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RESUMO

A doenca de Chagas e a Leishmaniose pertencem ao grupo das doencas
negligenciadas, ocasionadas por agentes infecciosos, que afetam com maior
incidencia os paises com baixo indice de desenvolvimento, sendo a primeira causada
pelo protozoario Trypanosoma cruzi e a segunda pelo parasita do género
Leishmania. O tratamento utilizado para ambas as doencas possuem limitacdes; a
doenca de chagas € atualmente tratada pelo farmaco Benzonidazol, tendo em vista
gue o mesmo nao possui uma boa eficacia na fase avancada da doenca, ja o
tratamento da Leishmaniose apresenta problematicas como: custo, resisténcia e
seguranca. Sendo assim, observa-se a necessidade de novas formas terapéuticas
para essas doengas. Desta forma, nosso trabalho tem por objetivo identificar novos
protétipos a farmacos com atividade antiparasitaria através do planejamento
estrutural, sintese e avaliacdo bioldgica de inéditos derivados de uma série piridil-1,3-
tiazol. Diante disso foi planejada a sintese da série (DS-1A — DS-1B4) com 12
moléculas inéditas de piridil-1,3-tiazol, utilizando diferentes tiossemicarbazidas, as
quais foram sintetizadas e devidamente caracterizadas. A elucidacéo estrutural foi
realizada por meio de espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Proton
(RMN 1H) e Carbono (RMN 13C). Apés a caracterizacdo, os compostos foram
avaliados quanto as atividades anti-T. cruzi e leishmanicida. Quanto a atividade anti-
T.cruzi, foi utilizada a cepa Tulahuen, e a toxicidade avaliada em fibroblastos L929.
Os testes anti-Leishmania foram realizados frente as formas promastigotas e
amastigotas das espécies L. amazonensis e L. infantum, e a CC50 contra
macrofagos RAW. Dentre os compostos testados DS-3B se destacou para a
atividade frente a forma promastigota da espécie L. infantum, com valores de 1C50
2,9 yM, enquanto o composto de referéncia apresenta IC50 de 17,2 yM. Ja os
compostos DS-3B, DS- 1B1 e DS-1B3 se destacaram na atividade anti-T.cruzi, com
IC50 4,8 uM, 4,2 uM e 4,4 uM respectivamente.

Palavras-chave: Doenca de Chagas; Trypanosoma cruzi; Leishmaniose; Piridina;
Tiazéis.



ABSTRACT

Chagas' disease and Leishmaniasis belong to the group of neglected diseases, caused
by infectious agents that affect with greater incidence the countries with low
development index, the first being caused by the protozoan Trypanosoma cruzi and
the second by the parasite of the genus Leishmania. The treatment used for both
diseases has limitations; the Chagas' disease is currently treated by the drug
Benzonidazol, considering that it does not have a high efficacy in the advanced phase
of the disease, while the treatment of Leishmaniasis presents problems such as cost,
resistance and safety. Thus, the need for new therapeutic forms for these diseases is
observed. Thus, our work aims to identify new prototypes of drugs with antiparasitic
activity through structural planning, synthesis and biological evaluation of novel
derivatives of a pyridyl-1,3-thiazol series. The synthesis of the series (DS-1A - DS-1B4)
of 12 novel pyridyl-1,3-thiazole molecules using different thiosemicarbazides was
planned, which were synthesized and characterized. Structural elucidation was
performed by means of proton (1H NMR) and carbon (13C NMR) nuclear magnetic
resonance spectroscopy. After characterization, the compounds were evaluated for
anti-T. cruzi and leishmanicidal activities. For anti-T.cruzi activity, the Tulahuen strain
was used, and toxicity evaluated in L929 fibroblasts. The anti-Leishmania tests were
performed against promastigotes and amastigotes forms of L. amazonensis and L.
infantum species, and the CC50 against RAW macrophages. Among the compounds
tested DS-3B stood out for its activity against the promastigote form of L. infantum
species, with IC50 values of 2.9 yM, while the reference compound presents IC50 of
17.2 uyM. The compounds DS-3B, DS-1B1 and DS-1B3 stood out in anti-T.cruzi
activity, with IC50 4.8 uM, 4.2 uM and 4.4 uM respectively.

Keywords: Chagas disease; Trypanosoma cruzi; Leishmaniasis; Pyridine; Thiazoles.
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1 INTRODUCAO

As doencgas negligenciadas consistem em um grupo de doencas
transmissiveis, ocasionadas por agentes infecciosos, parasitas, bactérias, fungos e
virus. Os paises mais afetados sé@o os localizados em regides tropicais e subtropicais,
e com menores indices de desenvolvimento humano, atingindo em sua maioria a
populacdo que vive em situacdo de pobreza, onde ndo possuem acesso ao
saneamento basico adequado, tornando-se vulneraveis aos agentes infecciosos. Sao
intituladas de doencas negligenciadas pois h4 um baixo investimento por parte da
industria farmacéutica, em pesquisas e desenvolvimentos de novos medicamentos
gue auxiliem no tratamento dessas doencas (LINDOSO et al., 2009).

Entre as doencas negligenciadas destaca-se a doencga de chagas ocasionada
pelo protozoario Trypanosoma cruzi, transmitida ao ser humano em sua maioria por
meio da picada do percevejo triatomineo, ou por via oral, por meio da ingestdo de
alimentos e bebidas contaminadas. Ao ser infectado a doenca se manifesta
inicialmente na sua fase aguda que se nao tratada adequadamente pode evoluir para
fase crbnica, onde a mesma é capaz de acometer o sistema digestivo, cardiovascular
e nervoso central (ECHEVERRIA et al., 2020).

O farmaco utilizado no tratamento da doenca de chagas é o Benzonidazol, a
guimioterapia com o0 mesmo € realizada durante um periodo de 60 dias, porém
provoca uma gama de efeitos colaterais, levando a diminuicdo da adesdo ao
tratamento pelos pacientes. O Benzonidazol é recomendado na fase aguda da
doenca, ja que a eficacia do mesmo durante fase cronica é reduzida em funcéo da
sua baixa biodisponibilidade, quando os parasitas estdo situados em tecidos mais
profundos e em lenta replicacdo. Esse atual cenario evidencia a caréncia de pesquisa
de novos compostos protoétipos, candidatos a farmacos (KRATZ, 2019).

Outra doenca negligenciada que possui uma grande incidéncia € a
leishimaniose, a mesma é uma doenca parasitaria ocasionada por protozoarios do
género Leishmania. No Brasil, existem dois tipos, a tegumentar e a visceral, que sdo
transmitidas por diferentes protozoarios. A leishmaniose tegumentar € mais comum
em areas rurais e esta relacionada a lesdes na pele ou mucosas. A visceral, por sua
vez, ataca orgaos internos, como figado, baco e medula 6ssea (BRASIL, 2022).

O tratamento da Leishmaniose também € um desafio, visto que, estdo

disponiveis no mercado os seguintes farmacos: anfotericina B, miltefosina e
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pentamidina. Porém, esses farmacos apresentam uma alta toxicidade, além disso, a
terapia com os mesmos em uma fase avancada da doenca € ineficaz (FIOCRUZ,
2022; BRASIL, 2017).

Estruturas privilegiadas sé@o blocos moleculares utilizados no planejamento e
desenvolvimento de farmacos. Sendo que esses ndcleos possuem caracteristicas
estruturais que apresentam um amplo espectro de atividades bioldgicas ja
comprovadas e associadas a sua estrutura principal, registrada na literatura.
(POLONSKI et al., 2012).

Os nucleos piridina e tiazol sado bastantes pesquisados e estudados, por serem
conhecidos na literatura como estruturas privilegiadas que apresentam um amplo
espectro de atividades biologicas. Estudos ja realizados pelo grupo de pesquisa
LpQM, mostraram que compostos piridinicos possuem diferentes tipos de atividade
biologica tanto anti-T. Cruzi (CARDOSO et al.,2014) quanto antitumoral (SILVA et
al.,2017). Além de demais atividade que foram registradas por outros grupos de
pesquisa, apontando o grupo piridina como fracdo importante em compostos que se
mostraram biologicamente ativos (RIBEIRO, 2021).

Os tiazdis, assim como as piridinas, também possuem um vasto espectro de
atividades bioldgicas ja comprovadas na literatura, dentre as atividades, destacam-se
antiviral, anticancer, antibacteriano, antifiungico, anticonvulsivo, antiparkinsoniano e
anti-inflamatério, que pode ser bem ilustrada pelo grande nimero de medicamentos
no mercado que contém este grupo funcional (SOUZA, 2015).

Investigando as propriedades farmacolégicas dos nudcleos piridina, tiazol e
tiossemicarbazonas fundamentando-se em séries jaA desenvolvidas anteriormente
pelo LpQM onde obteve-se estruturas com bons resultados de bioatividade, foi
proposto a sintese de uma nova série de piridil-tiazol, visando identificar novas

moléculas com atividade Anti-T. Cruzi e anti-Leishmanicida.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar protétipos a farmacos com atividade Anti-T. Cruzi e Anti-
leishmanicida, por meio do planejamento estrutural, sintese e avaliacdo biolégica de

inéditos derivados piridil-tiazois.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Sintetizar os novos derivados piridil-tiazois;

o Caracterizar a estrutura quimica dos compostos obtidos através da
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Proton (RMN 1 H) e Carbono
(RMN 13 C).

o Avaliar a citotoxicidade in vitro das moléculas em células de linhagem de
macrofagos;
o Avaliar a atividade tripanocida dos inéditos derivados frente as formas

amastigota e tripomastigota do parasita.
. Avaliar a atividade leishmanicida dos tiazois frente as formas

promastigota e amastigota das espécies L. amazonensis e L. infantum.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 DOENCA DE CHAGAS

3.2 HISTORICO

A doenca de Chagas ficou assim conhecida ap0s sua descoberta ter sido
anunciada em 1909 pelo médico brasileiro Carlos Chagas como mostra a figura 1,
um pesquisador do Instituto Oswaldo Cruz, a mesma € causada pelo protozodrio

Trypanosoma cruzi e € também chamada de tripanossomiase americana (CDC,2022).

Figura 1 - Carlos Chagas

Fonte: Casa de Oswaldo Cruz — FIOCRUZ.

A contribuicdo de Carlos Chagas para a medicina € considerada Unica, visto
gue até hoje apenas o pesquisador conseguiu descrever detalhadamente todo o ciclo
de uma doenca: o patdgeno, ciclo evolutivo, inseto vetor e seus habitos e a patologia
(FIOCRUZ, 2017).

A descoberta da mesma teve inicio em 1908, quando Carlos Chagas foi
enviado a um povoado no norte de Minas Gerais afim de fazer uma campanha contra
malaria, la o mesmo analisou 0 sangue de um sagui € encontrou um Tripanosoma,
que nomeou de Trypanosoma minasense, porém que nao causou doenca nos
macacos, em seguida Carlos Chagas foi informado que existia na localidade um inseto

sugador de sangue, que ficou conhecido popularmente como barbeiro por picar o rosto
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da pessoas. Alguns desses insetos foram capturados e enviados para o Instituto
Oswaldo Cruz, e ao coloca-los em laboratério juntos com outros animais dectectou
trypanosoma no sangue dos mesmo, entdo Carlos Chagas deduziu que se tratava de
uma nova espécie de Trypanosoma que chamou de Trypanosoma Cruzi em
homenagem a Oswaldo Cruz. (FIOCRUZ,2017).

