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RESUMO

As doengas negligenciadas constituem um conjunto de doengas infecciosas que
afetam regides tropicais e subtropicais de paises com economias emdesenvolvimento.
Dentre esse grupo de infec¢des, destacam-se a doenga de Chagas, causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi, e a Leishmaniose, causada por parasitas do género
Leishmania. O farmaco atualmente utilizado na quimioterapia dadoenca de Chagas é
0 benzonidazol, que em estagios mais avancados da doenca € ineficaz, ja o tratamento
para a Leishmania ainda é bastante limitado, com sérios inconvenientes em termos de
segurancga, resisténcia, estabilidade e custo. Logo, existe a necessidade do
desenvolvimento de novas terapias contra essas doengas. Nesse sentido, a proposta
do presente trabalho consistiu em desenvolver uma série de compostos bioativos a
partir de duas estruturas privilegiadas, as piridinas e a 4- tiazolidinona. Inicialmente,
foi planejado a obtencao de seis moléculas, as quais foramsintetizadas através de duas
etapas e devidamente caracterizadas. Ap6s a caracterizagdo, os compostos foram
avaliados quanto as atividades tripanocida e leishmanicida. Quanto a atividade anti-
T.cruzi, foi utilizada a cepa Cepa Talahuen. Ostestes anti-Leishmania foram realizados
frente formas promastigotas e amastigotas daespécie L. infantum e a toxicidade
avaliada em fibroblastos RAW 264.7. Dentre os compostos testados para verificagao
da atividade tripanocida, nenhum apresentou resultados significativos. Ja em relagao
a sua toxicidade todos os compostos apresentaram valores de toxicidade em células
normais maiores que 200 uM frente as células testadas. Com destaque para os
compostos DA-1 com valor de 408,5 puM. Os compostos testados frente a forma
promastigota e amastigota da L. infantun, nenhum se apresentou mais ativo que a
Miltefosina, que foi utilizado como referéncianeste experimento. Quanto a toxicidade
frente a fibroblastos da linhagem RAW 264.7,é possivel notar que todos os compostos
se destacaram, evidenciando menor citotoxicidade frente as células testadas. Com
destaque para DA-4 com valor de citotoxicidade 402,7uM. Diante do exposto, &
possivel analisar que nenhum dos compostos apresentaram atividade tripanocida e
leishmanicida significativa, entretanto, a maioria dos compostos desta série possuem
niveis de citoxicidade satisfatérios.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; Doenga de Chagas; Leishmania; Hibridizagcao

molecular; Piridina.



ABSTRACT

Neglected diseases are a group of infectious diseases affecting tropical and subtropical
regions of countries with developing economies. Among this group of infections are
Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, and Leishmaniasis,
caused by parasites of the genus Leishmania. The drug currently usedin the
chemotherapy of Chagas disease is benzonidazole, which is ineffective in more
advanced stages of the disease, while the treatment for Leishmania is still very limited,
with serious drawbacks in terms of safety, resistance, stability and cost. Therefore,
there is a need for the development of new therapies against these diseases. In this
sense, the proposal of the present work consisted in developing a series of bioactive
compounds from two privileged structures, the pyridines and the 4-thiazolidinone.
Initially, it was planned to obtain six molecules, which were synthesized and
characterized. After characterization, the compounds were evaluated for their anti-T.
cruzi and leishmanicidal activities. For the anti-T.cruzi activity, the Talahuen strain was
used. The anti-Leishmania tests were performed against promastigotes and
amastigotes forms of L. infantum species and the toxicity was evaluated in RAW 264.7
fibroblasts. Among the compounds tested for trypanocidal activity, none showed
significant results. Regarding toxicity, all compounds showed toxicity values in hormal
cells higher than 200 pM against the tested cells. With prominence for the compounds
DA-1 with a value of 408.5 uM. The compounds tested against the promastigote and
amastigote form of L. infantun, none was more active than miltefosine, which was used
as reference in this experiment. As for the toxicity against fibroblasts of the RAW 264.7
lineage, it is possible to notice that all compounds stood out, showing less cytotoxicity
against the tested cells. DA-4 stood out, with cytotoxicity value of 402.7uM. Given the
above, it is possible to analyze that none of the compounds showed significant
trypanocidal and leishmanicidal activity, however, most compounds in this series have
satisfactory levels of cytotoxicity.

Keywords: Trypanosoma cruzi; Chagas disease; Leishmania; Molecular

hybridization; Pyridine.
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1 INTRODUCAO

As doencgas negligenciadas sao consideradas um grupo variado de infecgbes
ocasionadas por uma diversidade de agentes patogénicos, como exemplo
protozoarios, bactérias, virus e helmintos. As populag¢des que vivem em situacéo de
pobreza, que nao possuem um saneamento basico adequado, estdo mais
susceptiveis a contrair esse tipo de doenca (LEITE et al., 2019).

Dentre esse conjunto de doengas, destacamos a Doenca de Chagas (DC), que
também pode ser nomeada como tripanossomiase americana. Caracterizada como
uma infecgao parasitaria, sistémica e cronica, causada pelo protozoario Trypanosoma
cruzi (T. cruzi). Essa patologia pode ser transmitida principalmente entre os seres
humanos através das fezes dos insetos triatomineos infectados, conhecidos como
barbeiros (CHAO, 2020; CHANDA et al., 2021).

Outra doenga negligenciada € a Leishmaniose, uma infec¢gdo causada por
protozoarios da familia Trypanosomatidae e do género Leishmania. Para a
Leishmaniose, os farmacos disponiveis para o tratamento da doencga s&o anfotericina
B, miltefosina e pentamidina. O tratamento ndo € eficaz em estagios mais avangados
da doenca, além da elevada toxicidade das drogas (FIOCRUZ, 2022; BRASIL, 2017).

A terapia medicamentosa para a doenca de Chagas também €& uma
problematica ainda mal elucidada e a constante busca por novas alternativas
farmacoldgicas continua (CHATELAIN, 2015). Atualmente existem somente duas
drogas nitro heterociclicas para a utilizacdo clinica. A quimioterapia atual é baseada
apenas ao Benznidazol (BZN), tido como um medicamento que apresenta um longo
periodo de tratamento e ainda efeitos colaterais graves, levando a desisténcia de uma
parcialidade de pacientes; e o Nifurtimox (NFX) que apresenta sérios efeitos adversos
€ possui uma menor acuracia em relagdo ao BZN, por este motivo teve sua venda
proibida no Brasil e em outros paises do mundo (TROUILLER et al., 2002).

Visto essas limitagcdes em relacdo ao tratamento farmacologico atual para a
doenca de Chagas e para leishmaniose, se faz necessario a pesquisa e
desenvolvimento de novos farmacos que possam atuar no tratamento dessas doencgas
(SANTOS et al., 2020).

Uma importante estratégia para o desenvolvimento de novos farmacos é a
hibridacao molecular (HM). Ela consiste na conjugacao de estruturas de compostos

bioativos distintos em uma unica molécula, sendo uma alternativa eficaz de arquitetar
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racionalmente estruturas moleculares de novos compostos protétipos (VIEGAS-
JUNIOR, 2007).

O anel piridina é um importante grupo farmacoférico com algumas atividades
biolégicas, seus derivados sdo amplamente descritos para as mais diversas atividades
farmacoldgicas, sendo classificado como uma estrutura privilegiada por atuar em
varios alvos. Apresenta atividades bactericida (BHATIA et al., 2009), fungicida
(OZDEMIR et al., 2010), antitumoral (AL-SAID et al., 2011) e tripanocida (DIAS et al.,
2007).

Outro nucleo de bastante interesse na quimica medicinal € a tiazolidinona. Os
compostos tiazolinicos sdo uma classe de compostos heterociclicos que também
apresentam algumas de atividades bioldgicas (CIKLA-SUZGUN, 2021). Na literatura,
€ relatada uma gama de atividade farmacologica desse composto, tais como:
anticancer (MOORKOTH, 2015), antibacteriana (PALEKAR, 2009), antidepressiva
(RAMACHANDRAN, 2021), e anti-inflamatéria (HAROUN et al., 2022).

Pesquisas do nosso grupo de pesquisa revelaram a importancia dos nucleos
piridina e tiazolidinona. Considerando os resultados promissores dos derivados piridil-
4-tiazolidinona ja sintetizados no LpQM, bem como as propriedades farmacolégicas
atribuidas as piridinas e as 4-tiazolidinonas, utilizaremos a estratégia da hibridacao
molecular para a obtencdao de novos compostos protétipos com potencial atividade

anti-T. cruzi e anti-Leishmania.



19

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCA DE CHAGAS

2.1.1 Aspectos historicos

A doenca de Chagas foi descrita pela primeira vez no ano de 1909 pelo
pesquisador Carlos Chagas (figura 1). A doenca foi caracterizada como uma
enfermidade parasitaria causada pelo protozoario T. cruzi (LINDANI et al., 2019;
PEREZ-MOLINA, 2018).

Figura 1. Carlos Chagas.

Fonte: Oswaldo Cruz House - Fiocruz.

O estudo desenvolvido por Carlos Chagas foi considerado importante dentro da
histéria da medicina, isso porque foi o primeiro e Unico pesquisador, até o momento,
a elucidar de forma completa a doenga de Chagas, em seus mais diversosparametros:
patdgeno, vetor, hospedeiro, suas manifestagdes clinicas e incidéncia epidemioldgica
(MORETTI, 2020).

Apesar de ter sido descoberta ha um pouco mais de um século, a literatura
sugere que a doencga de Chagas surgiu ha milhdées de anos como uma espécie de
infeccdo enzodtica em animais selvagens. A transmissao humana comegou a ocorrer
quando o homem comegou a explorar as areas com animais infectados (LUQUETTI,
2010).



20

A doenca de Chagas € causada na maioria das vezes pela picada de insetos
triatomineos, que nesse caso sédo os vetores do parasita, popularmente conhecidos
como barbeiros (Figura 2). A contaminac¢ao no inseto ocorre quando o barbeiro, que
€ uma espécie sugadora de sangue, pica algum animal ou humano infectado. Ja a
contaminagao humana ocorre quando as fezes do inseto infectado entram em contato
com a corrente sanguinea da vitima, através da lesdo que foi gerada por meio da
picada. Existem casos em que ha a infeccao também em pele sem lesdo (BERN, 2015;
ECHEVERRIA, 2019).

