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RESUMO

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) trata-se de uma doenca tropical negligenciada
que causa lesdes na pele e nas mucosas dos individuos infectados, podendo causar também
deformacdes na face. Essa doenga é causada por protozoarios dos subgéneros Leishmania e
Viannia, sendo transmitida por flebotomineos fémeas. No Brasil, sdo registrados de 15 a 20 mil
casos de LTA anualmente e, no estado de Pernambuco foram registrados 1.855 novos casos
dessa doenca no periodo de 2013 a 2018, sendo assim considerada um grave problema de saude
publica. Para o tratamento de LTA, sdo disponibilizados os farmacos: antimoniato de N-metil-
meglumina, anfotericina B, pentamidina e miltefosina. Além do alto custo e eficaz moderada
contra parasito, esses farmacos possuem graves efeitos adversos e relatos de resisténcia do
parasito. Devido a essa situacdo, existe uma necessidade de insercdo de novos farmacos para o
tratamento de LTA, o nucleo heterociclo pentagonal tiazolidin-2,4-diona, além de sua
versatilidade na sintese de novos compostos, € considerado uma estrutura privilegiada na
quimica medicinal e apresenta relatos na literatura de atividade antiparasitaria promissora, em
especial atividade leishmanicida. A partir dessa premissa, 0 presente trabalho propfe em
realizar a sintese, elucidacdo estrutural, atividade antioxidante e avaliacdo leishmanicida de
novos compostos heterociclicos pentagonais. A partir dos mecanismos reacionais de N-
alquilacdo, condensacdo de Knoevenagel e tionacdo via reacdo de Wittig foram sintetizados
sete novos compostos das séries LgIT/LYS e LgIT/MOG, através de uma rota de sintese e
purificacdo eficiente, apresentando rendimento reacionais de 63 a 84,99%. As estruturas
quimicas dos sete novos compostos foram elucidadas através de técnicas convencionais, tais
como Ressonincia Magnética Nuclear de H e 3C, Espectroscopia de Absor¢do no
Infravermelho e Espectrometria de Massas. Os pardmetros farmacocinéticos in silico
mostraram que 0S novos compostos estdo de acordo com as regras de Lipinski e Veber e, esses
resultados preditivos indicam gque 0s novos compostos podem ter uma boa biodisponibilidade
oral. Na avaliagdo da atividade antioxidante in vitro, os compostos LqlT/MOG-02 e
LgIT/MOG-06 destacaram-se, pois apresentaram ICso de 11,2 e 10,1 uM, respectivamente, no
ensaio de eliminagdo de radicais DPPH, demonstrando que a adi¢do do biciclo indol podem
contribuir na eliminacdo de radicais por doacdo de hidrogénio. Na avaliacdo in vitro de
citotoxicidade em macrofagos J774, verificamos que a adicdo do halogénio bromo (Br) no
composto LqIT/LYS-04 e a substituicdo bioisostérica do oxigénio por enxofre no composto

LqIT/MOG-06 contribuiram para a diminuigdo da citotoxicidade em relacdo aos demais



compostos estudados. Na dosagem indireta de NO, todos os compostos, exceto o LgIT/MOG-
01, apresentaram aumento significativo de nitrito em baixas concentracbes. Na avaliagcdo
leishmanicida com as formas promastigotas de Leishmania amazonensis, 0 composto
LqIT/LYS-04 destacou-se por apresentar valor de ICso de 7,83 uM, demonstrando que a adigdo
do Br contribuiu para o aumento da lipofilicidade desse composto e que, os efeitos eletronicos
promovidos por esse atomo podem ter contribuido para a atividade leishmanicida. O composto
LgIT/LYS-04 apresentando um indice de seletividade igual a 3,30, demonstrou assim atividade
leishmanicida promissora, sendo escolhido para avaliacdo leishmanicida em formas evolutivas

amastigotas de L. amazonensis.

Palavras-chave: leishmaniose tegumentar americana; atividade antioxidante; Leishmania;

tiazolidina.



ABSTRACT

American cutaneous leishmaniasis (ATL) is a neglected tropical disease that causes lesions on
the skin and mucous of infected individuals, and can also cause deformations on the face. This
disease is caused by protozoa from the subgenera Leishmania and Viannia, and is transmitted
by female sandflies. In Brazil, 15 to 20 thousand cases of ATL are registered annually and, in
the state of Pernambuco, 1,855 new cases of this disease were registered in the period from
2013 to 2018, thus being considered a serious public health problem. For the treatment of ATL,
the following drugs are available: N-methyl-meglumine antimoniate, amphotericin B,
pentamidine and miltefosine. In addition to the high cost and moderate effectiveness against
parasites, these drugs have serious adverse effects and reports of parasite resistance. Due to this
situation, there is a need for insertion of new drugs for the treatment of ATL, the heterocyclic
pentagonal thiazolidin-2,4-dione nucleus, in addition to its versatility in the synthesis of new
compounds, is considered a privileged structure in medicinal chemistry and presents reports in
the literature of promising antiparasitic activity, especially leishmanicidal activity. Based on
this premise, the present work proposes to carry out the synthesis, structural elucidation,
antioxidant activity and leishmanicidal evaluation of new pentagonal heterocyclic compounds.
From the reaction mechanisms of N-alkylation, Knoevenagel condensation and thionation via
the Wittig reaction, seven new compounds from the LqIT/LYS and LglT/MOG series were
synthesized, through an efficient synthesis and purification route, with reaction yields from 63
to 84.99%. The chemical structures of the seven new compounds were elucidated through
conventional techniques, such as *H and 3C Nuclear Magnetic Resonance, Infrared Absorption
Spectroscopy and Mass Spectrometry. The pharmacokinetic parameters in silico showed that
the new compounds are in accordance with the rules of Lipinski and Veber, and these predictive
results indicate that the new compounds may have a good oral bioavailability. In the evaluation
of antioxidant activity in vitro, the compounds LglIT/MOG-02 and LqlT/MOG-06 stood out, as
they presented ICso of 11.2 and 10.1 uM, respectively, in the DPPH radical scavenging test,
demonstrating that the addition of the indole bicycle can contribute to the elimination of radicals
by hydrogen donation. In the in vitro evaluation of cytotoxicity in J774 macrophages, we found
that the addition of halogen bromine (Br) in the compound LglIT/LYS-04 and the bioispheric
replacement of oxygen by sulfur in the compound LglIT/MOG-06 contributed to the decrease
in cytotoxicity in relation to to the other studied compounds. In the indirect measurement of
NO, all compounds, except LqlT/MOG-01, showed a significant increase in nitrite at low

concentrations. In the leishmanicidal evaluation with the promastigote forms of Leishmania



amazonensis, the compound LqlT/LYS-04 stood out for presenting an ICso value of 7.83 uM,
demonstrating that the addition of Br contributed to the increase in the lipophilicity of this
compound and that, electronic effects promoted by this atom may have contributed to
leishmanicidal activity. The compound LqglT/LYS-04, with a selectivity index equal to 3.30,
thus showed promising leishmanicidal activity, being chosen for leishmanicidal evaluation in

evolutionary forms of L. amazonensis in works after this one.

Key words: american cutaneous leishmaniasis; antioxidant activity; Leishmania; thiazolidine.
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1 INTRODUCAO

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) sdo um conjunto de doengas infecto-
parasitarias ndo-contagiosas que podem ser causadas por parasitos intracelulares e
extracelulares, acometendo, de forma ndo exclusiva, populacdes de baixo poder aquisitivo
residentes nas zonas tropical e subtropical do planeta (MOLYNEUX et al, 2017). As DTNs
afetam mais um bilh&o de pessoas no mundo, além disso, o tratamento dessas doencas consiste
em farmacos antigos, com baixa eficacia e alta toxicidade, necessitando assim de novas
abordagens terapéuticas (CHAMI; BUNDY, 2019).

Dentre as DNTS, a leishmaniose tegumentar americana (LTA) é um grave problema de
salde publica em paises emergentes (SANTOS et al, 2020). No Brasil, a LTA possui uma alta
incidéncia, sendo registrados, anualmente, 15 a 20 mil novos casos (SINAN, 2020). Essa
doenca € causada por protozoarios flagelados do género Leishmania spp e suas principais
manifestacdes clinicas sdo lesdes na pele e mucosas e pode causar deformacgdes na face dos
individuos infectados (BURZA et al, 2018).

O tratamento para a LTA apresenta uma limitagdo terapéutica devido a baixa variedade
de farmacos voltados a doenca. O Ministério da Saude brasileiro disponibiliza os seguintes
farmacos contra leishmanioses: antimoniato de N-metil-meglumina, anfotericina B
(desoxicolato ou lipossomal), pentamidina e miltefosina (BRASIL, 2020). Todos os farmacos
citados apresentam uma alta toxicidade, complicacdes durante a administracdo, longos periodos
de tratamento e relatos de cepas resistentes em regides endémicas (MENEZES et al, 2015;
VAKIL et al, 2015).

Por existir baixa demanda da indUstria farmacéutica para DNTs, como a LTA, pesquisas
e descoberta de novas entidades quimicas (NEQs) tornam-se necessarias para atuar no
tratamento quimioterapico dessas doencas. Diante disso, a quimica medicinal possui papel
fundamental nesse contexto, por ser uma ciéncia multidisciplinar voltada a descoberta, sintese
e elucidacdo de novos candidatos a farmacos (MIKOVSKI et al, 2019).

A principal estratégia da quimica medicinal na obtencdo de novos farmacos séo as
modificagdes moleculares em estruturas privilegiadas. Esses scaffolds ou fragmentos
moleculares podem agir em diferentes receptores bioldgicos do parasito e possibilita uma
diversidade de compostos quimicos diferentes (LEITE et al, 2018).

A estrutura privilegiada escolhida no presente estudo foi o nucleo heterociclo
pentagonal tiazolidin-2,4-diona (TZD), por ser uma classe quimica com atividades biolégicas

promissoras a partir de modificacdes moleculares (NAIM et al, 2017). A literatura descreve
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atividade antiparasitaria atribuidas a compostos tiazolidinicos, tais como tripanossomicida
(OLIVEIRA et al, 2015), esquistossomicida (ALMEIDA JUNIOR et al, 2019), antiviral
(BAHARE et al, 2015), antimalarica (JAIN et al, 2018), em especial, a atividade leishmanicida
(KAISER et al, 2015; LEITE et al, 2016; AIRES, 2017; GOUVEIA, 2017; GOUVEIA, 2019).

Tendo em vista a necessidade de novos farmacos para o tratamento da LTA, com melhor
resposta terapéutica, baixo custo e menos efeitos adversos, o presente trabalho propde-se
realizar a sintese, caracterizagdo quimica, avaliar a atividade antioxidante e potencial

leishmanicida de novos compostos heterociclicos pentagonais.
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2 OBJETIVO
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver novos compostos heterociclicos pentagonais a partir do scaffold tiazolidin-

2,4-diona e avaliar seu potencial leishmanicida e atividade antioxidante.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar e determinar as caracteristicas fisico-quimicas dos novos compostos

heterociclicos pentagonais pertencentes as séries LgIT/LYS e LgIT/MOG;

e Avaliar o potencial antioxidante in vitro dos novos derivados das séries LgIT/LYS e
LgIT/MOG;

e Verificar parametros farmacocinéticos in silico dos novos derivados das séries LqIT/LYS
e LqlT/MOG.

¢ Analisar o potencial citotoxico dos novos derivados e a producéo de 0xido nitrico das séries
LglT/LYS e LgIT/MOG em linhagens de células de macréfagos J774;

e Auvaliar o efeito leishmanicida in vitro dos novos derivados das séries LgIT/LYS e
LglT/MOG sob as formas promastigotas de Leishmania amazonensis e estabelecer o indice

de Seletividade dos compostos testados.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

3.1.1 Aspectos gerais da leishmaniose tegumentar americana

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) é uma doenca infecto-parasitaria néo-
contagiosa causada por protozodrios intracelulares pertencentes aos subgéneros Leishmania e
Viannia que acometem o sistema imunolégico inato dos individuos infectados e seus principais
sintomas clinicos sdo lesdes na pele e nas mucosas. Essa doencga é transmitida através de picadas
de insetos-vetores fémeas dos géneros Phlebotomus (velho mundo) e Lutzomyia (novo mundo)
(HANDLER et al, 2015; TORRES-GUERREIRO et al. 2017; BURZA et al, 2018).

Sobre as manifestacdes clinicas da doenca, a LTA pode se apresentar das seguintes
formas: cutanea localizada (LCL), cutanea disseminada (LCDM), cutdnea difusa (LCD),
cuténea atipica (LCA), mucosa (LM), mucocutanea (LMC), cutanea recidiva (LCR) e cutanea
pos-leishmaniose visceral (calazar) (LCPC) (ARONSON et al, 2016; MEIRELES et al, 2017).

A LTA estar incluida na lista de doencas tropicais negligenciadas (DNTs) da
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e estima-se que, anualmente, 0,6 — 1 milh&o de pessoas
residentes em areas endémicas sdo infectadas por essa doenca (RUPALLI, 2019; WHO, 2020).
Atualmente, 89 paises situados na Asia, Africa, América e regido do mediterraneo ja
registraram casos de LTA e, segundo dados mais recente da OMS (Figura 1), em 2018, os paises
gue mais reportaram casos de LTA foram: Afeganistdo, Argélia, Bolivia, Brasil, Colémbia,

Venezuela, Ird, Iraque, Peru, Paquistdo, Siria e Tunisia (WHO, 2020).

Figura 1 — NotificacBes de casos de LTA registradas no mundo pela OMS no ano de 2018

Number of new CL cases reported, 2018

Countries reporting imported CL cases Il -5 000

Sweden - 23 Jordan - 4 I 1000 - 4999
eeeeeeeeee (Bolivarian  Suriname - 4 2 .
Republic of) - 20 Buigaria - 3 I 100- 999 ] No autochtonous cases reported
Uzbekistan - 7 United Kingdom - 3 Greece - 1 [ <100 Bl o data
9 hina -5 El Salvador - 2 Italy - 1

Peru-5 Bangiadesh - 1 Panama -1 . 0 Not applicable

Fonte: WHO, 2020
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No Brasil, a LTA trata-se de um grave problema de saude publica e sanitério e, de acordo
com dados estatisticos mais recentes do SINAN (Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo), em 2018, foram notificados 17.950 novos casos dessa parasitose no pais e as
regides brasileiras com maior incidéncia foram: norte (8.515 casos) e nordeste (4.415 casos).
Wilke et al (2019) apontam que a endemia de LTA, em paises como o Brasil, deve-se a
urbanizacdo e mudancas climéticas. Esses fendmenos fazem com que os insetos-vetores
migrem para areas periurbanas e rurais, tornando-se assim uma ameaca a satde publica.

No Estado de Pernambuco foram registrados 1.855 novos casos de LTA no periodo de
2013 a 2018. Apesar de serem registrados casos por todo estado, existe uma grande incidéncia
desta parasitose nos municipios localizados no litoral e zona da mata pernambucano. Segundo
dados do SINAN (2020), os municipios pernambucanos mais incidentes no periodo de 2013 a
2018 foram: Escada, Recife, Moreno, Timbauba, Vicéncia, Xexéu, Macaparana, Bonito, Belo

Jardim, Vitdria de Santo Antdo e Cabo de Santo Agostinho (Figura 2).

Figura 2 — NUmero de casos de LTA registrados nos municipios pernambucanos no periodo de 2013 — 2018

Nimero de casos de LTA nos municipios pernambucos

(2013 - 2018)
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VICENCIA

TIMBAUBA
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RECIFE

ESCADA

0 50 100 150 200
Fonte: SINAN (2020)

Em relacdo a classificacdo taxondmica da Leishmania spp (Quadro 1), é valido destacar
que esse parasito pertence a familia trypanossomatidae. Essa familia possui grande interesse
clinico por conter também os agentes etioldgicos causadores das DNTs Doenca de Chagas e
Doenca Africana do Sono, Trypanossoma cruzi e Trypanossoma brucei, respectivamente
(AKHOUNDI et al, 2016; KAUFER et al, 2020). As principais caracteristicas morfologicas
dessa familia sdo o cineplasto, DNA mitocondrial unico e um tnico flagelo (CAETANO, 2019).

Atualmente, ja foram descritos na literatura mais de 20 agentes etiologicos relacionados
com a patogénese da LTA. No Brasil, as trés espécies predominantes sdo: L. (L) amazonensis,

L. (V) braziliensis e L. (V) guyanensis, porém as espécies L. (V) lainsoni, L. (V) naiffi, L. (V)
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shawi e L. (V) lindenberg foram reportadas em alguns estados brasileiros, sobretudo nas regides
norte, nordeste e centro-oeste (ZAGHI et al, 2011; AKHOUNDI et al, 2016; BRASIL, 2017;
BURZA et al, 2018).