Embora a doenca de chagas tenha sido descoberta a mais de um século, a
mesma surgiu ha milhdes de anos como uma infeccdo enzoodtica nos animais
silvestres e se estabeleceu como uma antropozoonose, quando 0 homem comecou a
explorar areas selvagens provocando o desmatamento para da espaco para a
agricultura, esses insetos adaptaram-se ao ambiente domiciliar (ZINGALES et
al.,2011).

3.3 EPIDEMIOLOGIA

Chagas é classificada pela Organizacdo Mundial da Saude como uma doenca
negligenciada que persiste como um problema de saude publica causando impacto
socioeconémico em varios paises da América Latina (MELO et a.l, 2021). A doenca €
endémica em 21 paises da América Latina como mostra a figura 2, visto que na
Ameérica do sul existe um controle maior, diferentemente da América Central. Devido
a globalizacdo a doenca passou a estar presente também na Europa, Asia, Africa e
América do norte. (SANTOS et al., 2020).



19

Figura 2 - Endémica em 21 paises da America Latina

“| ENDEMICA
NAO ENDEMICA MAS PRESENTE

Fonte: DNDi (Adaptado)

Cerca de 6 a 8 milhdes de pessoas encontram-se infectadas pelo parasita nos
paises endémicos das Américas, e que outras 75 milhdes de pessoas nessas regides
estejam em risco de contrair a doenca, visto que aproximadamente 70% dos
infectados ndo tem conhecimento da enfermidade pois ndo apresentam sintomas ou
tem sintomas leves. A infec¢do por Trypanosoma Cruzi, conta com a incidéncia de 30
mil Nnovos casos por ano, por transmissao vetorial nas regides endémicas, causando
em média 14 mil mortes por ano e 8 mil novos casos de transmissao congénita (OPAS,
2021).

O Brasil € um dos principais paises da regido endémica da doenca, porém com
a realizagdo das campanhas e acfes de controle desde a década de 70, o Brasil
ganhou no ano de 2006 o selo internacional da eliminacdo do Triatoma Infestans,
espécie principal do inseto, responsavel pela transmisséo vetorial (FIOCRUZ, 2019).
Entretanto, atualmente estima-se que ha cerca de 1,9 e 4,6 milhdes de pessoas
acometidas pela doenca de chagas no Brasil, visto que, boa parte destes sao
portadores da doenca em sua fase cronica. A enfermidade é a quarta causa de morte
entre as doencas infecto-parasitarias no pais, ocasionando cerca de 10 mil mortes por
ano, em decorréncia de complicagdes clinicas.(MELO et al., 2021).

No ano de 2020, varios estados brasileiros registraram casos confirmados da
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doenca de Chagas, tendo em vista que a regido Norte destacou-se concentrando 95%
dos casos, onde destes 88% ocorreram no Para. No que diz respeito as principais vias
de transmissdo dos casos sucedidos, 75% foram transmissdo oral, 6% por

transmissao vetorial e 15% néo identificada (BRASIL, 2021).

3.4 CICLO BIOLOGICO DO T.CRUZI

No que diz respeito ao ciclo biolégico do Trypanosoma Cruzi € possivel afirmar
que o mesmo infectou diferentes ordens de mamiferos somando-se mais de 100
ordens. Os parasitas estdo presentes em diversas popula¢cdes como: humanos,
animais domésticos, selvagens e invertebrados, como é o caso dos insetos vetores.
O parasita apresenta variacao funcional e morfol6gica, onde alterna entre estagios de
divisdo binaria e as formas nao replicativas e infectantes, visto que as néo replicativas
sao os epimastigotas que sao encontrados no tubo digestivo do inseto e amastigotas
gue acham-se no meio intracelular dos mamiferos. Ja os tripomastigotas metaciclicos
e 0s tripomastigotas sédo formas replicativas, que sdo encontrados respectivamente,
em fezes e urina do vetor, e circulando no sangue de mamiferos. A figura 3 apresenta
de forma didatica como ocorre o ciclo biolégico do Trypanosoma Cruzi (FIOCRUZ,
2019).

No entanto, novos estudos apontam que tanto os tripomastigotas metaciclicos
sdo infecciosos para o hospedeiro vertebrado, assim como 0s epimastigotas que
foram recentemente diferenciados (rdEpi) também tém capacidade infecciosa
(KESSLER et al., 2017).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0001706X17314158#bib0350
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Figura 3 - Ciclo Biolégico do Trypanossoma Cruzi
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A Estagio Diagnéstico

(1) Um vetor triatomineo faz um repasto sanguineo, as fezes do inseto sdo
expelidas sobre a pele do humano que ao cocar o local da picada, o hospedeiro
possibilita a entrada das formas tripomastigotas metaciclicas através do ferimento ou
de uma membrana mucosa, até alcancarem a corrente sanguinea. (2) Dentro do
hospedeiro, os flagelados piramidais invadem as células para escapar do
mecanismo de defesa do hospedeiro, onde se diferenciam em amastigotas
intracelulares. (3) Os amastigotas se multiplicam por fissdo binaria nas células dos
tecidos infectados. (4) No interior das células as amastigotas se diferenciam em
tripomastigotas, e sao entdo liberadas na circulagdo como tripomastigotas da
corrente sanguinea. (5) Tripomastigotas infectam células de varios tecidos e se
transformam em amastigotas intracelulares em novos locais de infecgdo. A
replicagdo recomeca somente quando os parasitas entram em outra célula ou sé&o
ingeridos por outro vetor. O inseto se infecta ao se alimentar de sangue humano ou
de animal que contém parasitas circulantes. (6) Nessa fase o0s tripomastigotas
ingeridos se transformam em epimastigotas no intestino médio do inseto vetor. (7) Os
parasitas se multiplicam e se diferenciam no intestino médio (8) e se diferenciam em

tripomastigotas metaciclicos infectivos no intestino terminal, concluindo assim o ciclo
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da vida que ocorre entre o parasita e o vetor (UMESH, 2011).

3.5 TRANSMISSAO DO T.CRUZI

3.5.1 Transmissao vetorial

A doenca de chagas é transmitida vetorialmente pelos insetos triatomineos,
que sdo popularmente conhecidos como barbeiros. Entre as mais de 100 espécies
existentes de triatomineos, trés ganham maior destaque como transmissores do
trypanossoma cruzi, sendo elas: Triatoma infestans, Rhodnius prolixua e Triatoma
diamediata, tendo em vista que a espécie apresentada de forma ilustrativa na figura
4 Triatoma infestans estar mais presente nas regides endémicas (SHORT et al., 2017)
(CDC, 2022).

Figura 4 - Triatoma infestans

Fonte: FCFAR — UNESP

A enfermidade é transmitida aos seres humanos, como também mais 150
espécies de animais domésticos (caes, gatos etc) e selvagens (guaxinins, roedores,
tatus etc) podem ser infectados pelo trypanosoma cruzi principalmente por meio dos
insetos vetores (FONSECA et al., 2017). Grande parte dos individuos que vivem na
regido endémica e sado infectados pelo contato direto com o inseto vetor, estao
expostos a condicoes de moradia precaria e em areas de extrema pobreza.
(GUARNER, 2019).

3.5.2 Outras formas de transmissao
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A Tripanossomiase Americana ou doenca de chagas além da transmissao
vetorial, pode ser transmitida por diferentes formas, sendo elas: transmisséo
congénita ou vertical, quando a doenca passa de mae para filho, transmisséo oral, por
meio da ingestdo de alimentos contaminados, transmissdo sexual, e por meio de
transfuséo de sangue ou transplante de 6rgéos (SILVA, 2021) (ARAUJO et al., 2017).
A transmisséo congénita ou vertical, ocorre quando a méae infectada pelo
Trypanosoma cruzi transmite o parasita para o feto, isso pode acontecer em qualquer
fase da gestacdo, tendo em vista que grande parte dos recém-nascidos infectados
pela doenca de chagas congénita, ndo apresentam sintomas (CEVALLOS;
HERNANDEZ, 2014). Sendo assim, para que esses recém nascidos ndo desenvolvam
a condicdo crbnica da doenca é de suma importancia que haja um diagnéstico e um
tratamento precoce, porém em varias regides do pais o exame para o diagnéstico da
doenca de chagas nao é incluso no pré-natal das gestantes, com isso casos
assintomaticos da transmisséao vertical acabam sendo negligenciados (LIVINGSTON,
et al., 2021).

Além disso a doenca pode ser transmitida por via oral, apés o consumo de
alimentos e bebidas infectadas pelas fezes ou urina do inseto vetor, como: extrato de
cana-de-acucar, carnes de animais silvestres, polpa de acai e de alguns sucos de
frutas regionais, goiaba, babacu, entre outros. Ademais, surtos da doenca de chagas
transmitida por via oral foram registrados em diversos paises da América Latina,
como: Brasil, Venezuela, Bolivia, Colémbia, Guiana Francesa e Argentina (SANTOS
et al., 2017). No Brasil o boletim epidemioldgico divulgado pelo Ministério da Saude
em 2021, mostra a via oral como principal via de transmissdo da doenca de chagas
no pais com énfase na regido norte (BRASIL, 2021).

Pesquisas recentes relatam que ha transmisséo sexual da doenca de chagas,
e a mesma ocorre quando individuos infectados pelo T. Cruzi, que encontra-se na
fase aguda da doenca mantém relagdo sexual com uma pessoa nao infectada, sem
uso de preservativo (ARAUJO et al., 2017). A enfermidade também pode ser contraida
por meio da transfusdo sanguinea ou transplante de orgaos infectados pelo T. cruzi
tendo em vista que, muita vezes a doenca é assintomatica, com isso hoje os doadores
passam por uma triagem onde exames sdo executados visando comprovar que 0S

mesmo nao estdo acometidos pela doenca (LYNN et al., 2022).
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3.6 MANIFESTACOES CLINICAS E DIAGNOSTICO

A doenca de chagas pode se manifestar em trés fases, sendo elas: fase aguda
assintomatica também intitulada como fase intermediaria ou indeterminada (onde o
individuo infectado ndo apresenta os sintomas da doenca), fase aguda sintomatica
gue dura até dois meses apos a infeccéo e a fase crénica que se desenvolve ao longo
dos anos (SILVA et al., 2020).

A fase aguda perdura durante dois meses e pode se manifestar como
assintomatica, quando o infectado ndo apresenta sintomas, geralmente quando a
carga parasitaria € muito baixa. Em casos sintomaticos leves os pacientes costumam
apresentar febre constante entre 37,5 a 38,5, outros sintomas que podem ser
apresentados nessa fase sado: diarreia, vomitos, cefaléia, dores musculares, aumento
das glandulas linfaticas, palidez e erupcao cutdnea. Ambos os casos quando nao
diagnosticados e ndo tratados devidamente podem evoluir para a forma crénica
indeterminada, e mais adiante para a forma cardiaca, digestiva ou mista. Quando a
transmissdo ocorre via vetorial, o individuo apresenta o sinal de entrada conhecido
como chagoma que € um inchacgo cutaneo observado no local da picada, ja quando o
mesmo € infectado pela mucosa ocular observa-se o sinal de romafa, inchaco de tom

roxo em uma das palpebras como mostra a figura 5 (BRASIL, 2019).

