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RESUMO

As tiossemicarbazonas apresentam uma boa versatilidade como ligantes devido a
deslocalizacdo eletronica e a flexibilidade configuracional de sua cadeia molecular,
apresentando alto potencial bioldgico. Através de uma reacdo de ciclizacao, é possivel obter
uma nova classe de moléculas tiazélicas com atividades antiparasitéaria, anti-inflamatéria e
antitumoral. Com isso, as ciclooxigenases 1 e 2 (COX-1 e COX-2), enzimas presentes em
processos inflamatorios e associadas a leishmaniose, tém sido amplamente estudadas. A
leishmaniose € causada por protozoarios flagelados do género Leishmania spp., que ja
demonstram resisténcia a farmacos como a miltefosina. Desta forma, foram sintetizados
quatro derivados tiossemicarbazonicos utilizados como intermediarios para a sintese de 16
derivados tiazolicos com potencial leishmanicida, apresentando rendimentos de 40% a 60%
apos a purificacdo. A caracterizacdo estrutural foi realizada por técnicas espectroscépicas
como RMN (1H, 13C, COSY, HSQC, HMBC) e Infravermelho (IV), destacando-se a
molécula LQIT/JF-76, que serviu de referéncia para as demais. Nao foi possivel determinar se
os isémeros formados durante a sintese eram Z ou E, mas comprovou-se a presenca de um
conférmero anti-periplanar em todos os intermediarios tiossemicarbazonicos. Estudos tedricos
consideraram ambos os isdbmeros para calculos do calor de formagéo, permitindo predizer as
estruturas mais estaveis entre as propostas No estudo de docking, todas as moléculas foram
testadas frente aos modelos COX-1 e COX-2. O composto LQIT/JF-96 (Z) apresentou o
melhor score (86,50) para COX-1, sugerindo uma possivel seletividade, ja que o valor para
COX-2 foi menor (72,59). Estudos in vitro avaliaram a citotoxicidade e a atividade
leishmanicida frente as formas promastigota e amastigota de Leishmania amazonensis,
utilizando o ensaio de MTT em macréfagos RAW-264.7 com concentraces entre 6 e 200
pg/mL. O controle positivo foi feito com a miltefosina. Os compostos LQIT/JF-77 (CC50 =
605,31 uM; IC50 = 56 UM e 63,9 UM para promastigota e amastigota; 1S = 10,81 e 9,47) e
LQIT/JF-84 (CC50 = 574,05 uM; IC50 = 81,37 uM e 50,52 pM; IS = 7,05 e 11,36)
destacaram-se como 0S mais promissores em comparacdo aos demais compostos e a
miltefosina (CC50 = 56,67 uM; IC50 para amastigota = 219,05 uM; IS = 0,25). Os resultados
obtidos demonstram o potencial leishmanicida dos novos derivados tiazolicos sintetizados,

evidenciando sua relevancia para o desenvolvimento de terapias contra a leishmaniose.

Palavras-chave: tiossemicarbazona; tiazol; quinolina; docking; COX-1; COX-2; Leishmania

amazonensis.



ABSTRACT

Thiosemicarbazones exhibit great versatility as ligands due to electronic delocalization and
configurational flexibility of their molecular chain, showing high biological potential.
Through a cyclization reaction, it is possible to obtain a new class of thiazole molecules with
antiparasitic, anti-inflammatory, and antitumor activities. In this context, cyclooxygenases 1
and 2 (COX-1 and COX-2), enzymes involved in inflammatory processes and associated with
leishmaniasis, have been widely studied. Leishmaniasis is caused by flagellated protozoa of
the genus Leishmania spp., which have already shown resistance to drugs such as miltefosine.
Thus, four thiosemicarbazone derivatives were synthesized and used as intermediates for the
synthesis of 16 thiazole derivatives with leishmanicidal potential, achieving yields ranging
from 40% to 60% after purification. Structural characterization was performed using
spectroscopic techniques such as NMR (*H, C, COSY, HSQC, HMBC) and Infrared (IR),
highlighting the molecule LQIT/JF-76, which served as a reference for the others. It was not
possible to determine whether the isomers formed during synthesis were Z or E, but the
presence of an anti-periplanar conformer was confirmed in all thiosemicarbazone
intermediates. Theoretical studies considered both isomers for heat of formation calculations,
allowing the prediction of the most stable structures among the proposed ones. In the docking
study, all molecules were tested against COX-1 and COX-2 models. The compound LQIT/JF-
96 (Z) showed the best score (86.50) for COX-1, suggesting possible selectivity, as the score
for COX-2 was lower (72.59). In vitro studies evaluated cytotoxicity and leishmanicidal
activity against the promastigote and amastigote forms of Leishmania amazonensis, using the
MTT assay in RAW-264.7 macrophages at concentrations ranging from 6 to 200 pg/mL.
Miltefosine was used as a positive control. The compounds LQIT/JF-77 (CCso = 605.31 uM;
ICso = 56 uM and 63.9 uM for promastigote and amastigote; IS = 10.81 and 9.47) and
LQIT/JF-84 (CCso = 574.05 uM; ICso = 81.37 uM and 50.52 uM; IS = 7.05 and 11.36) stood

out as the most promising compared to the other compounds and miltefosine (CCso = 56.67
uM; ICso for amastigote = 219.05 puM; IS = 0.25). The obtained results demonstrate the
leishmanicidal potential of the newly synthesized thiazole derivatives, highlighting their

relevance for the development of therapies against leishmaniasis.

Keywords: thiosemicarbazone; thiazole; quinoline; docking; COX-1; COX-2; Leishmania

amazonensis.
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1. INTRODUCAO

Desde o inicio dos tempos, a humanidade busca por solugdes medicamentosas para
diversas enfermidades, contudo, contavam apenas com recursos naturais que tivessem tais
propriedades terapéuticas. O desenvolvimento das tecnologias e das ciéncias proporcionou a
sintese de moléculas, que passou a predominar como processo de obtencdo de compostos
terapéuticos para o combate de doencas. Tais fatos deram inicio a uma revolu¢do no
tratamento das doencas porqué a busca por novos medicamentos conta com ferramentas,
como a modelagem molecular, o docking e os ensaios bioldgicos in vitro, cada vez mais atuais

e inovadoras.

O grande desenvolvimento da modelagem molecular nos ultimos anos deve-se em
grande parte ao avango dos recursos computacionais em termos de hardware (velocidade de
calculo) e de software (programas computacionais), além dos avangos em quimica
computacional, ressonancia magnética nuclear, cristalografia de raios-X, bioquimica e
biologia molecular. Tais avangos contribuiram para a descoberta de candidatos a farmacos,
conduzindo a rapidos progressos em pesquisas, despertando o interesse tanto do meio
académico como de industrias farmacéuticas. Como consequéncia, a elucidacdo dos
mecanismos envolvidos nas agdes moleculares dos farmacos pode ser compreendida pela
integracdo de conhecimentos fundamentais de Quimica Organica, Bioquimica, Biologia
Molecular e Farmacologia. Os estudos de propriedades estéricas, eletrénicas e fisico-quimicas,
de mecanismo de acdo, das relacdes entre estrutura quimica e atividade bioldgica, do inglés
Strcuture Activity Relationship (SAR) e das interacbes farmaco/ligante-receptor séo
aspectos que podem ser explorados através da modelagem molecular (Brown, 2009). Com
base em todo este avanco tecnoldgico, novas entidades quimicas que atuem em um ou
maultiplos alvos bioldgicos podem ser descobertas em menos tempo, evitando que indmeras
moléculas sem eficcia terapéutica sejam avaliadas; gerando economia de recursos e

investimentos na pesquisa.

As tiossemicarbazonas (TSZs, Figura 1) vem sendo bastante estudadas nos ultimos
anos em razdo de sua vasta aplicacdo bioldgica no tratamento de patologias, bem como seu
emprego para obter derivados sintéticos a partir do seu scaffold principal (NAVEEN et al.,
2019).
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Figura 1 - Estrutura base de uma tiossemicarbazona
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O uso terapéutico relatado na literatura para as tiossemicarbazonas estdo relacionados
a atividades antibacterianas, antimalérica, antivirais e anti-inflamatérias (BECKFORD et al.,
2011; KHANYE et al., 2010; RAWAL et al., 2007; NAVEEN et al., 2019), bem como a
atividade antitumoral (HAVRYLIUK et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2015). Entre as razdes
estruturais que explicariam esse amplo perfil farmacolégico destaca-se o fato desses
compostos serem bons agentes quelantes, podendo coordenar-se a metais existentes nas
estruturas de enzimas, inativando-as. Além disso, o enxofre presente nas tiossemicarbazonas

pode se envolver em reacdes redox no interior do organismo (BERALDO, 2004).

Através de técnicas de modificagdes moleculares como a hibridacéo e o bioisosterismo,
as tiossemicarbazonas podem ser transformadas em tiazois (Figura 2), uma classe de
compostos heterociclicos com extensas atividades bioldgicas, incluindo antitumoral,
antifingica, antimalarica, anti-helmintica e antiprotozoaria (ALANAZI et al., 2015; GOMES
et al., 2016; PONTES ESPINDOLA et al., 2015; SANTIAGO et al., 2014; TURAN-
ZITOUNI et al., 2016). Varios derivados tiazolicos foram sintetizados em nosso grupo de
pesquisa, Grupo de Pesquisa em Inovacdo Terapéutica — GPIT/UFPE, e avaliados quanto a
sua potencialidade anti-inflamatoria in vitro frente as isoformas enzimaticas da ciclooxigenase
1e?2 (COX 1e 2) (OLIVEIRA et al., 2015). Essas evidéncias direcionaram este trabalho a
investigar, especificamente, a eficiéncia dos derivados tiazolicos contra uma importante

parasitose negligenciada: as leishmanioses.

Figura 2 - Estrutura do tiazol
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Amplamente disseminadas nas regides tropicais e subtropicais do planeta, as
leishmanioses representam um conglomerado de doencas parasitarias endémicas em 98 paises
e territorios localizados nas Américas, Africa, Asia e Europa. A Organizacdo Mundial de
Saude (OMYS) classifica essas leishmanioses como doencas tropicais negligenciadas (DTN), e
apontam-nas como algumas das principais causas de Obitos provocados por doencas
infecciosas no mundo (WHO, 2017). Estima-se que anualmente 1,6 milhdes de pessoas sdo
infectadas pela doenca e o0 nimero de dbitos varia entre 20.000 a 40.000 (ALVAR et al, 2012).

Por esta razdo, os resultados obtidos, por esse grupo de pesquisa, motivou a busca por
um grupo de moléculas que poderiam demonstrar tanto atividade anti-inflamatdria, sugeridada
pelo estudo in silico, quanto a atividade leishmanicida avaliada por meio dos testes in vitro

realizados.



2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Sintetizar e caracterizar novos compostos tiazolicos, e avaliar in silico suas interagoes

com as enzimas ciclooxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2);
Avaliar o potencial leishmanicida in vitro de novos derivados tiazolicos;

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Sintetizar derivados tiossemicarbazonicos (intermediarios) e tiazolicos (finais)

a partir de aldeidos e cetonas, respectivamente;

v' Determinar as caracteristicas fisico-quimicas dos compostos obtidos e
caracteriza-los estruturalmente por meio de técnicas espectrométrica de
Ressonancia Magnética Nuclear de 3C e 'H, e Espectroscopia de absorcio na

regido do Infravermelho médio;

v' Realizar estudo in silico por meio do docking molecular, das moléculas

sintetizadas, com as enzimas COX-1 e COX-2;

v' Auvaliar a citotoxicidade in vitro dos compostos tiazdlicos em células de

mamifero (macr6fagos da linhagem RAW 264.7) por meio de ensaios com MTT;

v Avaliar o potencial leishmanicida dos novos compostos tiazolicos, contra a
espécie Leishmania amazonensis, frente as formas infectantes promastigota e

amastigota.
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3. REVISAO DA LITERATURA

As etapas para a descoberta e desenvolvimento de farmacos sdo complexas, longas e
de alto custo, tendo suas matrizes intrinsicamente ligadas as inovacdes cientificas e
tecnologicas (GUIDO et al., 2008). As conquistas significativas nos campos da quimica e
biologia € o melhor entendimento dos percursos bioquimicos, alvos moleculares e de
mecanismos que direcionam ao aparecimento e desenvolvimento de doencas, tornaram
possivel a descoberta de inovagBes terapéuticas notaveis, proporcionando melhorias
significativas na qualidade de vida das diversas popula¢Ges no mundo.

A quimica medicinal, de notavel papel no processo de Pesquisa & Desenvolvimento
de farmacos, caracteriza-se por seu relevante carater multidisciplinar, contemplando multiplas
especialidades, como quimica organica, bioguimica, farmacologia, informatica, biologia
molecular e estrutural, entre outras. De acordo com a Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (do inglés, a famosa lupac — International Union of Pure and Applied Chemistry), a
quimica medicinal € uma disciplina com base em quimica, que se relaciona com a invencéo, a
descoberta, o planejamento, a identificagdo, a preparacdo e a interpretacdo do mecanismo de
acdo molecular de compostos biologicamente ativos. Além da descoberta de entidades
quimicas com valor bioldgico, a quimica medicinal também incorpora os estudos do
metabolismo e das relagdes entre a estrutura quimica e atividade (WERMUTH, 2003, GUIDO,
ANDRICOPULO e OLIVA, 2010). Assim, fica claro o estabelecimento de interfaces
fundamentais entre as ciéncias quimicas, bioldgicas, farmacéuticas, médicas, fisicas e

computacionais.

3.1 DESCOBERTA E DESENVOLVIMENTO DE NOVOS FARMACOS

A Quimica Medicinal caracteriza-se por estudar as raz6es moleculares da acdo dos
farmacos, a relacdo entre a estrutura quimica e a atividade bioldgica/farmacologica, além do
planejamento racional de novos farmacos. Em funcdo dos multiplos fatores envolvidos na
resposta terapéutica de um farmaco, torna-se necessario a interdisciplinaridade fundamentada
na quimica organica, farmacologia e quimica computacional (BARREIRO, 2002;
BARREIRO e BALZANI ,2009).

Na aplicacdo de estratégias de planejamento de farmacos, os estudos dos processos
evolutivos de reconhecimento molecular em sistemas bioldgicos assumem grande importancia,

pois constituem as bases fundamentais para o entendimento de propriedades como poténcia,
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afinidade e seletividade. Diante desse complexo paradigma, as ferramentas biotecnoldgicas
associadas aos métodos de quimica medicinal ganham papel destacado no desenvolvimento
de novas moléculas com atividade bioldgica.

O processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos, conforme ilustrado na
Figura 1, é dividido em duas grandes fases: (i) descoberta (também conhecida como pré-
clinica ou pesquisa basica) e (ii) desenvolvimento (ou clinica) (LOMBARDINO & LOWE,
2004). Nos estagios iniciais da fase de descoberta, as pesquisas se concentram geralmente na
identificacdo e otimizacdo de moléculas pequenas capazes de representar novas entidades
quimicas (NCE, do inglés New Chemical Entities) com potencial de desenvolvimento clinico.
A validacdo do alvo molecular selecionado é fundamental por uma série de razbes que
envolvem desde o estabelecimento de sua relevancia no processo fisiopatoldgico em estudo
até a caracterizacdo do impacto de sua modulacdo seletiva no tratamento ou na cura de

doencas ou disfun¢des em humanos.

Figura 3 - Etapas envolvidas no processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos
(ADME - absorcao, distribuicdo, metabolismo e excre¢dao; NDA — solicitacdo para um novo

farmaco, do inglés new drug application).
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O alvo bioldgico selecionado (por exemplo, proteina, DNA ou RNA) pode ter a sua
estrutura tridimensional (3D) conhecida ou ndo, fato que determina a priorizacdo de
estratégias de planejamento (ANDRICOPULO et al., 2009).