Quadro 1 - Classificacdo taxondmica da Leishmania spp

Classificacao taxonomica
Reino Protista
Sub-reino Protozoa
Filo Sarcomastigophora
Subfilo Mastigophora
Classe Zoomastigophorea
Ordem Kinetoplastida
Subordem Trypanosomatina
Familia Trypanosomatidae
Subfamilia Leishmaniinae
Género Leishmania
Subgéneros Leishmania e Viannia

Fonte: KAUFER et al, 2020

Dentre as espécies do género Leishmania existentes no Brasil, a espécie escolhida para
avaliacdo leishmanicida dos novos compostos heterociclicos pentagonais foi a Leishmania
(Leishmania) amazonensis, devido a sua alta viruléncia, por gerar lesbes cronicas na pele e
mucosa e por possuir resisténcia ao tratamento quimioterapico convencional (SCOTT;
NOVAIS, 2016; FIRMINO-CRUZ et al, 2020).

3.1.2 Ciclo biolégico da Leishmania spp

O ciclo biologico de Leishmania spp € classificado como um ciclo heteroxénico, pois,
0 parasito pode viver alternadamente em hospedeiros vertebrados mamiferos, exemplificado na
Figura 3 por seres humanos, e em hospedeiro invertebrados, insetos-vetores fémeas da
subfamilia Phlebotominae (KEVRIC et al, 2015; BATES, 2018). As leishmanias apresentam
duas formas evolutivas: amastigota intracelular (hospedeiro vertebrado) e promastigota

(hospedeiro invertebrado) e sua reproducéo ocorre por divisao binaria simples ou longitudinal


https://pt.wikipedia.org/wiki/Phlebotominae
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(BATES, 2018). O ciclo biolégico apresentado na figura abaixo (Figura 3) é valido para todos
0s agentes etioldgicos da LTA.

Figura 3 — Ciclo biol6gico da Leishmania spp
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urante o repasto sanguineo o vetor r - io f: itad of:
hnjeta promastigotas metaciclicas o omastigotas sdo fagocitadas por macréfagos ou por

Divid na pele do hospedeiro vertebrado outros tipos de células do sistema fagocitico mononuclear
ividem-se no
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2558 +
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o \ - {\ 2 - varios tecidos e infectam outras células

Fonte: Extraida e adaptada do Center for Disease Control and Prevention (2017)

O ciclo de transmissdo de Leishmania spp inicia-se quando dipteros flebotomineos
fémeas infectadas realizam o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado, como o ser humano,
injeta promastigotas metaciclicas (Figura 4A) na hipoderme do hospedeiro, sendo a forma
infectante da leishmania (KEVRIC et al, 2015; SEGUIN; DESCOTEAUX, 2016).

Figura 4 — Formas Evolutivas de Leishmania spp. A: formas promastigotas metaciclicas de Leishmania
spp; B: Formas amastigotas intracelular de Leishmania spp no macréfago

A
o
-
Al T f

Fonte: A e B: Oxford (2018).

Logo, macrofagos e células mononucleares do sistema imune presentes na corrente
sanguinea migram para a regido da hipoderme para fagocitar as promastigotas e, no
fagolisossomo (fusdo do vacuolo parasitoforo com lisossomos do macrdéfago), o parasito
assume a forma amastigota para escapar da acdo de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio
(EROS e ERNS) e diminuir suas necessidades energeéticas, devido a limitacdo de nutrientes na
célula-hospedeira (SEGUIN; DESCOTEAUX, 2016). De acordo com Podinovskaia e
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Descoteaux (2015), as promastigotas também podem infectar macrofagos ativamente, através
de interacdes do flagelo com receptores presentes na superficie do macro6fago, como CR3 e
FcyR, que ndo ativem a resposta microbicida dessa célula (PODINOVSKAIA;
DESCOTEAUX, 2015).

A forma evolutiva amastigota (Figura 4B) possui mecanismos de resisténcia que impede
de ser destruida pela célula infectada, permitindo multiplicasse no macréfago e resistir ao pH
do lisossomo. A reproducéo das amastigotas se dar por diviséo binaria simples. Devido a grande
quantidade de amastigotas, o macrdfago lisa liberando-as para infectar outras células
mononucleares atraidas para sitio de infeccdo, ocorrendo assim a instalacdo da infeccéo pelo
parasito (SEGUIN; DESCOTEAUX, 2016).

No periodo noturno, durante o repasto sanguineo, a fémea do género Lutzomyia spp
(Figura 5) ingere macrofagos infectados com amastigotas. No intestino médio do inseto-vetor,
as amastigotas comecam a ter uma alta taxa de proliferacdo e assume a forma promastigota
prociclicas (SUNTER; GULL, 2017).

As promastigotas prociclicas migram para as por¢des anteriores do trato digestivo do
inseto fémea e, através do processo de metaciclogénese, transformam-se em promastigotas
metaciclicas (forma infectante). Apos alguns dias, as promastigotas metaciclicas migram para
a probdscide do inseto-vetor, onde serdo inoculados no hospedeiro vertebrado, reiniciando
outro ciclo de infecgdo de Leishmania spp (SUNTER; GULL, 2017).

Figura 5 — Flebotomineo fémea do género Lutzomyia spp

Fonte: Rogers et al, 2009

3.1.3 Aspectos imunologicos e clinicos de LTA causada por Leishmania amazonensis

O desenvolvimento da infeccdo por Leishmania amazonensis dependera da resposta e

competéncia imunoldgica do individuo, pois, o paciente pode desenvolver alguma variagcdo
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clinica da doenca na pele e/ou mucosa ou, em alguns casos, apresentar um quadro de infeccado
assintomatico (ANDRADE-NARVAEZ et al, 2016; CARNEIRO et al, 2020).

Ap0s a inoculacdo do parasito na hipoderme, a resposta imune inata confrontara as
promastigotas metaciclicas através da acdo do sistema complemento, macrofagos, neutréfilos e
células natural killer (NK) existentes nessa regido. Apds ativados, devido ao interferon tipo
gama (IFN-y), macréfagos e neutréfilos irdo produzir EROs e ERNs, além da fagocitose
facilitada dos parasitos e citocinas pré-inflamatorias, como o fator de necrose tumoral tipo alfa
(TNF-0) e interleucina tipo 2 (IL-2) (PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015; DUQUE;
DESCOTEAUX, 2015; LORIA-CERVERA; ANDRADE-NARVAEZ, 2020).

Apo6s a instalacdo do processo inflamatdrio, inicia-se a acdo da resposta imune
adaptativa, através da atuacdo de linfécitos T helper 1 (Thl) mediado por citocinas pro-
inflamatérias, como IFN-y. A presenca de linfocitos T citotéxicos (TCD4" e TCD8") sédo
essenciais para o controle da doenca e processo de cicatrizacdo. Nessa fase, também existe
participagdo da resposta imune humoral, com presenca de plasmdcito no local de infecgdo
(CARNEIRO et al, 2020).

Por sua vez, a Leishmania usard mecanismos para evadir das respostas imunoldgicas e
perpetuar a infeccdo. As promastigotas metaciclicas utilizam a glicoproteina gp63 em
receptores ndo microbicidas, como o receptor CR3, para invadir macr6fagos sem serem
destruidas (PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015), hiperfosforilam componentes do
sistema complemento para evitar lise celular (GURUNG; KANNEGANTI, 2015), induzem
uma resposta Th2 com objetivo de diminuir recrutamento celular e geracdo de EROs e ERNs
através das citocinas IL-10 e TGF-B (PAUL et al, 2016). Além disso, a transformacdo em
amastigota intracelular torna o parasito resistente ao pH e as enzimas lisossomais (SEGUIN;
DESCOTEAUX, 2016).

Em relacdo aos sintomas clinicos, por ser uma espécie pouco antropofilica, as infeccdes
por L. amazonensis manifestam-se pela forma cuténea difusa (LCD) (Figura 6A). A LCD
caracteriza-se por lesbes papulares ou nodulares distribuidas ao longo da superficie corporal,
essas lesbes podem ser deformantes e dificeis de ser tratadas pela terapia convencional e
dificilmente, evoluem no sentido de cura, ocorrendo a forma recidiva (LCR) (Figura 6B). As
lesbes na LCD sdo diferentes das outras formas, pois, sdo ricas em parasitos e anérgicas
(FIRMINO-CRUZ et al, 2020).
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Figura 6 — Principais manifestacfes clinicas de L. amazonensis. A: Leishmaniose cutanea difusa (LCD); B:
Leishmaniose cuténea recidiva (LCR).

Fonte: A- Brasil, 2017; B- Handler et al, 2015.

De forma secundaria, podem ocorrer a forma mucosa (LM) (Figura 7A) ou mucocutanea
(LMC) (Figura 7B). A LM trata-se de uma complicagdo causada por uma metéstase de uma
lesdo cutanea distante e tratadas (forma pregressa) ou por lesGes cutaneas na face (forma
continua). As lesdes mucosas sdo altamente deformantes, causam sequelas funcionais nas
regibes afetadas e ndo evoluem para cura, necessitando de um tratamento mais efetivo
(BARRAL et al 1991; CARDOSO et al, 2010; McGWIRE; SATOSKAR, 2014). A
leishmaniose visceral (LV) (Figura 7C) por Leishmania amazonensis é uma infec¢do secundéria

menos comum, mas ja foram relatos de casos no Brasil (ALEIXO et al, 2006).

Figura 7 — Outros tipos de manifestacdes clinicas de L. amazonensis. A: Leishmaniose mucosa (LM); B:
Leishmaniose mucocutanea (LMC); Leishmaniose visceral (LV)

) .‘:._ '_ o ‘3.
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Fonte: A: Handler et al (2015); Be C: Neuber 2008)
3.1.4 Tratamento quimioterapico voltadaa LTA

O tratamento quimioterapico das leishmanioses (LTA e LV) no Brasil procede de
acordo com a RENAME 2020, onde quatro farmacos (Tabela 1) sdo disponibilizados pelo
Ministério da Saude para hospitais e unidades de salde especializadas, sendo esses farmacos:
antimoniato de N-metil-meglumina, anfotericina B (formulac@es lipossomal e desoxicolato),
pentamidina e miltefosina (RENAME, 2020).
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O antimoniato de N-metil-meglumina (ANG) é um pro-farmaco utilizado no tratamento
de leishmanioses (LTA e LV). Desde 1945, o ANG é o farmaco de primeira escolha no
tratamento dessa doenca no Brasil e sua dose terapéutica é corresponde a 20 mg/Sh®*/kg/dia
durante 30 dias e pode ser administrado por via intramuscular, endovenosa e intralesional
(CARVALHO et al, 2019). Na LM, utiliza-se a combinacéo de ANG e pentoxifilina (VENTIN
et al, 2018). Os principais efeitos adversos dos antimoniatos pentavalentes séo: Mialgias,
artralgias, cefaleia, anorexia, nduseas, febre, complicacdes no local de administracéo, alteractes
hepaticas, insuficiéncia renal aguda e alteracfes no eletrocardiograma (aumento do intervalo
QT) (CARVALHO et al, 2019). Existem relatos de resisténcia do parasito a esse farmaco
(YARDLEY et al, 2006; PONTE-SUCRE et al, 2017).

A anfotericina B (AnB) apresenta uma alta eficacia no tratamento contraa LTA e LV.
Para o tratamento, o internamento hospitalar é necessario, pois a AnB possui uma infusao lenta
(CHAVEZ-FUMAGALLI et al, 2015). No Brasil, sdo utilizadas duas apresentacdes desse
farmaco — desoxicolato de anfotericina B (AnBD) e anfotericina B lipossomal (AnBL). A AnBL
possui um menor tempo de tratamento e baixa toxicidade em comparacdo com AnBD, mas,
essa formulacdo possui um alto impacto econémico, pois, cada frasco-ampola pode custar,
aproximadamente, 1.365,00 reais (ADLER-MOORE et al, 2016). A resisténcia a AnB é pouco
relatada, mas, pacientes co-infectados com HIV/LTA podem desenvolver a forma recidiva da
doenca, devido a sua imunocompeténcia debilitada (KAUR; RAJPUT, 2014).

A pentamidina é utilizada como farmaco de segunda escolha na quimioterapia contra
LTA e LV, sendo indicada em casos de resisténcia a antimoniatos pentavalentes, formas
recidivas da doenca e falhas terapéuticas (MENEZES et al, 2015; FERREIRA TERCEIRO et
al, 2019). Seus efeitos adversos estdo associados com complicag¢des no local de aplica¢do — dor,
endurecimento do local e abcessos — e complicacdes graves com hipoglicemia, pancreatite,
miocardite e disfuncGes renais (CHRISTEN et al, 2018).

A miltefosina trata-se de um farmaco de administracéo oral para LTA e LV, mas, em
caso de cepas multirresistentes, faz necessario a utilizacdo de uma terapia combinada com
anfotericina B (MONGE-MAILLO; LOPEZ-VELEZ, 2015). Os principais efeitos adversos de
miltefosina sdo dor de cabeca, dores abdominais, nduseas, vomitos, diarreia, elevacdo dos niveis
sérica das transaminases e creatinina, trombocitopenia, problemas sexuais em homens (dor
escrotal e disturbios relacionados a ejaculacdo) e sindrome de Steve-Johnson em pessoas

hipersensiveis a esse farmaco (VAKIL et al, 2015).



Tabela 1 — Medicamentos padronizados pelo Ministério da Salde voltados ao tratamento de LTA

Estrutura quimica

Dose e tempo de
tratamento
20 mg Sh®*/Kg/dia por via
intramuscular,
intralesional ou

Forma Farmacéutica

Solucéo injetavel
contendo 81 mg/mL de
ShS*,
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Principais reacdes adversas

Mialgias, artralgias, cefaleia, anorexia,
nauseas, febre, complicacdes no local de
aplicagdo, alteragdes hepaticas, insuficiéncia
renal aguda e alteragdes no eletrocardiograma

endovenosa durante 30

(aumento no intervalo QT).

Medicamento

ABL: 3 a 5 mg/kg/dia por

dias

Febre, cefaleia, ndusea, vomitos, tremores,

calafrios e dor lombar

Antimoniato de
N-metil-meglumina
(ANM)

Anfotericina B

lipossomal (AnBL): P6

para injetavel contento
50 mg.

via endovenosa durante 5

a7 dias

ABD: 0,7 a Img/kg/dia

Febre, cefaleia, nauseas, vomitos, anorexia,
tremores, calafrios, cianose, hipopotassemia,

por via endovenosa

hipomagnessemia e alteracéo da funcéo renal

Anfotericina B
(AnB)

NH

Desoxicolato de
Anfotericina B (AnBD):
P6 para injetavel
contento 50 mg.

P4 para solugdo injetavel
contendo 300 mg.

Cépsulas contendo 10 ou

durante 14 a 20 dias

3 a4 mg/kg/dia por via
endovenosa em dias
alternados

2,5 mg/kg/dia, dose

durante 28 dias.

méaxima 150 mg/kg/dia,

Flebite, abcessos, anorexia, nausea, vomito,
hipotenséo, nefrotoxicidade, pancreatite,
miocardite, leucopenia e hipoglicemia.
Néauseas, vomitos, dores abdominais, diarreia,
dor de cabega, elevagéo de TGO, TGP e
creatinina, trombocitopenia, problemas
sexuais em homens (dor escrotal e distlrbios

Pentamidina

H,N
O/\/\/\O

50 mg.

na ejaculacdo), potencial efeito teratogénico e
Sindrome de Steve-Johnson

Miltefosina
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3.2 QUIMICA MEDICINAL E A CONCEPCAO DE NOVOS FARMACOS VOLTADOS AO
TRATAMENTO DA LEISHMANIOSE TEGUMENTAR AMERICANA

A quimica medicinal € uma ciéncia bastante importante na descoberta, criagdo e
planejamento de novos candidatos a farmacos voltados para o tratamento de doencas tropicais
negligenciadas (DNTs), como as leishmanioses. Essa ciéncia possui um carater interdisciplinar,
englobando conhecimentos das areas biomédicas, farmacéuticas e computacionais, sendo a
quimica a sua ciéncia-base (GUIDO et al, 2010; CAMPBELL et al 2018; MIKOVSKI et al,
2019).

Essa ciéncia abrange a elucidacdo estrutural de novas entidades quimicas (NEQSs),
estudos que relacione a estrutura com a atividade bioldgica (REA) e ensaios experimentais e
computacionais baseado em parametros farmacocinéticos e toxicoldgicos (VEBER et al, 2002;
WALTERS, 2012; CAMPBELL et al 2018).