Figura 5 - Sinal de Romafa

Fonte: Fciéncia

A fase crbnica indeterminada ocorre quando o paciente ndo apresenta 0S

sintomas e a mesma perdura por toda a vida do infectado a menos que seja tratado,
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nessa fase 0 parasita costuma se esconder dentro dos tecidos dos 6rgéaos
especialmente no coracdo e no musculo digestivo. A fase crénica avancada ocorre
geralmente em 30% dos infectados, € quando a doenca se desenvolve anos apds sua
infeccdo (WHO,2022). Grande parte dos pacientes apresentam problemas cardiacos
como: insuficiéncia cardiaca congénita e miocardiopatia dilatada que pode levar
amorte. Os pacientes também podem vir a apresentar problemas digestivos, como
megacoélon ou megaesbtfago, ou a forma cardiodigestiva da doenca que ocorre quando
h& lesbes cardiacas e digestivas simultaneamente (BRASIL,2019).

Na fase aguda o infectado apresenta uma maior quantidade de parasita do
sangue, o0 diagndstico nessa fase pode ser realizado através de métodos
parasitolégicos diretos ou indiretos, onde é possivel a visualizacdo dos parasitas
circulantes. Na fase cronica, devido a baixa quantidade de parasita ho organismo, 0s
métodos parasitoldgicos séo ineficazes, nesse caso o Ministério da Saude recomenda
a realizacdo de dois testes soroldgicos, o ELISA (Ensaio Imunoenzimatico), o IF
(Imunofluorescéncia Indireta), e o HAI (Hemaglutinacdo Indireta). Os métodos de
diagnéstico da doenca de chagas sdo muitos, com o passar do tempo 0S mesmos

vém sendo aprimorados, e apresentando resultados mais precisos (LIMA, et al.2019).

3.7 TRATAMENTO CLINICO

O benzonidazol é o farmaco utilizado na terapia da doenca de chagas, faz-se
uso do mesmo tanto na fase aguda da doenca quanto na fase cronica, porém o
tratamento mostra-se mais eficaz na fase aguda, sendo assim é importante que o
tratamento seja iniciado imediatamente apds diagnéstico. Na fase aguda a chance de
cura é de aproximadamente 100%, ja na fase inicial cronica essa eficacia diminui, indo
de 50% a 60%, os casos cronicos antigos a eficacia chega apenas até 20%
(BRASIL,2015). Quando o paciente apresenta intolerancia ao Benzonidazol, o
tratamento é feito com Nifurtimox. Ambos os farmacos agem tanto nas formas
sanguineas (tripomastigotas), quanto na forma teciduais (amastigotas), mas a
atividade sob as formas amastigota € inferior, 0 que resulta em uma menor eficacia
durante a fase crénica (WHO, 2020).

A terapia com uso do Benzonidazol apresenta alguns problemas como: as altas
doses administradas, o longo periodo de tratamento, e os efeitos adversos. O

tratamento que conta com duracéo de 60 dias, onde 40% dos pacientes em
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tratamento apresentam efeitos colaterais como: febre, erupcbes cutaneas, dores
musculares, articulares, edema generalizado ou peritoneal, febre, entre outros. Em
virtude dessa elevada incidéncia de efeitos colaterais, que se manifestam
principalmente em adultos, ocasiona o abandono do tratamento por uma parte
significativa dos pacientes; tendo em vista que criancas tem uma maior tolerancia ao
farmaco. O tratamento € contraindicado para gestantes, devido a toxicidade dos
farmacos disponiveis no mercado, a menos que se trate de um agudo grave

(KAWAGUCH, et al. 2019).
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4. LEISHMANIOSE

4.1 HISTORICO

O patologista Willian Boog Leishman e o cirurgido dentista Charles Donovan,
trabalhando de forma independente, identificaram em 1903 um protozoario como o
agente etioldgico do calazar. Um novo género — Leishmania — foi entdo criado para
acomodar o parasito classificado como Leishmania-Donovani. E em 1906, um médico
pesquisador alemao chamado de Max Luhe mostrou que havia grande semelhanca
morfolégica entre este protozoario e o Helcosoma tropicum, do Botdo do Oriente,
sendo este reclassificado como Leishmania tropica. Desde entdo, varias outras
espécies de Leishmania foram relatadas por médicos (SASIDHARAN, SAUDAGAR,
2021).

No Brasil, a leishmaniose era conhecida por Cerqueira desde 1855, através do
encontro de lesGes de pele similares as do botdo-do-oriente. Em 1908, durante a
construcdo da Estrada de Ferro Noroeste do Brasil, em Sdo Paulo, ocorreram
nuMerosos casos, principalmente na cidade de Bauru, ficando conhecida por Ulcera-
de-Bauru, os quais foram nomeados por Gaspar Vianna, em 1909, como Leishmania
braziliensis (BENCHIMOL et al., 2019).

Apenas no ano de 1922, o médico e pesquisador do Instituto Oswaldo Cruz
Henrique Aragdo demonstrou o papel do flebotomineo (inseto vetor da doenca
conhecido popularmente como mosquito palha) na transmissdo das Leishmanioses
tegumentar e mucocutanea. A forma visceral da Leishmania, foi diagnosticado o
primeiro caso em 1913,pelo médico Migone em necropsia de um paciente proveniente
do Estado do Mato Grosso. Ja depois de 1930 € que o inseto Lutzomyia longipalpus
foi identificado como vetor da L.brasiliensis. A partir disso, a transmissao da doenca
vem se manifestando nas mais diversas cidades em todos os estados do pais
(BRASIL, 2017).

As leishmanioses sédo doencas infecciosas causadas por um protozoario
parasita da familia Trypanosomatidae, do género leishmania, ha mais de 20 espécies
de interesse médico, que sdo nocivas a saude do homem. Uma vez infectado, o
parasita vive e se multiplica no interior das células que fazem parte do sistema

defensivo do individuo, os macréfagos (WHO, 2022).
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4.2 EPIDEMIOLOGIA

Considerada até hoje como um problema sério de saude publica, a
leishmaniose, possui um numero alarmante de infectados sendo ele, mais de 12
milhdes de infectados em todo o mundo, e estar entre as dez principais doencas
negligenciadas. Atualmente, mais de 1 bilhdo de pessoas vivem em areas endémicas
para leishmaniose e correm risco de contrair a infeccdo. Estima-se que 30.000 novos
casos de leishmaniose visceral e mais de 1 milhdo de novos casos de leishmaniose
cutdnea ocorrem anualmente, assim como de 20.000 a 30.000 mil mortes por ano
decorrente dessas doencas (OPAS/OMS, 2022).

A leishmaniose cutanea (LC) e mucosa (LM) é endémica em 18 paises das
Ameéricas. 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 regiao
(OPAS/OMS, 2020). No Brasil, tem sido associada a sete espécies: L. braziliensis, L.
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, Coldmbia, Guatemala, Honduras, México, Paraguai, Venezuela e Uruguai. Em
2019, dados do OPAS/OMS indicaram que a LV registrou menor nimero de casos
desde 2003, com destaque para o Brasil que obteve 27% de reducao (937). Por outro

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

4.3 VETOR E CICLO BIOLOGICO DA LEISHMANIOSE

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 de 16 de 20 espécies estdo envolvidas no desenvolvimento
de doencas no homem. Sistematicamente estdo organizados na ordem

Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae, Género Leishmania, divididos nos
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Subgéneros Leishmania e Viannia (SHAW, 1994; NEVES, 2005).

Os hospedeiros vertebrados incluem uma diversidade de mamiferos. Apesar
das infec¢Bes por esses parasitos serem mais comuns nos roedores e canideos, sao
conhecidas também entre primatas e, entre estes, o homem. Como hospedeiro
invertebrado séo identificados, unicamente, fémeas de insetos hematéfagos
classificados como flebotomineos. A transmissdo acontece através da picada do
inseto infectado no momento da hematofagia. A forma promastigota do parasita é
alongada, com um flagelo, livre e longo, diferenciando — a da forma amastigota, que
nao exterioriza seu flagelo para além do corpo (NEVES, 2004).

Os flebotomineos (também conhecidos como mosquito-palha, tatuquira,
cangalhinha e birigui) s@o os hospedeiros invertebrados responsaveis pela
leishmaniose. Pertencentes a 22 ordem Diptera, familia Psychodidae e subfamilia
Phlebotominae, esses insetos apresentam coloracdo amarelada, corpo pequeno e
piloso, asas que se mantém eretas sobre o corpo em formato de "V", figura 6. Os
insetos adultos de ambos os sexos se alimentam dos acUcares de plantas, entretanto
as fémeas apresentam habitos hematofagicos, necesséarios para a maturacdo dos
ovos. Em geral, os flebotomineos séo altamente suscetiveis a desidratacao, portanto,
costumam se alimentar durante o crepusculo e a noite, abrigando-se durante o dia
(ALEMAYEHU, 2017; VILELA et al., 2014)

Figura 6 - Mosquito Palha

Fonte: Ig S&o Paulo (2018).

A Leishmania sp. apresenta duas fases distintas em seu ciclo de vida:
promastigota e amastigota. O ciclo biolégico das leishmanioses se inicia a partir do
momento em que as fémeas do inseto vetor ingerem macrofagos parasitados na forma
amastigota de Leishmania presentes no sangue de animais infectados. Apos isso,

ocorre o rompimento dos macréfagos para liberar o parasita ainda na forma
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amastigota, o qual se reproduz e se desenvolve no trato digestivo do inseto,
transformando-se em promastigota, a qual é flagelada e extracelular. Desta forma se
reproduz no esbfago e faringe do vetor, até se diferenciarem em promastigotas
metaciclicas (forma infectante). Com isso, ao picar novamente um hospedeiro
vertebrado, estas formas sao liberadas. Na epiderme do hospedeiro, sdo fagocitadas
por macréfagos e se diferenciam na forma amastigota novamente. Estas se
multiplicam até romper os macréfagos para serem fagocitadas por outros macrofagos
e repetirem o processo, figura 7. Desta forma 23 ocorre a infec¢do do patégeno pelo
sangue para outros tecidos, como os do figado, baco e medula 6ssea (MINISTERIO
DA SAUDE, 2019; MANN, 2021).

Figura 7 - Ciclo biol6gico das leishmanioses.
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Fonte: CDC (adpatado)

4.5 MANIFESTACOES CLINICAS E DIAGNOSTICO

Ha trés tipos principais de manifestacbes da doenca leishmaniose, sendo
esses: Leishmaniose Visceral (LV), leishmaniose cutanea (LC) e leishmaniose
mucocutanea (MCL). Sendo a leishmaniose cutanea a mais comum e a leishmaniose

Visceral o tipo mais grave e com maior indice de letalidade entre os trés principais e
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a leishmaniose mucocutanea a mais incapacitante (SASIDHARAN, SAUDAGAR,
2021)..

Grande parte das pessoas infectadas com o parasita hao desenvolve nenhum
sintoma durante a vida. Sendo assim, o termo leishmaniose refere-se a condicdo de
adoecer devido a infeccéo pela Leishmania, e ndo a infeccéo pelo parasita. Em areas
endémicas, pessoas podem ser infectadas por Leishmania, mas podem nao
desenvolver a doenga. Nesse caso, nenhum tratamento é necesséario (WHO, 2022).

A leishmaniose visceral é conhecida popularmente como calazar, a
enfermidade quando néo tratada adequadamente é fatal em mais de 95% dos casos,
a mesma afeta principalmente os 6rgaos internos e é caracterizada pela incidéncias
de sintomas, como: febre irregular, indisposicdo, emagrecimento, nédulos linfaticos
aumentados, inchago do bago, figado e anemia grave (WHO, 2022).