Os grandes avancos da genémica e protedbmica, aliados a evolugdo das técnicas de
cristalografia de raios-X e ressonancia magnética nuclear (RMN) proporcionam um aumento
significativo no numero de alvos moleculares com estruturas 3D disponiveis no Banco de
Dados de Proteinas (PDB, do inglés Protein Data Bank).
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As moléculas bioativas (ou ligantes, do inglés hits) podem ser identificadas a partir de
triagens reais (por exemplo, bioldgicas, bioquimicas) ou virtuais (por exemplo,
computacionais) de produtos naturais, compostos sintéticos ou cole¢des combinatdrias, ou
ainda mediante planejamento racional. Ressalta-se, contudo, que, em todos 0s casos, as
propriedades bioldgicas devem ser determinadas experimentalmente, sendo necessario o
desenvolvimento de ensaios padronizados e validados de alta qualidade. Em geral, nas fases
iniciais de planejamento, sdo identificadas moléculas de baixa poténcia e afinidade que devem
ser otimizadas em relacdo a uma série de propriedades farmacodinamicas (por exemplo,
poténcia, afinidade, seletividade) e farmacocinéticas (por exemplo, absorcdo, metabolismo,
biodisponibilidade). Os compostos otimizados sdo selecionados como compostos lideres (do
inglés lead compounds) para posterior desenvolvimento de NCE candidatas a farmacos
(GUIDO & ANDRICOPULO, 2008).

Com o auxilio de métodos de quimica medicinal, é possivel explorar o imenso espaco
quimico delineando o trabalho de identificacédo, selecdo e otimizacdo de moléculas capazes de
interagir com alta afinidade e seletividade com o alvo molecular selecionado (por exemplo,
enzima, receptor), o qual representa 0 espaco biolégico. Vérias estratégias podem ser
empregadas para a investigacdo do espaco quimico-bioldgico, tais como: a organizacdo de
bases de dados, a aplicacdo de filtros moleculares, 0o emprego de triagens bioldgicas
automatizadas em alta escala (HTS, do inglés high-throughput screening) e o uso da triagem
virtual (VS, do inglés virtual screening).

A identificacdo de compostos bioativos, que possam ser estruturalmente modificadas
para adequacao de propriedades que conduzam a um elevado potencial terapéutico, € um dos
maiores desafios no planejamento racional de novos candidatos a farmacos. Geralmente, o
alvo terapéutico é representado por uma enzima ou receptor e o planejamento do novo ligante
é realizado introduzindo-se modificagdes moleculares classicas no substrato natural e/ou
sintético, ja conhecido para este receptor (BARREIRO e BALZANI, 2009).

As estratégias classicas de modificacdo molecular para o planejamento de ligantes s&o:
bioisosterismo, hibridacdo molecular, simplificagdo molecular, quimica computacional e
combinatéria (QSAR e modelagem molecular) (SILVA, 2014). Entre as estratégias mais
utilizadas encontra-se a hibridacdo molecular. Essa técnica é baseada no reconhecimento das
subunidades farmacoforicas da estrutura quimica de dois ou mais compostos bioativos
conhecidos e que através da fusdo dessas subunidades forma-se uma nova entidade quimica

hibrida (NCE, do inglés new chemical entity). O composto derivado resultante apresenta o
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esqueleto molecular que mantém as caracteristicas das moléculas originais (SAMALA et al.,
2014).

Outras estratégias fundamentadas no conhecimento das estruturas dos alvos
moleculares ou dos complexos ligante-receptor permitem o planejamento de farmacos
baseado na estrutura do receptor (SBDD, do inglés structure-based drug design). Em
contraste, quando a estrutura do alvo eleito ndo é conhecida, métodos de planejamento de
farmacos baseado na estrutura do ligante (LBDD, do inglés ligand-based drug design) podem
ser utilizados. Em muitos casos, o uso integrado de estratégias de SBDD e LBDD pode
fornecer informacBGes ateis no planejamento de NCE, por meio da sinergia e
complementaridade de conhecimentos entre as estratégias (GUIDO et al., 2008;
ANDRICOPULDO et al., 2009).

Uma nova abordagem no planejamento de farmacos baseia-se em multiplos alvos
terapéuticos (MTDD, do inglés multi-target drug design) e parece ser promissora devido a
crescente evidéncia que doencas complexas multifatorias como as neuroldgicas, infecciosas e
0 cancer serem consideradas poligénicas e englobarem varias proteinas sinalizadoras. O
desenvolvimento de MTDD baseia-se em duas estratégias: a combinagdo de farmacdéforos de
ligantes alvo-unico e o screening de compostos através da aplicacdo simultanea de multiplos
modelos computacionais para identificar moléculas bioativas com diferentes atividades
bioldgicas (BOTTEGONI et al., 2012; LAVECCHIA e CARMEN, 2016).

As principais vantagens do MTDD consistem em atenuar 0s problemas
farmacocinéticos, reduzir as interacdes entre farmacos e amenizar a resisténcia farmacologica.
Diversos trabalhos mostraram que a estratégia MTDD geralmente exibe um maior sinergismo,
em comparagdo com a associac¢do de varios farmacos (LECOUTEY et al., 2014; SHANG et
al., 2014).

Embora 0 MTDD seja potencialmente reconhecido na perspectiva da quimica
medicinal, ainda representa um grande desafio para o planejamento de novos farmacos. Isto se
deve aos problemas relacionados com a identificacdo e otimizacdo de uma série de compostos
destinados a multiplos alvos ainda continuarem insolucionaveis (PRATI, ULIASSI e
BOLOGNESI, 2014).

A modelagem molecular (MM), segundo a IUPAC, ¢ a investigacdo das estruturas e
das propriedades moleculares pelo uso de quimica computacional e técnicas de visualizacdo
grafica visando fornecer uma representacdo tridimensional, sob um dado conjunto de
circunstancias (CARVALHO et al., 2004). Ela compreende um numero de ferramentas e

métodos computacionais e tedricos que tem como objetivo entender e prever o
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comportamento de sistemas reais, sendo usada para descrever e prever estruturas moleculares,
propriedades do estado de transicdo e equilibrio de reacGes, propriedades termodinamicas,
entre outras. Esses métodos abrangem estudos de minimizacdo de energia de moléculas,
analise conformacional, simula¢Ges de dinamica molecular, entre outros, sendo aplicaveis
desde atomos isolados a biomacromoléculas (KITCHEN et al., 2004; VERLI & BARREIRO,
2005). A modelagem molecular fornece informagdes importantes para 0 processo de
planejamento de farmacos, pois permite a obtencdo de propriedades especificas de um
composto que podem influenciar na interacdo com seu receptor, como por exemplo, o logP, a
refratividade molar, 0 mapa de potencial eletrostatico, o contorno da densidade eletronica e as
energias dos orbitais de fronteira HOMO e LUMO. Assim, ela tem se tornado uma ferramenta
indispensavel ndo somente no processo de planejamento, mas também na otimizacdo de
prototipos ja existentes (BARREIRO et al., 1997).

3.2 TIOSSEMICARBAZONAS

As tiossemicarbazonas (Figura 2) sdo compostos organicos nitrogenados pertencentes
a familia das iminas, também denominadas bases de Schiff. Apresentam varios atomos
doadores de elétrons e diferentes modos de coordenagdo, dependendo dos reagentes de partida
e das condicdes de reacdo para sua obtencdo (SILVA, 2013; LOBANA et al., 2009).

Esses compostos nitrogenados tém alta deslocalizacdo eletronica, principalmente
quando possuem grupos aromaticos ligados ao carbono da imina. Dessa forma, podem existir
em equilibrio tautomérico nas formas tiol ou tiona (Esquema 1) (CASAS et al., 2000). Em
virtude do aumento nucleofilico do enxofre tidlico sendo comparado com a tiona, a forma tiol
explica a versatilidade de serem 1,3-dinucleofilos, os quais podem realizar rea¢des de adi¢do

sendo caracterizados como doadores de Michael.

Esquema 1 - Formas tautoméricas tio e tiona para as tiossemicarbazonas
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As tiossemicarbazonas podem ser obtidas através de dois métodos: o primeiro de

forma direta, a partir de reacBes quimiosseletivas entre tiossemicarbazidas e aldeidos ou
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cetonas (SARODINICK et al., 2003; HOLLA et al., 2003); o segundo de forma indireta, onde
as tiossemicarbazidas sdo previamente preparadas a partir de reagfes da hidrazina,
isotiocianatos (PAPASTAIKOUDI et al., 1995; GURSOY, TERZIOGLU e OTUK, 1997),
ditiocarbamatos (ASHTON et al., 1993), acidos tiocarbamiltioglicolicos ou dissulfeto de

carbono, este Ultimo em presenca de azidas ou aminas primarias (TENORIO et al., 2005).

Esquema 2 - Métodos de obtencéo de: a) tiossemicarbazida a partir de hidrazina e isotiocianatos
substituidos, e b) tiossemicarbazonas a partir da tiossemicarbazida comercial, aldeidos ou cetonas.
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Além disso, as tiossemicarbazonas podem servir de scaffold para a ciclizacdo de uma
ampla variedade de heterociclicos (Esquema 3), particularmente a sintese de tiazbis (A), 4-
tiazolidinonas (B) e derivados tiazolidindnicos substituidos na posi¢do 5 por um grupo acetil
(C), envolvendo acido a-haloacético, compostos a-halocarbonilados e anidrido maleico,
respectivamente (DAWOOQD et al., 2015).
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Esquema 3 - Rota sintética de derivados ciclizados da tiossemicarbazona.
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3.2.1 Obtencéao direta de tiossemicarbazonas

A obtencdo direta das tiossemicarbazonas consiste em quantidades equimolares das
tiossemicarbazidas com os derivados carbonilados (aldeidos ou cetonas) (Esquema 4). As
condigdes reacionais requerem refluxo do solvente (metanol, etanol, THF e acetonitrila) e a
adicdo de catalisador acido (acido de Bronsted) pode ser necessdria quando o composto
carbonilico estd ligado a um grupo retirador de elétrons. Geralmente, esta metodologia
sintética é simples, rapida e apresenta altos rendimentos (CUNHA, SANTOS e SILVA, 2011;
KARAH, 2002; AL, et al., 2014; TENORIO et al., 2005).
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Esquema 4 - Método direto de obtengao de tiossemicarbazonas a partir de derivados carbonilados.
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3.2.2 Obtencao indireta de tiossemicarbazonas

A forma indireta de obtencdo de tiossemicarbazonas consiste na preparacdo prévia de
tiossemicarbazidas e reacdo posterior com compostos carbonilados. Sdo trés metodologias
sintéticas utilizadas para obtencdo das tiossemicarbazidas (Esquema 5): o hidrato de hidrazina
pode sofrer reacBes com acido tiocarbamoiltioglicélico em meio alcalino, bem como com
ditiocarbamatos e isotiocianatos em meio etanodlico, com rendimentos entre 60-90%
(AQUINO, 2007; TENORIO et al., 2005).
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Esquema 5 - Métodos de obtencéo de tiossemicarbazidas a partir de rea¢fes da hidrazina com
ditiocarbamatos, isotiocianatos e acido tiocarbamoiltioglicélico.
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As tiossemicarbazonas apresentam uma boa versatilidade como ligantes devido a
deslocalizacdo eletronica e flexibilidade configuracional da cadeia molecular desses
compostos nitrogenados, de modo a apresentar alto potencial biolégico (PRABHAKARAN et
al., 2013; MATESANZ, LEITAO e SOUZA, 2013). Além de relatos na literatura revelarem
que a substituicdo no nitrogénio terminal (N-4) das tiossemicarbazonas aumenta a
possibilidade da obtencdo desses derivados (BERNHARDT et al., 2009) e que as
propriedades biolégicas dependem principalmente dos diferentes grupos nesta posi¢do. Fato
que conduz cada vez mais a tiossemicarbazonas substituidas planejadas com satisfatorias
atividades biologicas (OUYANG et al., 2016).

3.3HETEROCICLOS BIOLOGICAMENTE ATIVOS

O foco deste trabalho estard voltado a trés grupos de compostos heterociclos: as
quinolinas, os indodis e os tiazois. Pesquisadores vem demonstrado uma gama de atividades

bioldgicas atribuidas a estes grupos, sendo elas: antifungica, anticonvulsivante, antimalérica,
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antibacteriana, analgésica, antituberculose (MARELLA, et al., 2013), anti-inflamatéria
anticancer, antinocicepitiva, antimicrobiana e antiviral (LIU, et al. 2012). A importancia
destes trés heterociclos esta relacionada com os compostos sintetizados neste estudo que, por
meio da estratégia de hibridacdo molecular, apresentam a combinacdo de dois dos nucleos

citados para a obtencdo dos derivados tiazolicos.

3.3.1 Quinolinas

A quinolina (Figura 4), ou 1-aza-naftaleno, € um heterociclo aromatico que possui um
atomo de nitrogénio em sua estrutura, classificada como uma base terciaria fraca, pode formar
sal na presenca de acidos e sofre reacGes semelhantes a piridina e benzeno, podendo reagir
por substituicdo nucleofilica ou eletrofilica. Varios compostos de origem natural e substancias
ativas, farmacologicamete, possuem o nucleo quinolinico o qual dispde de um amplo espectro
de atividades biologicas como antimalarica, antibacteriana, antifingica, anticonvulsivante,
anti-inflamatoria e analgésica (MARELLA et al., 2013).

Em trabalho apresentado por Coa e colaboradores 2015, dez derivados hibridos de
quinolina-hidrazona foram sintetizados e demonstraram potencial leishmanicida e tripanocida
(Figura 4). As moléculas sintetizadas foram avaliadas frente a forma infectante amastigota do
L. (V) panamensis, espécie de Leishmania comum na Colémbia, e Trypanosoma cruzi
parasito bastante patogénico para humanos. Os compostos 1, 2 e 3 (Figura 4) possuem
atividade frente a L.(V) panamensis com ECso na faixa de 2,6 — 21,2 mM, enquanto que 0s
compostos 1 e 4 (Figura 4) mostraram melhor atividade contra o T. cruzi que o farmaco de
referéncia utilizado (benznidazol), com ECso de 40,3 mM. Estes resultados indicam que estas
moléculas, com potencial leishmanicida e tripanocida, podem ser empregadas para o

desenvolvimento de novos farmacos biologicamente ativos.
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Figura 4 - Hibridos de quinolina-hidrazona sintetizados por Coa e colaboradores.
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3.3.2 Tiazol

Uma estrutura bastante importante na quimica dos heterociclos é o nucleo 1,3-tiazol,
utilizado, muitas vezes, na estratégia de hibridacdo molecular com a finalidade de obter novas
entidades quimicas. O scaffold desta classe € encontrado em muitos compostos sintéticos e de
origem natural com atividades bioldgicas diversas, tais como anticancer, antibacteriana,
antidepressiva, anti-inflamatoria, herbicida dentre outras FUNAKOSHI et al., 2002; LABER
etal., 1999).

O tiazol € um versatil bloco de construcdo que, permite facil acesso a diversos
derivados. Assim, nos Gltimos anos, o interesse na sintese de novos derivados de tiazol, com a
finalidade de investigacdo em atividades bioldgicas, tem crescido consideravelmente (VICINI
etal., 2003; HARMET et al., 2004).

3.4 1ISOFORMAS DA CICLOXIGENASE

O termo cicloxigenase descreve a enzima que catalisa a complexa formacdo de
peroxidos biciclicos como produtos iniciais da oxigenagdo de acidos graxos poli-insaturados,
baseado no mecanismo de biossintese de prostaglandinas proposto em 1967 por Hamberg e
Samuelson, confirmado em estudos posteriores pelos mesmos autores (MARNETT, et al,
1999).

Até 1991, apenas uma COX havia sido descrita, a isoenzima hoje chamada COX-1 ou

enzima constitutiva. Nessa época pesquisas realizadas por Simmons, Herschman e
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colaboradores, utilizando a inducdo da expressdo de um RNA mensageiro, revelaram que esse
codificava proteinas tendo uma cadeia de aminoacidos com 60% de identidade com a COX-1.
Em trabalho subsequente, foi demonstrado que esta nova proteina, chamada COX-2 ou
isoforma induzivel, € muito similar a COX-1 quanto a estrutura, mas difere substancialmente
no que diz respeito a sua expressao e biologia. A razdo para existéncia de isoformas da COX
ainda é desconhecida. Entretanto sabe-se que a COX-1 e a COX-2 sdo frequentemente co-
expressadas na mesma célula e podem atuar como partes separadas de sistemas biossintéticos
que funcionam, de alguma forma, independentemente (SMITH et al., 1996). Ambas
isoformas sdo proteinas glicosiladas, homodimericas, com grupamento heme e com dois sitios
cataliticos.