No planejamento de NEQs, o emprego de modificacbes moleculares faz parte da etapa
mais importante na concepcao de novos farmacos, pois, nessa fase ocorre a formulacdo do
design e sintese de um novo composto ligante (hits) e seus congéneres, visando farmacos mais
seletivos ao seu alvo terapéutico elencado e com baixa toxicidade (SANGI, 2016). As principais
estratégias utilizadas nas modificacbes moleculares sdo as técnicas de simplificagdo molecular,
hibridacdo molecular e bioisosterismo.

No presente trabalho, utilizamos a estratégia de bioisosterismo para obtencdo de novos
compostos das séries LqIT/LYS e LqlT/MOG. O bioisosterismo (Figura 8) é descrito como
uma técnica de modificacdo molecular baseada na substituicdo de um atomo ou fragmento de
um composto bioativo por outro atomo (bioisosterismo classico) ou grupo de atomos
(bioisosterismo ndo classico) que possuam volume molecular, caracteristicas fisico-quimica e
biol6gicas semelhantes (GAIKWAD et al, 2012).

Figura 8 — Exemplo de bioisosterismo classico
H H o, I
T L L
o) S N
oxazolidin-2,4-diona tiazolidin-2,4-diona imidazolidin-2,4-diona

Fonte: Autora
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A utilizagdo de estruturas privilegiadas na sintese de novos farmacos voltados a
leishmaniose tegumentar americana (LTA) merecem destaque, pois, segundo Evans et al
(1988), as estruturas privilegiadas tratam-se de um nucleo heterociclo ou fragmento que
proporciona uma variedade de compostos bioativos através de modificacdes moleculares
(EVANS et al, 1988; LEITE et al, 2017).

Dentre as estruturas privilegiadas, o nucleo tiazolidin-2,4-diona (TZD) e seus derivados
mostram-se promissores candidatos contra a LTA (AIRES, 2017; GOUVEIA, 2015;
GOUVEIA, 2019). O nucleo TZD vem sendo empregada em pesquisas bem-sucedidas do
Laboratdrio de Quimica e Inovacdo Terapéutica (LqlT/UFPE) para atividade antiparasitaria,
tais como esquistossomicida (OLIVEIRA et al, 2015; ALMEIDA JUNIOR et al, 2019),
antimicrobiana (PEREIRA et al, 2019), tripanossomicida (OLIVEIRA et al, 2015; ANDRADE
et al, 2019) e leishmanicida (GOUVEIA, 2015; GOUVEIA, 2019). Devido a essa importancia
clinica dessa classe, o nucleo tiazolidin-2,4-diona (TZD) foi empregado como prot6tipo do

presente estudo para sintese de novos compostos leishmanicidas.

3.3 QUIMICA E ATIVIDADE BIOLOGICA DAS TIAZOLIDIN-2,4-DIONAS

Por ser um scaffold versatil, possuir uma boa reatividade e rendimento reacionais que
podem ser considerados satisfatdrios, o nucleo heterociclo TZD possui destaque na sintese de
novos farmacos. A estrutura quimica da TZD foi elucidada por Libermann e colaboradores em
1881 (LIMA, 1998; LIESEN et al, 2008), tratando-se de um anel de cinco membros saturado
gue contém enxofre (S) na posicdo 1 e nitrogénio (N) na posicao 3. Devido a sua saturacdo, o

ndcleo TZD torne-se distinto dos compostos tiazolicos (Figura 9).

Figura 9 — Diferencas entre o nlcleo tiazol e a tiazolidin-2,4-diona
H
N\ 0] N
B Y=o
S S
Fonte: Autora

Para a obtencdo do nucleo TZD, existem diferentes métodos descritos na literatura.
No presente trabalho, utilizamos o método classico de obtencdo, a partir de uma reacdo de
ciclizacéo entre tioureia ndo substituida e acido monocloroacético em meio aquoso, sob refluxo
e aquecimento (CHADHA et al, 2017), com duracgdo de 12 — 24 horas. Essa reagcdo forma um

composto intermediario, denominado 2-imino-tiazolidin-4-ona. Derivados tiazolidinicos, como
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4-tiazolidinona, podem ser obtidos através da ciclizacdo de tiossemicarbazonas tratadas com 2-
cloroacetato de etila e acetato de sodio (OLIVEIRA et al, 2017). O esquema abaixo (Esquema

1) demonstra a método classico de obtencdo de TZD.

Esquema 1 — Método classico de obtencdo de TZD

H H

OH i HOo  ON-N o  ON~N
Cl/\n/ N _Co —_— >=NH _— >=O

0 HN™"NHp - goec S 25°C S

Em relacdo a reatividade de TZD (Figura 10), existem quatro sitios reativos — as
posices 1, 3, 4 e 5 — que, através de reacOes classicas, possibilita a obtencdo de novos
derivados. As principais reacdes de substituicGes no nucleo TZD séo oxidacdo, N-alquilacgéo,
reacdo de Mannich, tionacdo, condensacdo de Knoevenagel, adicdo de Michael e diazotacdo
(LIESEN et al, 2008; MOHARTY et al, 2014; KUMAR et al, 2018; SLACHTOVA;
JANOVSKA; BRULIKOVA, 2019). Kaminskyy et al (2017) enfatizam que a condensacéo de
Knoevenagel na formacdo de derivados 5-ene-tiazolidinicos € uma ferramenta importante na

obtencdo de compostos bioativos.

Figura 10 — Reatividade do nucleo TZD

Tionagao

Reagdo de Mannich

% N-alquilagio

Condensagdo de Knoevenagel ﬂ
Diazonagdo
Adigdo de Michael

Oxidagdo

Fonte: Adaptado, Liesen et al (2008)

A sintese dos novos compostos heterociclicos pentagonais foi realizada através de
modificacfes moleculares no nucleo TZD utilizando o bioisoterismo classico. Nos compostos
LqlIT/MOG foi adicionado o heterociclo biciclo indol ndo substituido através da condensagéo
de Knoevenagel na posi¢cdo 5 do nucleo TZD devido a sua vasta aplicacdo farmacologica
(OLIVEIRA et al, 2017; MORAES et al 2018; ANDRADE et al, 2019). O heterociclo indol
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estd presente na estrutura de diversas biomoléculas, como serotonina e alcalGides, e em
farmacos comerciais, ondansetrona e indometacina (CHADHA et al, 2017; KUMARI et al,
2019). Atrelado a isso, Silva et al (2020) obtiveram novos derivados indol-tiosemicarbazénicos
substituidos com valores de 1Cso de 13.61 a 481.52 uM para L. amazonensis, demonstrando
assim o potencial leishmanicida do indol.

Enquanto nos compostos LgIT/LYS (Figura 11), foram adicionados benzilidenos
substituidos na posicdo 5 do ndcleo TZD. Os grupos substituintes utilizados na porcao
benzilideno foram o metdxi e o halogénio bromo (Br) no LqlT/LYS-04, devido a contribuicéo
desses compostos para atividade leishmanicida (BELLO et al 2011; SILVA et al 2020).

Figura 11 — Estratégia de sintese dos compostos LqlT/LYS
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 ESTUDO QUIMICO

4.1.1 Reagentes

Os reagentes e solventes utilizados para a sintese dos novos compostos heterociclicos
pentagonais das séries LgIT/LYS e LglIT/MOG foram: tiouréia, &cido monocloroacético,
cloreto de 4-clorobenzila, cloreto de 4-metilbenzila, 1-H-indol-3-carboxaldeido, 4-
metoxibenzaldeido, 2,4-dimetoxibenzaldeido, 3,4,5-trimetoxibenzaldeido, 5-bromo-2-
metoxibenzaldeido, Reagente de Lawesson (1,3-ditio-2,4-difosfatano-2,4-dissulfeto-2,4-bis(4-
metdxifenil)), etanol absoluto, agua destilada, trietilamina (catalisador basico), hidroxido de
sodio, cloroférmio, 1,4-dioxano anidro, gas argbnio, acetato de etila, n-hexano,
dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-dg). Os reagentes e solventes utilizados sdo provenientes
dos fabricantes das marcas Sigma-Aldrich®, Vetec®, Quimica Moderna®, Acros Organics® e

Dinamica®.

4.1.2 Cromatografia e determinacao de ponto de fuséo

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas em placas de silica gel
60 F2s4 da Merck® de 0,25 mm de espessura, reveladas na camara reveladora de luz ultravioleta
(LgIT/UFPE) em comprimentos de onda (A) de 254 ou 366 nm. Como sistema de eluig&o, foram
utilizados os solventes n-hexano e acetato de etila, da marca Quimica Moderna®, em diferentes
proporcdes. A determinacdo do ponto de fusdo médio dos novos compostos obtidos foi
realizada em triplicata e medida em graus celsius (°C), com o auxilio do Fusidmetro
(LqIT/UFPE), da marca Fisatom® Brasil, modelo 431d, e tubos capilares visualizados no

sistema Optico com aumento de 4x.

4.1.3 Analises espectroscopicas

A caracterizacgdo estrutural dos novos compostos das séries LgIT/LYS e LqIT/MOG
foram realizadas as seguintes analises espectroscopicas: espectroscopia de absor¢do no
infravermelho (1V), espectrometria de massas (HRMS), ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e carbono 13 (RMN *H e 13C).
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A RMN !H e BC foram obtidos no equipamento Varian Unity Plus, pertencente a
Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental — DQF/UFPE, utilizando a
frequéncia de 300 MHz para *H e 75 MHz para *C, as amostras foram solubilizadas em DMSO-
ds. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em ppm e as constantes de acoplamento (J)
indicada em Hertz (Hz). As multiplicidades dos sinais foram denominadas da seguinte forma:
simpleto (s), simpleto largo (sl), dupleto (d) e multipleto (m).

As andlises de 1V foram realizadas no equipamento PerkinElmer® FT-IR Spectrum 400,
no Laboratério de Analise de Combustivel (LAC/UFPE). E, HRMS foram realizadas no
equipamento AutoFlex 11l Smartbean MALDI-TOF Bruker Daltonics® no Centro de
Tecnologias Estratégica do Nordeste (CETENE/MCTIC).

4.1.4 Metodologia

A obtencdo dos compostos intermediarios e compostos finais das séries LgIT/LYS e
LglT/MOG ocorreram através de modificagdes moleculares no scaffold tiazolidin-2,4-diona
(TZD) utilizando os mecanismos reacionais de N-alquilacdo, tionacdo via reacdo de Wittig e
condensacédo de Knoevenagel.

A estratégia de sintese empregada na obtencdo dos novos derivados heterociclicos
pentagonais foi a técnica de bioisosterismo nas séries LgIT/LYS e LglIT/MOG. Na série
LgIT/LYS, foram adicionados na porcdo benzil, o grupo substituinte metdxi em diferentes
posicBes e quantidades tendo em vista o potencial antiparasitario desses grupos (BELLO et al,
2011), além disso, o halogénio bromo (Br) foi adicionado nessa mesma por¢do no LglT/LYS-
04, devido seu potencial leishmanicida (SILVA et al, 2020). Nos compostos pertencentes a série
LgIT/MOG, ocorreu a adicdo do biciclo indol ndo substituido na posicdo 5 do nucleo
tiazolidinico devido seu potencial biolégico (CHADHA et al, 2017). No esquema abaixo

(Esquema 2) demonstra a rota sintética dos novos derivados das séries LqIT/LYS e LgIT/MOG.
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Esquema 2 — Rota sintética dos novos compostos heterociclicos pentagonais das séries LgIT/LYS e LgIT/MOG
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4.1.4.1 Obtencdo de 3-benzil-tiazolidin-2,4-dionas substituidos (LqIT/LYS e LgIT/MOG)

Para obtencdo do primeiro intermediério (3-benzil-tiazolidin-2,4-dionas substituidos)
comum as séries LqIT/LYS e LqIT/MOG, realizou-se a desprotonacdo do hidrogénio labil na
posicdo N-3 do ndcleo tiazolidinico (TZD) com a adi¢do de uma base inorganica, resultando no
sal em solugdo hidroalcodlica. Em seguida, com a adicdo do haleto de benzila, o nucledfilo
(&nion amideto) reagiu com o carbono eletrofilico proximo ao grupo abandonador, ocorrendo a
finalizacdo da reacdo de N-alquilacdo e formando o intermediario 3-benzil-tiazolidin-2,4-
dionas substituidos. Esta reacéo é classificada por substituicdo nucleofilica de segunda ordem
ou bimolecular (SN2), a rea¢do ocorre em uma Unica etapa, pois a formacao do composto final
ocorrer de maneira instantanea a eliminacdo do grupo abandonador (Esquema 3). Porém a
reacao de N-alquilacdo pode ser classificada como substituicdo nucleofilica de segunda ordem
(SN1), pois dependera dos efeitos eletrénicos do grupo associado ao carbono secundério,

podendo ser formado o carbocétion.

Esquema 3 — Mecanismo reacional de N-alquilacéo na tiazolidin-2,4-diona
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4.1.4.2 Procedimento geral para a obtencdo de 3-benzil-tiazolidin-2,4-dionas substituidos

Em um baldo volumétrico de fundo redondo, com capacidade de 125 mL, foram
adicionados 0,2 g (1,707 mmol) de tiazolidin-2,4-diona e 0,068 g (1,707 mmol) de hidréxido
de sédio, previamente solubilizados em uma mistura etanol/agua 6:4. Essa mistura permaneceu
sob agitacdo durante 15 minutos a temperatura ambiente, formando o sal de sddio de tiazolidin-
2,4-dionas. Apds a formacéo do sal, foram adicionados, gota a gota, quantidades equimolares
do haleto de benzila substituido. A reacdo foi mantida em refluxo por 24 horas e monitorada
por CCD. A precipitacdo ocorreu através da adicdo de gelo, o precipitado foi filtrado e
purificado por cromatografia flash em silica gel. O eluente utilizado para purificacdo foi o
sistema cloroférmio/etanol 92:08 (ARAUJO et al, 2016; CAMPOS et al, 2017; REGO et al,
2014).
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Sintese do composto intermediario 3-(4-metilbenzil)-tiazolidin-2,4-diona do derivado
LglT/MOG-02: a mistura reacional contendo 0,2 g (1,707 mmol) de tiazolidin-2,4-diona, 0,068
g (1,707 mmol) de hidroxido de sodio e 0,2400 g (1,707 mmol) de cloreto de 4-metilbenzila em
20 mL de etanol/agua 6:4 foi mantida sob agitacdo por 24 horas em temperatura ambiente.

Sintese do composto intermediario 3-(4-clorobenzil)-tiazolidin-2,4-diona dos derivados
LgIT/LYS, LgIT/MOG-01 e LglT/MOG-06: a mistura reacional contendo 0,2 g (1,707 mmol)
de tiazolidin-2,4-diona, 0,068 g (1,707 mmol) de hidréxido de sédio e 0,2748 g (1,707 mmol)
de cloreto de 4-clorobenzila em 20 mL de etanol/agua 6:4 foi mantida sob agitacao por 24 horas

a temperatura ambiente.

4.1.4.3 Obtengdo de 3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona

O mecanismo de tionacdo para formacdo do 3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona
assemelha-se a reacdo de Wittig para formacdo de alcenos a partir de aldeidos e cetonas
(WITTIG; SCHOLLKOPF, 1954). O 3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona trata-se de um
composto intermediario para os compostos da série LqIT/LYS e LqIT/MOG-06. O ilidio de
ditiofosfina (ion dipolar) é produzido através da quebra do anel central do Reagente de
Lawesson na temperatura de 90°C. O ataque nucledfilo ocorre na carbonila localizada na
posicdo 4 do nucleo tiazolidinico, devido o impedimento estérico existente na carbonila
presente na posicdo 2, e a rea¢do tornou-se sincronizada, com transferéncia de cargas para o
oxigénio e ocorre o ataque intramolecular ao fosforo. Em seguida, formando o anel de quatro
membros semelhante ao anel oxafosfetano produzindo na reacdo de Wittig. O anel é

rapidamente desfeito e a ligacdo C=S (tiocarbonila) na posicdo 4 € formada (Esquema 4).
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Esquema 4 — Mecanismo reacional de formacdo do 3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona
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4.1.4.4 Procedimento geral para obtencdo de 3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona

Em um baldo volumétrico de fundo redondo, com capacidade de 125 mL, foram
adicionados os reagentes, na proporcao 3:1, 1 g (3,879 mmol) de 3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-
tiazolidin-2-ona, 0,522 g (1,293 mmol) do reagente de Lawesson e 20 mL do solvente 1,4-
dioxano anidro. A mistura reacional foi mantida por 24 horas, sob agitacdo e refluxo com
temperatura de 90°C em atmosfera inerte, monitorada por CCD. A utilizacdo da atmosfera
inerte, produzida pelo gas argénio, contribuiu para a eliminacgdo do oxigénio da reacdo. Apés o
término da reacdo, a solucéo foi rotaevaporada e formou uma mistura com aspecto oleoso, em
seguida, foi deixado sob refrigeracdo por 24 horas. No dia seguinte, o produto precipitou através
de sucessivas lavagens com n-hexano e ocorreu sua filtragcdo. No dia posterior, a purificagéo foi
realizada em sucessivas recristalizagcdes em etanol conduzindo a formagdo de um produto de
cor branca (ARAUJO et al, 2016; CAMPOS et al, 2017; REGO et al, 2014).

