminuir a atividade, como mostrou SILVA, 2013 em seu
composto PMO01, o grupo espagador era uma hidrazona, e seu composto foi o melhor de sua
série, SANTOS 2018, também mostrou em sua serie o composto IRSF.03 que
tiosemicarbazonas subistuidas com grupos volumosos apresentam boa atividade. No entanto,
ao ciclizar a tiazol, os resultados ndo foram satisfatorios, reforcando assim que grupos volumos
como agentes espagadores dimiuiem a atividade dos tiazdis. Entretanto, ndo se pode afirmar
com certeza se a atividade de uma molécula esta ou ndo relaciona aos seus substituintes ou aos

grupos espacadores entre 0s blocos de construcao.
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8 CONCLUSOES

As comprovacdes de dados estruturais através de analise de RMN H, RMN 23C, e
Espectrometria de Massas de alta resolucdo, mostram que as 10 ftalimido-tiazdis em rota

sintética, foram efetivamente formadas.

Dos 10 compostos sintetizados e testados frente a forma epimastigota, apenas 1 (FSid)
mostrou-se ativo com ICsp = 183 uM, porém 2,5x mais toxico que a referéncia (CCso= 241
pUM) e BZD = 614,1uM). Além disso, apenas um composto apresentou -se menos toxico que o
farmaco de referencia FSa, com CCs0=1.025uM 1,66 vezes menos toxico que o BZD. No
entanto, este ndo apresentou atividade frente a nenhuma forma do T. cruzi, nenhum composto

sintetizado apresentou atividade.

Dentre os 10 compostos finais testados frente a forma promastigota da L. amazonensis,
apenas 3 apresentam atividade (FSia 1C50=140uM; FSic 1Cs0= 198uM e FSid ICs0=110uM),
seus ICso foram 85, 12,5 e 7,0 vezes maiores do que a Miltefosina 15,82 uM. Porém dois deles
ndo apresentaram seletividade FSia e FSid, apenas o FSic obteve o IS =0,98 3x vezes menor
que a referencia 3,14.

Para a forma promastigota da L. infantum, quatro compostos apresentaram atividade
(FS1a, FSic, FS1d € FSie) todos com 1C50=121uM, 117uM, 71, 7uM respectivamente, 0 mais
ativo dentre os quatro foi 0 FSie com 1Cs0=71,7 UM quase 4 vezes maior que miltefosina..

Para as formas amastigota da L.amazonensis 0s compostos que apresentaram atividade
foram: FSia; FSib; FSic; FSid; FSie; FSif € FSig, com ICso= 171,08; 244,08; 186;36; 196,41,
243,30; 228,23 e 218,80 UM respectivamente. No entanto, apenas quatro deles apresentaram

indice de seletividade, mas ndo foram suficientes em comparacao com a referéncia.

J& para as formas amastigota da L. infantum apenas seis apresentaram atividade FSia;
FSib; FSic; FSid; FSie € FSir com 1Cso= 82,68; 160,56; 81,14; 34,06;82,58 e 102,09
respectivamente. O composto que mais ativo foi 0 FSia com 1Cso 20 vezes maior que o de

referencia 1,67.

Para as  formas  tripomastigota  dos macrofagos RAW 264.7
De forma geral, todos 0os compostos testados apresentaram-se menos toxicos que da Miltefosina
(para as formas promastigota e amastigota da L. amazonensis e infantum), mas apenas 1

apresentou-se pouco toxico para o T-cruzi. No entanto, todos os compostos mostraram alto 1Cso
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e 0 baixo indice de seletividade. Foi demonstrado também que, possivelmente, ha uma relacao
entre os grupos substituintes do C4 e C5 do tiaz6l com a toxicidade dos compsotos, ou seja,
quanto mais volumoso for o grupo substituinte no C4 e/ou C5 menos toxico se torna o

composto.

Dante do exposto, é de suma importancia o desenvolvimento de novos farmacos
(preferencialmente com pouco ou nenhum efeito colateral) para doengas negligenciadas, como
por exemplo, leishmaniose e chagas. Nos estagios da doenca as chances de tratamento,

enguanto a doenca esta no comeco, aumenta consideravelmente as chances de cura.
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