Do ponto de vista genético hd muitas diferencas entre as isoformas, a comegar pelo
fato dos genes que as expressam estarem alocados em cromossomos diferentes. A COX-1
encontra-se no cromossomo 9 e a COX-2 no cromossomo 1. A COX-1 contém 11 exons em
22 Kb, enquanto a COX-2 tem 10 exons em 8,3 Kb. O tamanho relativamente pequeno do
genoma da COX-2 encaixa-se como uma caracteristica dos genes de expressdo imediata, ou
de urgéncia (LEVAL et al., 2000).

As COX-1 e COX-2 sdo 63% idénticas e 77% similares a nivel de aminoacidos. As
maiores diferencas na estrutura primaria estdo nas regides N-terminal e C-terminal. As
estruturas terciarias e quaternarias sao visualmente idénticas. O dominio catalitico € altamente
conservado, com os residuos envolvidos na catalise ou ligacdo com grupo heme; Arg-120,
His-206, Tyr-385, His-386 e His-388 todos preservados. Uma diferenca estrutural €
encontrada na posicdo 523 do sitio ativo destas enzimas, onde tem-se uma isoleucina na
COX-1 e uma valina na COX-2 (PICOT et al. 1994 Apud: GIERSE et al., 1996). O menor
tamanho da valina cria um substancial crescimento na acessibilidade do sitio catalitico
permitindo acesso a um bolso lateral no sitio catalitico, conhecido como side-pocket. O acesso
ao side-pocket ndo é permitido estericamente pela cadeia lateral da isoleucina na COX-1
(VANE et al., 1998).

O mecanismo através do qual as duas isoformas promovem a catalise do acido
araquidonico é praticamente o mesmo, promovem a reacdo de cicloxigenacao (bis-oxigenagéo)
que converte o acido araquidénico em PGGo, e a peroxidagdo que reduz a PGG, em PGH,. O
sitio ativo é um canal ladeado por residuos hidrofébicos e inserido no maior dominio globular
da enzima (SMITH et al., 1996).
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Contudo, mais tarde constataram que a COX existe em trés isoformas distintas, a
COX- 1, COX-2 e a COX-3. A principal diferenca na estrutura primaria destas isoformas é a
presenca de 17 aminoacidos na porcdo amino-terminal da COX-1, enquanto a COX-2
apresenta 18 aminoacidos na porcao carboxi-terminal. A COX-3 é uma variacao do gene da
COX-1 e ainda ndo ha muitos estudos sobre ela. Embora sejam muito semelhantes na sua
estrutura protéica, essas enzimas sao codificadas por genes diferentes (ZHANG, 2009).

A COX-1 é expressa de forma constitutiva, e estd presente em érgdos como o
estdmago e rim, tendo por funcdo garantir a gastroprotecdo, o controle do fluxo sanguineo
renal, homeostasia dentre outras fungdes (HILARIO et al., 2006).

A COX-2 é a forma induzivel que esta associada a processos patolégicos como
inflamagdo e o cancer, embora também seja expressa de maneira constitutiva em alguns
tecidos, como na macula densa e em células intersticiais da medula renal (KUMMER et al.,
2002; REIS et al., 2011, KOWALSKI & STEVENSON, 2013). Ja a COX-3 esta presente no
sistema nervoso central e na aorta.

Estudos demonstram que as diferentes isoformas da ciclooxigenase (COX) diferem
em sua expressdo, localizacdo tecidual, e inducdo durante inflamagdo. A COX-1 é expressa
constitutivamente sob condicdes basais na maioria das células, principalmente em células
endoteliais vasculares, plaquetas, tubulos coletores do rim, estbmago e musculo liso. A
expressdo tecidual da COX-1 é consistente com suas fungdes fisioldgicas, visto que, participa
da biossintese de vérias prostaglandinas responsaveis pela regulacdo homeostatica na maioria
dos sistemas do organismo humano. Sua ativacdo conduz, a producdo de prostaciclina pelas
células endoteliais vasculares, que atua como potente inibidor da agregacdo plaquetaria; e
quando associada a prostaglandinas da série E, inibem a secrecdo de acido géastricos, exibindo
entdo sua acao citoprotetora (WILLOUGHBY, MOORE e COLVILLE-NASH, 2000; VANE
e CORIN, 2003).

Adicionalmente, os niveis de COX-2 sdo reduzidos ou praticamente indetectaveis
nos tecidos normais em mamiferos, porém mostram-se elevados nos estados inflamatorios
clinicos. A ativacdo da COX-2 ocorre por meio de diferentes estimulos inflamatérios e
citocinas em células migratorias do sistema imunolégico (MILLER, 2006).

A ciclooxigenase-2 (COX-2) ¢é considerada uma potente proteina alvo no tratamento
da inflamacao, e isto se deve a sua superexpressao nos processos inflamatérios (BHAT et al.,
2014; BUSKENS et al., 2003).

3.5 LEISHMANIOSES


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014299916304927?np=y
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0014299916304927?np=y
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As leishmanioses sdo doengas causadas por muitas espécies de protozoarios
flagelados do género Leishmania spp. sendo transmitidas a diversas espécies de mamiferos
por advento da picada de vetores dipteros oriundos da familia Psychodidae. Estas doencas
mostram varias manifestacdes clinicas, desde Ulceras localizadas (tegumentar) até lesdes nas
mucosas ou Orgdos internos (visceral) (WHO, 2019). Ambas as formas clinicas sdo
determinadas tanto pela espécie de Leishmania quanto por caracteristicas do hospedeiro
associados a resposta imune (BEVERLEY, 2003). Ademais, a distribuicdo e gravidade dos
sintomas variam geograficamente em resposta as caracteristicas locais do ciclo de transmissao,
tais como, variaces ambientais (clima), existéncia da circulacdo de outras espécies do
parasito na mesma regido, mudancas na distribuicdo de espécies de reservatorios e vetores,
migracbes humanas, transmissdo de outros agentes infecciosos e presenca de doencas
subjacentes (SVS, 2010).

3.5.1 Ciclo de vida da Leishmania spp

As leishmanioses sdo principalmente zoonoses de animais silvestres como
marsupiais, roedores, desdentados, carnivoros ou primatas, excetuando a transmissao
antroponotica (humano — vetor — humano), de varias espécies de Leishmania em locais da
Asia e Africa (READY, 2014; REITHINGER et al., 2010). Animais domésticos podem ser
contaminados em menor frequéncia e 0os humanos sdo considerados hospedeiros acidentais e
pouco relevantes na manutencdo natural dos parasitas (COSTA et al., 2000; QUINNELL
AND COURTENAY, 2009; ROQUE et al., 2014; SVOBODOVA et al., 2003).

O parasita em sua forma amastigota (sem flagelo), nos animais vertebrados,
localiza-se no interior das células do sistema fagocitico nuclear, majoritariamente nos
macrdfagos, e depende de um diptero vetor para ser transmitido a outro hospedeiro
susceptivel. Mais do que 50 espécies de dipteros da familia Psychodidae (género Phlebotomus
na Europa, Asia e Africa e Lutzomyia nas Américas) sdo apontadas como vetores do parasita
(MYLER AND FASEL, 2008). Quando um vetor faz o repasto sanguineo em um reservatorio
infectado, as células infectadas lisam liberando as formas amastigotas no tubo digestivo do
inseto. Os parasitos amastigotas modificam-se para a forma flagelada (promastigotas
prociclicos) com potencial de replicacdo e adesdo ao intestino do vetor (Figura 5). Por varios
anos, creditou-se a clonagem a replicacdo dos promastigotas; contudo existem evidéncias

experimentais que algumas espécies de Leishmania, durante seu desenvolvimento no vetor,
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realizam intercAmbio genético compativel com um ciclo sexual (AKOPYANTS et al., 2009).
Essa forma infectante passa por transformacdes bioquimicas, genéticas e fisioldgicas as quais
impedem a proliferacdo e alteram moléculas da membrana celular, por exemplo, a expressdo
de lipofosfoglicano (LPG), processo conhecido por metaciclogénese. Os promastigotas
metaciclicos viajam do epitélio do intestino médio até a faringe e cavidade bucal do vetor,
regido onde serdo transmitidos ao hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo
(ANTINORI et al., 2012; BANULS et al., 2007; BEVERLEY, 2003; JHINGRAN et al., 2008)
(Figura 5). Apds a picada do vetor infectado, os promastigotas metaciclicos adentram na pele
dos vertebrados (macrdfagos e células de Langerhans), nas células do sistema fagocitico-
mononuclear residentes, e em neutréfilos, utilizando principalmente os mecanismos da
fagocitose mediada por receptores (de fatores de complemento CR1 e CR3, Fcy (FcyRII-B2),
manose e fibronectina, entre outros) (MARTINEZ & PETERSEN, 2014).

Os promastigotas internalizados, nos macréfagos, localizam-se no fagolisossomo ou
vaclolo parasitéforo, vesicula oriunda da fusdo do fagossomo e lisossomos (AMER &
SWANSON, 2002; VRAY, 2002), onde perdem o flagelo (forma amastigota) e replicam-se
até lisarem o macrofago e invadir novas células vulneraveis (macréfagos, células dendriticas,
entre outras) (Figura 5). Na etapa seguinte, os amastigotas, localizados dentro das células
dendriticas e outras células apresentadoras de antigeno, sdo levados aos linfonodos de
drenagem mais proximos do local da infeccdo, onde seguem com os ciclos de replicacdo e
reinfeccdo, favorecendo a disseminagdo do parasita e o desenvolvimento de uma resposta
imune adaptativa dependente de linfécitos B e T (GOLLOB et al., 2014).
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Figura5 - Ciclo de vida de protozoérios do género Leishmania sp. Adaptado de (WHO, 2019).
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3.5.2 Manifestacdes clinicas das leishmanioses

Leishmaniose cutanea (LC) é uma forma clinica mais comum com sintomas que se
manifestam entre dois a trés meses apds a picada do inseto, entretanto esse tempo pode variar
entre duas semanas e dois anos (SVS, 2010). As lesdes da LC, no geral, sdo ulcerativas ou
nodulares limitando-se as areas expostas do corpo perto do local de entrada do parasita e, em
boa parte dos casos, curam-se espontaneamente. J4 a leishmaniose cutdnea difusa (LCD),
apresentam lesfes nodulares, de tamanho variavel, e localizam-se em lugares distantes do
local de entrada (REITHINGER et al., 2007; SVS, 2010). Fortuitamente, a doen¢a cutanea
evolui e atinge as mucosas, gerando a leishmaniose muco-cutanea (LMC); essas complicacdes
crbnicas podem vir a tona meses ou anos apds as primeiras feridas terem sido curadas. A
origem da LMC ndo esté elucidada, mas sabe-se que a doenca destrdi os tecidos de nariz, boca,
oro e nasofaringe e palpebras, exibindo complicacdes frequentes atribuidas as infeccBes
secundarias e a desnutricdo; além disso, as lesbes sdo de dificil tratamento (GOTO &
LAULETTA LINDOSO, 2012; MCGWIRE & SATOSKAR, 2013). No entanto, algumas
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espécies do parasita possuem tropismo por baco e figado, ocasionando a leishmaniose visceral
(LV), manifestacdo clinica mais severa a qual pode chegar a ser letal caso ndo seja tratada
corretamente. Principalmente em algumas regides da Africa e Asia, 0s pacientes acometidos
com a LV e diagnosticado, previamente, podem apresentar manifestacbes na derme
caracterizadas por maculas, papulas ou nodulos infiltrados (post-kala-azar ou LPK), avaliada
como uma sequela do tratamento das manifestagoes viscerais (WHO, 2012).

Espécies como a L. (L.) major e L. (L.) tropica, na Asia, Africa e Europa, e L. (V.) braziliensis,
L. (L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis, L. (L.) mexicana e L. (V.) panamensis, nas Américas,
provocam leishmaniose tegumentar (LC, LCD, LMC) e uma grande diversidade de espécies
estdo presentes na regido amazonica (GOTO & LAULETTA LINDOSO, 2012). Imputa-se a
L. (V.) braziliensis o maior nimero de casos registrados de LC nas Américas (OPS, 2014).
Essa espécie esta relacionada também com o desenvolvimento de LMC, enquanto o principal
agente etiologico da LCD ¢é L. (L.) amazonensis. Por outro lado, L. donovani e L. chagasi séo

as espécies relacionadas mais frequentemente com a ocorréncia de LV (WHO, 2019).

3.5.3 Leishmania (L.) amazonenses

A Leishmania (L.) amazonensis, faz parte do subgénero Leishmania, complexo
Leishmania mexicana, e € uma espéecie endémica em varios paises da América, provocando
uma vasta diversidade de manifestagdes clinicas em humanos (leishmaniose cutanea, muco-
cutanea, ou, em casos raros, visceral) (SOONG, 2012). A transmissdo dessa espécie ocorre,
principalmente, em areas de florestas primarias e secundarias, contudo nos ultimos 10 anos
houve ocorréncia de casos em novas areas (AZEREDO-COUTINHO et al., 2007), algumas
vezes apresentando manifestacdes clinicas atipicas (SANDOVAL-JUAREZ et al., 2014).

3.5.4 Diagnostico e tratamento

Controlar a leishmaniose é dificil porque grande parte dos reservatorios possuem
habitos silvestres e a dificuldade em localizar os criadouros dos flebotomineos na natureza,
estd atrelada ao pequeno tamanho das formas imaturas (média de 1 mm) e seus habitos
terrestres. Medidas de controle baseadas na reducdo do contato entre as formas adultas do
inseto e os seres humanos, no diagnostico e tratamento precoce dos casos e nas atividades de
educacao em salde, sdo recomendadas (SVS, 2010; WHO, 2012; WHO, 2019).



40

Tratar e diagnosticar as leishmanioses torna-se dificil pois necessita-se de métodos
dispendiosos e/ou toxicos; sem mencionar a auséncia de uma vacina efetiva para humanos.
Somada a isso, a leishmaniose tegumentar possui formas clinicas variaveis que nao
apresentam sintomatologia especifica e podem ser confundidas com outras patologias como a
lepra, a sarcoidose, o cancer ou infeccdes bacterianas e fungicas (WHO, 2012; WHO, 2019;
ZELEDON, 1992). E é por esses motivos que todos os casos provaveis de leishmaniose
devem ser confirmados por meio de testes diagnosticos especificos (WHO, 2019). Tais testes
sdo baseados na observacdo direita do parasita obtido por meio de biopsias, aspirados,
raspagens ou esfregacos das lesdes. O material coletado pode ser utilizado para analise
microscépica, estabelecimento de culturas ou diagnostico por técnicas moleculares
(REITHINGER et al., 2007). A deteccdo de &cidos nucleicos por métodos moleculares
baseados na PCR aumentam a especificidade e sensibilidade do diagnostico e permitem
diferenciar as espécies; esse fato é importante principalmente nas regides endémicas onde
circulam vérias espécies do parasita, mas esses métodos moleculares ainda ndo séo
ferramentas custo-efetivas, nem acessiveis para o diagndstico rotineiro (OPS, 2013). No
entanto, nem o teste cutdneo da leishmanina tampouco os testes soroldgicos, mostram-se
eficientes no diagnostico da LC; por possuirem baixa sensibilidade e especificidade, além de
ndo diferirem infeccdes antigas de infecces atuais. E isso € preocupante uma vez que 0S
testes da leishmanina sdo utilizados nos estudos epidemiolégicos como um indicador de
exposicdo a doenca. Para diganosticar a LCM, ambos 0s tipos de testes sdo Uteis e 0s tipos
diretos sdo importantes para confirmar o diagndéstico da LCD (OPS, 2013; OPS, 2014; WHO,
2019). A visualizacdo microscépica do parasita em aspirados teciduais, os testes sorolégicos,
a deteccdo de antigenos e as técnicas moleculares sdo utilizados como métodos diagndésticos
paraa LV (OPS, 2013; QUINNELL & COURTENAY, 2009; READY, 2014).