A leishmaniose cutanea € a mais comum ou Seja mais recorrente, a mesma
produz uma leséo de pele bem demarcada no local da picada do inseto apés varias

semanas a meses. LesBes multiplas podem ocorrer apés picadas multiplas
infectadas ou disseminag¢do metastatica. A lesdo inicial na maioria das vezes € uma

papula que aumenta lentamente, Ulcera-se no centro e desenvolve uma borda
eritematosa elevada, na qual parasitas intracelulares estdo concentrados. As Lesdes
de LC cicatrizam de forma espontanea apds meses, mas podem persistir durante
anos. Deixam uma cicatriz deprimida, semelhante a uma queimadura (WHO, 2022).

Ja a leishmaniose mucocutanea caracteriza-se também pelo surgimento de
lesbes que podem cicatrizar espontaneamente; no entanto , lesdes progressivas da
mucosa podem ndo se tornar aparentes por meses ou anos. Normalmente , 0s
pacientes apresentam congestao nasal , dor e desconforto, com o passar do tempo,
a infeccao pode evoluir, resultando em mutilagdo importante do nariz, palato, faringe
oral ou face (DNDi, 2022)

O diagnostico € realizado atravées de meétodos parasitoldégicos e
imunologicos. O teste parasitologico € feito por exame direto ou cultivo de material
obtido dos tecidos infectados, por aspiragcéo, bidpsia ou raspado das lesdes. O
imunoldgico € baseado na avaliagdo da resposta de células do sistema imune e a
presenca de anticorpos anti-Leishmania. Nesta categoria se incluem: teste cutaneo

de Montenegro e testes soroldgicos (FIOCRUZ, 2022).
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4.6 TRATAMENTO

A terapia utilizada para leishmaniose trata-se de medica¢cdes em sua maioria
injetaveis, porém que apresentam uma certa problematica, visto que os farmacos
disponiveis no mercado exprimem relevantes barreiras que dificultam um tratamento
eficiente como: toxicidade, longa duracdo de tratamento, alto custo de producao e,
consequentemente, comercializacéo, eficacia reduzida, dificuldade de administracéo
e, mais importante, o surgimento de cepas resistentes. A quimioterapia com esses
farmacos precisa ser aplicada por profissionais experientes, o tempo e a dosagem
dessa terapia dependem da forma clinica que o paciente desenvolveu a doenca, ha
casos em que o paciente s6 consegue evoluir para a cura, apos diversos esquemas
terapéuticos serem testados. Portanto, como mostra a figura 8 o método de
tratamento atual é a terapia convencional, ou seja, antimoniais pentavalentes
(estibogluconato de sédio e antimoniato de meglumina), miltefosina, anfotericina B e

pentamidina.

Figura 8 - Estruturas dos principais farmacos utilizados na leishmaniose
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Fonte: Autoria propria (2023)

HO,

4.7 DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS

Tanto a doenca de Chagas quanto a leishmaniose trata-se de doencas
negligenciadas, e assim como outras desse grupo, ndo sao atrativas para a industria

farmarcéutica, visto que atingem principalmente a individuos de baixo poder aquisitivo.
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Essa industria empenha-se no estudo, desenvolvimento, fabricacdo e comercializacao
de medicamentos para doencgas globais, visando a geracao de lucros. Entre 0s anos
1975 e 2004 foram desenvolvidos 1.556 medicamentos registrados, porém desses
apenas 21 se destinavam especificamente para as doencas negligenciadas
(FIOCRUZ,2019).

Mais de 500 milhdes de individuos correm risco de serem acometidos por uma
doenca negligenciada seja ela: doenca de chagas, leishmaniose visceral ou doencga
do sono, em virtude disso, uma pesquisa realizada recentemente, sobre o
financiamento mundial de inovacdo para doenca negligenciadas, constatou que
menos de 5% deste financiamento foram destinado para estudos dessas doencas
em questdo. Diante desse contexto, originou-se a iniciativa Medicamentos para
Doencas Negligenciadas (DNDi), que trata-se de uma organizacdo de pesquisas e
desenvolvimento sem fins lucrativos, que empenha-se a fim de oferecer novas
terapias para doencas negligenciadas. A partir de sua criacdo, ocorrida em 2003, o
DNDi, concedeu seis tratamentos, sendo eles: a dosagem pediatrica do benzonidazol
para doenca de chagas, dois antimalaricos de dose fixa, terapia combinada para fase
aguda da doenca do sono com nifurtimox e eflornitina, a terapia combinada para o
tratamento de leishmaniose visceral a base de estibogluconato de sédio e
paromomicina na frica e um conjunto de terapias de combinacéo para leishmaniose
visceral na Asia. (FIOCRUZ,2019).
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5 ESTRUTURAS PRIVILEGIADAS

Estruturas privilegiadas trata-se de uma subestrutura ou andaime que serve
como ponto de partida para ligantes que tém afinidade para mais de um tipo de
receptor. Estas estruturas contam com uma gama de compostos biologicamente
ativos que alcancam diferentes alvos e vias farmacéuticas (LEITE, et al.,2019). A partir
disso compreende-se que determinadas caracteristicas estruturais produzem efeitos
biolégicos mais frequentes que outras. Atualmente as Estruturas privilegiadas tém
sido frequentemente utilizadas na quimica medicinal como um modelo eficaz,
possibilitando a descoberta de novas drogas e potenciais candidatos no campo das

doencas negligenciadas (Zhuang. et al.,2021).

5.1 PIRIDINAS

A palavra piridina vem do grego onde pyr significa fogo e idina, que é utilizado
para bases arométicas, a estrutura representada pela figura 9, contém um unico anel
heterociclico que vem da substituicdo de um grupo de CH no anel de benzeno pelo
atomo de nitrogénio (MARINESCU; POPA, 2022).

Figura 9 - Estrutura molecular da piridina.
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Fonte: Autoria propria (2023)

O ndcleo piridina € um importante composto heterociclico, que esta
naturalmente presente em muitas moléculas, como vitaminas, coenzimas e alcaloides.
Se destacando por sua ampla propriedade medicinal como: antimicrobianas,
antivirais, antioxidantes, anti-inflamatorias, antiparasitarias, antidiabéticas,
antimalaricas e antipsicoticas, anti-Alzheimer (TAHIR, et al.,2021).

Além disso, os andaimes de piridina fazem parte de muitos medicamentos
tendo em vista que aumentam as caracteristicas farmacologicas dos mesmos devido
a sua basicidade fraca e melhor solubilidade em agua, como exemplo € possivel citar

os farmacos: Apalutamida, Lorlatinib e Ivosidenib que foram aprovados recentemente
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para tratamento do cancer (LING, et al.2021).

Estudos do nosso grupo de pesquisa, o LpQM, revelaram que 20 compostos
de uma série de 26 piridil-tiazéis apresentaram ser agentes tripanocidas mais potentes
que o Benzonidazol (BDZ), duas dessas moléculas sdo apresentadas na figura 10.
(CARDOSO et al., 2014).

Figura 10 - Moléculas destaques da série de piridil-tiazéis de CARDOSO et al., 2014
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Fonte: CARDOSO et al., 2014 (adaptado)
5.2 TIAZOL

Uma importante classe de compostos que também se destacam pelo amplo
espectro de atividades biolégicas sé@o os tiazbis. Entre os anéis heteroarilicos de cinco
membros, o tiazol € um anel Unico que carrega atomos de nitrogénio e enxofre, o que
o torna uma entidade versatil em acdes e reacdes. O anel do tiazol mostrado na figura

11, é encontrado em varios compostos naturais, como alcaléides, peptideos,

metabdlitos e ciclopeptideos (Arshadi et al.,2022).

Figura 11 - Estrutura molecular do tiazol
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Fonte: Autoria propria (2023)

Os derivados do tiazol sempre despertaram o interesse de quimicos sintéticos

e bioldgicos devido as suas varias propriedades quimicas, fisicas e farmacolégicas.
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Dentre as atividades farmacoldgicas, destacam-se antiviral, anticancer,
antibacteriano, antifungico, anticonvulsivo, antiparkinsoniano e anti-inflamatorio, que
pode ser bem ilustrada pelo grande numero de medicamentos no mercado que contém
este grupo funcional (SOUZA, 2015).

A fracdo tiazol tem se destacado nas Ultimas décadas, com varios artigos
enfatizando a importancia do ndcleo tiazélico na concepcédo e otimizagdo de novos
candidatos a farmacos bioativos (Arshadi et al.,2022). Tendo em vista que esse nucleo
heterociclico, estd presente em mais de 18 medicamentos com moléculas
farmacologicamente ativas potentes, como Sulfatiazol (antimicrobiano), Ritonavir
(antirretroviral), Tiazofurin (antineoplasico) e Abafungina (antifungico) e em mais de
70 medicamentos experimentais (Singh et al., 2020).

Trabalhos anteriores realizados em nosso laboratorio (LpQM), identificaram
novos potentes inibidores da enzima cruzaina e inibidores do crescimento do T.
cruzi, por meio de indices de ICso satisfatorios, como € possivel visualizar na figura na
Figura 12 (CARDOSO, 2012; MOREIRA et al., 2012; FILHO, 2013). Essas pesquisas
indicam que o tiazol também é um ndcleo promissor para prototipos de farmacos

antichagasicos.

Figura 12 - Moléculas desenvolvidas no LpQM, apresentando o nucleo tiazol e seus valores de
toxicidade.
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Fonte: CARDOSO, 2012; MOREIRA et al., 2012; FILHO, 2013 (adaptado)
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6 PLANEJAMENTO, SINTESE E CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE
INEDITOS PIRIDINICOS TIAZOLICOS

6.1 PLANEJAMENTO DAS MOLECULAS

O planejamento da série D.S foi realizado levando em conta as moléculas
desenvolvidas anteriormente e analisadas atividades biolégicas de tais, pelo grupo
LpQM (Laboratério de Planejamento e Sintese em Quimica Medicinal).

O planejamento foi direcionado a partir de resultados satisfatorios obtidos de
derivados piridil-1,3-tiazéis sintetizados no LpQM, 0os mesmos apresentaram potente
atividade anti-Trypanossoma Cruzi, até 5 vezes mais potente que o farmaco de
referéncia Benzonidazol, € possivel verificar a estrutura das moléculas destaques
dessa serie na figura 13. (SILVA, 2014).

Figura 13 - Estruturas destaques da série Silva, 2014.
AN cl

3D

IC50: 1.6 IC50 1.2 ¢

Fonte: Silva, 2014 (Adaptado)

A partir disso foi construido a inédita série D.S de piridil-1,3-tiazois, a fim
desenvolver compostos com potente atividade tripanocida. Embasado na hibridagcéo
molecular do nucleo piridina A com o nucleo tiazol B, esbo¢cado com base no
bioisosterismo ciclico ndo classico das tiossemicarbazonas como mostra a figura 14,
classe relevante potencial tripanocida. Aléem disso, decidiu-se inserir substituintes na

posicdo N3 , pois em trabalhos recentes foi possivel observar que a insercado de
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subtitutos nessa posicao foi favoravel para a atividade antiparasitaria (SILVA, 2014).

Figura 14 - Concepcdao dos novos derivados piridil-1,3-tiaz6is

Fonte: Autoria prépria (2023)


https://www.sinonimos.com.br/favoravel/
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7 METODOLOGIA

7.1 MATERIAIS E REAGENTES

Os solventes utilizados para as reagdes foram: etanol, isopropanol, tolueno,
hexano, acetato de etila e DMF, adquiridos das marcas Dinamicas, Quimica Moderna
ou Cinética Quimica Ltda. Em relacdo aos reagentes utilizados, foram eles: 4-
Acetilpiridina, tiossemicarbazida, 4-Metil-tiossemicarbazida, 4-Etil-tiossemicarbazida,
4-Fenil-tiossemicarbazida, 3-Cloro-2,4-pentanodiona, acido sulftrico, obtidos das
marcas Sigma-Aldrich, Quimica Moderna, Cinética Quimica Ltda ou Petroquimicos.