4.1.4.5 Obtencdo dos compostos finais através do mecanismo de condensacgdo de Knoevenagel
das séries LgIT/LYS e LqIT/MOG

A presenca de grupos retiradores de elétrons no nucleo tiazolidinico e tioxo-
tiazolidinico, faz com que a posi¢éo 5 torna-se um metileno (-CHy) ativo. Aliado a isso, existe
a presenca de hidrogénios acidos nessa posicéo favorecendo a desprotonacao por ataque béasico
(trietilamina). A reacdo iniciou-se com a formacdo um carbanion na posicdo 5 do nucleo
tiazolidinico e tioxo-tiazolidinico. Na préxima etapa, ocorre o ataque nucleofilico a carbonila

do 1-H-indol-3-carboxaldeido, formando o alcoxido, que ira desprotonar a trietilamina. Apds
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ser restaurada, a trietilamina desprotona o hidrogénio remanescente do metileno formando o
carbanion novamente. A hidroxila restaura o catalisador e ap6s o rearranjo intramolecular,
ocorre a reacdo de desidratacdo e a ligagdo C=C é formada. O mecanismo ocorre de forma

semelhante com os benzaldeidos substituidos (Esquema 5).

Esquema 5 — Mecanismo reacional de condensagéo do 1-H-indol-3-carboxaldeido
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O esquema 6 demonstra 0s novos compostos das séries LgIT/LYS e LglT/MOG e seus
respectivos substituintes obtidos através do mecanismo reacional de condensacdo de

Knoevenagel.
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Esquema 6 — Novos compostos das séries LgIT/LYS e LgIT/MOG

}L ~L R e szAQ

N > — R,

s/l\o f A/EtOH R, S/KO
Composto X R: R>
LqgIT/LYS-04 S -Cl 5-bromo-2-metoxifenil
LqlT/LYS-11 S -Cl 4-metoxifenil
LgIT/LYS-14 S -Cl 3,4,5-trimetoxifenil
LgIT/LYS-15 S -Cl 2,4-dimetoxifenil
LgIT/MOG-01 o] -Cl Indol
LqIT/MOG-02 O -CHs Indol
LqIT/MOG-06 S -Cl Indol

4.1.4.6 Procedimento geral para obtencdo de 5-benzilideno-3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-
tiazolidin-2-ona substituidos da série LqlT/LYS

Em um baldo volumétrico de fundo redondo, com capacidade de 125 mL, foram
adicionadas quantidades equimolares de 3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona e
benzaldeidos substituidos na presenca de 0,5 mL de catalisador basico e 10 mL de etanol
absoluto como solvente. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo e refluxo por
aproximadamente 8 horas sob a temperatura de 90°C. A reacdo foi acompanhada por CCD
(ARAUJO et al, 2016; CAMPOS et al, 2017; REGO et al, 2014). Os produtos foram purificados
através de lavagens sucessivas em etanol e apresentavam coloracdo variada (amarelo e

vermelho).

Sintese de  5-(5-bromo-2-metoxibenzilideno)-3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona
(LgIT/LYS-04): A misturareacional contendo 0,2 g (0,775 mmol) de 3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-
tiazolidin-2-ona, 0,166 g (0,775 mmol) de 5-bromo-2-metoxibenzaldeido, 0,5 do catalizador
béasico e 10 mL de etanol absoluto foi mantido sob agitacéo e refluxo por 8 horas a temperatura
de 90°C.

Sintese de 5-(4-metoxibenzilideno)-3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona (LqlIT/LYS-

11): A mistura reacional contendo 0,2 g (0,775 mmol) de 3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-
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2-ona, 0,105 g (0,775 mmol) de 4-metoxibenzaldeido, 0,5 do catalizador basico e 10 mL de
etanol absoluto foi mantido sob agitacédo e refluxo por 8 horas a temperatura de 90°C.

Sintese de 5-(3,4,5-trimetoxibenzilideno)-3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona
(LqIT/LYS-14): A misturareacional contendo 0,2 g (0,775 mmol) de 3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-
tiazolidin-2-ona, 0,152 g (0,775 mmol) de 3,4,5-trimetoxibenzaldeido, 0,5 do catalizador basico
e 10 mL de etanol absoluto foi mantido sob agitacédo e refluxo por 8 horas a temperatura de
90°C.

Sintese de 5-(2,4-dimetoxibenzil)-3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona (LglT/LYS-15):
A mistura reacional contendo 0,2 g (0,775 mmol) de 3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona,
0,128 g (0,775 mmol) de 2,4-dimetoxibenzaldeido, 0,5 do catalizador basico e 10 mL de etanol

absoluto foi mantido sob agitacéo e refluxo por 8 horas a temperatura de 90°C.

4.1.4.7 Procedimento geral para obtencdo de indol-3-il-metileno-3-benzil-tiazolidina-2,4-diona
substituidos e indol-3-il-metileno-3-(4-clorobenzil)-4-tioxotiazolidin-2-ona (LgI T/MOG)

Em um baldo volumétrico de fundo redondo, com capacidade de 125 mL, foram
adicionadas quantidades equimolares de 3-benzil-tiazolidina-2,4-dionas substituidas ou 3-(4-
clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona e 3-indol-carboxaldeido na presenca de 0,5 mL de
catalisador basico e 10 mL de etanol absoluto como solvente. A mistura reacional foi mantida
sob agitacao e refluxo por aproximadamente 8 horas sob a temperatura aproximada de 60°C. A
reacdo foi acompanhada por CCD (ARAUJO et al, 2016; CAMPOS et al, 2017; REGO et al,
2014). Os produtos foram purificados atraves de lavagens sucessivas em etanol e apresentaram

coloracgéo vermelho.

Sintese do 5-((1-H-indol-3-il)metileno)-3-(4-clorobenzil)tiazolidin-2,4-diona (LqlT/MOG-
01): A mistura reacional contendo 0,2 g (0,827 mmol) de 3-(4-clorobenzil)-tiazolidina-2,4-
diona, 0,120 g (0,827 mmol) de 1-H-indol-carboxaldeido, 0,5 do catalizador basico e 10 mL de

etanol absoluto foi mantido sob agitacéo e refluxo por 8 horas a temperatura de 60°C.

Sintese do 5-((1-H-indol-3-il)metileno)-3-(4-metilbenzil)tiazolidin-2,4-diona (LglT/MOG-
02): A mistura reacional contendo 0,2 g (0,903 mmol) de 3-(4-metilbenzil)-tiazolidina-2,4-
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diona, 0,131 g (0,903 mmol) de 1-H-indol-carboxaldeido, 0,5 do catalizador basico e 10 mL de
etanol absoluto foi mantido sob agitacédo e refluxo por 8 horas a temperatura de 60°C.

Sintese do 5-((1-H-indol-3-il)metileno)-3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona
(LqIT/MOG-06): A mistura reacional contendo 0,2 g (0,775 mmol) de 3-(4-clorobenzil)-4-
tioxo-tiazolidin-2-ona, 0,112 g (0,775 mmol) de 1-H-indol-carboxaldeido, 0,5 do catalizador
basico e 10 mL de etanol absoluto foi mantido sob agitacao e refluxo por 8 horas a temperatura
de 60°C.

4.2 AVALIACAO DOS PARAMETROS FARMACOCINETICOS IN SILICO DOS NOVOS
COMPOSTOS HETEROCICLICOS PENTAGONAIS

Os principais parametros farmacocinéticos foram estimados por metodologias in silico
através das plataformas Web Swiss ADME (http://www.swissadme.ch) (DAINA; ZOETE,
2016) e pkCSM (http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm) (PIRES; BLUNDELL; ASCHER, 2015).
Nessas plataformas, utilizamos como referencial as cinco regras de Lipinski (LIPINSKI et al,
2001) e os principais preditores de pardmetros farmacocinéticos para biodisponibilidade oral
(VEBER et al, 2002; LAMBERTUCCI et al, 2018). A importancia dessas estimativas deve-se
ao fato de que os farmacos leishmanicidas existentes, exceto a miltefosina, sdo administrados

por via parenteral.

43 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO DOS NOVOS
COMPOSTOS HETEROCICLICOS PENTAGONAIS

4.3.1 Atividade de eliminacéao de radicais 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

Para verificar o potencial antioxidante in vitro dos novos derivados heterociclicos
pentagonais das séries LqIT/LYS e LgIT/MOG, realizou-se o teste de atividade de eliminagéo
de radicais estaveis 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), como descrito por Bansal et al (2019)
e Maltarollo et al. (2019) com modificagdes. O objetivo desse teste é verificar a contribuicdo
dos novos derivados ao estresse oxidativo causado pelas células de defesa, como macréfagos,

para combater a infeccdo causada por parasitos do género Leishmania.


http://www.swissadme.ch/
http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/
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4.3.1.1 Metodologia

O teste de eliminacéo de radicais DPPH trata-se de um teste colorimétrico quantitativo
voltados para compostos organicos hidrofobicos, esse teste baseia-se na teoria de que um
composto doador de hidrogénio possui carater antioxidante por estabilizar radicais geradores
do estresse oxidativo (BANSAL et al, 2019). O radical estavel DPPH possui uma intensa cor
roxa e absorbancia alta em 517 nm, conforme esse radical recebe hidrogénio, a cor migra para
0 amarelo e a absorbancia decai (BANSAL et al, 2019). O esquema abaixo (Esquema 7)
demonstra a equacéo geral de eliminagédo do radical DPPH.

Esquema 7 — Equacao geral de eliminacéo do radical DPPH

O o O e
N-Nb’Noz + R-H — > N-N NO, + R
X2 O

O,N
Radical DPPH DPPH neutralizado
(cor roxa) (cor amarelo)

4.3.1.2 Procedimento experimental da Atividade de eliminagéo de radicais DPPH

O procedimento foi realizado na seguinte forma: em tubos de ensaio, foram adicionadas
0,5 mL de diferentes concentra¢fes dos compostos das séries LqlIT/LYS e LglT/MOG (500,
250, 125, 62,5, 31,25, 15,62, 7,81 € 3,90 ng/mL) e 2,0 mL da solu¢do metandlica de DPPH a 1
mM. Apos o tempo de incubacgdo (25 minutos) em temperatura ambiente, protegido da luz, as
absorbancias foram medidas a 517 nm em espectrofotémetro UV-visivel (Hewlett-Packard,
modelo 8453). O &cido ascorbico mais solu¢do metandlica de DPPH a 1 mM foi utilizado como
controle positivo e a solugdo-branco foi metanol. Os ensaios foram realizados em triplicata. O
sequestro de radicais DPPH foi calculado pela formula: Efeito de eliminagédo (%) = [(Ac-As) /
(Ac)] x 100. Ac = Controle de Absorbancia; As como Absor¢do de Amostra de DPPH
(BANSAL et al, 2019; MALTAROLLO et al, 2019).
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4.3.2 Atividade de eliminagdo de radicais cations 2,2"-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-
acido sulfénico) (ABTS™)

Semelhante ao teste de eliminacdo de radicais DPPH, a atividade de eliminacdo de
cations radicais 2,2"-azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS™) avaliou o
potencial antioxidante in vitro dos novos derivados heterociclicos pentagonais das séries
LgIT/LYS e LgIT/MOG. A atividade foi realizada usando o método relatado por Silva et al
(2015) e Maltarollo et al. (2019) com ligeiras modificaces.

4.3.2.1 Metodologia

O teste de eliminacdo de cations radicais 2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido
sulfonico) (ABTS™) trata-se de um teste colorimétrico quantitativo e pode ser utilizado para
compostos hidrofilicos e hidrofébicos. Esse teste baseia-se no principio de que compostos
doadores de elétrons possuem carater antioxidante por estabilizar radicais gerados por estresse
oxidativo. A solucdo contendo o cation ABTS™ possui cor azul-esverdeado e apds sua
neutralizacdo do céation, a solucéo passou a ter aspecto incolor (SILVA et al, 2015). O esquema
abaixo (Esquema 8) demonstra a equacéo geral de eliminacdo do radical ABTS™.

Esquema 8 — Equacdo geral de eliminacdo do radical ABTS™

) S SO, _ S S0,
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\\ K,SO5 \\
ABTS
incolor

ABTS™
Cor azul-esverdeado

4.3.2.2 Procedimentos experimental da atividade de eliminacéo de radicais cations ABTS™

Inicialmente, preparou-se uma solucdo estoque de ABTS (7 mM) em etanol e uma
solucdo de persulfato de potassio (140 mM). O radical cation ABTS"" foi preparado a partir da
mistura reacional de 5 mL da solugdo estoque de ABTS com 88 pL da solug@o de persulfato de
potassio. A mistura foi mantida ao abrigo da luz sob temperatura ambiente durante 16 horas.
Em seguida, diluiu-se 1 mL desta mistura em alcool etilico para obter uma solugdo com

absorbancia de 0,70 nm £ 0,05 nm a 734 nm em espectrofotdmetro UV-visivel (Hewlett-
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Packard, modelo 8453). Para o procedimento experimental foram usados 30 pL de diferentes
concentragfes dos compostos das séries LqIT/LYS e LqIT/MOG (500, 250, 125, 62,5, 31,25,
15,62, 7,81 e 3,90 ug/mL) e 3,0 mL de solucdo etanolica de ABTS e, a absorbancia dessa
mistura foi medida ap6s 5 minutos de reacdo. O acido ascorbico mais solucdo etandlica de
ABTS foi utilizada como controle positivo e a solugdo-branco foi etanol. A porcentagem de
eliminacdo de cations ABTS™ foi calculada de acordo com a seguinte equacdo: Efeito de
eliminacdo de cations ABTS™ (%) = [(Ac-As) / (Ac)] x 100. Sendo, Ac = Absorbancia de
solucdo ABTS sem amostra, As = Absorbancia da amostra (SILVA et al, 2015;
MALTAROLLO et al, 2019).

4.4 ESTUDO BIOLOGICO

4.4.1 Teste in vitro de citotoxidade dos novos compostos heterociclicos pentagonais em

macrofagos J774

Dentre os testes de viabilidade celular, o teste de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difenilbrometo de tetrazolina) destaca-se por ser evidenciar e quantificar esse parametro através
da incorporacéo de corante a organelas celulares (ROGERO et al, 2003; ALIANCA et al, 2017).
Os macréfagos J774 foram semeadas em placas de 96 pogos na concentragdo de 5x10°
ceélulas/pogo e incubadas em atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C. Apds 24 horas, 0 sobrenadante
foi removido e as células foram incubadas na presenca de concentracfes variadas dos
compostos LgIT/LYS (20; 10; 5; 2,5 e 1,25 pg/mL) e LgIT/MOG (45; 22,5; 11,25; 5,625 e
2,812 pg/mL) por 72 horas. No controle negativo, as células foram incubadas apenas com o
meio RPMI e MTT e, no controle positivo, foi adicionado a Anfotericina B.

O teste de MTT trata-se de um teste colorimétrico quantitativo baseado na reducao dos
sais amarelos de tetrazélio por redutases mitocondriais de células metabolicamente ativas. Esse
tipo de reacdo forma cristais azuis denominados cristais de formazan, intracelularmente, que
sdo solubilizados e analisados através de espectrofotometria UV/visivel (MOSMANN et al,
1983; ALIANCA et al, 2017). Dessa forma, quanto menor for a viabilidade celular, menor sera
a reducdo do MTT e menor o sinal espectrofotométrico. Apds este periodo, o sobrenadante
(Meio RPMI contendo os compostos) foi retirado e adicionado a mesma quantidade de meio
RPMI sem vermelho de fenol mais 10 pL de MTT, a uma concentracdo de 5 mg/ml diluido em
tampado fosfato salino (PBS), as células foram incubadas por 3 horas nas mesmas condi¢des de
cultivo (ALIANCA et al, 2017).
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Ap6s incubacdo, o MTT foi retirado cuidadosamente e adicionado 100 uL. de DMSO
(dimetilsuféxido) por poco para a solubilizagdo dos cristais derivados da redugdo do MTT,
seqguido de agitacdo da placa durante 15 minutos. A leitura da absorbancia dos cristais de
formazan solubilizados foi realizada utilizando o leitor de ELISA Benchmark Plus Bio-Rad®,
California - EUA, com comprimento de onda de 490 nm, por 15 segundos (ALIANCA et al,
2017). A porcentagem de células viaveis em relacdo as células controles foi estimada. A
concentracdo capaz de causar a perda de viabilidade das células em 50% (CCsp) das células foi
determinada por analise de regressao linear dos dados obtidos pelo software SPSS 8.0 para
Windows. Os testes foram realizados em dois experimentos distintos em quadruplicata
(ALIANCA et al, 2017).