O sucesso no tratamento da leishmaniose tegumentar depende da espécie do parasita
envolvida e regido geografica; por exemplo, a maior parte das infec¢bes (particularmente com
L. major) apresenta percentual de cura espontanea < 50%, todavia a ocorréncia de parasitas
resistentes aos farmacos de referéncia é mais recorrente em regides com transmissao
antropondtica, enquanto as formas clinicas mais graves (LMC e LCD) aparecem mais no
continente americano. Os tratamentos locais sugeridos incluem a termoterapia e a
paramomicina, enquanto as opg¢des disponiveis para o tratamento sistémico incluem os
antimoniais pentavalentes, a pentamidina, o sulfato de paromomicina, a miltefosina e o
cetoconazole (OPS, 2013; WHO, 2019).
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O tratamento da LV adota como protocolo, hd mais de 70 anos, a administracdo de
antimoniais pentavalentes, como primeira escolha, e no caso de ineficcia terapéutica, a
pentamidina ou anfotericina B (a anfotericina lipossomal, introduzida em 1994, tem mais
eficiéncia, mas um custo alto). Em 2002, a miltefosina passou a ser utilizada para o
tratamento da LV, e o alopurinol, testado como alternativa para o tratamento.

Frequentemente se registram falhas terapéuticas, parasitas resistentes aos farmacos,
desisténcia dos pacientes ao tratamento ou efeitos colaterais graves que dificultam o controle
efetivo da doenca (OPS, 2013; OUELLETE et al., 2008; ZAULI-NASCIMENTO et al., 2010).
Um grande obstaculo a ser superado para controlar a doenca € a auséncia de estratégias
antiparasitarias que incluam os variados tipos de patogénese e considerem variaveis como;
densidade parasitaria, viruléncia, citotoxicidade, a natureza da resposta imune, autoimunidade

e os efeitos potenciais das doencas subjacentes do hospedeiro (OUELLETE et al., 2008).

3.5.5 Miiltefosina

Conhecida no inicio como hexadecilfosfocolina, ha aproximadamente 30 anos, a
miltefosina, um éster lipidico largamente empregado na terapéutica oncolodgica, fez sucesso
no tratamento de cancer de mama, onde o alvo farmacologico tratava-se da membrana
plasmatica ao invés do ndcleo (EIBL; UNGER, 1990; WESTPHAL, 1987). No século
seguinte, na india, a miltefosina foi catalogada como farmaco indicado para tratamento de LV
depois de ser submetida a ensaios clinicos e demonstrar atividade terapéutica semelhante a
anfotericina B; no entanto havia um diferencial importante entre esses medicamentos, a
miltefosina poderia ser administrada por via oral.

A miltefosina é um analogo estrutural de fosfolipidios farmacologicamente ativos
contra diversas espécies de Leishmania, incluindo as causadoras das formas cutaneas (CROFT,;
ENGEL, 2006). Segundo Dorlo e colaboradores 2012, atribui-se que a miltefosina atue
biologicamente provocando distdrbios na sinalizacdo celular dependente de lipideos,
induzindo a expressdo de Oxido nitrico sintase 2 para produzir 6xido nitrico e formar radicais
livres, conduzindo, assim, o parasita a morte (semelhante a apoptose). Ademais, ela também é
capaz de reverter a resposta celular em macrofagos infectados para o Thl, auxiliando no
combate aos parasitas por meio da inducdo de IFN-y (WADAHONE et al., 2009)



4. PARTE EXPERIMENTAL
4.1 MATERIAIS E REAGENTES

Foram utilizados os seguintes reagentes e solventes para obtencdo dos compostos
intermediarios (tiossemicarbazonas): a tiossemicarbazida comercial, os aldeidos selecionados
(2-quinolinacarboxaldeido, 3-quinolinacarboxaldeido, 4-quinolinacarboxaldeido e o 3-indol-
carboxaldeido) acido acético glacial e o etanol. Ja para as moléculas finais, os tiazois, foram
utilizados os seguintes insumos: os derivados tiossemicarbazonas obtidos na primeira etapa
do trabalho, 2-bromo-acetofenona correspondente, etanol, éter etilico, éter de petroleo,
acetona, agua deslitada, n-hexano e acetato de etila. Todos os materiais e reagente utilizados
foram comprados da Sigma-Aldrich, Acros, Vetec e Dinamica estando dentro das
especificagOes para PA ou PS. Na cromatografia em camada delgada foram utilizadas placas

de silica gel 60 Merck F254, de 0,25 mm de espessura.

4.2 EQUIPAMENTOS

A pesagem dos reagentes foi feita utilizando balanca analitica da Bioprecisa, modelo
FA2104N com quatro casas decimais de precisdo. Para revelar as placas cromatogréaficas foi
utilizada uma camara de revelacédo ultravioleta, com dois comprimentos de onda (254 ou 365
nm), da marca Vilber Lourmat modelo CN15.LC (LQIT/UFPE). Utilizou-se um evaporador
rotativo da marca IKA moledo RV10.0s pontos de fuséo foram determinados em fusidémetro
Quimis, modelo 340.27 (LQIT/UFPE) e as amostras foram carregadas em tubo capilar
Modelo Quimis 340 (Quimis, Brasil). J& na caracterizacdo estrutural dos compostos
intermediarios e finais, foram utilizadas as analises de Espectrometria de Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN H) e de Carbono (RMN *3C), realizados em
aparelhos Varian UnityPlus 400 MHz para 'H e 100 MHz para *3C, e Espectroscopia de
absorcdo vibracional na regido do Infravermelho médio com Transformada de Fourier (de
4000 cm™ a 400 cm?), em pastilhas de KBr. Para a construcdo das estruturas quimicas foram
utilizados o ChemDraw Ultra versdo 12.0.2.1076 da CambridgeSoft, e o0 ChemSkecth / NMR
Processor Academic Edition versdo 12.01 da Advanced Chemistry Development, Inc.

(ACD/Labs), o Avogadro verséo 1.2 e o Spartan.

4.3 METODOLOGIA
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As etapas da sintese e o0s dados fisico-quimicos das novas moléculas
tiossemicarbazonas e tiazdis foram realizadas no Laboratério de Quimica e Inovacao
Terapéutica (LQIT), do Departamento de Antibidticos — CCB / UFPE. A caracterizacdo
estrutural por meio do RMN *H e 3C, foi realizada na Central Analitica do Departamento de
Quimica Fundamental — DQF/ UFPE e no Laboratério de Combustiveis que fica no
Departamento de Engenharia Quimica — DEQ — UFPE, foram feitas as analises de
Infravermelho. Até o presente momento foram sintetizadas 50 moléculas nas quais 25 dessas
estdo com as caracterizagBes fisico-quimicas, estrutural e estudo in silico completas e

descritas neste manuscrito de qualificagéo.

4.3.1 Etapasde sintese dos compostos tiossemicarbazonicos e tiazdlicos.

A sintese das novas entidades quimicas foi baseada nas metodologias descritas por
OLIVEIRA et al. (2016), para as tiossemicarbazonas, e CARRADORI et al. (2014) para o0s

tiazois finais (Esquema 6).

Esquema 6 - Metodologia para obtencéo dos intermediarios tiossemicarbazénicos e dos produtos finais tiazolicos.
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2
\H NH, R N

R H > N NH,
H

Temp. ambiente

onde R: ~
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4.3.1.1 Sintese dos intermediarios tiossemicarbazoénicos LQIT-JF

Em um de reacdo foram adicionados os reagentes tiossemicarbazida/aminotioureia

(0,2 mmol), juntamente com o respectivo aldeido aromaticos (0,1 mmol) em 10 mL de etanol



44

e 15-20 gotas do &cido acético glacial que agiu como catalisador. A reacdo ocorreu a
temperatura ambiente, sob agitacdo magnética com duracdo de 2 a 6 horas de reacéo.
Confirmado através de placa CCD (sistema de eluicdo 1:1 hexano/acetato de etila ou 4:6
hexano/acetato de etila) e com a observacdo da presenca de precipitado no baldo, o produto
obtido foi filtrado, e quando necessario, lavado com éter etilico ou éter de petréleo. Em
seguida foi seco em dessecador para posterior caracterizacdo fisico-quimica e estrutural.

4.3.1.2 Sintese dos compostos finais tiazolicos LQIT-JF

Em um baldo de reacdo foram adicionados 0s reagentes intermediarios
tiossemicarbazonicos (0,1 mmol), a 2-bromo-acetofenona correspondente (0,1 mmol) e em
seguida 10 mL de etanol. A reacdo ocorreu sob temperatura de refluxo do EtOH, sob agitacéo
magnética com duracao de 4 a 12 horas de reacdo. Confirmado através de placa CCD (sistema
de eluicdo 6:4 hexano/acetato de etila ou 8:2 hexano/acetato de etila) foi adicionada &gua
destilada ao meio reacional (esse procedimento foi usado apenas nos produtos que nao
formaram precipitado) para promover precipitacdo e assim ser possivel filtrar o sélido
formado (produto final). Ainda assim algumas moléculas formaram um sélido com baixa
granulometria os quais passaram pelos poros do papel filtro inviabilizando a técnica de
separacdo empregada. Nesse caso, apés a adicdo da &gua destilada, os produtos foram
evaporados em evaporador rotativo com temperaturas abaixo dos 60° C para a obtencdo do
precipitado. O produto obtido foi filtrado, e quando necessario lavado com éter etilico ou éter
de petroleo. Em seguida, foi seco em dessecador para posterior caracterizagdo fisico-quimica

e estrutural.

4.4 MODELAGEM MOLECULAR

As estruturas de todos os 22 compostos foram otimizadas aplicando o méetodo semi-
empirico de quimica quantica RM1 (ROCHA, et al., 2006), disponivel no programa
SPARTAN 08’ (“Spartan ‘08 Tutorial and User’s Guide”, 2008), utilizando critérios de

convergéncia padréo.

Os célculos de docking molecular foram realizados frente as enzimas ciclooxigenase-1
(COX-1) e ciclooxigenase-2 (COX-2), utilizando como alvo as estruturas de codigos SWBE
(CINGOLANI et al., 2017) e 1PXX (ROWLINSON et al., 2003), respectivamente.
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Foi realizado um alinhamento prévio entre as estruturas e desta forma, o sitio ativo
para ambas as enzimas foi definido como os residuos de aminoécidos dentro de um raio de 9
A, a partir do ligante “Mofezolac”, co-cristalizado com a estrutura da enzima COX-1. Os

calculos de docking foram realizados utilizando o programa GOLD (JONES et al., 1997).

4.5 AVALIA(;AO DA ATIVIDADE BIOLOGICA
45.1 Citotoxicidade

A citotoxicidade em células de mamiferos foi avaliada através de ensaios com MTT (3
- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo difenil tetrazolio). Esse ensaio baseia-se na reducdo dos
sais amarelos de tetrazdlio 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 serd a proporcdo de reducdo do MTT e maior sera a

absorbancia.

Os macrdfagos da linhagem RAW 264.7 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 COj, para aderéncia. Apl0s esse tempo, os compostos foram adicionados nas
concentraces de 6 a 200 pg/mL e incubados novamente por um periodo de 48h. Foram
utilizados pocos apenas com meio de cultura como controle negativo. Apos a incubacdo foi
acrescentado 25uL de MTT a 5mg/mL em PBS, seguida de uma nova incubagéo por 2h, a
37°C e ao abrigo da luz. Parte do meio de cultura juntamente com o restante de MTT foi
aspirado e 100pL de DMSO foi adicionado por poco para solubilizacdo dos cristais de
formazan resultantes da reducdo do MTT. Foi realizada a leitura da absorbancia a 570 nm no
espectrofotbmetro THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. A concentracdo citotoxica para
50% da cultura (CCsp) foi determinada por analise de regressao pelo software GraphPad Prism.

Cada ensaio foi realizado em triplicata.

4.5.2 Promastigotas

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

exponencial de crescimento foram utilizados em todos o0s experimentos.

Para o0 ensaio de atividade leishmanicida, os parasitas foram contados e diluidos em
meio Schneider’s (Sigma) completo a 1 x 108 células/mL. Os parasitas foram incubados a
26°C na presenca de diferentes concentrages dos compostos LQIT/JFs (1,5 a 200pug/mL) por
72h. Parasitas incubados apenas com meio de cultura e com Miltefosina foram utilizados
como controle negativo e positivo, respectivamente. O crescimento celular foi avaliado e a

ICs0/72h foi determinada por andlise de regressdo. Cada ensaio foi realizado em triplicata.

4.5.3 Amastigotas de Leishmania sp

Para esta avaliacdo, macréfagos RAW 264.7 foram distribuidos em placas de 24 pocos
(3 x 10° células/mL) contendo uma laminula redonda estéril. Os macréfagos foram incubados
para aderéncia por 2h, a 37°C e atmosfera com 5% de CO,. Ap0s essa incubacéo inicial foram
acrescentadas promastigotas infectivas de L. amazonensis na propor¢do de 8 parasitas/
macrofago, por um periodo de 6h, a 37°C e 5% de CO». Os parasitas ndo internalizados foram
removidos por lavagem e a cultura foi incubada novamente na presenca de diferentes
concentracfes dos compostos (6 a 200 pg/mL) por 24h, a 37°C e 5% de CO,. A miltefosina
foi utilizada como controle positivo, nas mesmas concentracbes dos compostos. Apds a
incubacdo, as laminulas contendo a cultura foram lavadas com PBS, coletadas e coradas com
kit de coloracdo Panético Rapido. A porcentagem de macrofagos infectados, bem como o
numero de amastigotas/macréfagos foi determinada pela contagem de 100 macrofagos, em
duplicata. A atividade leishmanicida dos compostos foi verificada pela diminuigdo no nimero
de macrdfagos infectados e de amastigotas intracelulares nas culturas tratadas em comparacéo
com a cultura controle sem tratamento. Os valores de 1Cso foram calculados por analise de

regressdo utilizando o software GraphPad Prism.



47

5. RESULTADOSE DISCUSSAO

A seguir descreveremos os resultados experimentais do estudo quimico, da modelagem

molecular e da avaliagdo bioldgica dos novos derivados tiazélicos sintetizados.

Esquema 7 - Mecanismo geral para formagdo dos intermediarios tiossemicarbazénicos LQIT-JF.

Na primeira etapa houve a reacdo da tiossemicarbazida com os aldeidos aromaticos

(Esquema 7) selecionados nas condigdes especifica, ja demonstradas anteriormente para
obtengdo das tiossemicarbazonas. A partir deste momento foram obtidas quatro novas

tiossemicarbazonas conforme Figura 6.

Figura 6 - Intermediarios tiossemicarbazonicos LQIT-JFs.

LQTI-JF-85

Casas et al (2000) mostraram que as tiossemicarbazonas ndo substituidas na posi¢ao

N4 apresentam estrutura praticamente planar, com o d&tomo de enxofre em posi¢do anti-
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periplanar em relacdo ao &tomo de nitrogénio da imina (Figura 7). Isto ocorre principalmente
porque nesta conformacdo aumentam as chances da ocorréncia de ligacdo de hidrogénio
intramolecular entre o nitrogénio da imina e os hidrogénios da porcao tioamida, considerando
também que os efeitos estéricos e eletronicos contribuem para chegar a este arranjo estrutural
(TENORIO et al, 2005; AQUINO 2007). Essas inferéncias puderam ser confrontadas com os
dados tedricos encontrados no estudo computacional dos intermediarios que apresentaram

menor energia de formacéo para as configuracdes e conformag0es presentes na Tabela 1.

Figura 7 - Estrutura da tiossemicarbazona nas conformacdes sin e anti-periplanar com destaque paraa
possibilidade da ligagdo de hidrogénio da porcao tioamida com o nitrogénio da imina.
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Tabela 1 - Configuracdo, conformacao e energias de formacéo dos intermediarios tiossemicarbazonicos.
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Cadigo Isbmero Z Isbmero E
Sin Anti Sin Anti
LQIT-JF-
73 } E r I x
TN
(%
¢
(%
(4
385,43 kJ.mol* 335,56 kJ.mol* 376,21 kJ.mol* 361,37 kJ.mol*
LQIT-JF-
74
o (%
©
(%
387,07 kd.mol* 344,07 kJ.mol* 367,46 kJ.mol* 353,97 kJ.mol*
LQIT-JF-
75
C ‘ C
393,66 kJ.mol* 348,38 kJ.mol* 403,62 kJ.mol* 376,48 kJ.mol*
LQIT-JF- ,
85

342,92 kJ.mol?

%

296,69 kJ.mol*

C
321,57 kJ.mol?