Figura 2. Triatoma infestans (Barbeiro).

Fonte: FAFAr - UNESP

2.1.2 Aspectos epidemiolégicos

Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS) estima-se que cercade 6 a
7 milhdes de pessoas no mundo sdo atingidas por essa doenca. Além disso, &
considerada endémica em 21 paises da América Latina (OMS). Ainda pode-se afirmar
que, mais de 85% dos pacientes acometidos por Chagas, desconhecem o quadro pelo
fato de haver escassez de diagnosticos (CHUIT, 2019).

Dados recentes no Brasil apontam que a doenca de Chagas segue como um
grave problema de saude publica, em maiores escalas nas grandes cidades. A doenga
de Chagas € a quarta causa de morte mais comum no pais dentre as doencas infecto-
parasitarias, onde a faixa etaria mais comprometida é aquela acima dos 45 anos
(SANTOS et al., 2020). A figura 3 ilustra os paises em que a doenca de Chagas é

considerada endémica.
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Figura 3. Paises endémicos de doenc¢a de Chagas.
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. Paises endémicos de mal de Chagas

Fonte: Adaptado de Iglesia (2015).
2.1.2.1 COVID-19 e o impacto das doencas negligenciadas

A pandemia de Covid-19 tem provocado diversos impactos tanto na sociedade
quanto na area da saude, em particular, evidenciando uma crise sanitaria que envolve
0s processos ambientais, econdmicos, sociais, culturais e politicos e suas
inextricaveis interdependéncias. Ela vem gerando importantes transformacdes e
guestionamentos no ambito da organizacao da vida das pessoas, das familias e dos
diferentes grupos sociais (DINIZ et al., 2022).

Com a atual pandemia, ha grande preocupacao de que mesmo as DNs que
tiveram avancgos nas ultimas décadas, como a hanseniase, leishmaniose e doenca de
Chagas retrocedam com a perda de recursos financeiros e humanos deslocados para
o combate a Covid19. Existe ainda a preocupacdo no que se diz respeito a
manutenc¢do e cuidado em relagdo a pacientes ja acometidos por doencgas que sao
consideradas negligenciadas com coinfecgao por covid-19 (DIAS, 2020).

2.1.3 Ciclodevidado T. cruzi

O ciclo de vida do parasita T. cruzi (figura 4) é considerado complexo, tendo
variagbes no seu desenvolvimento em seres humanos e animais silvestres e

domésticos, além dos seus hospedeiros invertebrados, os insetos vetores. Esse
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parasita dispde de uma biologia estrutural e funcional variada, com estagios que
envolvem divisdo binaria e as formas néo replicativas. Dessa forma, como formas
replicativas estdo os epimastigotas e amastigotas; ja nas formas nao replicativas, os
tripomastigotas metaciclicos e os tripomastigotas circulantes (DE OLIVEIRA et al.,
2018).

Figura 4. Ciclo de vida do T. cruzi.
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Fonte: https://www.sanarmed.com/resumo-sobre-doenca-de-chagas
** 1. Ao se alimentar de sangue, o inseto vetor Triatominae (ou barbeiro) infectado libera
tripomastigotas nas fezes perto do local da picada; 2. As tripomastigotas penetram no
hospedeiro pela ferida ou pelas mucosas integras (p. ex., conjuntiva). No hospedeiro, as
tripomastigotas invadem as células proximas ao local da inoculagdo, onde se diferenciam em
amastigotas intracelulares; 3. Os amastigotas se multiplicam por fissdo binaria; 4. A seguir, se
diferenciam em tripomastigotas, e rompem a célula e entram na corrente sanguinea. Os
tripomastigotas na corrente sanguinea podem infectar as células em varios tecidos nos quais
se transformam em amastigotas intracelulares e causam infeccao sintomatica. A multiplicagdo
s6 é retomada quando os parasitas entram em outra célula ou sao ingeridos por outro vetor; 5.
O barbeiro é infectado ao se alimentar de sangue humano ou animal contendo parasitas na

circulacao; 6. As tripomastigotas ingeridas se transformam em epimastigotas no intestino médio
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do vetor; 7. Os parasitas se multiplicam no intestino médio; 8. No intestino distal, se diferenciam

em tripomastigotas metaciclicos infecciosos, que sdo eliminados nas fezes.

2.1.4 Transmissao do T. cruzi

2.1.4.1 Transmissao vetorial

A doenca de Chagas é transmitida aos seres humanos e em mais de 150
espécies de animais, sejam eles domésticos ou mamiferos selvagens, como:
roedores, tatus, gambas, especialmente pelos insetos triatomineos da subfamilia
Triatominae, levando em consideragdo trés ciclos sobrepostos: doméstico,
peridoméstico e silvestre. Mesmo existindo mais de 100 espécies de triatomineos,
apenas alguns séo vetores competentes para o T. cruzi (SHIKANAI-YASUDA, 2012;
COURA, 2014; PENADOS et al., 2022).

As espécies Triatoma infestans, Rhodnius e Triatoma dimidiata sdo os trés
vetores comumente encontrados na transmissao do T. cruzi para o ser humano. O T.
infestans é o vetor mais importante e o principal nas regides que sao consideradas
endémicas da América do Sul. O R. proxilus normalmente é descrito no norte da
América do Sul e Central; ja o T. dimidiata parece ocupa uma area semelhante, mas
se estendendo para o norte até o México (BRENER, 1973; ZUMA, 2021).

2.1.4.2 Outros meios de transmissao

A doencga de Chagas também pode ser transmitida para o homem por meio de
mecanismos nao vetoriais, como € o caso de infeccao por transfusdo de sangue e até
mesmo transmissao congénita (VELASCOHERNANDEZ, 1994). O risco de adquirir a
doenca de Chagas ap6s uma transfusdo de sangue € menos de 10-20%, e para isso
depende-se de diversas condigbes, que incluem o nivel de parasitos no sangue do
doador e a composicao do sangue transfusionado. Existe também a possibilidade da
aquisicao da doenca por meio da ingestao de alimentos contaminados (PEREIRA et
al., 2010; LOPEZ-VELEZ, 2020). Outra forma de transmissdo da doenca de Chagas

entre seres humanos é por meio de relagéo sexual (ARAUJO et al., 2017).
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Estas divergéncias podem ser atribuidas a genealogia do parasito, o estado
imunologico da méae, fatores placentarios, e as diferentes formas distinguidas para a

detecgdo dos casos congénitos.

2.1.5 Manifestac¢des clinicas

As infeccbes humanas por T. cruzi ocasionam variadas manifestagdes clinicas
especificas ou ndo, e podem ser divididas nos estagios da doenca: fase aguda e fase
cronica. A fase aguda tem duracao de 4 a 8 semanas, a fase cronica pode perdurar
por décadas (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010).
3.1.5.1 Fase aguda

O estagio agudo € caracterizado pela parasitemia intensa e multiplicacao de
amastigotas em diversos tecidos do corpo humano (COURA; BORGES-PEREIRA,
2010; RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010; BERMUDEZ et al., 2016). Em geral, as
manifestacdes clinicas mais comuns sao inchago na regidao das palpebras (sinal de
Romana) ou na regido da picada (chagoma de inoculacéo); seguida de sintomas
inespecificos, como febre, adenopatia generalizada, edema, hepatoesplenomegalia e
reacoes alérgicas (COURA; BORGES- 8 PEREIRA, 2010; BERMUDEZ et al., 2016).
Em casos mais graves da infeccdo aguda, pode haver miocardite ou
meningoencefalite severas, o que leva a morte entre 5% e 10% dos pacientes (RASSI;
RASSI; MARIN-NETO, 2010). No entanto, na maior parte dos casos, a resposta
imunologica do organismo contra o parasita € eficiente, sendo o inicio da fase
indeterminada. Em geral, 70% dos pacientes nunca desenvolverao a forma cronica da
doenca, apesar de permanecem com sorologia positiva para o T. cruzi. (RASSI,
RASSI; MARINNETO, 2010).

2.1.5.2 Fase cronica

A fase cronica acomete cerca de 30% dos pacientes infectados com o parasita
apos décadas da infecgdo inicial (BERMUDEZ et al., 2016). A manifestacao clinica
mais comum da fase crbnica é a Cardiomiopatia Chagasica Crbénica (CCC),
caracterizada pela hipertrofia do musculo cardiaco, arritmia cardiaca severa e
progressiva disfungao sistolica (MALIK; SINGH; AMSTERDAM, 2015; BERMUDEZ et

al., 2016). Normalmente esses sintomas aparecem entre 5 e 15 anos ap0s a infec¢ao
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inicial, e estao fortemente associados a persisténcia do parasita no tecido cardiaco, o
qgue leva a fibrose do mesmo e remodelamento cardiaco, e aos danos causados ao
sistema nervoso periférico decorrentes da resposta imunoldgica ao parasita (COURA,;
BORGES-PEREIRA, 2010; MALIK; SINGH; AMSTERDAM, 2015; BERMUDEZ et al.,
2016). As complicacdes decorrentes do desenvolvimento estdo entre as principais
causas de mortalidade associadas a doenga de chagas, sendo que 55% a 65% das
mortes estdo associadas a morte subita cardiaca, seguida por insuficiéncia cardiaca
congestiva (25% a 30% das mortes) e Isquemia pulmonar ou cerebral (10% a 15% das
mortes) (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010; GUEDES et al., 2016).

2.1.6 Diagnéstico

O diagnéstico da infeccao causada pelo T. cruzi, agente causador da doenca
de Chagas, assim como em outras diversas enfermidades infecciosas e parasitarias,
tem como base trés fatores caracteristicos: a sintomatologia clinica, que, se presente,
permite que o médico suspeite da infec¢do; os antecedentes epidemiologicos, que
também induzem o clinico a suspeita; e os métodos de diagnéstico, em geral
laboratoriais, que permitem confirmar ou excluir a suspeita diagndstica na maioria das
situagdes (AFONSO, 2012; BALOUZ, 2017).