4.4.2 Dosagem de oxido nitrico (NO)

A producdo de éxido nitrico (NO) foi estimada a partir do método indireto de Griess
(DING; NATHAN; STUEHR, 1988; ALIANCA et al, 2017), onde a concentracdo de nitrito,
produto estavel formado a partir da producdo de NO, existente no sobrenadante da cultura de
macrofagos J774 tratados por 72 horas com o0s novos derivados heterociclicos pentagonais é
determinada utilizando o reagente de Griess. Para o procedimento experimental, foram
coletados 100 uL do sobrenadante de cada pogo contendo cultura de macréfagos J774 tratados
com 0s compostos e incubados com 100 pL do reagente de Griess (1% sulfanilamida/ 0,1% de
dicloridrato de N-(1-naftil)-etilenediamina/ 2,5% H.PO.) & temperatura ambiente por 10
minutos em um agitador de placas. A absorbancia foi medida a 540 nm no leitor de ELISA
Benchmark Plus Bio-Rad®, Califérnia — EUA. A concentracdo de nitrito foi determinada
através do teste de Tukey no software Prisma versdo 5.0 e com auxilio de uma curva padrédo
com concentracBes conhecidas de nitrito de soédio. Os testes foram realizados em dois
experimentos independentes em quadruplicada (DING et al, 1988; ALIANCA et al, 2017).

4.4.3 Cultivo dos Parasitos

As formas promastigotas de Leishmania amazonensis (Cepa WHOM/00LTBO0016),
cedidas gentilmente pelos professores doutores Luiz Alves e Fabio Brayner, foram mantidas
em meio Schneider (Sigma®) suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de
estreptomicina, cultivadas em estufa incubadora para BOD - J. Prolab, modelo JP.100
(LBCM/IAM) com temperatura de 26 °C. As formas promastigotas foram utilizados em fase

exponencial de crescimento em todas as fases do experimento (ALIANCA et al, 2017).
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4.4.4 Avaliagéo de susceptibilidade in vitro de promastigotas de Leishmania amazonensis
e determinacdo do indice de seletividade dos novos compostos heterociclicos pentagonais

As formas promastigotas Leishmania amazonensis foram coletadas, contadas e diluidas
em meio Schneider (Sigma®) suplementado com 20% de SFB em uma concentragio de 2x10°
células/mL. Em seguida, as células foram encubadas em diferentes concentracdes dos
compostos LgIT/LYS (20; 10; 5; 2,5 e 1,25 ug/mL) e LqIT/MOG (100; 50; 25; 12,5 e 6,25
pug/mL) por 72 horas. No controle negativo, as células foram incubadas apenas com o meio
Schneider (Sigma®) e no controle positivo, foi adicionado a Anfotericina B no meio. O
crescimento da cultura foi acompanhado, através de contagens utilizando a cAmara Neubauer.
A concentracdo que inibe 50% do crescimento dos parasitos (ICso) foi 0 parametro utilizado
para estimar a inibicdo do crescimento. A ICso foi determinada ap6s 72 horas de cultivo por
analise de regressao linear com o software SPSS 8.0 para Windows. Para cada teste foi realizado
2 experimentos independentes em triplicata. O indice de seletividade (IS) dos compostos para
0 parasito foi determinado como a razéo entre os valores de CCso e I1Cso obtidos para cada
composto (ALIANCA et al, 2017).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CARACTERISTICAS FISICO-QUIMICAS DOS NOVOS COMPOSTOS
HETEROCICLICO PENTAGONAIS

Inicialmente, foram obtidas as principais caracteristicas fisico-quimicas apresentadas
pelos novos derivados da série LgIT/LYS e LgIT/MOG, sendo essas: 0 aspecto fisico dos
compostos, faixa de fusdo, rendimento e fator de retencéo (RF). Os valores obtidos estdo

descritos na Tabela 2.

Tabela 2 — Caracteristicas fisico-quimicas dos novos compostos heterociclicos pentagonais

Composto Aspecto Faixade Rendimento (%) RF
fusdo (°C)
LglT/LYS-04 So6lido vermelho 165 - 166 63,0 0,7 (n-hex/AcOEt 8:2)
LqglT/LYS-11 So6lido vermelho 141 - 142 65,0 0,5 (n-hex/AcOEt 8:2)
LqlT/LYS-14 Sélido vermelho 152 — 154 77,0 0,5 (n-hex/AcOEt 8:2)
LglT/LYS-15 So6lido vermelho 179 -180 65,0 0,5 (n-hex/AcOEt 9:1)
LglT/MOG-01 Sélido amarelo 254 — 256 85 0,6 (n-hex/AcOEt 7:3)
LglT/MOG-02 Sélido amarelo 239 — 240 74,09 0,5 (n-hex/AcOEt 7:3)
LglT/MOG-06  Sélido vermelho 152 — 154 70,77 0,6 (n-hex/AcOEt 6:4)

As modificacbes moleculares no scaffold tiazolidinico através das substitui¢des na
posicdo 3 e 5 resultaram em novos derivados heterociclicos pentagonais com rendimentos
reacionais de 63,0 a 85%, que podem ser considerados satisfatorios. A literatura relata que o
rendimento reacional para compostos contendo o nucleo tiazolidin-2,4-diona podem variar de
27 a 99% e que, a variagdo desse valor depende de substituintes adicionados e técnicas
utilizadas a sintese (BARROS et al, 2010; ROCHA JUNIOR et al, 2013; OLIVEIRA et al,
2015; SLACHTOVA; JANOVSKA; BRULIKOVA, 2019).

Consonante a isso, utilizando técnicas semelhantes a esse trabalho, Oliveira et al 2015
apresentaram novos compostos indol-tiazolidinicos substituidos (Figura 12) com rendimento
entre 40 a 72%, demonstrando assim a eficiéncia da rota de sintese e técnicas empregadas ao

planejamento dos compostos da série LgIT/LYS e LglT/MOG.

Figura 12 — Rendimento reacional dos compostos indol-tiazolidinicos substituidos (OLIVEIRA et al, 2015)
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5.2 ANALISES ESPECTROSCOPICAS DOS NOVOS COMPOSTOS HETEROCICLICO
PENTAGONAIS

As analises estruturais dos novos compostos da série LqIT/LYS e LgIT/MOG foram
realizadas através de técnicas de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono 13
(RMN *H e 13C), espectroscopia de absorcdo no infravermelho (1V) e espectrometria de massas
(HRMS). Na elucidacio dos espectros de RMN'H dos novos compostos, elencamos como
sinais diagnostico de hidrogénio aqueles provenientes das ligacbes covalentes formadas a partir

das reacdes de N-alquilagéo (azul) e condensacéo de Knoevenagel (vermelho) (Figura 13).

Figura 13 — Sinais diagnosticos de RMNH dos compostos da série LqIT/LYS e LqlT/MOG
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Os compostos da série LgIT/LYS apresentaram sinais de hidrogénios pertencentes aos
carbonos metilénicos com multiplicidade simpleto (s) e seus deslocamentos quimicos variaram
de 6 5.27 — 5.29 e, os sinais de hidrogénio ligado ao carbono metinicos apresentaram-se como
simpletos na regido de 6 8.26 — 8.38. J4, nos derivados da série LqIT/MOG, os hidrogénios
metilénicos apresentaram-se na regido de & 4.77 — 5.29 (s) e, referente aos hidrogénios
metinicos, os sinais foram encontrados na regido de 6 8.04 —8.21 (s). Em seu trabalho, Gouveia
(2015) apresentou multiplicidades e deslocamentos quimicos semelhantes aos hidrogénios
metilénicos dos novos compostos heterociclicos pentagonais, cujo valores foram 6 4.96 — 4.99
(s). A partir desses dados, conclui-se que 0s mecanismos reacionais empregados na sintese dos
novos compostos foram exitosos. A tabela abaixo (Tabela 3) descreve os principais

deslocamentos quimicos e multiplicidades dos compostos da série LqIT/LYS e LqIT/MOG.
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Tabela 3 — Principais deslocamentos quimicos (8) e multiplicidades de RMNH dos novos compostos da série
LgIT/LYS e LqIT/MOG

Composto -CH>- -CH=
LglT/LYS-04 5.27 (s) 8.38 (5)
LglT/LYS-11 5.28 (s) 8.27 (s)
LglT/LYS-14 5.29 (s) 8.26 (5)
LglT/LYS-15 5.28 (s) 8.58 (5)
LqlT/MOG-01 4.81 (s) 8.21 (s)
LqlT/MOG-02 4.77 (s) 8.20 (s)
LglT/MOG-06 5.29 (s) 8.04 (s)

No espectro de RMN'H foram observados que, os hidrogénios metilénicos do
LqIT/MOG-06 apresentaram deslocamento quimico de & 5.29 (Tabela 5), enquanto no
composto LglT/MOG-01, esses hidrogénios apresentam-se & 4.81. Esse aumento deve-se a
influéncia exercida pela proximidade espacial dos hidrogénios metilénicos ao enxofre. A
formacdo da tiocarbonila foi comprovado através da técnica de HRMS, onde os compostos
LgIT/MOG-01 e LqlT/MOG-06 apresentou 368.027 g/mol (Figura 14) e 385,017 g/mol (Figura

15), respectivamente.
Figura 14 — Espectroscopia de massas do composto LglT/MOG-01
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Figura 15 — Espectroscopia de massas do composto LglT/MOG-06
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Outro sinal relevante observado na analise de RMN'H dos compostos LglT/MOG-01,
LgIT/MOG-02 e LgIT/MOG-06 foram observados deslocamentos quimicos de 6 12.19, 12.17
e 12.54, respectivamente, referentes a ligacdo N-H indolico, caracterizados por um simpleto
largo (sl), devido a labilidade do hidrogénio presente nessa ligacdo. Em seu trabalho com
derivados indol-tiazolidinicos (Figura 16), Oliveira et al (2015) apresentaram resultados
semelhantes para ligacdo N-H inddlico (verde), apresentando descolamentos quimicos entre
12.03 — 12.31 ppm e multiplicidades semelhantes (5).

Figura 16 — Deslocamento quimico e multiplicidade do N-H indélico dos compostos indol-tiazolidinicos
(OLIVEIRA et al, 2015)

(6]
= N R,
s
o R
]l\] 2
H
N-H inddlico: 12.03 - 12.31 ppm (s)

Fonte: Oliveira et al (2015)

Nos compostos da serie LgIT/LYS foram observados sinais reverentes aos hidrogénios
pertencentes aos grupos benzilidenos substituidos e p-cloro-benzil, apresentando-se como
simpleto (s), dupleto (d) e multipleto (m) e, seus deslocamentos quimicos, multiplicidade e
integracdo estdo expressos de forma detalhada na tabela 6 e demonstram que a técnica de
tionacdo aplicada foi bem-sucedida. Em relacdo aos hidrogénios pertencentes aos grupos p-
cloro-benzil, p-metil-benzil e indol da série LqIT/MOG, as informagbes de RMN *H estéo
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expressos na tabela 7. No composto LqlT/MOG-02 observou-se que os hidrogénios da porgéo
p-metilbenzil apresentaram-se como multipletos em ¢ 7.13 — 7.28 devido a sobreposicdo aos
hidrogénios inddlicos.

A Figura 17 representa o espectro de RMN*H (300 MHz) do composto LgIT/MOG-01,
0s principais deslocamentos quimicos foram destacados, sendo esses: 6 4.81 (s) da ligacao -
CHo>- (metilénico), 6 8.21 (s) da ligacdo -CH= (metinico) e 6 12.19 (sl) da ligacdo N-H inddlico.
Na ampliac¢ao da regido 6 7.15 — 7.95, pode ser observado as multiplicidades referentes aos
hidrogénios indolicos (simpleto, dupleto e multipleto) e os dupletos pertencentes aos

hidrogénios da porgéo p-clorofenil.

Figura 17 — Espectro de RMN*H do composto Lgl T/MOG-01
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Fonte: Autora

Para a ligagdo dupla exociclica na posi¢do 5 do ndcleo tiazolidinico é evidenciada na
literatura a formacdo de diastereoisémeros com configuracdes Z e E, sendo a conformacdo Z
considerada mais estavel (OLIVEIRA, 2013; SLACHTOVA et al, 2018). Contudo, faz-se
necessario uso de tecnicas 2D de RMN, como NOESY, para que a isomeria dos novos
compostos seja identificada. No tocante a0 RMN®C, os sinais diagnosticos dos novos
derivados LgIT/LYS e LgIT/MOG foram presumidos de acordo com dados da literatura e estdo

representados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Sinais diagnéstico de RMN C*2 encontrados nos compostos da série LgIT/LYS e LglT/MOG

Composto -CH; -OCHs -C=0 -C=S
LglT/LYS-04 48.0 56.3 192.7 170.4
LglT/LYS-11 47.9 55.62 1925 170.6
LqlT/LYS-14 47.9 56.0 e 60.2 192.4 170.6
LglT/LYS-15 47.8 55.8 e 56.1 192.6 170.8

LqlT/MOG-01 43.7 - 165.3 e 167.0 -
LglT/MOG-02 44.2 - 165.3 e 167.0 -
LglT/MOG-06 44.2 - 191.3 170.7

De acordo com trabalhos de Oliveira et al (2015) e Gouveia (2019), os carbonos
metilénicos (-CH2) contendo o nucleo tiazolin-2.4-dionas (TZD) ou 4-tioxo-tiazolidin-2-ona
(TXTZD) podem apresentar-se com deslocamentos quimicos entre 6 33.3 — 57.0, esses dados
coincidem aos carbonos metilénicos ligados a mesma posicdo nos compostos LglT/LYS e
LgIT/MOG, cujos valores mostrados foram & 44.2 — 48.0.

Para o carbono pertencentes a fungdo C=S dos compostos LgIT/LYS e LqlT/MOG-06,
os valores atribuidos estdo entre & 170.4 — 170.8. Esses valores estdo concordantes com 0s
trabalhos de Lafayette et al (2017), Gouveia (2019) e Ribeiro et al (2019), onde o carbono C=S
apresentou deslocamento quimico a partir 170 ppm, presumindo o éxito da tionacgéo via reacdo
de Wittig e comprovado por HRMS.

A Figura 18 exibe o espectro de RMNC do composto LglT/MOG-01, onde os
deslocamentos quimicos dos carbonos mais importantes estdo destacados. As setas verdes
indicam o -CHz- (metilénico), cujo descolamento quimico ¢é atribuido a & 43.7, essa ligacéo
demonstra que a reagdo de N-alquilacdo foi exitosa (OLIVEIRA, 2013). Enquanto, as setas
rosas apontam para as ligagdes C=0 do nlcleo TZD e deslocamentos quimicos sdo & 165.3 e
167.0, respectivamente. A ligacdo C=C, apesar de importante, ndo foi destacada por existe no
composto LgIT/MOG-01 outros carbonos com hidridagio sp?, necessitando de técnicas de
RMN 2D, como NOESY, HSQC e HMBC, para sua identificacdo precisa.