As reacdes foram acompanhadas por meio de Cromatografia em Camada
Delgada (CCD), usando como fase estacionaria silica-gel 60 da marca Alugram® com
indicador fluorescente F254. As placas foram visualizadas por meio de uma camara
de radiacao ultravioleta da marca Viber Lourmat (com duplo comprimento de onda 365
ou 254 nm). Os pontos de fusdo foram medidas através do aparelho fusibmetro da
marca Fisatom, modelo 430D.

As estruturas quimicas das moléculas obtidas foram determinadas pela
ressonancia magnética nuclear (RMN 13C e 'H) da Central Analitica do Departamento
de Quimica Fundamental da UFPE. Utilizando espectrometro VARIAN UNMRS
400MHz, o padrao utilizado foi o tetrametilsilano e como solvente foi utilizado o
dimetilsulféxido deuterado (DMSO-d6).

7.2 ROTA SINTETICA

A sintese foi realizada em trés etapas. Apés a obtencdo dos produtos, a

elucidacao estrutural foi realizada por RMN H e 13C.
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Esquema 1 - Rota sintética da série A
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Fonte: Autoria prépria (2023)

7.3 SINTESE DO INTERMEDIARIO 1 (DS-3A)

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL, adicionou-se 0,9 g de
tiossemicarbazida, em seguida para solubilizar a mesma foi adicionado
aproximadamente 20 mL de isopropanol, depois adicionou-se 1,2g (0,01 mol) da 4-
acetilpiridina. A mistura reacional foi levada para agitacdo magnética, posteriormente
foram adicionadas 7 gotas de acido sulfdrico. A reagdo ocorreu em refluxo com
temperatura de 80 °C, a mesma foi acompanhada por placa cromatografica de
camada delgada (CCD), a mistura de Acetato de Etila/Hexano na proporcao 7:3 foi
utilizada como fase mével. A reacao teve duracéo de 5 horas, apos o término, o balédo

foi levado a geladeira onde permaneceu até o dia seguinte, ocorrendo a precipitacao
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de um produto branco, que foi filtrado em funil sinterizado. Por fim, o produto foi levado
ao dessecador a vacuo onde ficou por 24 horas, e posteriormente foi pesado para

obtencao dos dados de rendimento.

7.4 SINTESE DO INTERMEDIARIO 2 (DS-1A)

Em um baldo de fundo redondo de 100 mL, adicionou-se 1,9g (0,01mol) o
intermediario 1, solubilizou-se com 20 mL de isopropanol, em seguida adicionou-se
1,3469g de 3-cloro-2,4 pentanodiona. Apés agitacdo e aquecimento por cerca de 20
minutos, foram adicionadas 5 gotas de &acido sulfurico. A mistura reacional foi
submetida a agitacdo magnética em refluxo a 80 °C durante 5 horas. A reacao foi
acompanhada por placa cromatografica de camada delgada (CCD), utilizando como
fase movel a mistura de Acetato de Etila/Hexano na proporcdo de 7:3. Apos término
da reacdo a mesma foi levada a geladeira até o dia seguinte, formando um precipitado
de cor amarela, em seguida o produto foi filtrado em funil sinterizado e levado ao
dessecador a vacuo onde permaneceu por 24 horas, por fim o produto foi pesado para

obtencao dos dados de rendimento.

7.5 SINTESE DOS COMPOSTOS (DS-1A1 - DS-1B4)

Em baldo de fundo redondo de 100 mL, adicionou-se o 0,4g (0,0015 mol) do
intermediario 2, e uma das tiossemicarbazidas (Tiossemicarbazida, 4-metil-
tiossemicarbazida, 4-etil-tiossemicarbazida, 4-fenil-tiossemicarbazida), em seguida
solubilizou-se os compostos em 15ml de etanol. A mistura reacional foi submetida a
agitacdo magnética e aquecimento por cerca de 20 minutos, em seguida foi
adicionado 5 gotas de acido sulfarico. A reacao foi mantida em agitacdo magnética
em refluxo a 75°C durante 5 horas, a mesma foi acompanhada por placa
cromatografica de camada delgada (CCD), utilizando como fase mével a mistura de
Acetato de etila/Hexano na propor¢cdo de 7:3. Apés término da reacdo, o baldo foi
levado a geladeira até o dia seguinte, formando precipitado de cor vermelha que foi
filtrado em funil sinterizado e levado ao dessecador onde permaneceu por 24 horas,

em seguida o produto final foi pesado para obtencao dos dados de rendimento.
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7.6 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

A estrutura quimica das moléculas foi verificadas através da realizacdo de
andlises espectroscopicas dos compostos finais (RMN 13C e tH). Também foram vistos
o fator de retencdo (RF) em CCD e o ponto de fusdo (PF) das moléculas sintetizadas.
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Os derivados da série DS foram obtidos em forma de sélidos. Na tabela 1,

estdo expostas as principais propriedades dos derivados desta série, como: estrutura

molecular, rendimento, ponto de fuséo e fator de retencdo. Os rendimentos obtidos

para cada produto final se apresentaram na faixa de 20,13% e 93,53%.

Tabela 1- Caracteristicas gerais dos compostos finais e rendimento das reacfes

Estrutura Molecular Referéncia | Rendimento Massa PgntoNde RF
uséo
. H NH—H
| \ \\( DS-32 76,98% 194,26g/mol 240°c 0,56
N _— S
CH, CH;
> /N s
| ~ N ‘:( / 0] DS-12 83,62% 274,34g/mol 285°c 0,46
[\ N, .rN
H CHs
CH CH,
\3 N § N H lI:L
| = N7 ‘*( /| N7 \[r H DS-1A1 64,57% 349,48g/mol 224°c 0,58
N
NF H CHj S
CH;, s CHzH "
il fu’"w”‘CHs DS-1A2 78,75% 361,49g/mol | 214°% | 0,59
N _ = H'N CH, S
CH; CHs
Ne S & _No _RN-
> N = J N CaHs DS-1A3 67,65% 375,51g/mol 220°c 0,63
N~ H,” - s
CH; CH;
>~ _N § Y H H
X o= 7 Nr O DS-1A4 75,59% 423,56g/mol 235°c 0,51
N# H’N CH s
O
i A N~ ‘\( DS-3B 93,53% 270,35g/mol 200°c 0,58
N~ S
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CH3 CH3
S
N
X N = 0
P ! DS-1B 83,78% 350,44g/mol | 287°c | 0,59
GH, CH;
s NerSSAN N N~
SISO VYT psasa 41,56% 423,56g/mol | 208 | 0,51
NF j CHs s
CH,
CH, . S

N' P N - s DS-1B2 20,13 % 437,58g/mol 198°c 0,48
CHj CHJH b
= N7 “‘(Sj \N’N\n’N"‘CzH
A P = g DS-1B3 32,68% 451,61g/mol 191°c 0,44
o
CH; CH
N \N’N:(S/ \N,N,Trn\©
I N 4 DS-1B4 32,63% 499,65g/mol 222°c 0,58

Fonte: Autoria prépria (2023)

As estruturas das moléculas planejadas foram antecipadamente analisadas por
meio da Regra dos 5 de Linpinsk et al.,, (1997), que refere-se a abordagens
experimentais e computacionais para estimar a solubilidade e a permeabilidade das
configuragbes de farmacos que estdo em fase de desenvolvimento. Outra regra
aplicada é a Regra do 5 (Rule of 5) que considera que candidatos bioativos tém que
apresentar quatro particularidades fisico-quimicas que sdo observados com
frequéncia em farmacos ativos por via oral ja existentes. Demais criterios observados
nos compostos foram os parametros de Veber et al., (2002), que utilizou a referéncia
complementar a Area Polar (ASP) e o nimero de ligac6es rotaveis, afim de estudar a

absorcao por via oral desses prototipos a farmacos.
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Figura 15 - Parametros propostos por Lipinski et al. (1997) e Veber et al. (2002).

Regra de Lipinsk
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2) Nimero de ligagbes rotaciondveis H <
10

Fonte: Autoria prépria (2023)

Na tabela 2, é possivel observar que os compostos DS-1A1, DS-1A2, DS-1A3,
DS-1A4 e DS-1B1 apresentam éarea de superficie polar (ASP) acima do limite
esperado. Porém, de modo geral todas as moléculas foram satisfatorias quanto a
regra de Lipinsk e Veber, tendo em vista que a transgressao de um unico parametro

nao desqualifica a molécula.

Tabela 2 - Analise dos critérios da regra de Lipinsk e Veber obtidos no SwissADME
(http://swissadme.ch/).

Massa

Composto Ha Hp MLogP <500 LigagGes ASIID&Z
<10 <5 <4,15 ‘e <140
g/mol Rotaveis €10

DS-3A 2 2 -0,14 194,26 3 95,39
DS-1A 4 1 3,13 274,34 3 98,71
DS-1A1 4 3 3,13 349,48 5 157,44
DS-1A2 4 3 3,13 361,49 6 150,15
DS-1A3 4 3 3,13 375,51 7 150,15
DS-1A4 4 3 3,13 423,56 7 150,15
DS-3B 2 2 1,62 270,35 5 81,40
DS-1B 4 0 3,13 350,44 4 87,85
DS-1B1 4 2 3,13 423,56 6 153,28
DS-1B2 4 2 3,13 437,58 7 139,29
DS-1B3 4 2 3,13 451,61 8 139,29
DS-1B4 4 2 3,13 499,65 8 139,29

Fonte: Autoria propria (2023)


http://swissadme.ch/)

Legenda: Ha = Aceptores de ligacdo de hidrogénio.
Hp = Doadores de ligacdo de hidrogénio
ASP = Area de superficie polar
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Na tabela 3, observa-se que todos os doze compostos contam com uma alta

absorcdo gastrointestinal, dez deles atravessam a barreira hematoencefalica, dois

deles apresentam uma biodisponibilidade de 0,55, e os demais de 0,85.

Tabela 3 - Propriedades ADME obtidas no SwissADME (http://swissadme.ch/).

Absorgéo Barreira o o
Composto . _ . Biodisponibilidade
gastrointestinal hematoencefalica
DS-3A Alta Nao 0,55
DS-1A Alta Alto 0,85
DS-1A1 Alta Sim 0,85
DS-1A2 Alta Sim 0,85
DS-1A3 Alta Sim 0,85
DS-1A4 Alta Sim 0,85
DS-3B Alta N&o 0,55
DS-1B Alta Sim 0,85
DS-1B1 Alta Sim 0,85
DS-1B2 Alta Sim 0,85
DS-1B3 Alta Sim 0,85
DS-1B4 Alta Sim 0,85

8.1 DADOS ESPECTROSCOPICOS

Fonte: Autoria prépria (2023)

Os dados espectroscopicos obtidos confirmaram as estruturas quimicas das

moléculas, sendo assim a formag¢do dos produtos planejados foi comprovada.

Conforme os espectros apresentados abaixo, € possivel visualizar o processo de

caracterizacdo por RMN H e 13C das moléculas DS-3A, DS-1A, DS-1A3.