(¥

320,79 kJ.mol?
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A Tabela 1 apresenta informactes que podem ser relacionadas com os achados
encontrados por Tenoiro e colaboradores, 2005 e Aquino 2007 que sugerem a conformacao
anti-periplanar, para as tiossemicarbazonas ndo substituida no nitrogénio iminico (N4), como
sendo a conformacédo de menor energia. Ainda analisando a Tabela 1, A conformagéo anti do
isbmero Z foi a mais estavel para os quatro compostos. A diferenca energética entre as
conformacdes mais estaveis para cada isdmero varia entre 9,90 kJ/mol (LQIT-JF-74) a 28,10
kJ/mol (LQIT-JF-75). Este resultado corrobora com Moreira e colaboradores 2014, em que
uma série de 24 moléculas, também da classe das iminas apresentou a configuracdo E como a
mais estavel espacialmente. E possivel observar que todas as estruturas geradas na
conformacdo anti-periplanar apresentaram energias mais baixa quando comparadas com sua
estrutura andloga na conformacéo sin-periplanar.

Outra forma de evidenciar a preferéncia por esse arranjo molecular € através da técnica
de RMN *H dos compostos. Na Figura 8 é possivel verificar o aparecimento de dois sinais
largos com area integral relativa a um hidrogénio para cada sinal nas moléculas LQIT-JF-73,
74, 75 e 85. Apesar de serem hidrogénios oriundos do mesmo &tomo de nitrogénio, S=C-NH_,
eles estdo em ambientes quimico e magnetico diferentes, possivelmente por causa da
conformacdo adotada em funcdo da ligacdo de hidrogénio intramolecular que se formar,

caracterizando estes protons como sendo diastereotopicos.

Figura 8 - Regido do espectro de RMN 1H evidenciando a ocorréncia dos hidrogénios diastereotopicos nos
intermedidrios tiossemicarbazonicos.

JF-85.1h
a

T
-

......................................
8.50 845 8.40 835 830 825 820 815 810 805 8.00 f7(95 )790 785 780 775 770 765 7.60 7.55 7.50 7.45 7.40
ppm



o1

Ainda analisando os intermediarios, ha um sinal crucial no espectro de RMN H que
indica a formacdo ou ndo das tiossemicarbazonas propostas nesse estudo. Com a
multiplicidade de singleto e aparecendo numa faixa de 8.20 — 8.89 ppm esse sinal é
caracteristico do hidrogénio azometinico formado durante o ataque nucleofilico da porgéo
imina da tiossemicarbazida a carbonila do aldeido (VENKATACHALAM et al., 2017). Este
mesmo carbono azometinico contribui para um equilibrio dinamico das formas isoméricas Z e
E contudo, as tiossemicarbazonas obtidas a partir de aldeidos estdo majoritariamente na
conformagdo E (COSTA et al., 2003; TENORIO et al., 2005). Resultados semelhantes
relacionados ao isomerismo geométrico encontrado neste trabalho foi reportado por Oliveira e
colaboradores 2015, onde a auséncia de duplicidade de sinal na regido do hidrogénio
azometinico sugere a formacdo de um anico isdbmero de configuracdo E. Nas analises de
RMN !H e 3C para as tiossemicarbazonas LQIT-JF-73, 74, 75 e 85, ndo foi possivel
identificar o aparecimento de outras evidéncias que caracterizassem a formacdo de isdmeros,
sugerindo que a estrutura formada tem configuracéo E.

As quatro tiossemicarbazonas obtidas, reagiram com acetofenonas especificas
originando novos compostos tiazélicos. A formacdo destes novos compostos segue O

mecanismo de reacao proposto por Hantzsch e esta representado no Esquema 8.

Esquema 8 - Mecanismo sugerido para formagao dos derivados tiazolicos LQIT-JFs.
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Afim de elucidar de forma mais exata e precisa as estruturas dos compostos tiazélicos
obtidos, foram realizadas analises de RMN de H! e C® convencionais e as técnicas
bidimensionais homonucleares e heteronucleares COSY, HSQC, HMBC e NOESY dos
compostos LQIT-JF-76, LQIT-JF-81 e LQIT-JF-99. Uma analise preliminar dos espectros
unidimensionais sugere a formacdo de uma nova entidade quimica com quantitativo de
hidrogénio correspondente a estrutura proposta para o composto LQIT-JF-76. A Figura 9
mostra o espectro de hidrogénio do composto LQIT-JF-76 junto ao intermediario LQIT-JF-73
evidenciando as semelhancas, diferencas e os indicios da formacdo de uma nova molécula
proposta por este trabalho.

Figura 9 - Espectro dos compostos LQIT-JF-73 (em verde) e o LQIT-JF-76 (vermelho) com linhas tracejadas
mostrando os deslocamentos dos sinais da tiossemicarbazona com relacdo ao tiazol. As sinaliza¢des indicam o
deslocamento e surgimento de sinais.
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O derivado tiazolico LQIT-JF-76 apresenta novos sinais como o dubleto para dois
hidrogénios na posi¢cdo orto proximos a 7.88 ppm, o tripleto para dois hidrogénios em meta
com deslocamento de 7.42 ppm e o tripleto para um hidrogénio localizado em para com valor
de 7.31 ppm todos referentes a porgdo benzilidénica ou benzilica da molécula. Além destes
sinais ha um singleto um pouco sobreposto na regido de 7.42 ppm que fora atribuido ao
proton da porcdo tiazdlica da molécula. Esse sinal, especificamente, € um significativo
indicador de que a tiossemicarbazona reagiu para formar um composto tiazélico. Também
houve alteracdo no sinal N-H hidrazinico no qual este apresentou elevada desblindagem,
deslocando-se de 11.79 ppm para 12.63 ppm quando formado o tiazol. Os outros sinais que
ndo foram destacados na Figura 9, permaneceram sem alteracbes significativas com a
formacgéo do composto LQIT-JF-76.

O espectro de RMN *3C para o LQIT-JF-76 é apresentado na Figura 10 com seu
respectivo intermediario. Avaliando os sinais presentes no intermediario e no composto final,
pode-se observar o sinal em 178.94 ppm (laranja), correspondente ao C da carbotioamida do
composto tiossemicarbazénico sendo deslocado, apés a ciclizagdo, para 167.64 ppm (laranja)
formando uma nova ligacdo dupla com o C=N do anel tiazdlico. Outro importante sinal
presente no espectro de *C esta em 104.39 ppm (azul) no espectro 1, este sinal é atribuido ao
metileno do tiazol que poderd ser encontrado nos espectros bidimensionais de HSQC e
HMBC. Além desses sinais, uma evidéncia bem sutil, pode ser destacada (em amarelo) no
espectro do LQIT-JF-76, posteriormente confirmada no HMBC, o carbono quaternario C4 do
anel tiazolico. Esse carbono tem um deslocamento de 150.58 ppm e é bastante discreto no
espectro unidimensional, sendo mais um indicativo de que o composto final foi formado. Tais
evidéncias também foram constatadas por Braga et al, 2016 que encontrou deslocamentos de

150.7 ppm para o0 C4 do tiazol e 104.5 ppm para o C-H desta mesma regido estudada.
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Figura 10 - Espectro de RMN 13C do LQIT-JF-73 (2) e LQIT-JF-76 (1) com sinalizag¢6es correspondentes dos
picos com os carbonos.
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As informagdes obtidas com a analise do espectro de RMN 'H e 3C indicam a
formacgdo de uma nova molécula a qual sera reafirmada, com maior precisdo, pelas analises
dos espectros bidimensionais (COSY, HSQC e HMBC). A Figura 11 apresenta a estrutura da
molécula LQIT-JF-76 e 0 COSY com os referentes picos cruzados indicando os hidrogénios

que acoplam h& uma distancia J® (Figura 11).

Figura 11 - Estrutura do composto LQIT-JF-76.
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A analise do espectro bidimensional COSY 'H-H revela que o préton azometinico
localizado em 8.21 ppm, conforme estrutura elucidada na Figura 11, bem como o tiaz6lico em
7.41 ppm, ndo possuem uma correlagdo cruzada com nenhum outro hidrogénio presente na
molécula proposta. Tais auséncias de correlacdes reforcam as implicacdes feitas sobre esses
sinais no espectro unidimensional de hidrogénio, onde esses se apresentam com
multiplicidade de singleto para um hidrogénio cada. Outra correlagcdo importante € entre o
sinal em 7.31 ppm (J= 7.52 Hz) com multiplicidade de tripleto para um hidrogénio, e o sinal
em 7.42 ppm (J= 7.44 Hz), também um tripleto com integral para dois hidrogénios, indica o
acoplamento entre os protons caracteristicos da regido benzililica da molécula.

O espectro gerado pela técnica do HSQC (Figura 12) revelou, de forma exata, quais
carbonos e hidrogénios estdo ligados de maneira geminal, ou seja, a uma distancia de ligagdo
Jt. Com isso foi possivel confirmar algumas predicGes feitas nos espectros de RMN *H e 3C
onde atribuiu-se 0s seguintes deslocamentos quimicos para 0s protons da porcdo azometinica

e tiazolinica.

Figura 12 - HSQC do LQIT-JF-76.

.1 I

AJJ\Jﬁ“f L_NM%__MA_AJ N

{7.4229,104.3893}
~
® 105

|
T

P0126_39.HSQC

-110

L115
{8.0361,116.9205} _

| &

L1200
E
&
&
]

{7‘8531’125.50@;: 57.8858,125.2330} 125

3 {7.9886,127.6235} (&) {7.6053,126.9096}
2
o 198 oo _ ) {7.4229,127.9413}
{3.0152,125.622%@?) (a2 a8703c UK
S = {7]774,13&0000%_ (D) {7.3159,127.5545)
3 QD 130

{8.3928,135,5415%‘_\ =135
(
)

-140

{8.2201,14l.543%¥
&)

T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 7.8 7.7 7.6 7.5 7.4 7.3 7.2
f2 (ppm)



56

As correlagbes que revelam a formagdo do composto LQIT-JF-76 sdo feitas aos
seguintes deslocamentos: 8.22 ppm; 141.54 ppm para a por¢cdo azometinica da molécula, € a
principal, em 7.42 ppm; 104.38 ppm para o C-H presente no heterociclo tizolinico. Os demais
sinais, juntamente com as outras técnicas de RMN, auxiliaram na elucidacdo total da molécula
proposta.

O HMBC possibilitou o assinalamento de acoplamentos a longa distancia dos prétons
a carbonos na molécula LQIT-JF-76. As correlagcBes que provam a formagdo da molécula
final estdo, principalmente, entre o hidrogénio tiazolinico em 7.41 ppm acoplando com o C4
do anel tiazolinico 150.58 ppm e este mesmo proton acoplando a uma distancia maior com o
C2 do tiazol em 167.55 ppm, conforme Figura 13. A correlacdo entre 7.41 ppm H — 3C
150.58 ppm indicou o aparecimento de um carbono quaternario ndo visto no espectro
unidimensional de *C nem no HSQC que ap0s este achado, tornou-se possivel elucidar os

principais aspectos da molécula LQIT-JF-76.

Figura 13 - HMBC do composto LQIT-JF-76.
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Tambem foram feitas analises espectroscopicas de absorcdo na regido do
infravermelho para os compostos intermediarios e finais. Com esta técnica é possivel
evidenciar a forma predominante tiona (C=S) para as moléculas intermediarias e as alteragdes
provocadas no espectro de IV ap6s a ciclizacdo das tiossemicarbazonas nos respectivos
compostos tiazélicos. Aqui sera descrita a caracterizacao do LQIT-JF-75 a qual servira como
base de entendimento para os demais composto apresentados. Os compostos possuem 0s
mesmos grupos funcionais, basicamente, com apenas algumas diferengas somente vista na
regido de impresséo digital do espectro, o que dificulta uma caracterizagdo mais precisa nesta
regido de alta frequéncia vibracional.

A Figura 14 apresenta os valores dos modos vibracionais das ligagdes N-H de amina
primaria, N-H de amina secundaria, C-H de carbono de natureza sp?, ligagdo C=N da funcéo
azometinica e, nos compostos finais, dupla ligagdo endociclica no anel tiazolinico. Em 3444
cm ! encontra-se a banda de estiramento axial N-H de amina secundaria correspondente a
porcédo hidrazinica da molécula. Por volta de 3264 cm™ constata-se a presenta de estiramento
N-H sendo desta vez de amina primaria correspondente a parte contendo a tioamida da
tiossemicarbazona. Em seguida, em 1601 cm, a ligacdo C=N foi assinalada. E por Gltimo na
regido de impressao digital do espectro, o estiramento axial da ligagdo C=S. A ocorréncia
dessa ligacdo reforca os achados encontrados no RMN *H que nédo hé4, para os compostos aqui
apresentados, indicios de formacdo do equilibrio tautomérico entre as formas tiol e tiona
possiveis para os intermediarios sintetizados neste trabalho. Se houvesse tal ocorréncia, o
espectro de IV apresentaria uma banda com intensidade moderada na regido de 2500 a 2000

cm-! caracteristico de ligacdo S-H.

Figura 14 - Espectro de IV do LQIT-JF-75
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5.1 DADOS FiSICO-QUIMICAS DOS COMPOSTOS TIOSSEMICARBAZONICOS E
TIAZOLINICOS SINTETIZADOS.

As caracteristicas fisico-quimicas de todas as 20 moléculas sintetizadas, dentre elas 0s
16 tiazois testados, estdo evidenciadas na tabela 2 e 3 onde: P.F significa ponto de fusdo; Rdto
significa o rendimento da Gltima etapa de sintese; Rf sendo o fator de retencdo e S.E
corresponde ao sistema de eluicdo. Todos 0s compostos, a temperatura ambiente, sdo solidos

com aspecto, cor e tamanho diferentes entre si.



Tabela 2 -Caracteristicas fisico-quimica dos compostos intermediarios e finais.

Cédigo  P.F(°C) Rdto(%) Rf S.E
LQIT/AF-7 5-237 52.51 . n-hex/ AcOEt 4.
3 3
SY N. H H N YS
H” N. N N” N H
N, N,
AN X
= 7
[(Z2)-[(quinolin-2-il)metilideno]amino]tiouréia [(E)- [(quinolin-2-il)metilideno]aminoJtiouréia
Codigo  P.F(°C) Rdto(%) Rf S.E

LQITAF-74  247-249 61.72 0.33  n-hex/ AcOEt 4:6

JSL N\ H. N H
Ny PN onF AN
| | N S
Z~_=N H |l|
[(Z2)-[(quinolin-3-il)metilideno]amino]tiouréia [(E)-[(quinolin-3-il)metilideno]amino]tiouréia
Cédigp  P.F(°C) Rdto(%) Rf S.E

LQITAF-75  257-259 50.51 0.38 n-hex/ AcOEt 4:6

N N
N ~
/ITi =
s NS N
T g
R N__N.
H™ T H Hor H
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[(Z)-[(quinolin-4-il)metilideno]amino Jtiouréia

[(E)-[(quinolin-4-il)metilideno]amino Jtiouréia

Cédigo  P.F(°C)

[(Z)-[(1H-indol-3-il)metilideno]amino]tiouréia

Rdto (%)

Rf

[(E)-[(1H-indol-3-il)metilidenoJaminoJtiouréia

Tabela 3 - Dados fisico-quimicos das moléculas finais.

Codigo R PF(C) Rdto(%) Rf SE
LQIT/IF-76 4-H 219-221 68.63 0.62 n-hex/ AcOEt 6:4
LQIT/AF-79 4-Br 253-255 71.44 0.54 n-hex/ AcOEt 6:4
LQIT/IF-82 4-F 243-244 51.36 0.42 n-hex/ AcOEt 6:4
LQITAF91 4-Cl 233-235 4217 0.47 n-hex/ AcOEt 6:4

LQIT/IF-105 4-NO2 269-271 4750 0.61 n-hex/ AcOEt 7:3

S
AR ge
B
Codigo R PF(C) Rdo(%) Rf SE
LQITAF-77 4-H 120-121 59.09 0.42 n-hex/ AcOEt 6:4
LQIT/JF-83 4-F 235-237 36.09 0.45 n-hex/ AcOEt 6:4
LQIT/JF-92 4-Cl 254-255 44,90 0.32 n-hex/ AcOEt 6:4
LQIT/JF-106 4-NO2 272-273 60.00 0.44 n-hex/ AcOEt 6:4

60
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N
~
7 H
X~ /N N
N = R
-
Codigo R PF(°C) Rdto(%) Rf S.E

LQIT-JF-78 4-H 138-140 62.00 0.45 n-hex/ AcOEt 4:6
LQIT-JF-81 4-Br 236-238 71.33 0.44 n-hex/ AcOEt 6:4

LQIT-JF-84 4-F 196-198 67.75 0.47 n-hex/ AcOEt 2:8
LQIT-JF-93 4-Cl 223-225 57.70 0.32 n-hex/ AcOEt 6:4

| N ,’D@
N~ H /

H S

Codigo R PF(°C) Rdto(%) Rf S.E

LQITAF-97 4-H 157-160 57.30 0.37  n-hex/ AcOEt 6:4

LQIT/IF-99 4-F 224-226 55.72 0.48  n-hex/ AcOEt 6:4
LQITAF-100 4-Cl 200-201 59.34 0.36  n-hex/ AcOEt 6:4

5.2 DADOS ESPECTROSCOPICOS E ESPECTROMETRICOS DE IV E RMN *H E 13C.

LQITAF-73

[(E)-[(quinolin-2-il)metilideno]amino]tiouréia.