Figura 18 — Espectro de RMN*C do composto LglT/MOG-01
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Tabela 5 — Deslocamentos quimicos (3ppm), multiplicidades e quantidade de Hidrogénio (H) apresentados no RMN*H dos compostos LglT/LYS

58

Composto Estrutura -CH:>- -CH= -OCH; p-clorofenil Aromaticos
substituidos
LglIT/LYS-04 s 5.27 (s, | 8.38(s, 1H) 3.89 (s, 3H) 7.33(d,J=9 Hz, 2H) | 7.15 (d, J = 8.7 Hz, 1H),
. ~¢ N 2H) e7.41(d,J=9Hz, | 7.60(d,J=24Hz 1H)
r chj&()«@ 2H) e7.69 (d, J = 9.6 Hz,
N Cl 1H)
LglT/LYS-11 s 5.28 (s, | 8.27 (s, 1H) 3.85 (s, 3H) 7.33(d, J=9Hz, 2H) | 7.12 (d, J = 8.7 Hz, 2H)
~¢ N 2H) e 7.40 (d, J =9 Hz, e 7.69 (d, J=9.3 Hz,
SR 2H) 2H)
H,CO c
LqIT/LYS-14 ; 529(s, | 8.26(s,1H) | 3.75(s,3H)e3.84 | 7.33(d,J=8,7 Hz, 7.03 (s, 2H)
1o ~¢ N 2H) (s, 6H) 2H) e 7.40 (d, J = 8.4
s—&o/@\ Hz, 2H)
H;CO Cl
OCH,
LglT/LYS-15 & 528 (s, | 8.58(s,1H) | 3.87(s,3H)e391 | 7.32(d,J=84Hz, | 6.69-6.74(m, 2H)e
2H) (s, 3H) 2H) e7.39(d, J=8.1 | 7.49 (d,J = 8,1 Hz, 1H)

H,CO cl

Hz, 2H)

Legenda: s: multiplicidade simpleto expresso em Hz; d: multiplicidade dupleto expresso em Hz; m: multiplicidade multipleto expresso em Hz; J: constante

de acoplamento expressa em Hz.
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Tabela 6 — Deslocamentos quimicos (§ppm), multiplicidades e quantidade de Hidrogénio (H) apresentados no RMN*H dos compostos LglT/MOG

Composto Estrutura -CH-- -CH= N-H inddlico Indol Aromaticos
substituidos
LqIT/MOG-01 0 4.81 (s, 2H) 8.21 (s, 1H) 1219 (sl, 1H) | 7.17-7.28 (m, 2H), 7.51 | 7.33(d, J =9 Hz, 2H)
N (d,J=8.1Hz 1H),7.81 | e7.40(d,J =9 Hz,
\ s«(\Q (s, 1H) e 7.90 (d, J = 7.8 2H)
N © a Hz, 1H)
LqIT/MOG-02 0 477 (s, 2H) 8.20 (s, 1H) 1217 (sI,1H) | 7.13—7.28 (m, 2H), 7.51 | 2.26 (5, 3H, p-CHs) €
=~ N (d,J=6Hz,1H),7.80(s, | 7.13-7.28 (m, 4H)
[ s 1H) e 7.90 (d, J = 7.8 Hz,
II?]I CH3 1H)
LqIT/MOG-06 s 5.29 (s, 2H) 8.04 (s, 1H) 1254 (sl, 1H) | 7.25—7.28 (m, 2H), 7.56 | 7.36 (d, J = 12 Hz, 2H)
~ N (d,J=6.0Hz, 1H),7.88 | e7.41(d,J=12Hz,
I S*“Q (d, J = 6,0 Hz, 1H) e 8.67 2H)
N © a (s, 1H)

Legenda: s: multiplicidade simpleto expresso em Hz; sl: multiplicidade simpleto largo expresso em Hz; d: multiplicidade dupleto expresso em Hz; m:
multiplicidade multipleto expresso em Hz; J: constante de acoplamento expressa em Hz.
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A espectroscopia de infravermelho fora utilizada com ferramenta adjunta na
caracterizacdo dos compostos sintetizados para elucidacdo das principais fungdes orgénicas
presentes nesses novos candidatos a farmacos. Nos compostos LgIT/LY'S, para a fungdo C=0
foi observado estiramentos (forte e média intensidade) na faixa de frequéncia entre v 1685 —
1705 e, o C=C vinilico, originado da condensacdo de Knoevenagel, apresentou estiramentos
caracteristicos na faixa de frequéncia de 1567 — 1585 cm™, corroborando com o que é descrito
na literatura (LAFAEYTTE et al, 2017; ELZAHHAR et al, 2019; MOORTHY et al. 2019).

A ligacdo C=S possui baixa vibracdo comparada com a ligacdo C=0, devido ao fato de
0 atomo de enxofre ser volumoso, seus estiramentos costumam ter intensidades variadas e
apresentam-se na faixa de frequéncia de v 1000 — 1245, devido a essa peculiaridade, existem
divergéncias em resultados encontrados na literatura (ANBARASAN et al, 2015). Os picos
C=S dos compostos LgIT/LYS e LglT/MOG-06 (Figura 19) possuem intensidades variadas e
apresentaram-se entre v 1015 a 1028. De modo semelhante, Shei et al (2015) associaram
estiramentos na faixa de frequéncia de 1000 — 1100 a fungdo C=S. A tabela abaixo (Tabela 7)
demostra os principais estiramentos de IV dos compostos LgIT/LYS e sua intensidade, sendo
classificada por: F (forte), m (média) e f (fraca).

Figura 19 — Espectroscopia IV do composto LqlT/MOG-06
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Tabela 7 — Dados de IV dos compostos LqIT/LYS expressos em vicm™ e intensidade

Composto C=0 c=C C=S
LqlT/LYS-04 1705 (F) e 1685 (F) 1580 (F) 1020 (m)
LqglT/LYS-11 1704 (F) 1585 (F) 1020 (F)
LqlT/LYS-14 1705 (F) 1571 (m) 1023 (f)
LqlT/LYS-15 1688 (m) 1567 (F) 1028 (f)

Legenda: F — forte intensidade; m — média intensidade e f — fraca intensidade
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J& os compostos da série LqIT/MOG (Figura 20), identificamos picos caracteristicos da
fungdo N-H indodlico na regido de v 3251 — 3419, corroborando com o trabalho de Moraes et al
(2018) com compostos indol-acilhidrazénicos, onde faixas de frequéncia para essa funcéao
foram entre v 3145 - 3332. Também foram identificados picos correspondentes as fun¢ées C=0,
C=C e C=S (LqlT/MOG-06). Na tabela abaixo (Tabela 8) é demonstrado as principais faixas
de absorcéo no IR dos compostos LqIT/MOG e a intensidade do pico.

Figura 20 — Espectroscopia IV do composto LqlT/MOG-01
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Tabela 8 — Dados de IV dos compostos LglT/MOG expressos em v/cm™

Composto N-H indolico Cc=0 c=C C=S
LqlT/MOG-01 3251 (m) 1670 (f) e 1660 (F) 1593 (F) -
LglT/MOG-02 3403 (m) 1725 (m) e 1658 (F) 1515 (F) -
LglT/MOG-06 3419-3266 (f) 1667 (m) 1592 (f) 1015 (f)

Legenda: F — forte intensidade; m — média intensidade e f — fraca intensidade

5.3 DADOS FISICO-QUIMICOS DOS NOVOS COMPOSTOS HETEROCICLICOS
PENTAGONAIS

5-(5-bromo-2-metoxibenzilideno)-3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona (Lql T/LYS-04)
S

— N
Br S é
OCH; O

Férmula: C1gH13BrCINO2S»; Faixa de fusdo: 165 — 166 °C; RF: 0,7 (n-hex/AcOEt 8:2);
Rendimento: 63,0%; RMNH (300 MHz - DMSO-dg) &: 3.89 (s, 3H, -OCHs), 5.27 (s, 2H, -
CHy), 7.15 (d, J = 8.7 Hz, 1H, bromometoxifenil), 7.33 (d, J = 9 Hz, 2H, p-clorofenil), 7.41 (d,

Cl
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J =9 Hz, 2H, p-clorofenil), 7.60 (d, J = 2.4 Hz, 1H, bromometoxifenil), 7.69 (d, J = 9.6 Hz,
1H, bromometoxifenil), 8.38 (s, 1H, -CH=). RMN®C (75 MHz - DMSO-ds) 5: 48.0, 56.3,
112.2,114.4,124.3,128.5, 129.4, 129.6, 130.7, 131.0, 132.3, 133.6, 135.2, 157.6, 170.4, 192.7.
IV (direto) v: 1705 e 1685 (C=0), 1580 (C=C), 1020 (C=S). HRMS (m/z): Massa calculada:
452,926 g/mol; Massa encontrada: 452,899 g/mol; [M+H]" calculada: 453,929 g/mol; [M+H]*
encontrado: 453,891 g/mol.

5-(4-metoxibenzilideno)-3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona (Lgl T/LYS-11)

oaceel

Formula: C1sH14CINO.Sy; Faixa de fusdo: 141 — 142 °C; RF: 0,5 (n-hex/AcOEt 8:2);
Rendimento: 65,0%; RMN*H (300 MHz — DMSO-dg) &: 3.85 (s, 3H, -OCHg), 5.28 (s, 2H, -
CHy), 7.12 (d, J = 8.7 Hz, 2H, p-metoxifenil), 7.33 (d, J = 9 Hz, 2H, p-clorofenil), 7.40 (d, J =
9 Hz, 2H, p-clorofenil), 7.69 (d, J = 9.3 Hz, 2H, p-metoxifenil), 8.27 (s, 1H, -CH=). RMNC
(75 MHz - DMSO-de) 6: 47.9, 55.6, 115.1, 124.9, 125.9, 128.5, 129.4, 132.3, 133.1, 133.8,
138.0, 161.7, 170.6, 192.5. IV (direto) v: 1704 (C=0), 1585 (C=C), 1020 (C=S). HRMS (m/2):
Massa calculada: 375,015 g/mol; Massa encontrada: 375,040 g/mol; [M+H]* calculada:
376,018 g/mol; [M+H]" encontrada: 376,020 g/mol.

H,CO

5-(3,4,5-trimetoxibenzilideno)-3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona (LqI T/LYS-14)
S

H,CO == g N/\Q
H,CO —\<O
OCH;,

Formula: CxoH1sCINO4S2; Faixa de fusdo: 152 — 154 °C; RF: 0,5 (n-hex/AcOEt 8:2);
Rendimento: 77%; RMN!H (300 MHz - DMSO-ds) &: 3.75 (s, 3H, -OCHs), 3.84 (s, 6H, -
OCHj3), 5.29 (s, 2H, -CH2»), 7.03 (s, 2H, trimetoxifenil), 7.33 (d, J = 8.7 Hz, 2H, p-clorofenil),
7.40 (d, J = 8.4 Hz, 2H, p-clorofenil); 8.26 (s, 1H, -CH=). RMN®C (75 MHz - DMSO-ds) &:
47.9, 56.0, 60.2, 108.2, 127.0, 128.5, 128.9, 129.4, 132.3, 133.7, 138.0, 140.1, 153.2, 170.6,
192.5. IV (direto) v: 1705 (C=0), 1571 (C=C), 1023 (C=S). HRMS (m/z): Massa calculada:
435,036 g/mol; Massa encontrada: 435,064 g/mol; [M+H]" calculada: 436,039 g/mol; [M+H]*
encontrada: 436,072 g/mol.
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5-(2,4-dimetoxibenzil)-3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona (LglT/LYS-15)
S

0

H;CO cl

H,CO

Formula: C19H16CINOsS; Faixa de fusdo: 179 — 180 °C; RF: 0,5 (n-hex/AcOEt 9:1);
Rendimento: 65,0% RMN!H (300 MHz - DMSO-ds) &: 3.87 (s, 3H, -OCHs) 3.91 (s, 3H, -
OCHpg), 5.28 ppm (s, 2H, -CH>), 6.69 — 6.74 (m, 2H, dimetoxifenil), 7.32 (d, J = 8.4 Hz, 2H, p-
clorofenil), 7.39 (d, J = 8.1 Hz ,2H, p-clorofenil), 7.49 (d, J = 9.0 Hz, 1H, dimetoxifenil), 8.58
(s, 1H, -CH=). RMN®C (75 MHz - DMSO-ds) &: 47.8, 55.8, 56.1, 98.7, 107.0, 115.1, 124.5,
128.5,129.3, 129.5, 130.6, 133.1, 133.9, 160.9, 164.1, 170.8, 192.6. IV (direto) v: 1613 (C=0),
1567 (C=C), 1028 (C=S). HRMS (m/z): Massa calculada: 405,026 g/mol; Massa encontrada:
405,024 g/mol; [M+H]" calculada: 406,029 g/mol; [M+H]* encontrada: 406,022 g/mol.

5-((1-H-indol-3-il)metileno)-3-(4-clorobenzil)tiazolidin-2,4-diona (Lql T/MOG-01)
O
— N
\ S’&T@
N Cl
H

Formula: Ci9H13CIN20OS; Faixa de fusdo: 254 — 256 °C; RF: 0,6 (n-hex/AcOEt 7:3);
Rendimento: 85%; RMNH (300 MHz - DMSO-ds) &: 4.81 (s, 2H, -CHy), 7.17 — 7.28 (m, 2H,
indol), 7.33 (d, J = 9 Hz, 2H, p-clorofenil), 7.40 (d, J = 9 Hz, 2H, p-clorofenil), 7.51 (d, J = 8.1
Hz, 1H, indol), 7.81 (s, 1H, indol), 7.90 (d, J = 7.8 Hz, 1H, indol), 8.21 (s, 1H, -CH=), 12.19
(sl, 1H, N-H indélico). RMN®C (75 MHz - DMSO-ds) &: 43.7, 110.4, 112.4, 113.2, 118.3,
121.1, 123.1, 126.2, 126.7, 128.5, 129.2, 129.5, 132.3, 134.7, 136.2, 165.3, 167.0. IV (direto)
v: 3251 (N-H inddlico), 1670 e 1660 (C=0), 1593 (C=C). HRMS (m/z): Massa calculada:
368,038 g/mol; Massa encontrada: 368.056 g/mol; [M+H]" calculada: 369,042 g/mol; [M+H]*
encontrada: 369,067 g/mol.

5-((2-H-indol-3-il)metileno)-3-(4-metilbenzil)tiazolidin-2,4-diona (Lgl T/MOG-02)

O
— N
\ s&?@
N CH;
H
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Férmula: CoHisN202S; Faixa de fusdo: 239 — 240 °C; RF: 0,56 (n-hex/AcOEt 7:3);
Rendimento: 74,09%; RMN!H (300 MHz - DMSO-ds) &: 2.26 (s, 3H, p-CHs), 4.77 (s, 2H, -
CHy), 7.13-7.28 (m, 6H, indol e p-metilfenil), 7.51 (d, J = 6 Hz, 1H, indol), 7.80 (s, 1H, indol),
7.90 (d, J=7.8 Hz, 1H, indol), 8.20 (s, 1H, -CH=), 12,17 (sl, 1H, N-H inddlico). RMN®*C (75
MHz - DMSO-de) 6: 20.6, 44.2, 110.4, 112.4, 113.4, 118.3, 121.1, 123.1, 126.1, 126.7, 127.6,
129.1, 132.8, 136.2, 136.9, 165.3, 167.0. IV (direto) v: 3403 (N-H inddlico), 1725 e 1658
(C=0), 1515 (C=C). HRMS (m/z): Massa calculada: 348,093 g/mol; Massa encontrada:
348,070 g/mol; [M+H]" calculada: 349,096 g/mol; [M+H]* encontrada: 349,084 g/mol.

5-((1-H-indol-3-il)metileno)-3-(4-clorobenzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona (Lql T/MOG-06)

S
— N
s g e
E Cl

Formula: Ci9H13CIN2OS»; Faixa de fusdo: 152 — 154 °C; RF: 0,6 (n-hex/AcOEt 8:2);
Rendimento: 65,53%; RMN*H (300 MHz - DMSO-ds) &: 5.29 (s, 2H, -CH,), 7.25 — 7.28 (m,
2H, indol), 7.36 (d, J = 12 Hz, 2H, clorofenil), 7.41 (d, J = 12 Hz, 2H, clorofenil), 7.56 (d, J =
6 Hz, 1H, indol), 7.88 (d, J = 6 Hz, 1H, indol), 8.04 (s, 1H, -CH=), 8.67 (s, 1H, indol), 12,54
(sl, 1H, N-H indélico). RMN®C (75 MHz - DMSO-ds) &: 44.2, 110.9, 112.7, 113.3, 118.8,
121.6, 124.2, 126.8, 127.1, 129.0, 129.9, 132.7, 134.7, 165.8, 167.5, 170.7, 191.3. IV (direto)
v: 3266 e 3419 (N-H inddlico), 1667 (C=0), 1592 (C=C) e 1015 (C=S). HRMS (m/z): Massa
calculada: 384,015 g/mol; Massa encontrada: 384,017 g/mol; [M+H]" calculada: 386,012
g/mol; [M+H]" encontrada: 386,019 g/mol.

54 PARAMETROS FARMACOCINETICO IN SILICO DOS NOVOS COMPOSTOS
HETEROCICLICOS PENTAGONAIS

A estimacdo de parametros farmacocinéticos in silico trata-se de uma ferramenta
importante no planejamento e sintese de novas entidades quimicas (NEQS). Pois, atraves dessa
ferramenta pode-se estimar aspectos que interferem na interacdo com a membrana bioldgica e
biodisponibilidade oral dessa NEQs, tals como lipofilicidade, solubilidade em agua e preditores
de absorcéo, distribuicdo, metabolizagdo, excrecgéo e toxicidade (ADMET).