De acordo com a literatura, os métodos diagnodsticos sdo importantes para
pacientes acometidos com a doenca de Chagas. Como dito, esta infeccdo se
apresenta apenas em trés fases, cada uma de forma prépria com o seu tempo de
infeccdo, as manifestagdes clinicas e aos métodos de diagndstico. A fase aguda,
inicial, com febre e sintomas inespecificos, as vezes com sinal de Romana ou
chagoma de inoculacdo (figura 5), sao diagnosticados através de métodos
parasitologicos, em decorréncia da elevada parasitemia, que define esta fase. Ja na
fase cronica, que tem o seu inicio apos a fase aguda e que, é assintomatica em mais
da metade dos casos, o diagnéstico laboratorial baseia-se na pesquisa indireta de
sinais da infec¢ao, ou seja, a presencga de anticorpos anti-T. cruzi (CHIARI et al., 1989;
ABRAS et al., 2016).
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Figura 5. Sinal de Romana.

Fonte: http://relampa.org.br/details/666/es-ES/carlos-chagas--o-imortal (Adaptado).

Exames radiolégicos também podem auxiliar no processo de diagnoéstico da
doenca de Chagas, pois o comprometimento cardiaco € o principal determinante para
o prognostico da enfermidade (ABUD et al., 2016). A ressonancia magnética cardiaca
(RMC) tem sido o exame de escolha para avaliagdo do coracdo de pacientes
chagasicos. E um método n&o invasivo, que ndo usa radiac&o ionizante, com imagens
de alta resolucao, permitindo avaliagdo da anatomia, da funcdo e caracterizacao
tissular. Novas técnicas estao sendo rotineiramente usadas para avaliagao detalhada
da fungao cardiaca na DC, como marcag¢ao miocardica, cine-RM de alta resolucao,
realce tardio miocardico para deteccao de fibrose miocardica, perfusdo miocardica,
técnicas de deteccdo de inflamacdo e edema, e monitoramento de injecdes
intramiocardicas de células-tronco para o tratamento da miocardiopatia chagasica
(ROCHITTE et al., 2007).

2.1.7 Tratamento

A abordagem atual para o tratamento da doeng¢a de Chagas baseia-se em duas
estratégias principais: o tratamento etiolégico da infec¢do e o sintomatico da forma
cronica da doenca. O tratamento sintomatico da forma crbénica da doenca visa
principalmente diminuir a mortalidade associada as complicagbes cardiacas e
melhorar a qualidade de vida dos pacientes que desenvolvem esta forma da doenca.
O tratamento etiolégico da infeccdo consiste na administracdo de farmacos
tripanocidas para facilitar a eliminagdo do parasita, no entanto, ainda possui diversas

limitagdes, visto que existem apenas dois farmacos disponiveis no mercado
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atualmente indicados para esta finalidade: o Benzonidazol e o Nifurtimox (Figura 6)
(CANCADO, 2002; CALDAS, 2019).

Figura 6. Farmacos disponiveis no mercado para terapia de DC: Benzonidazol e o

Nifurtimox.
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Fonte: O autor.

Novas estratégias sdo desenvolvidas todos os dias no intuito de contribuir com
o tratamento da doenga de Chagas no mundo. Torrico et al., (2021), estudam um novo
regime monoterapico com benznidazol e em combinagcdo com fosravuconazol para o
tratamento da doenca de Chagas (BENDITA). O padrao dos acontecimentos adversos
observados foi como esperado com base na literatura para o benznidazol. Reagoes
adversas conhecidas, tais como disturbios hematoldgicas e aumentos de enzimas
hepaticas foram relatados, um pouco mais frequentemente com tratamentos ativos do
que com placebo (TORRICO et al., 2021).

2.1.8 Desenvolvimento de novos farmacos

Uma grande probleméatica para o desenvolvimento de novos farmacos para
doencas negligenciadas € justamente pelo baixo interesse das industrias
farmacéuticas, isso se deve ao fato de que os investimentos para a realizacao de
testes sao extremamente altos e a auséncia de um mercado potencial que possa suprir
essa demanda, havendo um baixo retorno financeiro. A literatura evidencia queentre
varias drogas que sdo desenvolvidas nos ultimos anos, poucas sdo destinadas as
doencas tropicais (KRATZ, 2019; VILLALTA, 2019).
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O desenvolvimento de uma nova alternativa para tratamento farmacoldgico
antiparasitario ocorre principalmente pela combinacgao de principios ativos de plantas
utilizadas na medicina popular (produtos naturais), pela investigacdo de drogas ja
aprovadas para a terapia de outras doencgas (reposicionamento de farmacos), ou
através da regulacdo de alvos especificos em vias metabdlicas que sdo essenciais
para a vida do parasito (VERMELHO, 2020). Alguns estudos tém comprovado a
identificagdo de alvos bioldgicos potenciais em T. cruzi, que incluem o metabolismo
de esterois, DNA e diferentes enzimas como a enzima cruzaina (SCARIM et al., 2018;
CHATELAIN, 2020).

2.1.9 Alvos bioldgicos

2.1.9.1 Enzima cruzaina

A enzima cruzaina (figura 7), principal cisteino-protease do parasito T. cruzi,
esta entre os alvos mais importantes para o desenvolvimento de candidatos a novos
farmacos para a doenca de Chagas (DA SILVA-JUNIOR et al., 2018). Essencial
durante todo o ciclo de vida do parasita, a cruzaina €& importante para o
desenvolvimento, sobrevivéncia e diferenciacdo do protozoario, sendo a principal
responsavel pela nutricdo, evasao do sistema imune e invasao de novos tecidos. A
enzima é formada por dois dominios. Um desses dominios é constituido por hélices-
a, enquanto o outro forma-se através de extensas interagdes de folhas-8 antiparalelas.
O sitio catalitico da enzima encontra-se na interface dos dois dominios (COSTA et al.,
2019).
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Figura 7. Enzima cruzaina.

Fonte: Universidade de Sao Paulo

2.1.9.2 Biossintese de esterois

Os esterois sdo componentes essenciais as membranas das células e podem
ser produzidos por animais e plantas. Além disso, sao precursores da biossintese de
diversos hormonios e da vitamina D. No caso dos organismos unicelulares, os esterois
sao essenciais ao crescimento celular. O principal esterol para o crescimento do T.
cruzi € o ergosterol, o que torna, portanto, a via de biossintese desse lipideo um alvo
atrativo para o desenvolvimento de farmacos (BENVENISTE, 1986; MILLERIOUX et
al., 2018).

2.1.9.3 Via glicolitica

Formas tripomastigotas do T. cruzi sdo desprovidas do ciclo do acido
tricarboxilico. Levando-se em consideragao que estas formas infectivas sdo altamente
dependentes da via glicolitica como fonte de energia através da producado de
adenosina trifosfato (ATP), esta se torna, portanto, um alvo atrativo para o
desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos para a doenca de Chagas.
Podem-se destacar ao menos trés enzimas que tém sido bastante exploradas como
alvos bioldgicos: a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH, EC 1.2.1.12), a
hexoquinase (EC 2.7.1.1), e a fosfofrutoquinase (EC 2.7.1.11).
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2.1.9.4 DNA topoisomerases

As enzimas DNA topoisomerases | (EC 5.99.1.2) e |l (EC 5.99.1.3) tém atraido
grande atencdo da comunidade cientifica, pois desempenham papel essencial na
replicagcdo do DNA do T. cruzi e, em particular, no processo de replicacao da cadeia
de minicirculos e maxicirculos do DNA do kinetoplasto (kDNA). O planejamento de
inibidores destas isomerases representou grande sucesso no desenvolvimento de

novos agentes quimioterapicos citotoxicos (SOREN et al., 2020).

2.2 LEISHMANIOSE

2.2.1 Aspectos historicos

Trabalhando independentemente, Willian Boog Leishman e Charles Donovan
identificaram em 1903 um protozoario como o agente etiolégico do calazar. Um novo
género — Leishmania - foi entdo criado para acomodar o parasito classificado como
Leishmania-Donovani. E em 1906, um médico alemao mostrou que havia grande
semelhanga morfoldgica entre este protozoario e o Helcosoma tropicum, do Botdo do
Oriente, sendo este reclassificado como Leishmania tropica (DEVENS, 2022; RIOS et
al., 2019).

No Brasil, em 1909, Antonio Carini e Ulisses Paranhos, do Instituto Pasteur de
Sao Paulo, e Adolpho Lindenberg, do Instituto Bacterioldégico de Sao Paulo, relataram
a descoberta de Leishmania nas chamadas “llceras de Bauru”. Vinham elas
acometendo muitos operarios que trabalhavam na construcdo da Estrada de Ferro
Noroeste do Brasil, que ligaria Bauru ao Mato Grosso e a Bolivia (BENCHIMOL et al.,
2019).

2.2.2 Caracterizacdo da doenca

As leishmanioses sao doencas parasitarias causadas por protozoarios do
género Leishmania (Figura 8). No Brasil, existem dois tipos, a tegumentar e a visceral,
transmitidas por protozoarios diferentes. A leishmaniose tegumentar tem maior

circulacdo em areas rurais, e esta relacionada ao aparecimento de lesdes na pele ou
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mucosa. A visceral, por sua vez, ataca 6rgaos internos, como figado, baco e medula
O0ssea (BRASIL, 2022).

As Leishmanias estdo distribuidas por todo mundo, existindo 30 espécies
conhecidas, das quais 10 estdo presentes no Velho Mundo e as outras 20 no Novo
mundo. Dentre elas, cerca 16 de 20 espécies estdo envolvidas no desenvolvimento de
doencas no homem. Sistematicamente estdo organizados na ordem Kinetoplastida,
Familia Trypanosomatidae, Género Leishmania, divididos nos Subgéneros
Leishmania e Viannia (SHAW, 1994; NEVES, 2005).

Figura 8. Leishmania.

g

Fonte: Fiocruz.

Os hospedeiros vertebrados incluem uma diversidade de mamiferos. Apesar
das infecgbes por esses parasitos serem mais comuns nos roedores e canideos, sao
conhecidas também entre primatas e, entre estes, o homem. Como hospedeiro
invertebrado s&o identificados, unicamente, fémeas de insetos hematdfagos
classificados como flebotomineos (figura 9). A transmissdo acontece através da
picada do inseto infectado no momento da hematofagia. A forma promastigota do
parasita € alongada, com um flagelo, livre e longo, diferenciando - a da forma

amastigota, que nao exterioriza seu flagelo para além do corpo (NEVES, 2004).
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Figura 9. Flebotomineo.