IR, (0/cm-1): 3392 (NH), 3262 (NH/NHy), 1604 (C=N), 1527, 1501 (C=C aromatico), 1056
(C=S).
RMN 1H (400 MHz, DMSO-dg): 6 11.79 (s, 1H, NH hidrazinico), 8.45 (d, 1H, J= 8.68 Hz,

CH quinolinico), 8.43 (s, 1H, NH tioamida), 8.35 (d, 1H, J=8.76 Hz, CH quinolinico), 8.34 (s,
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1H, NH tioamida), 8.23 (s, 1H, CH azometinico), 8.01 (d, 1H, J= 8.16 Hz, CH quinolinico),
7.97 (d, 1H, J=8.36 Hz, CH quinolinico), 7.75 (t, 1H, J= 8.36 Hz, CH quinolinico), 7.60 (t,
1H, J=8.36 Hz, CH quinolinico).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-de): 6 178.94 (tioamida), 154.36 (C2 da quinolina), 147.78 (C9
da quinolina), 142.99 (azometinico).

LQIT/IF-76
S 5
©\/NJ\4M HA}\Q

2-[(1E)-[2-(4-fenil-1,3-tiazol-2-il)hidrazin-1-ilideno|metil]quinolina.

Formula molecular: C19H14N4S; Massa molecular: 330.0939 g/mol.

IR, (v/cm-1): 3437 (NH), 3060 (=C-H), 1555 (C=N), 1505, 1443 (C=C aromatico)

RMN 1H (400 MHz, DMSO-ds): 6 12.60 (s, 1H, NH hidrazinico), 8.39 (d, 1H, J= 8.68 Hz,
CH quinolinico), 8.21 (s, 1H, CH azometinico), 8.03 (d, 1H, J= 8.64 Hz, CH quinolinico),
8.01 (d, 1H, J= 8.36 Hz, CH quinolinico), 7.98 (d, 1H, J= 8.32 Hz, CH quinolinico), 7.88 (d,
2H, J= 7.24 Hz, CH fenilico), 7.77 (t, 1H, J= 8.24 Hz, CH quinolinico), 7.60 (t, 1H, J= 8.36
Hz, CH quinolinico), 7.41 (s, 1H, CH tiazdlico), 7.42 (t, 2H, J= 7.44 Hz, CH fenilico), 7.31 (t,
1H, J=7.52 Hz, CH fenilico).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-dg): 167.64 (C2 quaternario do tiazol), 153.57 (C2 quaternario
da quinolina), 147.39 (C9 quaternario da quinolina), 141.52 (C8 azometinico), 104.38 (C4 do
tiazol).

LQIT/AF-79

N/ /N\HAN Br

2-[(1E)-{2-[4-(4-bromofenil)-2,3-dihidro-1,3-tiazol-2-ilhidrazin-1-ilideno } metil Jquinolina.
Formula molecular: C19H13BrN4S; Massa molecular: 408.00 g/mol

IR, (0/cm-1): 3441 (NH), 3070 (=C-H), 1559 (C=N), 1517, 1444 (C=C aromatico)

RMN 1H (400 MHz, DMSO-ds): & 12.62 (s, 1H, NH hidrazinico), 8.37 (d, 1H, J= 8.68 Hz,
CH quinolinico), 8.20 (s, 1H, CH azometinico), 8.01 (d, 1H, J= 8.60 Hz, CH quinolinico),
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8.00 (d, 1H, J= 8.44 Hz, CH quinolinico), 7.97 (d, 1H, J= 8.20 Hz, CH quinolinico), 7.82 (d,
2H, J= 8.48 Hz, CH fenilico), 7.76 (t, 1H, J= 7.28 Hz, CH quinolinico), 7.60 (d, 2H, J= 8.48
Hz, CH fenilico), 7.57 (t, 1H, J= ndo foi possivel calcular, sinal sobreposto, CH quinolinico),
7.4787 (s, 1H, CH tiazolico).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-dg): 168.27 (C2 quaternario do tiazol), 154.00 (C2 quaternario
da quinolina), 147.87 (C9 quaternario da quinolina), 142.20 (C azometinico), 105.78 (C4 do

tiazol).

LQIT/IF-82:
= S
\
H

2-[(1E)-{2-[4-(4-fluorofenil)-2,3-dihidro- 1,3-tiazol-2-il Jhidrazin- 1 -ilideno } metil Jquinolina.
Formula molecular: C19H13FN4S; Massa molecular: 348.0845 g/mol

IR, (b/cm-1): 3445 (NH), 3058 (=C-H), 1566 (C=N), 1486 (C=C aromatico).

RMN H (400 MHz, DMSO-ds): & 12.62 (s, 1H, NH hidrazinico), 8.37 (d, 1H, J= 8.72 Hz,
CH quinolinico), 8.19 (s, 1H, CH azometinico), 8.01 —7.94 (m, 3H, CH quinolinico), 7.89 (dd,
2H, J=8.76 Hz e 5.60 Hz, CH fenilico), 7.75 (t, 1H, J= 7.00 Hz, CH quinolinico), 7.58 (t, 1H,
J=7.04 Hz, CH quinolinico), 7.38 (s, 1H, CH tiazdlico), 7.23 (t, 2H, J= 8.88 Hz CH fenilico).
RMN *3C (100 MHz, DMSO-ds): 168.16 (C2 quaternario do tiazol), 154.00 (C2 quaternario
da quinolina), 147.84 (C9 quaternario da quinolina), 142.06 (C azometinico), 104.66 (C4 do
tiazol).

LQIT/JF-91
~ S A
m&N\NA}\Q‘CI
H

2-[(1E)-{2-[4-(4-clorofenil)-2,3-dihidro-1,3-tiazol-2-ilJhidrazin- 1-ilideno } metil ]quinolina.
Formula molecular: C19H13CIN4S; Massa molecular: 364.05 g/mol
IR, (v/cm—1): 3441 (NH), 3066 (=C-H), 1539 (C=N), 1503, 1439 (C=C aromatico)
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RMN 1H (400 MHz, DMSO-ds): 6 12.62 (s, 1H, NH hidrazinico), 8.38 (d, 1H, J= 8.64 Hz,
CH quinolinico), 8.20 (s, 1H, CH azometinico), 8.02 (d, 1H, J= nédo foi possivel calcular, CH
quinolinico), 7.98 (d, 1H, J= ndo foi possivel calcular, CH quinolinico), 7.95 (d, 1H, J= ndo
foi possivel calcular, CH quinolinico), 7.88 (d, 2H, J= 8.68 Hz, CH fenilico), 7.76 (t, 1H, J=
7.76 Hz, CH quinolinico), 7.59 (t, 1H, J= 7.76 Hz, CH quinolinico), 7.47 (s, 1H, CH tiazélico),
7.45 (d, 2H, J=ndo foi possivel calcular, CH fenilico).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): 168.33 (C2 quaternario do tiazol), 154.03 (C2 quaternario
da quinolina), 147.88 (C9 quaternario da quinolina), 142.18 (C azometinico), 105.68 (C4 do

tiazol).

LQIT/JF-105
m S A\
N/ /N\HMNOZ

2-({2-[4-(4-nitrofenil)-1,3-tiazol-2-ilJhidrazin-1-il} metil)quinolina.

Formula molecular: C19H13NsO-S; Massa molecular: 375.07 g/mol

IR, (v/cm-1): 3433 (NH), 3065 (=C-H), 1549 (C=N), 1528, 1313 (N=0O grupo nitro), 1510,
1440 (C=C aromatico).

RMN !H (400 MHz, DMSO-ds): ndo apareceu o sinal do H hidrazinico, & 8.38 (d, 1H, J= 8.76
Hz, CH quinolinico), 8.28 (d, 2H, J= 8.96 Hz, CH fenilico), 8.20 (s, 1H, CH azometinico),

8.12 (d, 2H, J= 8.96 Hz, CH fenilico), 8.02 (d, 1H, J= 8.68 Hz, CH quinolinico), 7.97 (t, 2H,
J= 7.40 Hz, CH quinolinico), 7.77 (s, 1H, CH tiazolico), 7.76 (t, 1H, J= 7.00 Hz, CH
quinolinico), 7.59 (t, 1H, J=7.00 Hz, CH quinolinico).

RMN !3C (100 MHz, DMSO-ds): sinais com baixa intensidade ndo possibilitando a
interpretacdo dos resultados.

LQIT/JF-74:
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[(E)-[(quinolin-3-il)metilideno]amino]tiouréia.

Formula molecular: C1:H10N4S; Massa molecular: 230.28 g/mol

IR, (0/cm-1): 3444 (NH/NHz), 3264 (NH/NH.), 1601 (C=N), 1541, 1462, 1401 (C=C
aromatico), 1056 (C=S).

RMN H (400 MHz, DMSO-dg): & 11.62 (s, 1H, NH azometinico), 9.47 (s, 1H, CH
quinolinico), 8.59 (s, 1H, CH quinolinico), 8.30 (s, 1H, NH tioamida), 8.23 (s, 1H, CH
azometinico), 8.22 (s, 1H, tioamida), 8.03 (d, 1H, J= 8.44 Hz, CH quinolinico), 7.98 (d, 1H,
J=8.44 Hz, CH quinolinico), 7.76 (t, 1H, J= 7.28 Hz, CH quinolinico), 7.62 (t, 1H, J= 7.32 Hz,
CH quinolinico).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): 8 178.67 (C14 tioamida), 149.34 (C3 da quinolina), 148.15
(C10 da quinolina), 140.24 (C11 azometinico).

LQITAF-77

3-[(1E)-[2-(4-fenil-1,3-tiazol-2-il)hidrazin-1-ilidenometil |quinolina.
Formula molecular: C19H14N4S; Massa molecular: 330.09 g/mol
IR, (v/cm-1): 3433 (NH), 3065 (=C-H), 1549 (C=N), 1510, 1440 (C=C aromético)

RMN H (400 MHz, DMSO-ds): & 13.26 (s, 1H, NH hidrazinico), 9.20 (d, 1H, J= 5.68 Hz,
CH quinolinico), 8.81 (s, 1H, CH azometinico), 8.74 (d, 1H, J = 8.42 Hz, CH quinolinico),

8.27 (d, 1H, J = 8.40 Hz, CH quinolinico), 8.22 (d, 1H, J= 7.80 Hz, CH quinolinico), 8.14 (t,
1H, J= 7.32 Hz, CH quinolinico), 8.00 (t, 1H, J= 7.76 Hz, CH quinolinico), 7.87 (d, 2H, J=
7.32 Hz, CH fenilico), 7.54 (s, 1H, CH tiazélico), 7.43 (t, 2H, J= 7.28 Hz, CH fenilico), 7.33
(t, 1H, J=7.12 Hz, CH fenilico).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds): 167.13 (C2 quaternario do tiazol), 139.42 (C azometinico),
105.92 (C4 do tiazol).

LQIT/JF-80



66

3-[(1E)-{2-[4-(4-bromofenil)-2,3-dihidro-1,3-tiazol-2-il Jhidrazin- 1-ilideno } metil Jquinolina.
Formula molecular: C19H13BrN4S; Massa molecular: 408.00 g/mol
IR, (0/cm-1): 3410 (NH), 3047 (=C-H), 1529 (C=N), 1508, 1431 (C=C aromatico)

RMN H (400 MHz, DMSO-ds): & 12.42 (s, 1H, NH hidrazinico), 9.24 (d, 1H, J= 2.08 Hz,
CH quinolinico), 8.47 (d, 1H, J= 1.96 Hz, CH quinolinico), 8.22 (s, 1H, CH azometinico),

8.03 (d, 2H, J = 8.56 Hz, CH quinolinico), 7.81 (d, 2H, J= 8.48 Hz, CH fenilico), 7.76 (t, 1H,
J=8.36 Hz, CH quinolinico), 7.62 (t, 1H, J= 8.40 Hz, CH quinolinico), 7.59 (d, 2H, J= 8.48
Hz, CH fenilico), 7.44 (s, 1H, CH tiazélico).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-ds): 168.56 (C2 quaternario do tiazol), 139.43 (C azometinico),
105.41 (C4 do tiazol).

LQIT/JF-83

3-[(1E)-{2-[4-(4-fluorofenil)-2,3-dihidro-1,3-tiazol-2-il]hidrazin- 1-ilideno } metil Jquinolina.
Formula molecular: C19H13FN4S; Massa molecular: 348.08 g/mol

IR, (b/cm-1): 3449 (NH), 3044 (=C-H), 1561 (C=N), 1479 (C=C aromatico).

RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg): & 12.42 (s, 1H, NH hidrazinico), 9.26 (s, 1H, CH
quinolinico), 8.48 (s, 1H, CH quinolinico), 8.24 (s, 1H, CH azometinico), 8.05 (d, 2H, J =
8.76 Hz, CH fenilico), 7.93 (d, 1H, J= 8.32 Hz, CH quinolinico), 7.89 (d, 1H, J= 8.36 Hz, CH
quinolinico), 7.77 (t, 1H, J= 7.88 Hz, CH quinolinico), 7.64 (t, 1H, J= 7.76 Hz, CH
quinolinico), 7.36 (s, 1H, CH tiazdlico), 7.24 (t, 2H, J= 8.72 Hz, fenilico).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-ds): 168.10 (C2 quaternario do tiazol), 138.81 (C azometinico),
103.77 (C4 do tiazol).

LQIT/IF-92
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3-[(1E)-{2-[4-(4-clorofenil)-2,3-dihidro-1,3-tiazol-2-yl hidrazin-1-ilideno } metil |quinolina.
Formula molecular: C19H13CIN4S; Massa molecular: 364.05 g/mol
IR, (v/cm—1): 3430 (NH), 3062 (=C-H), 1537 (C=N), 1498, 1429 (C=C aromatico)

RMN !H (400 MHz, DMSO-dg): & 12.45 (s, 1H, NH hidrazinico), 9.24 (s, 1H, CH
quinolinico), 8.47 (s, 1H, CH quinolinico), 8.22 (s, 1H, CH azometinico), 8.02 (d, 2H, J =

8.24 Hz, CH quinolinico), 7.87 (d, 2H, J= 8.16 Hz, CH fenilico), 7.75 (t, 1H, J= 7.64 Hz, CH
quinolinico), 7.62 (t, 1H, J= 7.76 Hz, CH quinolinico), 7.46 (d, 2H, J= 8.88 Hz, CH fenilico),
7.44 (s, 1H, CH tiazélico).

RMN *3C (100 MHz, DMSO-ds): 167.65 (C2 quaternario do tiazol), 141.33 (C azometinico),
105.92 (C4 do tiazol).

LQIT/JF-106

3-[(1E)-{2-[4-(4-nitrofenil)-2,3-dihidro-1,3-tiazol-2-ilJhidrazin-1-ilideno }methyl]quinolina.
Formula molecular: C19H13Ns02S; Massa molecular: 375.07 g/mol

IR, (v/cm-1): 3433 (NH), 3065 (=C-H), 1549 (C=N), 1538, 1317 (N=0O grupo nitro), 1510,
1440 (C=C aromatico).

RMN !H (400 MHz, DMSO-dg): & 12.51 (s, 1H, NH hidrazinico), 9.25 (d, 1H, J= 2.12 Hz,
CH quinolinico), 8.50 (d, 1H, J= 1.95 Hz, CH quinolinico), 8.28 (d, 2H, J= 8.92 Hz, CH
fenilico), 8.24 (s, 1H, CH azometinico), 8.12 (d, 2H, J= 8.88 Hz, CH fenilico), 8.03 (d, 2H, J
= 8.56 Hz, CH quinolinico), 7.77 (t, 1H, J= 7.08 Hz, CH quinolinico), 7.76 (s, 1H, CH
tiazolico), 7.63 (t, 1H, J= 7.88 Hz, CH quinolinico).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): ndo foi possivel analisar.