A regra dos cinco de Lipinski (LIPINSKI et al, 2001) trata-se de um dos principais

preditores farmacocinéticos, pois, relaciona caracteristicas do composto organico a sua
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biodisponibilidade, onde esse composto precisa apresentar: a) Massa molar (MM) < 500 g/mol;
b) LogP < 5 ou MLogP < 4.15; c¢) Grupos aceptores de hidrogénio (HBA) < 10; d) Grupos
doadores de hidrogénio (HBD) < 5 e, €) Violacdo das regras de Lipinski < 1. Atrelado a isso,
Veber et al (2002) ainda cita que NEQ com numero de grupos rotacionais (n-ROTB) < 10 ¢
Topografia de area de superficie polar (TPSA) < 140 A? possuem alta absorcdo intestinal. A
Tabela 9 demonstra os principais parametros farmacocinéticos in silico dos novos compostos
heterociclicos pentagonais, estimados pelos programas Swiss ADME e pkCSM.

Os compostos da série LgIT/LYS e LglIT/MOG estdo de acordo com as regras de
Lipinski e Veber, pois, ndo houve violagéo das regras e todos os compostos apresentaram MM
abaixo de 500 g/mol e n-ROTB abaixo de 10. Devido a mudanga do benzilideno pelo biciclo
indol, os compostos LqIT/MOG apresentaram HBD igual a 1. Além da presenca de outros
grupos que contribuem para 0 HBA, percebe-se que quantidade de metoxilas influenciaram no
aumento de HBA dos compostos da série LgIT/LYS, isso pode ser visto no composto
trimetoxilado LgIT/LYS-14, onde HBA foi igual a trés.

A solubilidade em agua ¢ definida pelo LogS, onde os valores sdo classificados por:
insoliveis <-10 <baixa solubilidade <-6 <solubilidade moderada <-4 <solavel <-2<
bastante solubilidade <0 <solubilidade altissima. Os novos compostos heterociclicos
pentagonais apresentam solubilidade baixa e moderada, cujos valores foram de -6.00 a -7.35.
Observamos que, o composto LqlT/LYS-04 apresentou LogsS igual a -7.35 e LogP igual a 4.08
devido a presenca do halogénio bromo (Br). Esse resultado é concordante com o trabalho de
Almeida Junior et al (2019), onde o composto 4-tiazolidinona substituidos (Figura 21) contendo
Br apresentaram LogS igual a -7.37 e LogP igual a 3.95, mostrando assim que a adigéo de

halogénios favorece ao aumento da lipofilicidade de NEQs.

Figura 21 — LogS e LogP do composto 4-tiazolidinona substituido (ALMEIDA JUNIOR et al, 2019)

LogS =-7.37; LogP = 3.95
R = p-naftil

Fonte: Almeida Janior et al (2019).

O coeficiente de particdo octanol-agua, expresso em LogP, trata-se de uma medida
quantitativa de lipofilicidade importante na triagem de NEQs. A quantidade de metoxilas dos

compostos LgIT/LYS e a presenga do grupo p-metil no composto LqIT/MOG-02 influenciaram
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na diminuicdo da lipofilicidade desses compostos, pois, os LglT/LYS-14 e LglIT/MOG-02
apresentaram LogP igual a 2.78 e 2.44. Concordante a isso, Ribeiro et al (2019) demonstrou em
seu trabalho que, a adicdo do grupo metoxi em compostos quinolina-tiosemicarbozénicos
substituidos (Figura 22) também contribuem para a diminui¢do do LogP, cujos valor foi igual
a2.13.

Figura 22 — LogP do composto quinolina-tiosemicarbozdnicos substituido (RIBEIRO et al, 2019)
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LogP =2.13
Fonte: Ribeiro et al (2019)

A substituicdo do oxigénio (O) por enxofre (S) através da técnica de tionacdo no
LgIT/MOG-06 favoreceu no aumento da lipofilicidade desse derivado, cujo valor de LogP foi
igual a 3.56, demonstrando a importancia da utilizacdo da técnica de tionacéo na sintese de
novos compostos. O TPSA dos novos compostos apresentou-se entre 78.47 — 114.10 A?,
demonstrando que os novos derivados podem ter uma alta absorcéo no trato gastrointestinal e
baixa permeabilidade na barreira hematoencefalica (VEBER et al, 2002). Concordante ao
TPSA, as taxas preditivas de absorcdo intestinal apresentaram-se acima de 80% e a
permeabilidade em Caco-2 entre 1.227 a 1.372 cm.s™%, esses valores podem pressupor uma boa
absorcéo dos novos compostos por via oral.

A predicdo do volume de distribuicdo em estado estacionario (VDss) trata-se de um
parametro farmacocinético confiavel para a distribuicdo do farmaco-teste entre o plasma e o
tecido, Os valores de VDss > 0,45 — alta distribuicdo nos tecidos e, VDss < 0,15 — baixa
distribuicdo (ZHIVKOVA; DOYTCHINOVA, 2012; LAMBERTUCCI et al, 2018). Os
compostos LglT/LYS-04, LgIT/LYS-11 e LglT/MOG-06 destacaram-se por apresentaram
valores preditivos de VDss de 0,257, 0,22 e 0,31, respectivamente, esses valores indicam uma
distribuicdo intermediaria nos tecidos, isso € justificado por esses compostos terem um carater
mais lipofilicidade que os outros derivados, com o valor de LogP de 3.47 —4.08.

A predicdo de clearance total de novos compostos é uma ferramenta importante na
farmacocinética, pois avalia a tempo de eliminacéo por via hepética e renal desse composto e,
um composto-teste com valor de clearance total elevado pode indicar que ele sofrera uma rapida
excrecdo no organismo (GUO et al 2016; MORAES et al, 2018; ALMEIDA JUNIOR et al
2019). Contudo, os compostos da série da LgIT/LYS e LqIT/MOG apresentaram valores de
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clearance total na faixa de 0.009 — 0.315, isso pode indicar que eles possuem uma boa
eliminacdo por via renal.

Esses resultados preditivos indicam gque 0s novos compostos heterociclicos pentagonais
podem atender os principais parametros para uma boa biodisponibilidade oral, 0 que nos

possibilita a continuidade de testes experimentais.
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Tabela 9 — Parametros farmacocinéticos in silico dos novos compostos heterociclicos pentagonais

X
N
—_1L R,
R, S (0]

Composto X R R, MM HBAHBD LogP LogS TPSA n-ROTB Permeabilidade Absorcéo VDss Clearance
(g/mol) (A?) em Caco-2 intestinal  (log L/kg) total
(log Papp; log (%) (log

cm/s) ml/min/kg)
LqIT/LYS-04 S -Cl 5-bromo-2- 45479 2 0 4.08 -7.35 86.93 4 1.254 85.92 0.257 0.009

metoxifenil

LqIT/LYS-11 S -Cl 4-metoxifenil 375890 2 0 3.47 -6.64 86.93 4 1.291 88.93 0.22 0.037
LqIT/LYS-14 S -Cl 3,4 5-trimetoxifenil 43594 4 0 278 -6.96 105.39 6 1.255 890.84 -0.22 0.315
LqIT/LYS-15 S -Cl 2,4-dimetoxifenil 405.92 3 0 3.12 -6.80 114.10 5 1.372 91.13 0.03 0.255
LqlT/MOG-01 O -Cl Indol 368.84 2 1 270 -6.00 78.47 3 1.240 88.98 0.15 0.054
LqlT/MOG-02 O -CHs Indol 348.42 2 1 244 572 7847 3 1.242 90.44 0.01 0.128
LqlT/MOG-06 S -Cl Indol 38490 1 1 356 -6.94 93.49 3 1.227 87.59 0.31 0.088

Legenda: MM (Swiss ADME): massa molecular dos compostos expresso em g/mol; HBA (Swiss ADME): grupos aceptores de hidrogénios; HBD (Swiss
ADME): grupos doadores de hidrogénios; LogP: Log do coeficiente de particdo octanol-agua; LogS (Swiss ADME): Log da solubilidade em agua; TPSA:
Topografia da area de superficie polar, expresso em Angstrom? (A%); n-ROTB: Ndmero de grupos rotacionais; Permeabilidade em Caco-2 (log Papp; log
cm/s): Predigdo da Permeabilidade em células Caco-2 trata-se de uma estimativa de absor¢do da mucosa intestinal humana (pkCSM); Absorgao intestinal (%6):
Predicdo da percentagem (%) da absorcao intestinal dos compostos (pkCSM); VDss (log L/kg): Predicdo do volume de distribui¢do em estado estacionario dos
novos compostos expresso por log L/kg (pkCSM); Clearance Total (log ml/min/kg): Predicdo do clearance total dos novos compostos (pkCSM).
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5.5 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE IN VITRO DOS NOVOS COMPOSTOS
HETEROCICLICOS PENTAGONAIS

No presente trabalho, realizamos a determinagdo da atividade antioxidante in vitro dos
novos compostos da série LglT/LYS e LqlT/MOG utilizando duas metodologias diferentes, o
ensaio de eliminacdo de radicais estaveis DPPH e o ensaio de eliminacdo de radicais cations
ABTS. Para esses ensaios, utilizamos o acido ascorbico sintético como controle positivo. Na
tabela abaixo (Tabela 10) sdo demonstrados os valores de 1Cso (uM) dos novos compostos e a
taxa de sequestro de radicais DPPH e ABTS na concentragido de 500 pg/mL.

Tabela 10 — Valores de 1Cso (uM) e taxa de sequestro de radicais DPPH e ABTS (%) dos novos compostos
heterociclicos pentagonais na concentracdo de 500 pg/mL

Compostos DPPH - ICs DPPH ABTS - ICs ABTS
(M) (% em 500 (M) (% em 500

pg/mL) pg/mL)
LqIT/LYS-04 17.1+0,1 33.69£2,0 122.0+0,1 48.6 1,6
LqIT/LYS-11 20.7+0,1 19.8+0,1 1255+1,1 53.1+1,0
LglT/LYS-14 17.9+0,1 17.7+26 105.4+1,3 545+1,6
LgIT/LYS-15 19.2+0,1 - 126.2+0,2 48.9+1,0
LqIT/MOG-01 42.3+0,1 33.9+35 154.0+0,8 441£26
LglT/MOG-02 11.2+0,1 143+25 165.4+ 1,5 434+31
LglT/MOG-06 10.1+0,1 - 1152+ 1,0 56.5+ 1,6
Acido ascorbico - 90.0+0,1 - 94.0+0,1

Legenda: 1Cso: Concentragdo do composto capaz de sequestrar 50% dos radicais; DPPH: 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil; ABTS: 2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico); cido ascorbico: controle positivo; (-
): N&o determinado.

Através da analise dos resultados obtidos, podemos verificar que 0s novos compostos
heterociclicos pentagonais apresentaram menores concentragoes de 1Cso (10,1 — 42,3 uM) no
ensaio de eliminacgdo de radicais DPPH. Enquanto no ensaio de eliminacdo de radicais cations
ABTS, os valores de ICso foram >100 uM para todos os compostos testados. Mas quando
calculamos o percentual de sequestro de radicais na concentragdo de 500 pg/mL, observamos
gue os compostos da série LgIT/MOG e LglIT/LYS apresentaram melhores performances no
ensaio de ABTS, os valores de ICso ficam em torno de 43,4 — 56,5 %. Isso demonstra que 0s
novos compostos podem apresentar os dois mecanismos de atividade antioxidante.

Os compostos LgIT/MOG-02 e LglIT/MOG-06 apresentaram no ensaio de eliminacao
de radicais DPPH valores de ICsp de 11,2 e 10,1 uM, respectivamente. Percebemos que o
composto LglT/MOG-01, cujo estrutura também possui 0 grupo indol ndo substituido e HBD

igual 1, apresentou o valor de ICso de 42.3 + 0,1 uM. Podemos sugerir que, assim como 0s
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demais compostos, os derivados da série LqlT/MOG podem apresentar mecanismos mistos,
tanto doadores de elétrons quanto doadores de hidrogénio, pois na concentragdo de 500 pg/mL
no ensaio de eliminacéo de radicais cations ABTS, apresentaram percentual de sequestro entre
43,4 — 56,5 %. Apesar de haver na literatura poucos trabalhos sobre atividade antioxidante em
compostos sintéticos ou semissintéticos, encontramos no trabalho de Sangshetti et al (2016) a
demonstracdo da importancia da presenca do grupo indol ndo substituido, pois, em compostos
sintéticos inddlicos-cumarinicos, a presenca desse grupo favoreceu a atividade antioxidante no
ensaio de eliminacdo de radicais DPPH, obtendo valor de ICso igual a 12.40 pug/mL para o
composto de melhor performance (Figura 23).

Figura 23 — Valor de ICso do composto ind6lico-cumarinico com melhor atividade antioxidante (SANGSHETTI
et al, 2016)

1Cs0 = 12.40 pg/mL

Fonte: Sangshetti et al (2016)

5.6 ESTUDO BIOLOGICO

5.6.1 Avaliacgdo in vitro de citotoxidade em linhagens de células de macrofagos J774 dos

novos compostos heterociclicos pentagonais

Os ensaios in vitro de viabilidade celular trata-se de um importante parametro na
avaliacdo preliminar da seguranga e toxicidade de novos candidatos a farmacos, sendo
realizado, preferencialmente, em células de mamiferos (ROGERO et al, 2003; BAHUGUNA
etal, 2017). Na selecdo de novos farmacos antiparasitarios, esse ensaio auxilia na determinacéo
da seletividade do composto organico ao parasito.

Dado a importancia desse teste, realizamos inicialmente a avaliagdo o potencial
citotoxico dos novos compostos LgIT/LYS e LgIT/MOG em células de linhagem de
macrofagos J774 utilizado a técnica de MTT. A tabela 11 apresenta os valores de CCso dos
novos derivados heterociclicos pentagonais.

Os novos compostos das séries LgIT/LYS e LqIT/MOG foram capazes de induzir algum
grau de toxicidade aos macrofagos J774 e apresentaram citotoxicidade acima do controle
positivo, anfotericina B, cujo valor de CCsp foi de 37.61 pM. O composto LqlT/MOG-02
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apresentou-se como 0 composto menos toxico, com valor de CCsp de 34.78 uM, enquanto o
composto LqIT/LYS-14 apresentou-se mais toxico, com valor de CCso de 13.86 uM.

Naserie LqIT/LYS, podemos observar que o composto LglT/LY S-04 apresentou menor
toxicidade aos macrdfagos J774, com CCso de 25,85 uM. Isso mostra que, a adigdo do halogénio
Br no nucleo benzilideno contribuiu para a diminuicéo da toxicidade desse composto. Almeida
Junior et al (2019) evidenciou em trabalho com compostos indol-tiazolidin-4-ona substituidos
(Figura 24) que a adicdo do halogénio Br (vermelho) na cadeia lateral pode contribuir na
diminuicdo da citotoxicidade em macrofagos J774A.1, onde o valor de CCso mudou de 8.17
para 30.53 uM.

Figura 24 — Valores de CCs de compostos indol-tiazolidin-4-ona substituidos (ALMEIDA JUNIOR et al, 2019)

CCs0=8.17 pM CCso=30.53 utM
R = p-naftil

Fonte: Almeida Junior et al (2019)

J& na série LqIT/MOG, O composto LqlT/MOG-02 possui perfil de citotoxicidade
proximo ao controle positivo, anfotericina B, com valor de CCso de 34,78 pM. Apesar de
diminuir a lipofilicidade (LogP), a substituicdo do cloro por grupo metil pode contribuir para
diminuicdo da toxicidade desse composto. Verificamos também que a substituicao bioisostérica
classica do oxigénio (azul) por enxofre (vermelho) no composto LqlT/MOG-06 (Figura 26)
trouxe beneficios ao perfil de citotoxicidade em macrofagos J774, apresentando o valor de CCsg
de 34,50 uM, enquanto 0 composto ndo tionado LglIT/MOG-01 (Figura 25) apresentou o valor
de CCso de 21,84 uM.

Figura 25 — Comparacdo entre os valores de CCso do composto LglT/MOG-01 e LglT/MOG-06
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LqIT/MOG-01 LqIT/MOG-06
21,84 pM 34,50 pM

Fonte: Autora
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Contudo, a literatura relata que os resultados do ensaio de citotoxicidade in vitro podem
ndo repercutir em ensaios de toxicidade in vivo (OLIVEIRA et al, 2015), fazendo-se necessario

a realizacéo de teste de toxicidade aguda dos compostos LgIT/LYS e LgIT/MOG.

5.6.2 Dosagem de Oxido nitrico

A dosagem de oOxido nitrico (NO) foi realizada juntamente com o ensaio de
citotoxicidade em macrdfagos J774 utilizando a técnica indireta de Griess. O NO e ERNS,
produzido por macréfagos e neutrofilos, possui papel importante no controle da infeccdo por
Leishmania spp e morte das amastigotas intracelular (HORTA et al, 2012; PODINOVSKAIA;
DESCOTEAUX, 2015). Com isso, 0 objetivo desse teste foi verificar a capacidade dos novos
derivados em induzir a producdo de NO por células de macréfago J774.