A infec¢ao ocorre quando o flebotomineo passa o protozoario a uma vitima sem
a infeccdo, enquanto se alimenta de seu sangue. As amastigotas, ao atingirem o
intestino do inseto, transformam-se em promastigotas. Do intestino sdo expelidas ou
introduzidas na pele do préoximo hospedeiro quando o inseto se alimenta novamente
de sangue (KAYE; SCOTT, 2011). O ciclo de transmissao esta completo assim que
fagodcitos infectados sdo absorvidos por outro flebotomineo ao realizar o repasto
sanguineo (Figura 10). Os flebotomineos sao contaminados a partir de animais
infectados, que sao essenciais para o estabelecimento da doenca em humanos
(BATES, 2004).
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Figura 10. Ciclo biolégico do protozoario Leishmania.
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Fonte: https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html (Adaptado).

2.2.3 Aspectos epidemioldgicos

As leishmanioses se destacam como uma das doencas tropicais negligenciadas
mais importantes pela sua elevada incidéncia e também pela capacidade de produzir
deformidades. As Leishmanioses s&o antropozoonoses, doengas comuns em animais
e que podem ser transmitidas aos homens, e sdo consideradas um grande problema
de saude publica. Representam um complexo de doengas com importante espectro
clinico e diversidade epidemioldgica, e esta dividida em: visceral, cutdnea e mucosa
(OPAS/OMS, 2022).

A leishmaniose cutanea (LC) e mucosa (LM) sdo endémicas em 18 paises das
Américas. No periodo de 2001-2019 foram notificados 1.028.054 novos casos de LC
e LM, distribuidos em 17 dos paises endémicos. Em 2019, o Brasil registrou 15. 484
casos, sendo o pais com maior incidéncia. Junto com Colémbia (5.907), Peru (5.349),
Nicaragua (3.321) e Bolivia (2.052) representaram 77% do total de casos na regido
(OPAS/OMS, 2020). No Brasil, tem sido associada a sete espécies: L. braziliensis, L.
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guyanensis, L. lainsoni, L. naiffi, L. shawi, L. lindenberg e L. amasonensis (BRASIL,
2022).

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca sistémica potencialmente fatal. E
endémica em 13 paises das Américas, onde 65.934 casos novos foram registrados de
2001 a 2019, com média de 3.470 ocorréncias por ano. Em 2019, cerca de 97% (2.529)
dos casos, foram concentrados no Brasil, e os demais casos na Argentina, Bolivia,
Colébmbia, Guatemala, Honduras, México, Paraguai, Venezuela e Uruguai. Em 2019,
dados do OPAS/OMS indicaram que a LV registrou menor numero de casosdesde
2003, com destaque para o Brasil que obteve 27% de reducao (937). Por outrolado,

Argentina, Paraguai e Uruguai tiveram aumento (OPAS/OMS, 2022).

2.2.4 Manifestacdes clinicas

A LC é uma doenca infecciosa que normalmente produz ulceras nas partes
expostas do corpo, como face, bracos e pernas. As lesdes podem ser unicas ou
multiplas, podendo deixar cicatrizes permanentes, o que pode levar a estigmatizacao,
especialmente para mulheres e meninas (OMS, 2022).

A LV afeta os 6rgéos internos. E caracterizada por febre irregular, indisposic&o,
emagrecimento, inchaco do baco e figado e anemia grave. Se néo tratados, a maioria
dos pacientes sintomaticos podem morrer em 2 anos. LM causa lesbes que podem
destruir parcial ou totalmente as mucosas do nariz, cavidades da boca e garganta e
tecidos circundantes (OMS, 2022) (DNDi, 2022).

O diagndstico é realizado através de métodos parasitoldgico e imunoldgicos. O
teste parasitoldgico € feito por exame direto ou cultivo de material obtido dos tecidos
infectados, por aspiracao, bidpsia ou raspado das lesdes. O imunolégico é baseado
na avaliacao da resposta de células do sistema imune e a presenca de anticorpos anti-
Leishmania. Nesta categoria se incluem: teste cutdneo de Montenegro e testes
sorologicos (FIOCRUZ, 2022).

2.2.5 Diagnéstico
O exame sorologico, pela reacao da fixagdo do complemento (RFC), foi utilizado

pela primeira vez para diagnosticar a leishmaniose humana em 1938. A partir da

década de 50 comecou a ser utilizado em medicina veterinaria, em 1957,
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pesquisadores brasileiros, descreveram a RFC para inquéritos caninos. Em 1975, a
aglutinacao direta (DAT) foi descrita e adaptada para o diagnostico de leishmaniose
humana e canina no final da década de 80. O ELISA ou “enzyme linked
immunosorbent assay” obteve a primeira descricio em 1971 por Engvall e
colaboradores. O diagndstico das leishmanioses baseia-se, principalmente, nos

achados clinicos, epidemiolégicos e laboratoriais dos individuos suspeitos
2.2.6 Tratamento

O tratamento para a Leishmania ainda € bastante limitado, e apresenta sérios
inconvenientes em termos de seguranca, resisténcia, estabilidade e custo, além de
baixa tolerabilidade, longa duracdo de tratamento e dificil administracéo. A terapia é
complexa e deve ser administrada por profissionais experientes, a dose e o tempo do
tratamento dependem da forma clinica e em alguns casos, os pacientes s6 evoluem
para cura apos a tentativa de diversos esquemas terapéuticos. Os principais farmacos
utilizados sao: anfotericina B, miltefosina e pentamidina (Figura 11). A miltefosina esta
sendo administrada oralmente principalmente no tratamento de criangas, embora a

maioria dos antileishmaniais sejam injetaveis (DNDi, 2022).

Figura 11. Estrutura dos principais farmacos usados no tratamento da leishmaniose.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
A Pentamidina age interferindo na sintese de DNA, alterando morfologicamente

o cinetoplasto e fragmentando a membrana mitocondrial (KAUR e RAJPUT, 2014).

Classicamente a dosagem utilizada é de 4mg/Kg/dia, por via intramuscular a cada dois
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dias. A toxidade esta relacionada a dose acumulada, por isso néo € recomendado que
a dose total utilizada nao ultrapasse 2g, e os efeitos colaterais incluem dor, induragao
(rigidez em reposta a 24 inflamagao) e abcessos no local de aplicagdo, além de
nauseas, vomitos, tontura, cefaleia hipoglicemia e hiperglicemia, devido a acao do
medicamento no metabolismo da glicose (BRASIL, 2017)

Outro medicamento utilizado como segunda escolha para as leishmanioses é o
desoxicolato de Anfotericina B, um antibidtico poli€énico com excelente atividade in
vitro na destruicdo de Leishmania intra e extracelular, € administrado por via
endovenosa. Os primeiros relatos da eficacia da Anfotericina B foram publicados em
1960, dez anos depois um estudo avaliou o farmaco em 49 pessoas com leishmaniose
muco-cutanea obtendo resultados excelentes. O mecanismo de agao se da pela sua
interacdo especifica com o ergosterol causando mudangca de sua permeabilidade
seletiva para K + e Mg 2+ e consequentemente a morte do parasito. A droga tem
eficacia contra as espécies de Leishmania, mas é toxica para as células de mamiferos
(KAUR e RAJPUT, 2014; MENDONCA, 2018)

A miltefosina € um composto anticancerigeno que sofreu avaliagcoes
experimentais que comprovaram sua eficacia para o tratamento de leishmanioses
visceral, sendo a primeira droga de uso oral usada no tratamento do kalazar por L.
donovani. A atividade leishmanicida da miltefosina estd relacionada a inducéo de
morte celular semelhante a apoptose, com degradacdo do DNA, e com alteragcdes na
biossintese de fosfolipidios € no metabolismo de lipideos (PARIS, 2004; KAUR e
RAJPUT, 2014). Estudo recente demonstrou o potencial da miltefosina na inibicdo do
crescimento Leishmania major in vitro apds 48 hrs de incubagdo (NAZARIVANANI,
2018).

2.3 ESTRUTURAS PRIVILEGIADAS

As estruturas privilegiadas tem por definicdo esqueletos moleculares que
possuem propriedades versateis de interacdes intermoleculares. Essas estruturas
surgiram como um método eficiente para a sintese e descoberta de novos farmacos.
Dessa forma, um unico grupamento € capaz de fornecer ligantes ativos e seletivos
para variados alvos biolégicos por meio da modificagao de grupos funcionais (YET,
2018).
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Estruturas privilegiadas exibem excelentes caracteristicas de farmaco
(farmaco-similar) que resultam em cole¢des de substancias quimicas bioativas com
propriedades farmaco-similares (DESIMONE et al., 2004). O entendimento das
relagdes estrutura-alvo é fundamental no processo de identificacdo das estruturas
privilegiadas e seus respectivos alvos biomacromoleculares. O correto entendimento
dessas relagdes conduz a identificacao de familias de alvos distintos. Tanto a quimica
medicinal classica como o planejamento de cole¢des dirigidas a um determinado alvo
beneficiam-se do conceito de estruturas privilegiadas (CONSTANTINO, 2006).

24 PLANEJAMENTO DE MOLECULAS BIOATIVAS: INTEGRACAO ENTRE
QUIMICA MEDICINAL E QUIMICA ORGANICA SINTETICA

Entre as estratégias mais utilizadas no planejamento de agentes
antiparasitarios esta a investigacao de vias bioquimicas e a selecao de proteinas alvo
dos patdgenos, que possam, por sua vez, ser moduladas especifica ou seletivamente
por pequenas moléculas, considerando-se a presenga ou auséncia do alvo no
hospedeiro. Neste contexto, as varias enzimas que vém sendo estudadas para o
desenvolvimento de novos farmacos fornecem exemplos muito interessantes de
estratégias multidisciplinares, com diversos niveis de complexidade e de incorporagao
de métodos e tecnologias de planejamento (RIBEIRO et al., 2020).