LQIT/JF-75:
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[(E)-[(quinolin-4-il)metilideno]amino]tiouréia.

Formula molecular: C1:H10N4S; Massa molecular: 230.28 g/mol.

IR, (v/cm-1): 3444 (NH/NH,), 3145 (NH), 3095 (=C-H), 1601 (C=N), 1537, 1506 (C=C
aromatico), 1075 (C=S).

RMN *H (400 MHz, DMSO-dg): & 11.69 (s, 1H, NH hidrazinico), 8.93 (d, 1H, J= 4.64 Hz,
CH quinolinico), 8.87 (s, 1H, CH azometinico), 8.48 (s, 1H, NH tioamida), 8.29 (d, 1H, J =
8.40 Hz, CH quinolinico), 8.21 (s, 1H, NH tioamida), 8.18 (d, 1H, J = 4.56 Hz, CH
quinolinico), 8.08 (d, 1H, J= 8.40 Hz, CH quinolinico), 7.80 (t, 1H, J = 6.72 Hz, CH
quinolinico), 7.70 (t, 1H, J = 7.76 Hz, CH quinolinico).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds): 8 178.91 (C14 tioamida), 150.56 (C4 da quinolina), 148.82
(C10 da quinolina), 138.22 (C11 azometinico).

LQIT/IF-78

4-[(1E)-[2-(4-fenil-2,3-dihidro-1,3-tiazol-2-il )hidrazin-1-ilideno]metil |quinolina.

Formula molecular: C19H14N4S; Massa molecular: 330,41 g/mol.

IR, (b/cm-1): 3445 (NH), 3058 (=C-H), 1551 (C=N), 1443 (C=C aromatico)

RMN H (400 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 12.62 (s, 1H, NH hidrazinico), 8.95 (d, 1H, J= 4.48
Hz, CH quinolinico), 8.70 (d, 1H, J=8.48 Hz, CH quinolinico), 8.65 (s, 1H, CH azometinico),

8.01 (d, 1H, 8.36 Hz, CH quinolinico), 7.90 (d, 2H, J= 7.76 Hz, CH fenilico), 7.82 (t, 1H, J=
7.92 Hz, CH quinolinico), 7.77 (d, 1H, 4.48 Hz, CH quinolinico), 7.73 (t, 1H, J= 8.24 Hz, CH
quinolinico), 7.45 (t, 2H, J= 8.00 Hz, CH fenilico), 7.43 (s, 1H, CH tiazélico), 7.32 (t, 1H, J=
8.08 Hz, CH fenilico).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds): 167.74 (C2 quaternario do tiazol), 150.80 (C5 quaternario
do tiazol), 138.07 (C azometinico), 104.46 (C4 do tiazol).

LQIT/AF-81
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Br

4-[(1Z)-{2-[4-(4-bromofenil)-1,3-tiazol-2-il Jhidrazin-1-ilideno } metil Jquinolina.

Formula molecular: C19H13BrN4S; Massa molecular: 409,31 g/mol.

IR, (v/cm-1): 3446 (NH), 3048 (=C-H), 1531 (C=N), 1453 (C=C aromatico).

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 12.6720 (s, 1H, NH hirazinico), 8.9616 (d, 1H, J=
4,56 Hz, CH quinolinico), 8.66 (d, 1H, J= 8.28 Hz, CH quinolinico), 8.64 (s, 1H, CH
azometinico), 8.08 (d, 1H, 8.28 Hz, CH quinolinico), 7.84 (d, 2H, J= 8.48 Hz, CH fenilico),
7.82 (t, 1H, J= 7.13 Hz, CH quinolinico), 7.75 (d, 1H, J= 8.84 Hz, CH quinolinico), 7.73 (t,
1H, J= 7.04 Hz, CH quinolinico), 7.62 (d, 2H, J= 8.48 Hz, CH benzilico), 7.51 (s, 1H, CH
tiazolico).

RMN %3C (100 MHz, DMSO-dg): 167.78 (C2 quaternario do tiazol), 149.48 (C5 quaternario
do tiazol), 138.71 (C azometinico), 105.86 (C4 do tiazol).

LQIT/JF-84

4-[(1Z)-{2-[4-(4-fluorofenil)-1,3-tiazol-2-1l]hidrazin-1-ilideno } metil Jquinoline.

Formula molecular: C19H13FN4S; Massa molecular: 348,40 g/mol.

IR, (v/cm-1): 3444 (NH), 3055 (=C-H), 1557 (C=N), 1439 (C=C aromatico).

RMN H (400 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 12.65 (s, 1H, NH hidrazinico), 8.94 (d, 1H, J= 4.56
Hz, CH quinolinico), 8.67 (d, 1H, J= 8.44 Hz, CH quinolinico), 8.63 (s, 1H, CH azometinico),
8.08 (d, 1H, 8.40 Hz, CH quinolinico), 7.90 (dd, 2H, J=8.44 Hz, CH fenilico), 7.83 (t, 1H, J=
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7.80 Hz, CH quinolinico), 7.76 (d, 1H, J= 4.56 Hz, CH quinolinico), 7.72 (t, 1H, J=8.16 Hz,
CH quinolinico), 7.40 (s, 1H, CH tiazolico), 7.24 (t, 2H, J= 8.84 Hz, CH fenilico).

RMN %3C (100 MHz, DMSO-ds): 168.25 (C2 quaternario do tiazol), 150.70 (C5 quaternario
do tiazol), 138.62 (C azometinico), 104.73 (C4 do tiazol).

LQIT/JF-93

Cl

4-[(1Z)-{2-[4-(4-clorofenil)-1,3-tiazol-2-il[hidrazin-1-ilideno} metil]quinolina.

Formula molecular: C19H13CIN4S; Massa molecular: 364,85 g/mol.

IR, (b/cm-1): 3449 (NH), 3050 (=C-H), 1539 (C=N), 1433 (C=C aromatico)

RMN H (400 MHz, DMSO-dg): & (ppm) 12.66 (s, 1H, NH hirazinico), 8.94 (d, 1H, J= 4.48
Hz, CH quinolinico), 8.67 (d, 1H, J=7.68 Hz, CH quinolinico), 8.63 (s, 1H, CH azometinico),
8.08 (d, 1H, 8.32 Hz, CH quinolinico), 7.89 (d, 2H, J= 8.48 Hz, CH fenilico), 7.81 (t, 1H, J=
7.84 Hz, CH quinolinico), 7.75 (d, 1H, J= 4.56 Hz, CH quinolinico), 7.72 (t, 1H, J= 8.28 Hz,
CH quinolinico), 7.48 (s, 1H, CH tiazoélico), 7.45 (d, 2H, CH fenilico).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-de): 168.32 (C2 quaternario do tiazol), 150.78 (C5 quaternario
do tiazol), 138.69 (C azometinico), 105.78 (C4 do tiazol).

LQIT/JF-85

H
N
@ H NH,
=\’ jg

[(Z)-[(1H-indol-3-il)metilideno]amino]tiouréia.
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Formula molecular: C10H10N4S; Massa molecular: 218,28 g/mol.

RMN H (400 MHz, DMSO-dg): & 11.58 (s, 1H, NH hidrazinico), 11.16 (s, 1H, NH inddlico),
8.30 (s, 1H, CH azometinico), 8.21 (d, 1H, J= 7.84 Hz, inddlico), 8.00 (s, 1H, NH tioamida),
7.79 (d, 1H, J = 2.68 Hz, CH indélico), 7.42 (d, 1H, J= 8.20 Hz, CH indélico), 7.40 (s, 1H,
NH tioamida), 7.18 (t, 1H, J= 8.12 Hz, CH inddlico), 7.11 (t, 1H, J= 7.96 Hz, CH inddlico).
RMN 23C (100 MHz, DMSO-ds): & 176.99 (tioamida), 141.28 (azometinico), 137.50 (C7a
indol), 131.21 (C2 indol).

LQIT/JF-97

H
: :N
/
=N
HN\(NJ/'@
S

3-[(1Z)-[2-(4-fenil-1,3-tiazol-2-il)hidrazin-1-ilideno|metil ]- 1 H-indol.
Formula molecular: C1gH14N4S; Massa molecular: 318,40 g/mol.
IR, (v/cm-1): 3416 (NH), 3052 (=C-H), 1575 (C=N), 1505, 1477 (C=C aromatico)

RMN H (400 MHz, DMSO-dg): & 11.79 (s, 1H, NH hidrazinico), 11.50 (s, 1H, NH inddlico),
8.26 (s, 1H, CH azometinico), 8.24 (d, 1H, J= 7.64 Hz, inddlico), 7.88 (d, 2H, J= 7.68 Hz, CH

fenilico), 7.77 (d, 1H, J = 2.48 Hz, CH inddlico), 7.46 (d, 1H, J= 7.64 Hz, CH inddlico), 7.41
(t, 2H, CH fenilico), 7.26 (s, 1H, CH tiazdlico), 7.20 (m, 2H, CH inddlico).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-dg): & 168.69 (C2 tiazol), 146.01 (C5 tiazol), 139.23 (C
azometinico), 137.05 (C8 indol), 128.54 (C2 indol), 102.65 (C4 tiazol).

LQIT/IF-99

H
N
[ I /5
=N Br
S
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3-[(1Z)-{2-[4-(4-bromofenil)-1,3-tiazol-2-il[hidrazin-1-ilideno} metil]- 1H-indol.

Formula molecular: C1gH13BrN4S; Massa molecular: 397,29 g/mol.

IR, (v/cm—1): 3426 (NH), 3032 (=C-H), 1572 (C=N), 1500, 1479 (C=C aromético)

RMN 'H (400 MHz, dmso): & (ppm) 11.79 (s, 1H, NH hidrazinico), 11.50 (s, 1H, NH
inddlico), 8.24 (s, 1H, CH azometinico), 8.23 (d, 1H, J= 7.44 Hz, inddlico), 7.80 (d, 2H, J=
8.48 Hz, CH benzilico), 7.75 (d, 1H, J= 2.52 Hz, CH inddlico), 7.58 (d, 2H, J= 8.48 Hz, CH
benzilico), 7.44 (d, 1H, J= 7.96 Hz, CH inddlico), 7.32 (s, 1H, CH tiazdlico), 7.18 (t, 2H, CH
indolico).

RMN 3C (100 MHz, dmso): & (ppm) 169.31 (C2 tiazol), 149.79 (C5 tiazol), 139.79 (C
azometinico), 137.53 (C8 indol), 129.90 (C2 indol), 104.01 (C4 tiazol).

H
N
[: [ /i
- Cl
HN\(NJ/Q/
S

3-[(1Z)-{2-[4-(4-clorofenil)-1,3-tiazol-2-ilhidrazin-1-ilidene } metil |- 1H-indol.
Formula molecular: C1gH13CIN4S; Massa molecular: 352,84 g/mol.

RMN H (400 MHz, DMSO-ds): & (ppm) 11.7935 (s, 1H, NH hidrazinico), 11.5063 (s, 1H,
NH inddlico), 8.27 (s, 1H, CH azometinico), 8.24 (d, 1H, J= 7.16 Hz, inddlico), 7.87 (d, 2H,

J=8.48 Hz, CH benzilico), 7.75 (d, 1H, CH inddlico), 7.45 (d, 2H, J= 8.4 Hz, CH fenilico),
7.45 (d, 1H, J=???, CH inddlico), 7.30 (s, 1H, CH tiazolico), 7.18 (m, 2H, CH indélico).
RMN %3C (100 MHz, DMSO-ds): 8 (ppm) 169.29 (C2 tiazol), 149.74 (C5 tiazol), 139.83 (C
azometinico), 137.52 (C8 indol), 129.92 (C2 indol), 104.01 (C4 tiazol).

LQIT/JF-100

5.3 ESTUDO DO DOCKING MOLECULAR

Para o estudo de docking, analisando de forma global todas as solucdes, € possivel
observar que o composto LQIT/JF-96 se destaca dos demais, conforme Tabela 4. O modo de
ligacdo destes ligantes foi determinado como o maior score (mais positivo) entre todas as
posi¢cOes possiveis de cada ligante, geradas de acordo com a fungdo de pontuacdo ChemPLP
(KORB, STUTZLE E EXNER, 2009).
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Considerando os resultados apenas para a COX-1 é possivel observar que as duas
melhores solugdes de docking foram obtidas com os isomeros Z (86,50) e E (75,05) do
composto LQIT/JF-96, a diferenca de 7,72 no valor de score da segunda melhor solucéo para
a terceira (LQIT/JF-105_E) evidencia ainda mais a posicdo de destaque do composto
LQIT/IF-96.

Ja para os resultados com a COX-2, o composto LQIT/JF-96 ainda se sobressai,
apresentando a melhor solucdo de docking com o isdmero E (79,81), alcancando também a
maior média de score (76,20) entre os dois isbmeros de cada composto.

Tabela 4 - Sumério dos resultados de docking para os alvos COX-1 e COX-2.

Isbmero E Isbmero Z

Moléculas COX-1 COX-2 COX-1 COX-2

LQITAF-73 51,00 57,80 51,54 52,37

LQITAF-74 51,09 52,50 53,34 51,95

LQIT/IF-75 57,05 53,46 51,97 56,61

LQIT/IF-76 60,55 70,22 59,20 75,51

LQIT/IF-77 61,80 65,63 63,15 73,55

LQIT/IF-78 57,63 67,93 59,20 70,01

LQITAF-79 61,74 68,19 60,61 71,79

LQIT/IF-80 61,48 62,91 56,25 72,25

LQIT/IF-81 60,07 66,47 52,43 72,48

LQIT/IF-82 60,98 69,92 59,65 71,97

LQIT/IF-83 66,04 64,42 62,39 71,63

LQIT/IF-84 60,72 66,56 64,11 70,27

LQITAF-85 52,72 51,99 54,04 50,90

LQITAF-91 65,11 64,90 60,75 73,93

LQIT/IF-92 65,18 61,39 54,68 72,67

LQIT/IF-93 64,61 68,07 55,79 70,14

LQIT/IF-96 75,05 79,81 86,50 72,59

LQIT/IF-97 57,26 66,31 63,47 68,59

LQIT/IF-99 66,84 67,49 53,05 66,94

LQITAF-100 67,24 67,52 63,17 67,63
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LQIT/JF-105 67,33 65,62 62,33 64,32

LQITAF-106 65,31 64,42 57,07 63,35

Com o intuito de compreender as raz@es intermoleculares que justifiquem esta posicao
de destaque, uma analise detalhada das solucdes de docking para o composto LQIT-JF-96 foi
realizada.

Uma anélise comparativa entre os modos de ligagdo dos dois isdbmeros do composto
LQIT/JF-96 frente a enzima COX-1, foi realizada com a finalidade de compreender as razdes

intermoleculares que justifiquem a diferenca de score (11,45).

Como pode ser visto na Figura 15, a principal diferenca no modo de ligacdo estd na
posicdo, dentro do sitio ativo da COX-1, em que o grupo quinolina se encaixa. O isdmero Z
apresenta uma maior afinidade pela COX-1 devido ao posicionamento do anel quinolinico
dentro de um bolsdo hidrofébico, representado na figura pelos residuos de aminoécidos LEU-
115, VAL-116 e VAL-119. Ja para o isdbmero E, o anel quinolinico se posiciona préximo a
residuos de aminoacidos polares, como ARG-120 e GLU-524, desfavorecendo assim a sua

afinidade com a COX-1, quando comparada ao isdmero Z.