Na Figura 26 traz os resultados da dosagem indireto de NO a partir do sobrenadante de
celulas de macrofagos tratadas com os novos compostos da série LgIT/LYS e LgIT/MOG.
Todos os compostos estudados, exceto o LglT/MOG-01, foram capazes de promover um

aumento significativo (p < 0.05) de nitrito.

Figura 26 — Resultados da dosagem indireta de NO produzido por macréfagos J774 tratados com 0s novos
compostos da série LgIT/LYS e LgIT/MOG
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Legenda: Os valores de concentracdes de nitrito foram obtidos através de dois experimentos independentes em
quadruplicata; os resultados com as letras a, b, c, ab e abc, respectivamente, apresentaram valores de significativa
p <0.05.

Fonte: Autora

De acordo com os resultados obtidos nesse ensaio, todos 0s compostos testados, exceto

0 composto LqIT/MOG-01, produziram o aumento significativo na producdo de NO por
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macrofagos J774 ndo infectados nas concentragdes mais alta (45 ¢ 20 ug/mL) ¢ nas
concentragdes mais baixas (2.8, 2.5 e 1.25 pug/mL). Esses resultados podem indicar uma
atividade leishmanicida promissora dos novos compostos por contribuirem na producéo de NO
em baixas concentracdes. Sign et al (2012) cita que a producdo de NO e radicais livres contribui
na acdo leishmanicida e pode auxiliar na deplecéo do sistema autoredox do parasito.

Os resultados apresentados na dosagem indireta de NO podem justificam a alta
citotoxicidade apresentada pelos novos compostos no ensaio com macréfagos J774, pois, a
quantidade exacerbada de radicais livres pode causar danos a células saudaveis do hospedeiro
vertebrado (SCHIEBER; CHANDEL, 2014). Apesar disso, 0S novos compostos demonstraram
atividade antioxidante nos ensaios de DPPH e ABTS, podendo colaborar na diminui¢do na
producdo de radicais livres in vivo, pois os radicais livres provenientes do processo de
inflamacdo contribuem para a formacdo de lesdes nas formas da leishmaniose mucosa e

visceral.

5.6.3 Avaliacéo de susceptibilidade in vitro de promastigotas de Leishmania amazonensis

aos novos compostos heterociclicos pentagonais

Paralelo ao ensaio de citotoxicidade em macréfagos J774, realizamos a triagem dos
compostos LqIT/LYS e LglT/MOG através do teste de susceptibilidade in vitro de
promastigotas metaciclicas de L. amazonenses, com a finalidade de calcular o ICso
(concentracdo capaz de inibir o crescimento de 50% dos parasitos) dessas moléculas. Assim
como no teste de avaliagdo do potencial citotoxico in vitro, a anfotericina B foi utilizado como
controle positivo. A tabela abaixo (Tabela 11) demonstra os valores de ICso dos novos
compostos heterociclicos pentagonais.

Devido a imprevistos relacionados a pandemia de COVID-19, o ensaio com
promastigotas metaciclicas de L. amazonensis do composto LqlT/MOG-06 néo foi realizado, o
teste e o célculo do indice de seletividade (IS) desse composto serdo realizados posterior a esse
trabalho. Apesar de, em hospedeiros vertebrados, a forma amastigota intracelular de
Leishmania spp ser predominante, ndo exclui a importancia do screening de novos candidatos
a farmacos na forma evolutiva promastigota do parasito, pois a forma amastigota intracelular
trata-se de uma forma adaptativa do parasito para se evadir do sistema imunoldgico do
hospedeiro vertebrado e contém todos os elementos celulares da forma promastigotas, exceto o
flagelo, pois na forma amastigota, o flagelo encontra-se internalizado (SEGUIN;
DESCOTEAUX, 2016).



Tabela 11 — Valores de CCs e 1Cso dos novos compostos heterociclicos pentagonais
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X
— N/@
SN
Ry

N

H LqIT/MOG
COMPOSTO R1 R2 Rs Ra Rs Rs X CCso (uM) 1Cs0 (uM)
LqlT/LYS-04 -OCHs -H -H -Br -H - S 25,85+0,66 7,83+0,6
LqglT/LYS-11 -H -H -OCHs -H -H - S 18,69+1,26 2354+0,6
LqlT/LYS-14 -H -OCH3 -OCHjs -OCH3 -H - S 13,86 +0,02 9,99+0,1
LqlT/LYS-15 -H -H -OCHjs; -H -OCHjs; - S 2093+093 3572+14
LqlT/MOG-01 - - - - - -Cl 0] 2184+271 89,93+2,6
LqlT/MOG-02 - - - - - -CHs 0] 34,78+ 0,63 133,92+2,6
LqlT/MOG-06 - - - - - -Cl S 34,50 + 0,30 ND

Anfotericina B - - - - - - -

37,61+0,01 0,15+ 0,002

Legenda: CCso: Concentracdo capaz de causar a perda da viabilidade em 50% das células de mamifero; 1Cso: Concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento das

promastigotas de L. amazonensis; ND: Nao determinado, o ensaio sera realizado posterior a esse trabalho.
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Conforme ilustrado na Tabela 11, os novos compostos LgIT/LYS e LqIT/MOG, exceto
LqlT/MOG-06, apresentaram valores de 1Cso de 7,83 — 133,92 frente a promastigotas
Leishmania amazonensis, porém os compostos LglT/LYS-04 e LqglT/LYS-14 (Figura 27)
destacaram-se por apresentar melhores resultados nesse ensaio, com valores de ICso de 7.83 e

9.99, respectivamente.

Figura 27 — Valores de 1Cso dos compostos LqIT/LYS-04 e LgIT/LYS-14

H i " S
Br = ) H;CO = N
S* s_<o
ocH,° " o
H c H,CO
OCH,
LqlIT/LYS-04 nglg-g/g;_Yl\S/I_l4
7.83 pM 99

Fonte: Autora

Os compostos LgIT/LYS-04 e LqlT/LYS-14 (Figura 28) apresentam em suas estruturas
0 nucleo 4-tioxo-tiazolidin-2-ona (verde), obtido através da substituicdo através da técnica de
tionacdo via reacdo de Wittig do oxigénio pelo enxofre na posic¢éo 4 do ndcleo tiazolidin-2,4-
diona, e adicdo do grupo substituinte metoxi (vermelho) na posicéo 2 (LqlT/LYS-04) e nas
posicdes 3, 4 e 5 (LqlT/LYS-14) na por¢do benzilideno. Além do grupo metoxi, foi adicionado
o halogénio Br (azul) no composto LgIT/LYS-04. De acordo com a literatura, a adi¢do de
halogénios e metdxi podem contribuir na acdo antiparasitaria (HERNANDES et al, 2010;
BELLO etal, 2011; OLIVEIRA et al, 2015; SILVA et al, 2020).

Figura 28 — Os compostos LqlT/LYS-04 e LglT/LYS-14
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Cl

LqlT/LYS-04

Fonte: Autora

O composto LglT/LYS-04 (Figura 28) apresentou valor de 1Cso de 7.83, demonstrando
melhor resultado frente a promastigotas de L. amazonensis em comparagéo aos outros derivados
estudados. Analisando sua estrutura quimica, além do grupo metoxi, foi adicionado o halogénio
bromo (Br) como substituinte na posicdo 5 do benzilideno. Essa adicdo favoreceu a
lipofilicidade desse composto, cujo valor de LogP foi igual a 4.08. Segundo Hernandes et al

(2010) e Almeida Junior et al (2019), o atomo de Br apresenta efeito indutivo negativo e efeitos
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mesomeéricos positivos, além disso, por ter um raio atdbmico volumoso, esse dtomo contribui
para efeito estérico. Esses efeitos citados podem ter contribuido na atividade leishmanicida do
composto LgIT/LYS-04. Atrelado a isso, Silva et al (2020) potencializaram a acgéo
leishmanicida em seus compostos ao adicionar o Br como substituinte na porcdo indol,
obtivendo valores de ICsp que variaram de 13,61 uM em promastigotas metaciclicas de L.

amazonensis (Figura 29).

Figura 29 — Derivado indol-tiosemicarbazonicos substituido (SILVA et al, 2020)

N
H
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Fonte: Silva et al, 2020

No composto LglT/LYS-14 (Figura 28), a adi¢cdo do grupo substituinte metdxi nas
posi¢des 3, 4 e 5 no nucleo benzilideno proporcionaram a molécula um carater mais hidrofilico,
LogP de 2.78, além disso, o composto apresenta HBA igual a 4, podendo realizar interacdes
moleculares do tipo ligacGes de hidrogénio com o receptor-alvo, essas caracteristicas fisico-
quimicas do composto LglIT/LYS-14 podem ter favorecido a sua atividade leishmanicida. De
acordo com o trabalho de Bello et al (2011) com analogos sintéticos de chalconas (Figura 30),
a adicdo do grupo metoxi contribuiu na atividade leishmanicida dos seus compostos frente a

forma promastigota de Leishmania braziliensis, obtendo valores de ICso < 10 uM.

Figura 30 — Analogo sintético de chalcona trimetoxilado (BELLO et al, 2011)
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Fonte: Bello et al (2011)

Além das caracteristicas fisico-quimicas citadas, os compostos LqIT/LYS-04 e
LqIT/LYS-14 foram capazes de induzir a produgdo de NO por macrofagos J774 em baixas
concentragdes (Figura 31), esse dado favorece o potencial leishmanicida desses compostos,

pois, a capacidade de induzir a produgdo de especies reativas de nitrogénio e oxigénio por
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macrdofagos € uma caracteristica importante em farmacos leishmanicida, pois contribui para
deplecdo do sistema redox do parasito mediado pelas enzimas tripanotiona redutase e
triparedoxina peroxidase (FONSECA, 2017; SIGN et al, 2012). Além disso, 0s compostos
LgIT/LYS-04 e LqIT/LYS-14 apresentaram valores de ICsode 17.1 e 17.9 (ensaio de DPPH) e
>100 (ensaio de ABTS) no ensaio de atividade antioxidante, demonstrando novamente a
contribuicdo desses compostos na producdo de radicais livres no combate a infec¢do causada

por Leishmania amazonensis.

Figura 31 — Resultados da dosagem indireto de NO dos compostos LgIT/LYS-04 e LgIT/LYS-14
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Fonte: Autora

J& os compostos LglIT/MOG-01 e LglT/MOG-02 apresentaram atividade leishmanicida
menos expressivos comparado aos demais compostos estudados, pois, apresentaram valores de
ICso de 89,93 uM e 133,92 uM, respectivamente. Com isso, podemos inferir que, a adigdo de
grupos substituintes na cadeia lateral, como halogénios, auxiliou no potencial leishmanicida de
compostos sintetizados nesse trabalho. Consonante a esse resultado, na avaliagdo do potencial
antiparasitario de compostos indélicos-tiazolidinicos (Figura 32) frente a epimastigotas de
Trypanossoma cruzi, parasito de interesse clinico pertencente a mesma familia da Leishmania
amazonensis (Trypanossomatidae), Oliveira et al (2015) obtiveram resultados menos
expressivos com compostos contendo indol ndo substituido. Reforcando assim, a importancia

de substituintes na cadeia lateral.
Figura 32 — Composto indélico-tiazolidinico (OLIVEIRA et al, 2015)

@C}j\?@{a

1Cs0 =27.7 pg/mL
Fonte: Oliveira et al (2015)
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5.6.4 Indice de seletividade

ApoGs a obtencdo dos valores de CCso e ICso, foi realizado o célculo do indice de
seletividade (IS), razéo entre o valor de CCso e ICso, dos novos compostos heterociclicos
pentagonais. Através do valor de IS pode-se estimar a seletividade do composto ao parasito em
relacdo a célula de mamifero e determinar quais compostos irdo para 0 ensaio com amastigota.

A tabela abaixo (Tabela 12) demonstra os valores obtidos de CCsg, ICsp e IS.

Tabela 12 — indice de seletividade dos compostos LgIT/LYS e LglT/MOG

COMPOSTO CCso (uUM) 1Cs0 (M) IS
LqlT/LYS-04 25,85 7,83 3,30
LqlT/LYS-11 18,69 23,54 NS
LqlT/LYS-14 13,86 9,99 1,38
LqlT/LYS-15 20,93 35,72 NS
LglT/MOG-01 21,84 89,93 NS
LglT/MOG-02 34,78 133,92 NS
LglT/MOG-06 34,50 ND ND
Anfotericina B 37,61 0,15 250,73

Legenda: CCso: Concentragdo capaz de causar a perda da viabilidade em 50% das células de mamifero; 1Cso:
Concentragio capaz de inibir 50% do crescimento das promastigotas de L. amazonensis; IS: indice de seletividade
dos novos derivados; NS: Composto ndo seletivo para promastigotas de L. amazonensis; ND: Nao determinado,
0 ensaio seréa realizado posterior a esse trabalho.

Apds a avaliacdo dos valores de IS, o composto LglT/LYS-04 destacou-se em relacédo
aos demais compostos estudados, pois, apresentou valor de IS de 3,30 e ICso 7,83 uM. Valores
de indice de seletividade acima de 3 podem ser considerados significativos na atividade
parasitaria de compostos sintéticos (BEZIVIN et al, 2003). Esse resultado demonstra que a
adicdo de halogénios e metdxi na porcdo benzilideno podem ter contribuido a atividade
leishmanicida desse composto.

O valor de IS do composto LqIT/LYS-04 demonstra que esse composto pode possuir
mecanismo de agédo diferente do controle, anfotericina B. A literatura relata que compostos
tiazolidinicos podem possuir mecanismo de acdo atrelado a proteinas transdutoras nucleares,
como o receptor PPAR-y (PATIL et al, 2010; SHAHNAZ; BHALI, 2013). Fazendo-se necessario
estudos adicionais para presumir o mecanismo de agdo desse composto em Leishmania

amazonensis.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

v" Os sete novos compostos heterociclicos pentagonais pertencentes as séries LqlT/LYS e
LqlT/MOG foram sintetizados através de uma rota sintética e de purificacdo ja utilizadas
por nosso grupo, obtendo rendimentos reacionais que podem ser considerados satisfatorios
e tendo suas estruturas quimicas elucidadas com sucesso através de técnicas de analises
espectroscopicas de RMN'H, RMN®C, IV e EM.

v' Através da determinacao dos parametros farmacocinéticos in silico, constatamos que os sete
novos compostos atendem as regras de Lipinski e Veber. Os resultados de testes
farmacocinéticos preditivos indicam que 0S novos compostos podem possuir uma boa

biodisponibilidade oral.

v Naavaliacdo in vitro do potencial antioxidante, os compostos LqIT/MOG-02 e LglIT/MOG-
06 destacaram-se por possuirem atividade mista por eliminar radicais DPPH e cétions
ABTS. Fazendo necessario aprimoramento do teste utilizando substancias lipofilicas como

controle positivo.

v" No ensaio in vitro de citotoxicidade em macréfagos J774, o composto LqIT/LYS-04
destacou-se mostrando que a adicdo do halogénio bromo contribui para a diminui¢do da
citotoxicidade em macréfagos J774. Ja nos compostos LglT/MOG, observamos que a
substituicdo bioisostérica classica do oxigénio por enxofre no composto LglT/MOG-06
trouxe beneficios a diminuicdo da citotoxicidade em macréfagos J774, assim como
substituicdo do cloro por metil no composto LqIT/MOG-02.

v Todos compostos, exceto LqlT/MOG-01, apresentaram aumento significativo na producéo
de 6xido nitrico em baixas concentracdes, demonstrando que podem contribuir na atividade

leishmanicida.

v" Na avaliacdo leishmanicida frente as formas promastigotas de Leishmania amazonensis. O
composto LqlIT/LYS-04 destacou-se por apresentar menor valor de ICsg, 1Cso de 7,83 uM,
demonstrando que a adi¢do do halogénio bromo pode favorecer a agdo antiparasitaria
devido a suas contribuicbes ao aumento da lipofilicidade, como também aos efeitos

eletrénicos gerados por esse atomo.
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v O composto LqIT/LYS-04 apresentou indice de Seletividade igual a 3,30 frente a
promastigotas de Leishmania amazonensis, demonstrando assim um potencial

leishmanicida promissor.
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7 PERSPECTIVAS

v" Sintetizar e avaliar a atividade leishmanicida de compostos sintetizados ndo substituidos;

v Avaliar a atividade leishmanicida em formas evolutivas promastigotas de Leishmania
amazonensis do composto LqIT/MOG-06;

v Avaliar a atividade leishmanicida dos compostos heterociclicos pentagonais em formas
evolutivas amastigotas de Leishmania amazonensis;

v' Realizar a microscopia eletronica de transmissdo (MET) das formas evolutivas
promastigotas tratadas com o composto LqlIT/LYS-04.
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