Os avancos significativos da biologia molecular e estrutural tém possibilitado
a selecao e validacao de varios alvos biolégicos importantes, especialmente na era
pos-gendmica (OLIVEIRA et al., 2019). O aprimoramento das técnicas de
determinacdo estrutural de macromoléculas como a cristalografia de raios X e a
ressonancia magnética nuclear (RMN), tem contribuido fundamentalmente na
compreensao das interagées intermoleculares predominantes entre moléculas
bioativas e seus receptores biolégicos, bem como nos estudos de caracterizacao de
mecanismos de acdo (ZHANG et al., 2020). Vale salientar que ha varios outros casos
de moléculas que possuem interessante atividade anti-T. cruzi in vitro, contudo, a via
bioquimica e o alvo molecular ndo sdo conhecidos.

A rapida identificacdo de moléculas bioativas e a otimizagdo de compostos
lideres tém se tornado questdes prioritarias na area de doencas negligenciadas. Os
pré-farmacos também merecem destaque especial, pois a biotransformacao da forma

inativa do farmaco, liberando a porg¢ao ativa no local de agcéo ou préximo a este, é uma
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estratégia muito util no planejamento de quimioterapicos com alta especificidade de
acao. A grande disponibilidade de compostos sintéticos e de ensaios biologicos em
média e larga escala tem contribuido para a selecdo de varias moléculas com
diferentes tipos de atividades bioldgicas e farmacologicas. Uma questao fundamental
que se coloca a frente nesse processo € a otimizagao de moléculas promissoras em
relacdo a propriedades como poténcia e afinidade. A execugcdo dessa tarefa
desafiadora requer a integracao entre as estratégias de quimica medicinal moderna e
o planejamento em quimica organica sintética, para que novas moléculas, capazes de
representar novas entidades quimicas (NCEs - new chemical entities) possam ser
geradas (BARREIRO, 2014).

2.5 PIRIDINA

A piridina (figura 12) € um heterociclico importante para a quimica medicinal
e para a industria farmacéutica no tocante ao desenvolvimento de novos farmacos,
isso porque ela apresenta um amplo espectro de atividades biologicas, além de agir
como um potente catalisador quimico. Pesquisas tém mostrado a notavel atividade
que derivados desses compostos podem desempenhar: bactericida, fungicida,
anticancer e tripanocida (CHAUBEY, 2011; ALTAF et al., 2015).

Figura 12. Estrutura molecular da piridina.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Estudos do LpQM, revelaram que 20 compostos de uma série de 26 piridil-
tiazdis apresentaram ser agentes tripanocidas mais potentes que o Benzonidazol
(BDZ) (CARDOSO et al., 2014) (Figura 13).

Em trabalho realizado por Lessa et al., (2011), derivados da 2-acetilpiridina-
tiossemicarbazona provaram ser excelentes inibidores do T. cruzi, sendo 55 a 70

vezes mais ativos do que o Nifurtimox (NFX).



39

Ribeiro et al., (2021) realizaram a sintese e atividade biolégica de uma série
de compostos 1,6-difenil-1H-pirazolo[3,4-b]piridina derivados da piridina que
apresentaram um potencial anti-T. cruzi. Nesse estudo, a série de compostos
demonstrou atividade promissora in vitro, com destaque para dois compostos que
passaram para testes in vivo. Os autores sugerem por meio de seus resultados que a
substituicdo na posicdo C-2 do grupo fenil ligado a carboidrazida desempenha um
papel importante na atividade tripanocida desta classe de compostos.

Da Silva Lima et al., (2020) realizaram testes acerca de uma série 1H-pirazolo[
3, 4-b]piridina derivados de piridina. Seus resultados mostraram que os compostos
com grupo fenil na posicdo C-6 exibiam atividade e o derivado N'-4-
hidroxifenilmetileno apresentava o melhor perfil tanto contra as formas tripomastigotas
como amastigotas do T. cruzi. Os estudos de docking molecular também evidenciaram
que esta série de compostos tem afinidade de ligacdo com o CYP51 e a cruzaina do

T. cruzi, alvos biolégicos do parasito.

Figura 13. Compostos destaques da série piridil-tiazéis de CARDOSO et al., 2014
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Fonte: Adaptado de CARDOSO et al., 2014.

2.6 4-TIAZOLIDINONA

As 4-tiazolidinonas sdo um dos anéis heterociclicos que vém sendo explorados
ao longo dos anos devido as suas conhecidas atividades biologicas (GILANI et al.,
2016). O grupamento tiazolidinico € um anel de cinco membros, composto por um
atomo de enxofre na posicao 1, um nitrogénio na posicao 3 e uma carbonila na posicao
4 do anel (Figura 14).
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Figura 14. Estrutura molecular de 4-tiazolidinonas.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os compostos derivados de tiazolidinonas apresentam registros de bioatividade
na literatura. Esta estrutura privilegiada vem sendo utilizada como bloco de construgéo
para o desenvolvimento de moléculas com potenciais atividades biologicas
antibacterianas (ANDRES et al., 2000), antifungicas (KZAZKGZZEL et al., 2006) e
antiprotozoarios (ALVES et al., 1993).

A partir de modificagées moleculares nas posi¢des N3 e Cs do anel tiazolidinico,
Oliveira Filho et al., (2015) desenvolveu uma nova série de tiazolinonas. A triagem in
vitro revelou que a presenca de um grupo fenil na posicado Nz melhora a atividade
antiparassitaria, o que conduziu a identificacdo dos compostos potentes substituidos
por N-fenil, o (18) (4,2 + 0,28 uM), o (19) (2,9 + 0,91 pM) e (20) e 0 (1,7 £ 0,17 pM),
que foram, respectivamente, 2, 3 e 6 vezes mais ativos que o farmaco de referéncia,
o benznidazol (10,6 + 0,87 uM), para a forma tripomastigota do parasita. O composto
(20) diminuiu a parasitemia no modelo de camundongos in vitro e no de infeccéo
aguda, comprovando assim a nogado geral de que essa classe de compostos

heterociclicos sao fortes agentes antiparasitarios (Figura 15).
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Figura 15. Moléculas tiazolidinonas com atividade tripanocida.
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Fonte: Adaptado de Oliveira Filho et al., (2015).

2.7 HIBRIDIZACAO MOLECULAR

A hibridacdo molecular (HM) é uma estratégia classica de conjugacao de
estruturas de compostos bioativos distintos em uma unica molécula, sendo uma
alternativa eficaz de arquitetar racionalmente estruturas moleculares de novos
compostos protétipos (VIEGAS-JUNIOR et al, 2007). Segundo Nepali e
Colaboradores, a HM pode estar baseada na junc¢ao de farmacos distintos (HM do tipo
droga-droga) ou de grupos farmacoféricos de farmacos distintos (HM do tipo
farmacoforica). Em ambos os casos, a nova molécula produzida por HM passa a se
chamar de hibrido, o qual frequentemente apresenta maior afinidade e eficacia que os
compostos que lhe deram origem (NEPALI et al., 2014).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de novos candidatos a farmacos para o tratamento da

doenca de Chagas e Leishmaniose.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar a série de compostos piridil-4-tiazolidinonas;

e Caracterizar todos 0s compostos por técnicas espectroscopicas de
Ressonancia Magnética Nuclear de Prétons (*H-RMN) e Carbono (**C-RMN).

e Avaliar a citotoxicidade frente a células L929 em ensaios in vitro;

e Avaliar a atividade tripanocida dos compostos através de ensaios in Vvitro;

e Avaliar a atividade leishmanicida dos compostos através de ensaios in vitro.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENGAO DA SERIE QUIMICA

4.1.1 Materiais e reagentes

Para as reac¢des foram utilizados os seguintes solventes: isopropanol, hexano,
acetato e DMF, provenientes das marcas Dinamica, Cinética e Quimica moderna. Os
reagentes utilizados foram: 3-acetilpiridina, tiossemicarbazida, 4-metil-3-
tiossemicarbazida, acido sulfurico, bromo acético, 2-bromo-2-metilpropionico, 2-
cloropropionico, que foram obtidos através das marcas Sigma Aldrich, Quimica
Moderna, Cinética Quimica Ltda.

O processo reacional de sintese foi acompanhada por meio de cromatografia
de camada delgada (CCD) em todas as reacdes. Utilizou-se como fase estacionaria
silica-gel 60 da marca Alugram® com o indicador fluorescente F2s4s. Para a
visualizacdo das placas de cromatografia foi utilizada uma cadmara de radiacao
ultravioleta (duplo comprimento de onda 365nm ou 254nm) da marca Vilber Lourmat.
Os pontos de fusao foram feitos através do equipamento fusidmetro da marca Fisatom,
modelo 430D.

4.1.2 Processo reacional

A sintese dos compostos foi realizada em duas etapas, a condensacéao, que
deu origem as tiossemicarbazonas (DA-Int1 e DA-Int2) e a outra etapa, a ciclizacao,
que deu origem aos compostos finais. O projeto geral de obtencdo desta série vinde

no esquema 1.
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Esquema 1. Processo geral da sintese da série DA 1-6.
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Fonte: O autor.

4.1.3 Sintese do intermediario (DA-Int1)

Em um baldo de fundo redondo adicionou-se 1,247g de 3-acetilpiridina
(liquida) com 0,938g de tiossemicarbazida, como solvente, foi utilizado 25 mL de
isopropanol. Em seguida, foi adicionado 2 gotas de acido sulfurico, utilizado como
agente catalisador nesta reacao, que foi submetida a agitagdo por meio de refluxo a
1002C durante 2 horas. Este procedimento experimental foi acompanhado por
cromatografia de camada delgada utilizando como fase movel a mistura de
Hexano/Acetato na propor¢ao 7/3. Apds o término da reacao, verificado por placa de
CCD, a reacao foi filtrada utilizando-se funil sinterizado e o precipitado branco foi
colocado no dessecador por 24 horas e entdo pesado para a obten¢cdo dos dados de
rendimento. O sobrenadante branco foi descartado. O processo reacional para esta

reacao € exemplificado no esquema 2.
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Esgquema 2. Reac¢ao do Intermediario 1.
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Fonte: O autor.
4.1.4 Sintese do intermediario 2 (DA-Int2)

Em um baldo de fundo redondo adicionou-se 1,163g de 3-acetilpiridina
(liquida) com 1,009g de 4-metil-3-tiossemicarbazida, como solvente, foi utilizado 25
mL de isopropanol. Em seguida, foi adicionado 2 gotas de acido sulfurico, utilizado
como agente catalisador nesta reacdo, que foi submetida a agitacdo por meio de
refluxo a 100°C durante 2 horas. Este procedimento experimental foi acompanhado
por método de cromatografia de camada delgada (CCD) utilizando como fase mével
a mistura de Hexano/Acetato na proporcao 1/1. Apos o término da reacgéo, verificado
por placa de CCD, a reacao foi filtrada utilizando-se funil sinterizado e o precipitado
amarelo claro foi posto no dessecador por 24 horas e entao pesado para a obtencao

dos dados de rendimento. O sobrenadante amarelo foi descartado.