A figura 16 apresenta o RMN de 'H do compostos DS-32. No pico 2.315 ppm

encontramos um singleto com integracdo para 3 hidrogénios, em 4.311 ppm

encontramos dois hidrogénios do grupo NH2, em 10.499 encontramos um singleto

integrado para 1 hidrogénio de NH, continuando em 8.051 podemos observar um

dupleto e por fim em 8.636 outro dupleto correspondente 2 hidrogénios do heterociclo.


http://swissadme.ch/)
http://swissadme.ch/)

a7

Figura 16 - Espectro *H da molécula DS-3A
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Dando continuidade a caracterizagcdo do composto DS-3A, na figura 17
podemos observar no RMN *3C todos os sinais referentes aos atomos de carbono
guimicamente diferentes. Em 13.329 ppm podemos observar um sinal do grupo CH3s
presente no compostos, em 121.316 ppm podemos observar o carbono do C=C, em
144.292 ppm podemos observar o sinal referente a carbono do anel aromatico, em
146.743 ppm o carbono C-N do anel piridina e por fim em 179.382 ppm podemos

observar o sinal referente ao carbono C=S.
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Figura 17 - Espectro C3 da molécula DS-3A
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Na figura 18, podemos observar o espectro de RMN *H obtido para compostos
DS-1A, onde foi constatado a presenca de um simpleto em 2.390 ppm integrando para
trés hidrogénios, referentes aos protons da metila do tiazol, em 2.492 ppm podemos
observar outro singleto correspondente a metila ligada ao carbono da carbonila, em
2.552 ppm podemos observar um sinal referente a metila ligada ao C=N. Em 8.232
ppm encontramos 1 dupleto referente aos hidrogénios da piridina, por fim em 8.842

ppm também referentes a 2 hidrogénios da piridina.
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Figura 18 - Espectro *H da molécula DS-1A
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Continuando a carcterizacdo do compostos DS-1A, podemos observar na
figura 19, o espectro de 3C do composto citado, em 13.403 ppm podemos observar
um sinal referente ao CHz ligada ao carbono C=N, em 16.043 ppm podemos observar
um sinal referente ao CHsligada ao anel tiazol, em 29.260 ppm observamos um sinal
referente ao CHs ligado ao carbono da carbonila. Em 38.878 ppm podemos observar
um sinal referente ao carbono da ligagdo C=N, em 122.219 ppm podemos observar
um sinal referente a ligacdo C-S, entre 142.447 ppm e 151.973 ppm podemos
observar os carbonos referentes aos carbonos do anel piridina, em 170.440 ppm
podemos observa rum sinal referente ao carbono da ligagdo N-C-S, por fim em
199.113 ppm podemos observar um sinal referente ao carbono da ligagédo C=0.
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Figura 19 - Espectro C3 da molécula DS-1A

CHj3

CH,
> _N S
i X N” *( 0
N__~ IN
H

J
CH,

(C=yleterociclico)

@
@
«©
<
]

J

(C=95)

40.130
39.925

AR
39.295

N\39.083

\\\—39.500

(CH-Heterociclico)

122.219
/e

CH3)

T (C/Ha‘)

)
I
=

(C-Heterociclico)

AT

142,447

—29.268

16.403
——-13.473

\
\

189.113
170.440
161.973

40 120 100 80

Fonte: Autoria prépria (2023)

Na figura 20 podemos observar os singletos em 10,309 ppm e 6,129 ppm,
integrando para um hidrogénio cada, referem-se aos hidrogénios N-H. Os dois
dupletos em 8,801 ppm e 8,233 ppm, integrando para dois hidrogénios cada,
compreendem os hidrogénios do anel piridinico. O tripleto em 7,860 ppm, integrando
para um hidrogénio corresponde ao hidrogénio do anel tiazélico. O multipleto em 3,553
ppm, integrando para dois hidrogénios, é relativo aos hidrogénios metilénicos. Os
singletos em 2,345 ppm e 2,281 ppm, integrando para dois hidrogénios cada,
equivalem aos hidrogénios metilicos. O tripleto em 1,141 ppm, integrando para trés

hidrogénios, representam os hidrogénios metilicos.
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Figura 20 - Espectro *H da molécula DS-1A3
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Fonte: Autoria prépria (2023)

Ja na figura 21 é possivel observar sinal em 177,226 ppm, refere-se ao
carbono tioamidico. Os sinais em 169,370, 142,375 e 117,999 ppm, sdo carbonos
relativos ao anel tiazolico. Os sinais em 152,869 e 145,734 ppm, correspondem aos
carbonos iminicos. Os sinais em 144,312 e 122,318 ppm, compreendem aos carbonos
piridinicos. O sinal em 16,418 ppm equivale ao carbono metilénico. Os sinais em

15,833 ppm, 14,406 ppm e 13,184 ppm, representam aos carbonos metilicos.
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Figura 21 - Espectro 3C da molécula DS-1A3
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1- (E)-2-(1-(pyridin-4-ylethylidene)hydrazine-1-carbothioamide (DS-3A)

H NH—H
Y
N __ S
Formula Molecular: CgH11N3S
Massa Molar: 194,26g/mol
RMN *H (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 8,636 (d, 2H, Heterociclico), 8,051 (d, 2H,
Heterociclico), 10,499 (s, 1H, NH), 4,311 (2H, NH>), 2,315 (s, 3H, CH3)..

RMN 23C (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 179,382 (C=S), 147,799 (C=N), 146,743 (C=N
Heterociclico), 144,292 (C, Heterociclico), 121,316 (CH-heterociclico), 13,329 (CHs).
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2-(E)-1-(2-(2-(1-(pyridin-4-yl)ethylidene)hydrazineyl)thiazol-5-yl)ethan-1-one(DS-
la)

CH, CH,
S
> _N
N
N
Z H o CH

Formula Molecular: C13H14N4OS
Massa Molar: 274,34g/mol

RMN 'H (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 8,842 (d, 2H, Heterociclico), 8,215 (d, 2H,
Heterociclico), 2,522 (s, 2H, CH2), 2,491 (s, 3H, CH3), 2.390 (s, H, CH3), 1,225 (s, H,
CHa).

RMN 13C (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 199,113 (C=0), 170,440 (N-C-S), 151,973 (C-
Heterociclico), 142,447 (C=N), 122,219 (C=S), 38,878 (C=N heterociclico), 29,268
(CH-Heterociclico), 16.403 (CHs), 13,403 (CHs).

3-(E)-2-(1-(2-2-((E)-1-(pyridin-4-yl)ethylidene)hydrazineyl)thiazol-5-
ylethylidene)hydrazine-1-carbothioamide (DS-1al)

CH CH;

eSS R R
N E - -~
S
N / H, CH3

Formula Molecular: C14H19N7S2
Massa Molar: 349,48g/mol

RMN H (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 10,375 (s, 2H, NH2), 8,799 (d, 2H,
Heterociclico), 8,234, (d, 2H, Heterociclico), 7,265 (s, 1H, NH), 5,299 (s, H, NH), 3,409
(t, 2H, NH2), 2.431(s,2H, CH2-tiazol), 2.392 (s, 3H, CH3) 2.291 (s, 3H, CH3).

RMN 13C (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 178,304 (C=S), 169,416 (N=C-S), 152,076
(C=N), 145,954 (C=N exociclico), 122,007 (C-tiazol), 117,915 (CH-tiazol), 144,884 (C-
C=C, Heterociclico),141,893 (CH-Heterociclico), 141,142, (CH-Heterociclico), 16,258
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(CHs3), 15,841 (CHy).

4- (E)-N-methyl-2-(1-(2-(2-((E)-1-1(pyridin-4-yl)ethylidene)hydrazineyl)thiazol-5-
ylethylidene)hydrazine-1-carbothioamide (DS-1A2)

H CH
> . -~
NI N S
Z H CH,

Formula Molecular: C14H17N7S2
Massa Molar: 347,46g/mol

RMN 'H (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 10,325 (s, 2H, NH2), 8,807 (d, 2H,
Heterociclico), 8,249 (d, 2H, Heterociclico), 7,890 (s, H, tiazol), 5,313 (s, H, NH), 2,391
(d, 3H, CHa), 2,369 (s, 3H, CH3), 2,284 (s, 3H, CH3).

RMN 13C (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 178,243 (C=S), 169,499 (N=C-S),152,930
(C=N), 145,764 (C=N), 144,709 (CH-Heterociclico), 141,741 (CH-Heterociclico),
140,929 (C=C-S), 122,052 (=C-tiazol), 117,999 (=C-tiazol), 31,173 (CHs), 16,342
(CHs), 15,803 (CHy).

5-(E)-N-etil-2-(1-(2-(2-((E)-1-(piridin-4-il)etilideno)hidrazinail)tiazol-5-
iletilideno)hidrazinail)tiazol-5-il)etilideno)hidrazina-1-carbotioamida DS1A3:

H4C CHa

\,.__\‘_(
( 7"

Formula Molecular: Ci6H21N7S2
Massa Molar: 375,51 g/mol

RMN H (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 10,309 (s, 1H, NH), 8,801 (d, 2H, Heterociclico),
8,233 (d, 2H, Heterociclico), 7,860 (t, H, Ar), 6,129 (s, 1H, NH), 3,553 (m, 2H, CH>),
2,345 (s, 3H, CHs), 2,281(s, 3H, CHs) 1,141 (t, 3H, CH5).
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RMN 23C (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 177,226 (C=S), 169,370 (C, Tiazol), 152,869
(C=N), 145, 734 (C=N), 144,512 (CH, Heterociclico), 142,379 (C, Tiazol), 122,318 (CH,
Heterociclico), 117,999 (CH, Tiazol), 16,418 (CH2), 15,833 (CH3), 14,406 (CHa),
13,184 (CHs).

6-(E)-N-fenil-2-(1-(2-(2-((E)-1-(piridin-4il)etilideno)hidrazinail)tiazol-5-
il)etilideno)hidrazina-1-carbotioamida DS-1A4

CHy
N\(S N N N
e T ™ rd
N / N \n/
— N
7/ S
\ H CH,

N
Formula Molecular: CzoH21N7S2
Massa Molar: 423,56 g/mol

RMN 'H (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 10,788 (s,1H, NH), 9,602 (s,1H, NH), 8,831
(s,1H, NH), 8,847 (s,1H, NH), 8,776 (d, 2H, Heterociclico), 8,207 (d, 2H, Heterociclico),
7,143 (m, 6H, Ar), 5,129 (s, 1H,NH), 1,069 (s, 3H, CHs), 1,035 (s, 3H, CHs).

RMN 13C (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 189,151 (C=S), 175,875 (C, Tiazol), 170,501
(C=N), 152,717 (C=N), 145,992 (CH, Heterociclico), 142,508 (C, Heterociclico),
138,925 (C, Ar), 128,261 (CH, Ar), 124,193 (CH, Ar), 122,272 (CH, Heterociclico),
117,786 (CH, Tiazol), 16,114 (CHz), 13,268 (CHs3).

7-(E)-N-phenyl-2-(1-(pyridin-4-yl)ethylidene)hydrazine-1-carbothioamide(DS-3B)

I N’\\(
S

N =
Férmula Molecular: C14H14N4S
Massa Molar: 270,35g/mol

RMN *H (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 10,788 (s,1H, NH), 9,602 (s,1H, NH), 8,831
(s,1H, NH), 8,847 (s,1H, NH), 8,776 (d, 2H, Heterociclico), 8,207 (d, 2H, Heterociclico),
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7,143 (m, 6H, Ar), 5,129 (s, 1H,NH), 1,069 (s, 3H, CHs), 1,035 (s, 3H, CHa).