Esquema 2. Reac¢ao do Intermediario 2.

0
s /U\ / [j/k \H/ \
V H,S0, , isopropanol

Fonte: O autor.

/




46

4.1.5 Sintese da série piridil-4-tiazolidinona (DA1-6)

Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se o intermediario 1 ou 2, um dos
acidos (bromo acético, 2-bromo-2-metilpropionico, 2-cloropropionico) utilizando-se 15
mL de etanol como solvente. Foi utilizado agitacdo magnética em refluxo para a
reacao. As reagdes duravam em torno de 24 horas e eram acompanhadas por
procedimento de cromatografia em camada delgada (CCD), utilizando como fase
movel a mistura de hexano/acetato na proporcédo 7:3. As reacgOes formavam
precipitados que eram filtrados em funil sinterizado e guardados em dessecador.
As reacgbes deram origem aos seguintes compostos:
e DA 1-(2)-2-(((E)-1-(piridin-3-il)etilideno)hidrazinoilideno)tiazolidin-4-ona
e DA 2 -(2)-5,5-dimetil-2-(((E)-1-(piridin-3-il)etilideno)hidrazinoilideno)tiazolidin-
4-ona
e DA 3 - (Z2)-3-metil-2-(((E)-1-(piridin-3-il)etilideno)hidrazinoilideno)tiazolidin-4-
ona
o DA 4 - (2)-5-metil-2-(((E)-1-(piridin-3-il)etilideno)hidrazinoilideno)tiazolidin-4-
ona
e DA 5 - (2)-5-¢til-2-(((E)-1-(piridin-3-il)etilideno)hidrazinoilideno)tiazolidin-4-ona
e DA 6 - (2)-3,5,5-trimetil-2-(((E)-1-(piridin-3-
il)etilidene)hidrazinoilidene)tiazolidin-4-ona

4.1.6 Caracterizacao Estrutural

A verificacdo da estrutura quimica das moléculas foi realizada por meio de
analises espectroscdpicas dos compostos finais (RMN '3C e H). Além disso, foram
vistos o fator de retencao (RF) em CCD e o ponto de fusdo (PF) destas moléculas
(Tabela 3).
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4.2 PARTE BIOLOGICA

Os ensaios bioldgicos afim de verificar a atividade tripanocida e leishmanicida
dos compostos DA1-6 foram realizados no Instituto Aggeu Magalhaes/FIOCRUZ, no

laboratorio da professora Dra. Valéria Pereira.

4.2.1 Ensaio de citotoxicidade anti-T. cruzi

Os compostos com atividade tripanocida foram testados contra as células L929
para determinacao da citotoxicidade (Romanha et al., 2010). A viabilidade das células
submetidas aos tratamentos foi determinada utilizando-se o indicador de viabilidade
celular alamarBlue™. As amostras foram testadas em concentragdes crescentes a
partir da 1Cso encontrada sobre o parasita, utilizando o mesmo numero de células,
tempo de desenvolvimento celular e tempo de exposicdo aos compostos usados no
ensaio da beta-galactosidase. Apds a adi¢gdo do alamarBlue™, a placa foi incubada
por 6 h e a leitura realizada a 570 e 600 nm. Os resultados foram expressos como a
diferenca na porcentagem de reducdo entre células tratadas (CT) e células néo

tratadas (CNT), através da seguinte equacao:

(117,216) (Absszo CT) - (80,586) (Abssoo CT)  x 100
(177,276) (Abss70 CNT) - (80,586) (Abssoo CNT)

4.2.2 Ensaio tripanocida

Foi utilizado o ensaio da beta-galactosidase desenvolvido por Buckner e
colaboradores (1996), com modificacées (Romanha et al., 2010). Este ensaio utiliza a
cepa Tulahuen de T. cruzi que expressa o gene da beta-galactosidase de Escherichia
coli. Esta cepa foi construida e gentilmente cedida pelo Prof. Frederick Buckner, da
Universidade de Washington. Resumidamente, para a realizagdo dos ensaios,
fibroblastos de camundongos da linhagem L929 foram semeados em placas de 96
pocos € incubados por 24 horas a 37° C para a adesdo e, infeccado com 10
parasitas/célula. Apos 2 h, o meio contendo os parasitas extracelulares foi substituido
por meio novo e a placa novamente incubada a 37° C por 48 horas. Apos esse periodo,

0 meio de cultura foi substituido por meio novo, além de compostos em
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concentragdes decrescentes, a partir de 100 ug/mL, até se chegar ao ICso. Apds 96
horas de incubacéao, foi adicionado o substrato CPRG, a placa incubada a 37°C, e a
leitura realizada apo6s 16-20 h em espectrofotdmetro utilizando um filtro de 570 nm. O
benzonidazol no seu ICso (1 ng/mL = 3,81 uM) foi utilizado como controle positivo. Os
resultados foram expressos como a porcentagem de inibicdo do crescimento

parasitario.

4.1.3 indice de seletividade

O indice de Seletividade (IS) foi calculado dividindo-se a CCso dos compostos
sobre as células L929 pela ICso encontrado sobre o T. cruzi. Somente compostos que

apresentam IS > 50 sdo recomendados a ensaios in vivo (Romanha et al., 2010).

4.1.4 Ensaios com promastigotas de L.infantum

Formas promastigotas de Linfantum (cepa MHOM/MA/67/ITMAP-263) foram
mantidas a 26° C em meio Schneider’s (Sigma) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (meio completo). Parasitas na fase exponencial de crescimento foram
utilizados em todos os experimentos. Para o ensaio de atividade leishmanicida, os
parasitas foram contados e diluidas em meio Schneider’s (Sigma) completo a 1 x 106
células/mL. Os parasitas foram incubados a 26°C na presenca de diferentes
concentragdes dos compostos (1,5 a 200pg/mL) por 72h. Parasitas incubados apenas
com meio de cultura e com o veiculo foram utilizados como controle negativo. Apos a
incubacgao, os pogos foram lavados e foi adicionada solugéo de CPRG (500 uM, 0,5%
de Nonidet P-40, em PBS), seguida de nova incubacao por 10 minutos, a 22°C. Foi
realizada a leitura da absorbancia a 570 nm no espectrofotdometro THERMO
SCIENTIFIC Multiskan FC. A atividade leishmanicida dos compostos foi verificada
pela diminuicdo no numero de promastigotas nas culturas tratadas em comparagéao
com a cultura controle sem tratamento. A Miltefosina foi utilizada como controle
positivo. Os valores de ICso foram calculados por analise de regressao utilizando o

software GraphPad Prism. Cada ensaio foi realizado em duplicata.
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4.1.5 Ensaios com amastigotas de L. infantum

Para esta avaliagdo, macrofagos RAW 264.7 (3 x 10° células/mL) foram
incubados para aderéncia por 1h, a 37°C e atmosfera com 5% de CO2. Apos essa
incubacéo inicial foram acrescentadas promastigotas de L.infantum na proporgcéao de
15 parasitas/ macrofago, por um periodo de 6h, a 37°C e 5% de COa. Os parasitas ndo
internalizados foram removidos por lavagem e a cultura foi incubada novamente na
presenca de diferentes concentragdes dos compostos (3,125 a 100 pg/mL) por 24h, a
37°C e 5% de CO2. Amastigotas incubadas apenas com meio de cultura e com
Miltefosina foram utilizados como controle negativo e positivo, respectivamente. Apos
a incubacgao, os pocos foram lavados e foi adicionada solugdo de CPRG (500uM, 0,5%
de Nonidet P-40, em PBS), seguida de nova incubagao por 18h, a 22°C. Foi realizada
a leitura da absorbancia a 570 nm no espectrofotdmetro THERMO SCIENTIFIC
Multiskan FC. A atividade leishmanicida dos compostos foi verificada pela diminui¢ao
no numero de amastigotas intracelulares nas culturas tratadas em comparacdo com a
cultura controle sem tratamento. Os valores de ICso foram calculados por analise de
regressao utilizando o software GraphPad Prism. Cada ensaio foi realizado em

duplicata.

4.1.6 Ensaio de Citotoxicidade anti-Leishmania

A citotoxicidade em células de mamiferos foi avaliada através de ensaios com
MTT. Esse ensaio baseia-se na reducao dos sais amarelos de tetrazdlio por redutases
mitocondriais de células metabolicamente ativas. Cristais de formazan sao formados
no interior dessas células, que deve ser lisadas para a solubilizacdo e posterior analise
por espectrofotometria. Uma vez que a quantidade de formazan produzida é
diretamente proporcional ao numero de células viaveis, quanto maior for a viabilidade
celular, maior sera a proporcao de reducdo do MTT e maior sera a absorbancia. Os
fibroblastos da linhagem L929 foram soltos das garrafas de cultura e foram plaqueados
em placas de 96 pocos, fundo reto e incubadas por 24h, a 37°C e atmosfera com 5%
de COg2, para aderéncia. Apos esse tempo, os compostos foram adicionados nas
concentragdes de 6,25 a 200 pg/mL e incubados novamente por umperiodo de 48h.
Foram utilizados pogos apenas com meio de cultura como controle negativo. Apos a

incubacéo foi acrescentado 25uL de MTT (3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il)
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-2,5-brometo difenil tetrazdélio) a 5mg/mL em PBS, seguida de uma nova incubacéao
por 2h, a 37°C e ao abrigo da luz. Parte do meio de cultura juntamente com o restante
de MTT foi aspirado e 100puL de DMSO foi adicionado por pocgo para solubilizagdo dos
cristais de formazan resultantes da reducédo do MTT. Foi realizada a leitura da
absorbancia a 570 nm no espectrofotdmetro THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. A
concentragdo citotoxica para 50% da cultura (CCso) foi determinada por analise de

regressao pelo software GraphPad Prism. Cada ensaio foi realizado em duplicata.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SERIE QUIMICA

As estruturas dos 6 compostos planejados e sintetizados foram analisadas
através da “Regra dos 5" de Lipinsk et al., (1997), que aborda sobre técnicas
experimentais e computacionais para realizar a estimativa da solubilidade e a
permeabilidade das configuragbes de farmacos em processo de desenvolvimento. A
“Regra dos 5" (Rule of 5) menciona que candidatos bioativos devem apresentar quatro
aspectos fisico-quimicos que sao observados em farmacos ativos por via oral ja
existentes. Outras especificagcdes observadas nos compostos foram os parametros de
Veber et al., (2002), que usou como referéncia complementar a Area de Superficie
Polar (ASP) e o numero de Ligacdes Rotaveis, para estudar a absorcao oral desses
mesmos farmacos.

A Figura 16 mostra os parametros propostos por Lipinsk e Veber para os
farmacos, e a Tabela 1 revela os dados dos compostos planejados aplicados a esses

parametros.

Figura 16. Parametros propostos por Lipinski et al., (1997) e Veber et al., (2002).

Regra de Lipinsk

1) Numero de doadores de ligacdes de
H<5

2) Numero de aceptores de ligagdes de
H<10

3) Massa Molecular < 500gmol

4) LogP <4,15

Regra de Veber

1) Area de superficie polar (ASP) <140A2

2) Numero de ligacGes rotacionaveis H <
10
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Fonte: O autor.

Tabela 1. Analise dos critérios da regra de Lipinsk e Veber obtidos no SwissADME
(http://swissadme.ch/).

Compost Ha Hp MLogP Massa LigagBes ASP
0 <10 <5 <4,15 <500 Rotaveis €10  <140A2
g/mol

DA-1 4 1 0.64 234.28 2 92.01
DA-2 4 1 0.96 262.33 2 78,41
DA-3 4 0 0.27 248.30 2 83.22
DA-4 4 1 0.27 248.30 2 65,82
DA-5 4 1 1.42 262.33 3 92.01
DA-6 4 0 1.49 276.36 2 83.22

Legenda: HA (aceptores de ligagao de hidrogénio), HD (doadores de ligacado de hidrogénio)
e ASP (area de superficie polar).

Como visto na tabela acima, é possivel verificar que nenhum dos seis compostos
infringiram as leis propostas por Lipinsk e Veber, Ja que, todos os seis compostos
apresentam valores dentro dos parametros propostos dentro da normalidade.

A tabela 2 demonstra informagdes sobre a absorgdo gastrointestinal, que € a
capacidade do farmaco ser absorvido pelo trato gastrointestinal. Além disso é possivel
analisar a barreira hematoencefalica (BHE), que € uma membrana permeavel seletiva
que regula a passagem de grandes e pequenas moléculas para o microambiente dos
neurdnios. Neste sentido, é possivel analisar através da tabela se o composto passa

ou nao pela BHE.

Tabela 2. Propriedades ADME obtidos no SwissADME (http://swissadme.ch/)

Composto Absorc¢éo Barreira Biodisponibilidad
gastrointestinal hematoencefalica e
DA-1 Alta Nao passa 0,55
DA-2 Alta Nao passa 0,55
DA-3 Alta Passa 0,55
DA-4 Alta Passa 0,55
DA-5 Alta N&o passa 0,55

DA-6 Alta Naopassa 0,55
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Na tabela 3, estdo as caracteristicas gerais dos compostos sintetizados da série
DA 3-7,9, estrutura molecular, cédigo, rendimento, massa molar, ponto de fuséo e fator

de retencao podem ser observados.

Tabela 3. Caracteristicas gerais dos compostos finais e rendimento das reagoes.

Estrutura Molecular Referéncia | Rendimento | Massa | Ponto de Fusao RF

NN
| Y %=0| DA 58% 234.28 222°C 0,68

-N N
| N Y 0
2 \-7( DA-2 65% 262.33 218°C 0,75

-N N
N
L T oas 71% 248.30 219°C 0,70
N
NN
| 'Y N=0| a4 75% 248.30 217°C 073
N ’
N, N/
| T\Z‘O DA-5 61% 262.33 223°C 0,72
2
Ny N
| " T{“ DA-6 58% 276.36 218°C 0,69
-
N
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A estrutura quimica das moléculas foi confirmada por dados espectroscopicos
obtidos. A caracterizacao estrutural de todos os compostos foi realizada na Central
Analitica do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE. Esses comprovam a
formacdo dos produtos planejados, de acordo com os espectros demonstrados
abaixo, que mostra o processo de caracterizagdo por RMN 'H e RMN '3C.

A Figura 17 exemplifica o espectro de RMN 'H do composto DA-5. E possivel
analisar a presenca de um quadrupleto em 4.25 ppm integrando para um hidrogénio
correspondente ao hidrogénio do anel 4-tiazolinona este ratifica a ciclizagcédo e
formacao do anel tiazolidinona (S-CH2). Os quatro hidrogénios do anel heterociclico
piridina foram confirmados pela presenca de um singleto, dois dubletos e um tripleto
entre 7.4 e 88 ppm. Em 2.45, observa-se um singleto que integra para trés
hidrogénios, correspondendo aos 3 hidrogénios do grupo metila exociclico
(C(CH3)=N). Em 3.20ppm, observa-se os 3 hidrogénios do grupo metila conectado ao
N do anel heterociclico. Ja os trés hidrogénios metila do C-5 do anel tiazolidinona,

aparecem em 1.45pp na forma de dupleto.

Figura 17. Espectro de RMN "H para o composto DA-5.

Ny N
R Y 0



55

Piridina j

_1' 1'{ J J’ it %
J \ ._,. J\ \ Jg.)
!

T

T

10 9 6 5 4 3 2 1 ppm

(- (-
N s

1.2!-{
{

Fonte: Elaborado pelo autor.

A figura Figura 18 exemplifica o espectro de C'3 do composto DA-5. A partir
desta figura podemos identificar em 14.148, 25.526 e 29.466 ppm é possivel identificar
as metilas (CH3) da estrutura. O sinal em 48.350 ppm, corresponde ao carbono C5 do
anel 4-tiazolinona. Os sinais entre 120.451 ppm a 150.053 ppm correspondem aos
carbonos (CH) do anel piridina. Observa-se em 160.095 ppm corresponde ao carbono
do (CH=N exociclico). O sinal em 164.140 ppm, corresponde ao carbono da ligacéo S-
C=N do anel tiazolinona. O sinal em 174.319 ppm corresponde ao carbono da
carbonila (C=0).

Figura 18. Espectro de RMN '3C para o composto DA-5.
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5.1.1 Dados Espectroscopicos

(2)-2-(((E)-1-(piridin-3-il)etilideno)hidrazinoilideno)tiazolidin-4-ona (DA-1)

N _N
N ﬁ/\)—;o
S
N/

Formula molecular: C1oH10N4OS
Massa molar: 234,28

RMN H (DMSO-ds, 300MHz), & ppm: 3.435 (s, 3H, CH3), 4.578 (s, 2H, CH2), 7.279-
(t, 1H, Ar), 7.733 (d, 1H, Ar), 8.051 (s, 1H, Ar), 8.518 (d, 1H, Ar).

RMN 13C (DMSO-ds, 75MHz) & ppm: 13.936 (CHs), 31.272 (CHz), 75.144 (CH-Ar),
119.684 (CH-Ar), 122.826 (CH-Ar), 135.867 (CH-Ar), 148.391 (CH=N), 156.801 (S-
C=N), 173.765 (C=0).

(2)-5,5-dimetil-2-(((E)-1-(piridin-3-il)etilideno)hidrazinoilideno)tiazolidin-4-ona

SRRSS

Férmula molecular: C12H14N4OS
Massa molar: 262,33

RMN IH (DMSO-ds, 300MHz), & ppm: 1.76 (s, 6H, CH3), 2.26 (s, 3H, CH3), 3. 4.61
(m, 1H, CH2), 7.27 (d, 1H, Ar), 7.773 (t,1H, Ar), 8.09 (d,1H, Ar), 8.564 (s, 1H, Ar).

RMN 13C (DMSO-ds, 75MHz) & ppm: 12.949 (CH3), 14.148 (CHa), 148.350 (C, Ar),
120.451(CH, Ar), 144.489 (CH, Ar), 160.095 (CH=N), 174.319 (S-C=N), 178.923
(C=0).
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(2)-3-metil-2-(((E)-1-(piridin-3-il)etilideno)hidrazinoilideno)tiazolidin-4-ona (DA-3)

(;/J*N/NT\N/);O

Formula molecular: C11H12N4OS
Massa molar: 248,30

RMN IH (DMSO-ds, 300MHz), & ppm: 2.472 (s, 3H, CH3), 3.231 (s, 3H, CH3), 4.25
(s, 2H, CH2), 7.434 (d, 1H, Ar), 7.873 (t, 1H, Ar), 8.28 (d, 1H, Ar), 8.88(s, 1H, Ar).

RMN 13 (DMSO-ds, 75MHz) & ppm: 13.511 (CH3), 32.077 (CHa), 40.130 (CH2), 47.052

(S-C=N) 120.458 (C=N), 124.580 (CH=N), 136.572 (CH, Ar), 148.831 (CH, Ar),
154.994 (CH, Ar), 163.260 (C, Ar), 174.471(C=0).

(2)-5-metil-2-(((E)-1-(piridin-3-il)etilideno)hidrazinoilideno)tiazolidin-4-ona (DA-

4)
NN
N Y 0
S
V7

Férmula molecular: C11H12N4OS
Massa molar: 248,30

RMN H (DMSO-ds, 300MHz), & ppm: 2.65 (s, 3H, CH3), 3.26 (s, 3H, CH3), 4.289 (q,
1H, CH2), 7.866 (t, 1H, Ar), 7.86 (t, 1H, Ar), 8.028 (d, 1H, Ar), 8.88 (s, 1H, Ar).