RMN 13C (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 189,151 (C=S), 175,875 (C, Tiazol), 170,501
(C=N), 152,717 (C=N), 145,992 (CH, Heterociclico), 142,508 (C, Heterociclico),
138,925 (C, Ar), 128,261 (CH, Ar), 124,193 (CH, Ar), 122,272 (CH, Heterociclico),
117,786 (CH, Tiazol), 16,114 (CHs), 13,268 (CHs).

8-1-((E)-3-phenyl-2-(((E)-1-(pyridin-4-yl)ethylidene)hydrazineylidene)-2,3-
dihydrothiazol-5-yl)ethan-1-one (DS-1B)

CH3 CH3
S
> _N
oamie
N
NF CH;

Formula Molecular: C19H1eN4OS
Massa Molar: 350,44g/mol

RMN 'H (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 8,855 (d, 2H, Heterociclico), 8,261(d, 2H,
Heterociclico), 7,645 (m, 5H, Ar), 4,582 (s, H, tiazol), 2,269 (s, CHs), 2,139 (s, CHsa).

RMN 13C (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 177,378 (C=0), 170,972 (N=C-S), 152,816
(CH, piridina) 150,903 (C-Ar), 143,700 (C=N, tiazol), 141,924 (C, Heterociclico),
136,876 (CH-Ar), 129,756 (CH-Ar), 128,496 (CH, Heterociclico), 122,174 (CH-Ar),
115,570 (C-S, tiazol), 14,209 (CHs), 13,260 (CH3).

9-(E)-2-(1-((E)-3-fenil-2-(((E)-1-(piridin-4-il)etilideno)hidrazina)-2,3-dihidrotiazol-
5-il) etilideno)hidrazina-1-carbotioamida (DS-1B1)

DS-1B1
CH3 S CHBH H
>~ _N > _N N~
S N7 "\*( N7 H
o



57

Formula Molecular: CzoH21N7S2
Massa Molar: 423,56g/mol

RMN H (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 10,484 (s, H, NH), 8,807 (d, 2H, piridina), 8,335
(s,2H,NH>), 8,229 (d, 2H, piridina), 7,624 (m, 5H, Ar), 7,363 (s, H, tiazol), 2,334 (s,
CHa), 2,124 (s, CH3).

RMN 13C (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 178,516 (C=S), 170,767 (N=C-S, tiazol),
152,626 (C=N), 151,062 (C, piridina), 144,117 (C, tiazol), 142,121 (=C-N), 137,134 (C-
Ar), 136,284 (C-Ar), 129,559 (C-Ar), 129,504 (C-Ar), 128,502 (C, piridina) 122,128
(C=N), 115,562 (C, tiazol), 16,767 (CHs), 13,260 (CHa).

10-(E)-N-metil-2-(1-((E)-3-fenil-2-(((E)-1-(piridin-4-il)etilideno)hidrazinailideno)-
2,3-dihidrotiazol-5-il)etilideno)hidrazina-1-carbotioamida) DS-1B2

CH3 s CHBH H
> N X _N N~
NN = 7 W Y CH
N2 N S
@ -

Formula Molecular: C21H23N7S2
Massa Molar: 437,58g/mol

RMN tH (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 10,445 (s, H, NH), 8,818 (d, 2H,Heterociclico),
8,241 (d, 2H, Heterociclico), 8,005 (s, H, tiazol), 7,621 (m, 5H, Ar), 8,211 (s, H, NH),
3,060 (d, 3H, CHs3), 2,330 (s, CHz), 2,131 (s, CHa).

RMN 13C (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 178,372 (C=S), 170,919 (N=C-S), 152,918
(C=N), 150,918 (C, Heterociclico), 143,867 (C, tiazol), 142,083 (=C-N), 136,853 (C-
Ar), 136,292 (C-Ar), 129,567 (C-Ar), 129,278 (C-Ar), 128,489 (C, Heterociclico),
128,489 (C=N), 31,211 (CHs), 14,549 (s, CHa), 13,245 (CHs).

11-(E)-N-etil-2-1(1-((E)-3-fenil-2-(((E)-1-(piridin-4-il)etilideno)hidrazinailideno)-
2,3-dihidrotiazol -5-il)etilideno)hidrazina-1-carbotioamida (DS-1B3)
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CH3 s CH3 H H
> N N N~
| X N,N-:( ) N \n/ CoHs
N .= N S
@ -

Formula Molecular: Cz2H2sN7S2
Massa Molar: 451,61g/mol

RMN tH (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 10,418 (s, H, NH), 8,795 (d, 2H, Heterociclico),
8,219 (d, 2H, Heterociclico), 7,961 (t, 1H, Ar), 7,424 (m, 5H, Ar), 10,437 (s, 1H, NH),
3,714 (m, 2H, CH>), 1,147 (t, 3H, CH3), 1,097 (s, 3H, CHs), 1,000 (s, 3H, CHs3),

RMN 23C (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 177,378 (C=S), 170, 972 (C, Tiazol), 152,816
(C=N), 149,734 (C=N), 150,903 (CH, Heterociclico), 143,700 (C-Ar), 141,924 (CH,
Tiazol), 136,876 (C, Heterociclico),129,756 (CH- Ar), 129,324 (CH, Heterociclico),
128,496 (CH- Ar), 122,174 (CH- Ar), 115,570 (C, Tiazol), 16,866 (CH>), 14,384 (CH5),
14,209 (CHz3), 13,260 (CHy).

12-(E)-N-fenil-2-(1-((E)-3-fenil-2-(((E)-1-(piridin-4-il)etilideno)hidrazinailideno)-
2,3-dihidrotiazol- 5-il)etilideno)hidrazina-1-carbotioamida (DS-1B4)

CH3 CH3H H
S
>~ _N > _N N
A0
N 2 N S

Formula Molecular: CzeH2sN7S2
Massa Molar: 499,65g/mol

RMN 1H (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 11,290 (s, 1H, NH), 11,320 (s, H, NH), 8,660
(d, 2H, Heterociclico), 7,740 (d, 2H, Heterociclico), 9,350 (s, 1H. Tiazol), 7,090(m, 10H,
Ar), 2,950 (s, 3H, CHs), 2,070 (s, 3H, CHs).

RMN 3C (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 189,226 (C=S), 170,364 (C, Tiazol), 153,074
(C=N), 152,148 (C=N), 145,696 (CH, Heterociclico), 142,599 (C-Ar), 135,715 (CH,
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Tiazol), 129,688 (C, Heterociclico), 129,605 (CH- Ar), 128,876 (C-Ar), 128,504 (C-Ar),
122,379 (C, Heterociclico), 128,375 (C-Ar), 117,005 (C, Tiazol), 14,687 (CHs), 13,458
(CHs).



9 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-T.CRUZI DOS PIRIDIL-TIAZOIS

9.1 METODOLOGIA

9.2 ENSAIO TRIPANOCIDA

Foi utilizado o ensaio da beta-galactosidase desenvolvido por Buckner e
colaboradores (1996), com modificacdes (Romanha et al., 2010). Este ensaio
utiliza a cepa Tulahuen de T. cruzi que expressa o0 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 realizagéo dos
ensaios, fibroblastos de camundongos da linhagem L929 foram semeados em
placas de 96 pocos e incubados por 24 horas a 37°C para a adeséao e, infeccao
com 10 parasitas/célula. Apds 2 h, o meio contendo os parasitas extracelulares foi
substituido por meio novo e a placa novamente incubada a 37°C por 48 horas.
Apés esse periodo, 0 meio de cultura foi substituido por meio novo, além de
compostos em concentracdes decrescentes, a partir de 100 pg/mL, até se chegar
ao ICso. ApGs 96 horas de incubacéao, foi adicionado o substrato CPRG, a placa
incubada a 37°C, e a leitura realizada apés 16-20 h em espectrofotbmetro
utilizando um filtro de 570 nm. O benzonidazol no seu ICsp (1 W/mL = 3,81 puM) foi
utilizado como controle positivo. Os resultados foram expressos como a

porcentagem de inibicdo do crescimento parasitario.

9.3 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE COM COMPOSTO TRIPANOCIDA

Os compostos com atividade tripanocida foram testados contra as células
L929 para determinacéo da citotoxicidade (Romanha et al., 2010). A viabilidade
das células submetidas aos tratamentos foi determinada utilizando-se o indicador
de viabilidade celular 50 alamarBlue™. As amostras foram testadas em
concentragdes crescentes a partir da ICso encontrada sobre o parasita, utilizando
0 mesmo numero de células, tempo de desenvolvimento celular e tempo de
exposicao aos compostos usados no ensaio da betagalactosidase. Apos a adicéo

do alamarBlueTM, a placa foi incubada por 6 h e a leitura realizada a 570 e 600

60
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nm. Os resultados foram expressos como a diferenca na porcentagem de reducao
entre células tratadas (CT) e células nao tratadas (CNT), através da seguinte

equacao:

(117,216) (Absszo CT) — (80,586) (Abseoo CT) X 100

(117,216) (Absszo CNT) — (80,586) (Abseoo CNT)

9.4 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.

9.5 ENSAIOS Com Promastigotas De L. Amazonensis E L.INFANTUM

Formas promastigotas de leishmania amazonensis (cepa whom/00 Itb 0016) e
linfantum (cepa mhom/ma/67/itmap-263) foram mantidas a 26° ¢ 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
0 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 concentracdes dos compostos (1,5 a 200 ¢ g/ml) por
72h. Parasitas incubados apenas com meio de cultura e com o veiculo foram utilizados
como controle negativo. Apés a incubacédo, os pocos foram lavados e foi adicionada
solucéo de CPRG (500um, 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
espectrofotometro thermo scientific multiskan fc. A atividade leishmanicida dos
compostos foi verificada pela diminuicdo no niumero de promastigotas nas culturas
tratadas em comparagdo com a cultura controle sem tratamento. A miltefosina foi
utilizada como controle positivo. Os valores de ic50 foram calculados por analise de
regressdo utilizando o software graphpad prism. Cada ensaio foi realizado em

duplicata.
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9.6 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE COM COMPOSTOS ANTI-LEISHMANIA

A citotoxicidade em células de mamiferos foi avaliada através de ensaios com
MTT. Esse ensaio baseia-se na reducgdo dos sais amarelos de tetrazolio por redutases
mitocondriais de células metabolicamente ativas. Cristais de formazan sdo formados
no interior dessas células, que devem ser lisadas para a solubilizacdo e posterior
analise por espectrofotometria. Uma vez que a quantidade de formazan produzida é
diretamente proporcional ao nimero de células viaveis, quanto maior for a viabilidade
celular, maior sera a propor¢céo de reducdo do MTT e maior serd a absorbancia. Os
fibroblastos da linhagem L929 foram soltos das garrafas de cultura e foram
plagueados em placas de 96 pocos, fundo reto e incubadas por 24h, a 37°C e
atmosfera com 5% de CO2, para aderéncia. ApOs esse tempo, 0s compostos foram
adicionados nas concentracdes de 6,25 a 200 ug/mL e incubados novamente por um
periodo de 48h. Foram utilizados poc¢os apenas com meio de cultura como controle
negativo. Apos a incubacao foi acrescentado 25uL de MTT (3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il)
-2,5-brometo difenil tetrazolio) a 5mg/mL em PBS, seguida de uma nova incubacéo
por 2h, a 37°C e ao abrigo da luz. Parte do meio de cultura juntamente com o restante
de MTT foi aspirado e 100uL de DMSO foi adicionado por poco para solubilizacdo dos
cristais de formazan resultantes da reducdo do MTT. Foi realizada a leitura da
absorbéancia a 570 nm no espectrofotdmetro THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. A
concentracdo citotéxica para 50% da cultura (CC50) foi determinada por analise de

regressao pelo software GraphPad Prism. Cada ensaio foi realizado em duplicata.
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10. RESULTADOS DA ATIVIDADE BIOLOGICA

10.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI -T. CRUZI DA SERIE DS

A tabela 4, dispde os resultados dos testes de atividade da série DS,

exibindo a citotoxicidade, ICso e indice de seletividade.

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

Composto G0 CCso IS
51
(HM)
DS-3A 303,7 360,3 1,2
DS-1A 48,1 >62,3 >1,3
DS-1A1 227,2 286,1 1,3
DS-1A2 11,1 13,0 1,2
DS-1A3 7,7 2114 27,4
DS-1A4 25,7 >236,1 >9,2
DS-3B 4.8 17,4 3,6
DS-1B 12,3 45,1 3,7
DS-1B1 4,2 >236,1 >55,6
DS-1B2 6,4 177,8 27,8
DS-1B3 4.4 204,8 46,3
DS-1B4 13,8 105,5 7,6
BZD 3,8 2.381 626,58

Fonte: Autoria prépria (2023)
Legenda: CCso= Concentragao citotdxica para 50% das células;
ICs0 = Concentragdo que inibe o crescimento parasitario em 50%.;
IS = indice de seletividade.

A atividade tripanocida foi realizada frente a forma tripomastigota de T. cruzi,
para isso, dados de toxicidade, ICso e indice de seletividade foram obtidos no teste. O
farmaco benzonidazol foi utilizado como referéncia nesse experimento.

Na tabela 4, é possivel identificar que nenhum dos compostos foram mais
ativos que o BZD, farmaco de referéncia. No entanto, valores proximos podem ser
observados. O composto DS-1B1 e DS-1B3, apresentam ICso = 4,2 uM e 4,4 uM,
respectivamente, quando comparados com o BZD, com ICso 3,8 UM podem ser
considerados o destaque desta série.

E possivel observar que o ntcleo fenil ligado ao nitrogénio do anel tiazol
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incrementou na atividade dos compostos da série b. Os compostos com melhor
atividade frente a T. Cruzi, foram os DS-1B1 e DS-1B3, ambos possuem o mesmo
substituinte ligado ao nitrogénio do anel tiazol, o nucleo fenil, porém o DS-1B3 possui
um hidrogénio e um grupo etila C2Hs, ligados a cadeia lateral da tiossemicarbazona,
nota-se no composto DS-1B1 que ao substituir esse grupo etila CoHs, por um
hidrognénio ha um aumento na atividade tripanocida.

Em relacdo a citotoxicidade, os compostos que apresentaram valores
significativos foram: DS-3A, DS-1A1, DS-1A4 e DS-1B1 apresentaram valores de
CCso igual a 360,3 puM, 286,1 uM, >236,1 uM, >236,1 uM, respectivamente. Com
destaque para o composto DS-3A, com valor de 360,3 UM que mais se aproximou do
farmaco de referéncia BZD.

Sobre o indice de seletividade dos compostos, nenhum apresentou valor
superior ao do farmaco utilizado como referéncia nesse experimento, porém o
composto DS-1B1, se destacou entre os demais nesse quesito, visto que o0 mesmo

obteve um valor maior que 50.

10.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA DA SERIE DS

Os valores obtidos em teste de atividade para as formas promastigotas e
amastigotas da Leishmania amazonensis, como a citotoxicidade, ICso e indice de
seletividade, dos compostos sintetizados, estdo dispostos na Tabela 5.

A patrtir dos resultados apresentados na Tabela 5, pode-se verificar que frente
a espécie Leishmania Amazonensis, a forma amastigota, os compostos testados
apresentaram valor de ICso maior que a Miltefosina, o farmaco de referéncia utilizado,
0 composto que mais se aproximou do farmaco de referéncia foi o DS-1B3. Em relacao
a atividade para a forma promastigota a maioria dos compostos se apresentaram
inativos e o0s ativos apresentaram valor de ICso maior que a Miltefosina, sendo que o
composto DS-1B2 foi o mais proximo do farmaco de referéncia.

O indice de seletividade (IS) frente a forma amastigota destaca-se 0 composto
DS-1B1, que apresentou uma melhor seletividade que o farmaco de referéncia, com
IS 11,1 uM, enquanto o farmaco de referéncia apresentou um IS 8,6 uM. Ja em relacéo
ao IS frente a forma promastigota, os compostos testados apresentaram uma
seletividade menor que o farmaco de referéncia, sendo que o composto DS-1B2 foi o

gue mais se aproximou do Miltefosina.
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Promastigota L. . Amastigota L. .
. Promastigota . Amastigota L.
amazonensis - amazonensis .
Composto CCh0 L. amazonensis amazonensis
IC50 1C50

(MM) (M) IS (M) IS

g (HM) " (HM)

DS-1A 73,3 INATIVO - INATIVO -

DS-1A1 286,1 INATIVO - 122,5 2,3

DS-1A2 45,6 INATIVO - 276,6 0,17
DS-1A3 79,4 INATIVO - 76,2 1,0
DS-1A4 57,4 INATIVO - 35,2 1,6
DS-3A 267,7 INATIVO - 541,8 0,5
DS-1B 79,9 68,8 1,2 59,9 1,3
DS-1B1 236,1 INATIVO - 21,2 11,1
DS-1B2 77,5 26,1 3,0 24,9 3,1
DS-1B3 445 INATIVO - 18,4 2,4
DS-1B4 103,3 INATIVO - 39,8 2,6
DS-3B 22,2 INATIVO - 20,3 11
Miltefosina 60,9 10,0 6,1 7,1 8,6

Fonte: Autoria prépria (2023)
Legenda: CCso= Concentragao citotdxica para 50% das células;
ICs0 = Concentragdo que inibe o crescimento parasitario em 50%.;
IS = indice de seletividade.

Os valores obtidos em teste de atividade para as formas promastigotas e
amastigotas da Leishmania infantum, como a citotoxicidade, IC50 e indice de
seletividade, dos compostos sintetizados, estao dispostos na Tabela 6

A partir dos resultados apresentados na Tabela 6, pode-se verificar que frente
a espécie Leishmania Infantum, a forma amastigota, 0s compostos testados
apresentaram valor de IC50 maior que a Miltefosina, o farmaco de referéncia utilizado.
Apenas o composto DS-1B3 apresentou IC50 (3,9 pM) préximo ao composto de
referéncia com IC50 (1,7 yM). Em relacéo a atividade para a forma promastigota 50%
dos compostos da série se apresentaram inativos e 0s ativos apresentaram valor de
IC50 maior que a Miltefosina, exceto o composto DS-3B que apresentou atividade
mais potente que o farmaco de referéncia com IC50 (2,9 uM) enquanto o composto
de referéncia apresenta IC50 (17,2 pM).

O indice de seletividade (IS) frente a forma amastigota dos compostos
apresentaram uma seletividade menor que o farmaco de referéncia, sendo que o
composto DS-1B4 foi o que mais se aproximou do farmaco de referéncia. Ja4 em
relacéo ao IS frente a forma promastigota, os compostos testados apresentaram uma
seletividade menor que o farmaco de referéncia, exceto o composto DS-3B que

apresentou um IS (7,7 yM), sendo maior que a Miltefosina.
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Promastigota L. Promastigota Amastlgota L. Amastigota L.
Composto CCh0 infantum L. infantum |m;antum infantum
C50
(M) IC50 IS M) IS
(M) (uM) : (uM)
DS-1A 73,3 INATIVO - INATIVO -
DS-1A1 286,1 INATIVO - 134,8 2,8
DS-1A2 45,6 INATIVO - 212,0 0,2
DS-1A3 79,4 INATIVO - 287,8 0,3
DS-1A4 57,4 INATIVO - 276,6 0,2
DS-3A 267,7 INATIVO - 76,9 1,7
DS-1B 79,9 62,2 1,3 29,7 2,8
DS-1B1 236,1 166,9 1.4 19,0 12,8
DS-1B2 77,5 24,7 3,1 12,3 6,5
DS-1B3 445 57,8 0,8 3,9 11,8
DS-1B4 103,3 101,7 1,0 5,6 19,1
DS-3B 22,2 2,9 7,7 14,4 15
Miltefosina 60,9 17,2 3,5 1,7 35,5

Fonte: Autoria prépria (2023)
Legenda: CCso= Concentragao citotdxica para 50% das células;
ICs0 = Concentragdo que inibe o crescimento parasitario em 50%.;
IS = indice de seletividade.

Quanto a toxicidade frente a macréfagos RAW, é possivel notar que o0s
compostos DS-3A, DS-1B1, DS-1B4, e principalmente o DS-1A1 com valor de CC50
286,1 uM se destacaram, evidenciando menor citotoxicidade frente as células
testadas.

Frente ambas as espécies L. Amazonensis e L. Infantum nota-se que o quando
0 composto apresenta um hidrogénio fazendo ligacdo com o nitrogénio do anel tiazol
a atividade é menor ou nula, ja quando esse hidrogénio é substituido por um ndcleo
fenil em mesma posic¢ao, a maioria dos compostos mostram atividade, sendo assim o
ndcleo fenil da molécula incrementou atividade a serie b dos compostos DS.

Em relacdo a molécula DS-3B, a condensacgéo com a tiossemicarbazida do fenil
foi 0 que incrementou e conferiu uma maior atividade bioldgica a essa molécula, que
foi destaque pois apresentou uma maior atividade leishmanicida que o farmaco de

referéncia frente a espécie Leishmania Infantum.



67

11 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

11.1 CONCLUSOES

As comprovacdes de dados estruturais através da analise de RMN 'H e RMN
13C mostram que os novos derivados do piridil-tiazol, propostos em rota sintética,
foram efetivamente formados. Todos os compostos foram testados enquanto a
atividade anti-T. cruzi (formas amastigota e tripomastigota) e anti-Leishmania (formas
amastigota e promastigota), assim como a citotoxicidade em macréfagos RAW.

No geral, os compostos foram pouco ativos quando testados contra a forma
tripomastigota do T. cruzi de cultura celular. O composto destague com atividade
tripanocida aproximada ao farmaco de referéncia foi o composto DS-1A1 com IC50
4,2 uM. Quanto a sua toxicidade, o destaque foi para o composto DS-3A com valor de
360,3 uM. Ja em relacdo ao IS, o composto destaque foi 0 DS-1A1 apresentando um
IS >55,6 pM.

O teste leishmanicida evidenciou que um dos composto foi mais ativo que a
miltefosina, o0 mesmo apresentou um IC50 de 2,9 yM enquanto o composto de
referéncia apresenta IC50 de 17,2 uM, sendo ele o DS-3B frente a forma promastigota de
L. Infantum. Para os melhores resultados da citotoxicidade, quando comparados a
Miltefosina, o mais eficaz foi o composto DS-1A1 com valor de citotoxicidade igual a
286,1uM. Sobre o IS, o composto DS-1B1 apresentou o melhor resultado com um
valor de IS 11,1 uM para forma amastigota do parasita do L. Amazonensis, enquanto

o farmaco de referéncia apresentou IS 8,6 uM.

11.2 PERSPECTIVAS

e Aprofundar o estudo da série DS buscando por novos ensaios a fim de analisar
0 possivel mecanismo tripanocida e leishmanicida;

e Realizar a espectrometria de massa para complementar os dados de
caracterizacao estrutural;

e Investir em novas sinteses, a partir das moléculas bem sucedidas;

e Redigir artigos cientificos com as séries DS.
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