RMN 13C (DMSO-ds, 75MHz) & ppm: 14.490 (CH3), 29.800 (CHa), 51.136 (S-C=N),
125.832 (C=N), 135.176 (CH, Ar), 139.343 (CH, Ar), 142.705 (CH, Ar), 158. 357
(CH=N), 163.268 (S-C=N), 177.628(C=0).
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(2)-5-etil-2-(((E)-1-(piridin-3-il)etilideno)hidrazinoilideno)tiazolidin-4-ona (DA-5)

NN
N Y 0
8
N7

Formula molecular: C12H14N4OS
Massa molar: 232,33

RMN !H (DMSO-ds, 300MHz), & ppm: 1.514 (d, 3H, CH3), 2.462 (s, 3H, CH3), 3.222 (s,
3H, CH3), 4.25 (S-CH2), 7.429 (d, 1H, CH), 7.89 (t, 1H, Ar), 8.060 (d, 1H, Ar), 8.61 (s, 1H,
Ar).

RMN 13C (DMSO-ds, 75MHz) & ppm: 14.148 (CH3), 25.526 (CHz), 129.466 (CH3).
48.350 (C5), 120.451 (CH, Ar), 136.588 (CH, Ar), 150.053 (CH, Ar), 160.095(CH=N),
164.140 (S-C=N), 174.319 (C=0).

(2)-3,5,5-trimetil-2-(((E)-1-(piridin-3-il)etilidene)hidrazinoilidene)tiazolidin-4-ona
(DA-6)

Férmula molecular: C13H16N4OS
Massa molar: 276,33

RMN H (DMSO-ds, 300MHz), & ppm: RMN *H (DMSO-ds, 300MHz), & ppm: 1.514
(s, 6H, CH3), 2.462 (s, 3H, CH3), 3.222 (s, 3H, CH3), 7.829 (t, LH, CH), 8.61 (d, 1H, Ar),
8.60 (d, 1H, Ar), 9.01 (s, 1H, Ar).

RMN 13C (DMSO-ds, 75MHz) & ppm: 13.511 (CH3), 18.703 (CHa), 120.405 (C=N),
124.595 (CH, Ar), 136.588 (CH, Ar), 148.854 (CH, Ar), 162.691 (CH=N), 163.313 (S-
C=N), 175.268 (C=0).
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5.2 PARTE BIOLOGICA
5.2.1 Ensaio in vitro para T. cruzi

Os compostos da série DA1-6 foram avaliados quanto a atividade de inibicao
frente ao T. cruzi, contra as formas amastigotas e tripomastigotas do parasita. O
método que foi empregado € recomendado pelas diretrizes da Drugs for Neglected
Diseases Initiative (DNDi) que sugere o uso simultdneo de formas amastigotas
tripomastigotas intracelulares que estdo presentes tanto na fase aguda quanto na
cronica da doengca (ANDRADE et al., 2022).

Estdo dispostos na tabela 4, os resultados dos testes da série DA, com

atividade anti-T. cruzi, como a citotoxicidade, ICso e indice de seletividade.

Tabela 4. Resultados obtidos para atividade anti-T. cruzi da série piridil-4-
tiazolidinonas.

Citotoxicidade | 1C50 pM
Cdédigo R1 R2 (CCs0) pM IS

Y
R,

N

7 /
(0]

DA-1 | H H 408,5 294,9 4,3
DA-2 H (CHs)2 373,2 201,3 1,9
DA-3 =~ CHs H 393,5 INATIVO = ND
DA-4 H CHs 356,0 302,1 1,2
DA-5 H CH2CHs 2948 278.,9 1,1
DA-6 CHs (CHs)2 259,5 42,7 6,1
BZD | - - 2.381 3,81 624,9

CCso= Concentracgao citotéxica para 50% das células.
ICs0= Concentracao inibitéria para 50% da populagéao.
IS= indice de seletividade.

BZD = Benznidazol.

ND= Nao determinado.

A partir da Tabela 4, podemos observar que a atividade anti-T. cruzi de todos
as 4-tiazolidinonas apresentaram uma |ICso maior que o Benznidazol, o farmaco de

referéncia utilizado no teste.
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Os compostos da série piridil-4-tiazolidinona foram avaliados quanto a
toxicidade frente a macréfagos da linhagem L929. Como pode ser observado, todos
0s compostos apresentaram valores de toxicidade em células normais maiores que
200 pM frente as células testadas. Com destaque para os compostos DA-1 com valor
de 408,5 pM.

Em relagdo ao indice de seletividade, nenhum composto apresentou valores
préximos do que foi observado no BZN.

A possibilidade de incremento na atividade tripanocida do compostos DA-6
(42,7 uM) pode ser realizada através da melhora na lipofilia, e principalmente, através
de modificagbes estruturais conforme Oliveira Filho et al., (2015).

A literatura evidencia que pesquisas relacionadas a sintese e investigacao
tripanocida de compostos tiazolidinonas séo frequentes (HAVRYLYUK et al., 2014;
HOLOTA et al., 2019; DE OLIVEIRA FILHO et al., 2021). Esses achados contribuem
coma ideia de que pesquisas que envolvem desenvolvimento de novos protétipos a
farmacos sao importantes, ja que atualmente o arsenal quimioterapico para doenca de
Chagas é considerado limitado (THAKARE, 2021).

Shepeta e colaboradores (2020) sintetizaram nova série de derivados [2-(2,6-
diclorofenilamino)-fenil]-acido acético N'-3-(substituido)-4-tiazolidina-5-ilidenemetil-
hidrazida. Quantos seus resultados para o T. cruzi, os compostos 3.2 e 3.4
apresentavam resultados significativos quanto a seu indice de inibigdo parasitario, com
concentragdes em valores de ICso de 4.8 e 7.06 pM, respectivamente.

Em um recente estudo, Da Conceicdo e seus colaboradores (2023)
investigaram o potencial tripanocida de 18 inéditos compostos derivados piridil-4-
tiazolidinonas. E perceptivel analisar que semelhancas estruturais podem ser
identificadas entre os compostos da série mencionada com os compostos DA 1-6. Em
resumo, das 18 piridina-tiazolidinonas, 5 foram capazes de inibir as tripomastigotas,
além disso, para a forma amastigota, todos os compostos tiveram potencial deinibic¢ao,
com destaque para os compostos 15 (0,60 uM), 17 (0,81 uM), 18 (0,64 uM). Os
compostos 15 e 18 foram capazes de induzir a morte de células parasitarias através
da inducéao de necrose.
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5.2.2 Ensaio in vitro para Leishmania

A capacidade de inibicdo do parasita L. infantum foi realizada através de testes
in vitro. As formas evolutivas promastigotas e amastigotas foram utilizadas no
experimento. Além disso, foi feito a determinagcdo dos valores da concentragcao
citotoxica (CCso) em macrofagos RAW e o indice de seletividade (IS).

Os valores obtidos em teste de atividade para as formas promastigotas e
amastigotas da Leishmania, como a citotoxicidade, ICso e indice de seletividade, dos

compostos sintetizados, estao dispostos na Tabela 5.

Tabela 5. Resultados obtidos para atividade leishmanicida da série piridil-4-
tiazolidinona.

Cédigo Citotoxicidade ICsosobre ICsosobre IS IS
(CCs0) pM Promastigotas | Amastigotas | Promastigotas | Amastigotas
UM MM
\ \/\Y\
R,
N
. (0]
DA-1 \ 206,2 INATIVO 91,3 ND \ 4,3
DA-2 156,7 INATIVO 45,4 ND 3,5
DA-3 202,6 402,7 102,3 0,5 20
DA-4 402,7 INATIVO 25,8 ND 15,6
DA-5 190,2 INATIVO 21,7 ND 8,8
DA-6 187,1 361,8 16,6 0,5 11,2
MTF 60,9 17,2 1,7 3,5 - 393

CCso= Concentragao citotoxica para 50% das células.
ICs0= Concentracao inibitéria para 50% da populacéao.
IS= indice de seletividade.

MTF= Miltefosina.

ND= Nao determinado.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 5, é possivel verificar que entre
0s compostos testados frente a forma promastigota e amastigota da L. infantun,
nenhum se apresentou mais ativo que a Miltefosina, que foi utilizado como referéncia

neste experimento.
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Quanto a toxicidade frente a fibroblastos da linhagem RAW 264.7, é possivel
notar que todos os compostos se destacaram, evidenciando menor citotoxicidade
frente as células testadas. Com destaque para DA-4 com valor de citotoxicidade
402,7uM.

Em relacdo ao indice de seletividade, o composto DA-4 (15,6 uM), foi o que
apresentou o seu valor mais proximo do IS do farmaco usado como referéncia, a
miltefosina (39,3 uM).

Ainda sobre o estudo de investigacao de Da Conceicéo e colaboradores (2023),
além dos testes tripanocidas para as 18 inéditas piridil-tiazolidinonas, o potencial
leishmanicida foi igualmente proposto. A avaliagdo antiparasitaria realizada contra L.
amazonensis, apenas o composto 27 tinha uma maior seletividade em comparacgao
com miltefosina, que foi utilizada como referéncia no experimento, contra a forma de
amastigota (IC50 = 5,70 uM).



64

6. CONCLUSOES

Seis compostos inéditos derivados da série piridil-4-tiazolidinonas foram
obtidos, com a comprovagado estrutural feita através de ressonancia magnética
nuclear. Os compostos submetidos a investigagcao do seu potencial anti-proliferativa
in vitro frente as formas promastigota e amastigota de L. infantun e a forma
tripomastigota do T. cruzi, com determinacdo da concentracao inibitoria para 50%
(IC50). Também foi determinada a citotoxidade celular frente a linhagens de células
de mamiferos no intuito de determinar o indice de seletividade (Sl) em comparacgao
com o farmaco de referéncia, o Benzonidazol.

Em relacdo ao teste tripanocida, foi possivel observar que nenhum composto
apresentou |Cso superior ao do farmaco usado como referéncia no teste. Quanto a sua
citoxicidade, todos os compostos apresentaram um valor superior a 200 uM frente as
células testadas, com destaque para o composto DA-1 com valor de 408,5 pM.

O teste leishmanicida evidenciou que henhum composto foi mais ativo que a
miltefosina. Para os melhores resultados da citotoxicidade, quando comparados a
Miltefosina, o mais eficaz foi o composto DA-4 com valor de citotoxicidade igual a
402,7uM. Sobre o IS, o composto DA-4 apresentou um valor de 15,6 uM para forma

amastigota do parasita.
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