Figura 15 - Comparagdo entre as solugdes de docking com a enzima COX-1 para 0 composto LQIT-JF-96.

cox 1
Residuos | JF-96E | JF-962Z
PRO 86 CH 2
GLU-524 ILE 89 CH CH
LEU 93 CH CH
LEU 115 - CH
VAL 116 = CH
VAL 119 L CH
ARG 120 | Cation-1t CH
VAL 349 CH CH
LEU 352 CH CH
TYR355 | n-T (2,7) | n-T (2,6)
VAL-116 LEU359 | CH CH
'y PRO-86 [wrsss | o | o
TRP 387 CH CH
PHE 518 CH CH
GLY 526 CH CH
ALA 527 CH CH
SER 530 CH CH
LEU-115 Score 75,05 | 86,50

CH significa contatos hidrofébicos, n-T empilhamento de elétrons = em forma de T, Cétion-n interacdo entre um
cation e elétrons = de um anel aromatico, e os numeros sdo as distancias das ligagdes de hidrogénio em
angstroms.
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O composto LQIT-JF-96 foi obtido a partir do intermediario LQIT-JF-75. Todos 0s
compostos derivados deste intermediario apresentam um grupo fenil ligado ao anél tiazol,
variando apenas o grupo substituinte na posi¢cdo para deste anel. Portanto, para compreender a
importancia do substituinte fenil do composto LQIT/JF-96, no modo de ligagdo com a COX-1,
foi feita a comparacdo deste com o modo de ligacdo do composto LQIT/JF-78, tendo este

apenas um atomo de hidrogénio na mesma posicao.

A presenca do substituinte fenil faz com que o anel quinolinico do composto JF-96 se
posicione dentro de uma cavidade hidrofébica, representada na Figura 16 pelos residuos de
aminoacidos LEU-93, ILE-89, LEU-115, VAL-119, TYR-355. Esta conformacdo também
permite a formacdo de uma ligacédo de hidrogénio com o residuo TYR-355, com distancia de
2,6 A. Por outro lado, a auséncia do grupo fenil no composto JF-78 nio proporciona a
formagdo de nenhuma ligagdo de hidrogénio, além de interagir hidrofobicamente com uma

quantidade menor de residuos de aminoacidos.

E importante destacar a possibilidade de ocorrer uma alternancia no residuo de
aminoacido que participa da formacao da ligacdo de hidrogénio com o composto LQIT/JF-96,

em um momento sendo o residuo TYR-355 e em outro o residuo ARG-120.

Figura 16 - Comparac&o entre as solugdes de docking com a enzima COX-1 para o isdmero Z dos compostos
LQIT-JF-96 e LQIT-JF-78.

cox1
Residuos | JF-78Z | JF-962
SER-530 ILE 89 - CH
J LEU 93 3 CH
TYR385  Sumeme MET 113 |
LEU 115 . CH
LEU-384 \ VAL116 | CH CH
| VAL 119 = CH
l ThL49 ARG 120 | - CH
VAL349 | CH CH
MET-522 e > \ LEU352 | CH CH
@ ' LEU-115 | SER353
S TYR 355 - | nT(26
- LEU359 | CH CH
SER-353 3 LEU 384 H =
y  TYR385 . CH
PHES518 | CH CH
MET 522 | ”
GLYS526 | CH CH
T i ALA 527 - CH
|LE 5 SER 530 - CH
LEU 531
Score 59,20 | 86,50
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CH significa contatos hidrofébicos, n-T empilhamento de elétrons = em forma de T e 0s nimeros sdo as
distancias das ligacdes de hidrogénio em angstroms.

A fim de compreender melhor as diferengas entre as enzimas COX-1 e COX-2, e
principalmente, a influéncia dessas diferengas no modo de ligagcdo do composto LQIT-JF-96,
também foi realizada uma analise detalhada entre estes modos de ligacdo, como pode ser visto
na Figura 17.

E possivel observar que a presenca do residuo de aminoéacido maior (tirosina) na
posicdo 115 na enzima COX-2 no lugar de um residuo de leucina na COX-1, promove um
impedimento estérico que provoca uma inversao da orientacdo do isdbmero Z do composto
dentro do sitio ativo destas enzimas. Esta inversdo compromete a formacdo da ligacdo de
hidrogénio com o residuo de aminoacido TYR-355 da COX-2.

Figura 17 - Comparacéo entre as solu¢des de docking com o isdmero Z do composto LQIT-JF-96 frente as
enzimas COX-1 e COX-2.

JF-96Z
Residuos COX-1 | COX-2

ILE/VAL 89 CH CH

LEU 93 CH CH

TRP 100 - CH

TYR-355 ILE 112 R CH

LEU/TYR115 | CH CH

VAL 116 CH CH

VAL/SER119 | CH -
ARG 120 CH ;

VAL 349 CH CH

LEU 352 CH CH

TYR355 | nT(2,6)| nT

ARG-120 PHE 357 = CH

s TRP-100 LEU 359 CH CH

i 4 TYR 385 CH CH

TRP 387 CH CH

PHE 518 CH CH

ILE-112 GLY 526 CH CH

a0 ALA 527 CH CH

LEU-115 SER 530 CH CH
Score 86,50 72,59

CH significa contatos hidrofébicos, n-T empilhamento de elétrons = em forma de T e 0s nimeros sdo as
distancias das liga¢des de hidrogénio em angstroms.

5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA NA LEISHMANIA
AMAZONENSIS.

O resultado da atividade leishmanicida in vitro para os derivados tiazolicos

sintetizados e a miltefosina, composto de referéncia para comparacdo dos resultados estdo
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exibidos na Tabela 5. Os nimeros demonstram a concentracdo citotdxica dos compostos em
macrofagos, CCso; a concentragdo necesséria para reduzir o crescimento populacional pela
metade, 1Cso, em células do parasita nas formas promastigota e amastigota; bem como o
indice de seletividade (IS= CCso/ 1Cso) entre celulas sadias de mamiferos e as do parasito.
Dentre os dezesseis compostos avaliados, cinco tiveram resultados relevantes frente a forma
amastigota (LQIT-JF-76, 77, 78, 84 e 91) e dois (LQIT-JF-77 e 84), desses cinco,
apresentaram valores significativos para ambas as formas infectantes quando comparados
com o controle positivo. Tal evidéncia anti-leishmania foi observada por Silva 2003, quando
relatou a atividade in vitro de compostos Ftalil-hidrazona-tiaz6is contra promastigotas da L.
amazonensis. Os derivados tiazolicos que apresentaram melhores resultados para a atividade

leishmanicida, nas duas formas evolutivas, estdo dispostos na Tabela 6.

Tabela 5 - Resultados citotdxico e leishmanicida dos derivados tiazélicos.

Concentracdo (UM)
CCsxo 1Cso ICso IS IS
Compostos Macrofagos ~ (Promastigota) — (Amastigota)  Promastigota ~Amastigota
Miltefosina 56,67 ND 21905 = - 0,25
LQIT-JF-76 605,315 605,315 179,658 1,00 3,37
LQIT-JF-77 605,315 55,992 63,891 10,81 9,47
LQIT-JF-78 605,315 605,315 184,228 1,00 3,29
LQIT-JF-79 ND 488,636 62,399 @ -
LQIT-JF-81 488,636 488,636 130,759 1,00 3,74
LQIT-JF-82 98,307 182,665 87,400 0,54 1,12
LQIT-JF-83 ND 49,599 142826 -
LQIT-JF-84 574,058 81,373 50,517 7,05 11,36
LQIT-JF-91 99,328 121,639 72,769 0,82 1,36
LQIT-JF-92 96,944 548,169 244,428 0,18 0,40
LQIT-JF-93 48,403 548,169 103,741 0,09 0,47
LQIT-JF-97 ND 10,898 38317 - -
LQIT-JF-99 22,276 9,514 ND 234 -
LQIT-JF-100 ND 9,664 29560 -
LQIT-JF-105 28,796 532,760 76,904 0,05 0,37
LQIT-JF-106 44,459 532,760 142,034 0,08 0,31

Ainda comparando os dados da Tabela 5, pode-se observar que metade dos tiazdis
sintetizados apresentaram citotoxicidade mais baixa (LQIT-JF-92, CCso = 96,94 uM) do que a
miltefosina (CCsp = 56,67 uM). Ao avaliar o ICs, foi possivel constatar que na forma
infectante amastigota, pelo menos, o valor encontrado para o fa&rmaco de referéncia (ICso =
219,05 uM) é maior do que todas as cinco moléculas elencadas (ICso = 184,23 uM) como

sendo as mais promissoras. Isso significa que as moléculas sintetizadas apresentam uma
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atividade leishmanicida maior do que a miltefosina (para a metodologia empregada nos
ensaios), pois necessitam de uma concentragdo molar menor do que a do farmaco de
referéncia para inibir a proliferacdo da carga parasitaria (Tabela 6).

Os tiazois sintetizados apresentam um baixo grau de liberdade no que diz respeito a
rotacdo das suas ligagdes quimicas. O scaffold destas moléculas demostra uma coplanaridade
entre 0 nucleo tiazol e as quinolinas/inddis que podem interferir na atividade leishmanicida
destes compostos. Um bom exemplo sdo os derivados mais ativos da série, 0 LQIT-JF-84 e 77,
0S quais apresentam uma variacdo na posicdo de substituicdo do anel quinolinico; onde, no
LQIT-JF 84, o C4 do anel quinolinico esta ligado a fungdo hidrazinica da molécula; e no
LQIT-JF-77, encontra-se substituido na posicdo C3 do anel. Esta sutil diferenca pode ser
suficiente para alterar a superficie de contato entre o fArmaco e o receptor causando variages
no potencial leishmanicida bem como na seletividade das moléculas. E certo que ambas as
estruturas possuem um grupo fenil na outra extremidade da molécula com substituintes
distintos na posicao 4 (fltor e hidrogénio, respectivamente) que poderiam influenciar e tornar
melhor a atividade do LQIT-JF-84.

Tabela 6 - Moléculas com maior potencial leishmanicida frente as duas formas infectantes.

Concentracédo (LM)

fatal
Compostos i ICso ICs0 IS IS

Macréfagos  (Promastigota) ~ (Amastigota) ~Fromastigota  Amastigota

Miltefosina 56,67 ND 219,05 - 0,25

LQIT-JF-84

H
%/‘\N/N\WS
N~ N\é/ 574,58 81,373 50,517 7,05 11,36
F

LQIT-JF-77

Nj@ 605,315 55,992 63,891 10,81 9,47
/

LQIT-JF-76

= SN 605,315 605,315 179,658 1,00 3,37

LQIT-JF-78 605,315 605,315 184,228 1,00 3,29
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H
> N [S]
%N -
N = N\é

LQIT-JF-91

= S
L T3y 99328 121,639 72,769 0,82 1,36
N

Thomas 2007 evidenciou que o uso de atomos halogénios, como F, Cl e Br, aumentam
a hidrofobicidade destes compostos permitindo uma penetracdo mais eficiente sobre as
camadas lipidicas. Desta forma, é razoavel admitir que tal caracteristica favoreca a passagem
dos compostos LQIT-JFs pela membrana celular do parasita causando danos e os conduzindo
a morte. Seguindo esta linha de raciocinio, esperar-se-ia que 0s compostos LQIT-JF-81 e 93
tivessem atividades semelhantes ao LQIT-JF-84, porém nédo se observa tal comportamento. A
justificativa pode estar associada ao volume dos halogénios empregados, bem como aos
efeitos eletrénicos associados a cada um deles. O atomo de fluor, por exemplo, € o que possui
menor raio atdmico dentre eles (consequentemente um menor volume) e a melhor atividade
entre 0s compostos mencionados.

Outro fator relevante a se destacar € a presenca do grupo quinolinico especificamente.
Por sua planaridade estrutural sabe-se que estas moléculas dispdem de uma facilidade em
interagir com enzimas do tipo topoisomerase. As topoisomerases possuem grande importancia
em numerosos processos bioldgicos, como reparacao, combinacdo, transcricdo e replicacdo do
DNA. Embora estas enzimas estejam presentes em todos 0s organismos, as topoisomerases de
cinetoplastideos apresentam algumas especificidades que diferenciam a enzima do parasita de
suas contrapartes procarioticas e eucarioticas (DAS et al.,, 2004). Ha dois tipos de
topoisomerases que sao diferenciadas como a topoisomerase tipo | e a tipo Il as quais
possuem mecanismos distintos de funcionamento. A tipo | é independente do adenosina-tri-
fosfato (ATP) e esta presente no cinetoplasto bem como no nucleo. Enquanto que a tipo Il
pode ou ndo depender do ATP. Alguns estudos com alcaloides contendo o grupo quinolina
(indenoisoquinolina) tém sido descritos na literatura como inibidores de topoisomerases de
Leishmania (BALANA-FOUCE et al., 2012).

Ao analisar o indice de seletividade (Tabela 5), foi demonstrado que todas as
moléculas avaliadas, frente a forma infectante amastigota, foram mais seletivas para o parasita
do que para os macréfagos, exceto as ndo determinadas (ND). As moléculas com maiores IS
(LQIT-JF-77, 1S =9,47; LQIT-JF-84, IS =11,36) também foram aquelas que apresentaram
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importante potencial anti-leishmania na forma amastigota. Analisando esses indices de
seletividade, foi possivel constatar que o LQIT-JF-77 é 37 vezes mais seletivo para células
infectadas do que a miltefosina (IS = 0,25) e o LQIT-JF-84 demonstra ser 45 vezes mais
especifico que o farmaco de referéncia (ambos para a forma amastigota). Valores semelhantes
também foram observados na forma promastigota para 0s mesmos compostos LQIT-JF-77 e
LQIT-JF-84, (IS = 10,8 e 7,05 respectivamente), no entanto, para esta forma infecciosa, esses
derivados tiazolicos ndo sdo os que mostraram a melhor atividade leishmanicida.

As moléculas LQIT-JF-99 e 100, demonstraram concentrac@es de inibicao iguais a
9,51 uM e 9,66 uM, respectivamente, mas ndo se pode afirmar que estes achados seriam
melhores ou piores do que o da miltefosina uma vez que ndo fora determinada a ICso da
miltefosina na forma promastigota.

Entretanto, contrapondo-se a valores interessantes de 1Cso baixos, a CCso do LQIT-JF-
99 é mais elevada (22,27 uM, Tabela 7) do que a exibida para a miltefosina (56,67 uM), bem
como possui um IS tdo baixo quanto o controle positivo. Mesmo com a ndo determinacdo dos
dados de CCs para o derivado tiazolico LQIT-JF-100 (e I1Cso amastigota para o LQIT-JF-99),
é possivel fazer uma extrapolacdo e sugerir que o resultado esperado possa ser bem proximo
do seu analogo estrutural LQIT-JF-99. Isso é visto ao comparar 0 ICso das moléculas e notar

praticamente o mesmo valor para o potencial leishmanicida (Tabela 7).

Tabela 7 - Estrutura dos compostos que apresentaram elevada citotoxicidade em macréfagos RAW-264.7

Concentragdo (LM)

‘ ~ CCso IS IS
Compostos Macréfagos Promastigota  Amastigota
Miltefosina 56,67 - 0,25

LQIT-JF-93

%” N:g 48,403 0,09 0,47
Cl

LQIT-JF-99

ovy B 22216 234
= s r

N

\ N
HN—¢ =
\{S/

LQIT-JF-105 28.796 0,05 0,37
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O,
\ /N\HAMNOZ

LQIT-JF-106

H
@@/\N, \S\/,\N/?__Q,NOZ 44 459 0,08 0,31

As estruturas diferem uma da outra apenas pelo padrdo de substituicdo do halogénio
na posicdo 4 do anel fenilico, evidenciando que o tamanho do 4tomo, bem como os efeitos
eletrbnicos associados a estes, ndao fora eficiente em causar alteracdes na seletividade
tampouco na atividade leishmanicida. Vale salientar que um critério bastante relevante na
pesquisa de novos candidatos a farmaco, com atividade leishmanicida, € a baixa
citotoxicidade as células de mamiferos (BHARGAVA; SINGH, 2012) e para alguns
compostos deste estudo ndo foi possivel determina-las ou apresentaram baixa seletividade.
Derivados substituidos, na posicdo 3 do anel tiazdlico, por radicais 4-nitro-fenzil
demonstraram alta citotoxicidade aos macrofagos da linhagem RAW-264.7 e baixo potencial

leishmanicida para ambas as formas infectantes de Leishmania amazonensis.
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6. CONCLUSOES

Apbs a andlise dos resultados encontrados até o presente momento é possivel concluir
que a metodologia empregada para a sintese de novos compostos tiossemicarbazonicos e
tiazolicos, para a maior parte deles, mostrou-se eficiente com rendimentos variando, em
média, entre 40% e 60%. As sinteses ndo demandam mais que duas horas, para 0S
intermediarios, e menos que 24h para 0s compostos finais, 0 que € bastante relevante quando
levado em conta 0 numero de moléculas ja sintetizadas e as que serdo obtidas.

A caracterizacdo dos compostos comprova que o equilibrio tiona / tiol ndo pode ser
detectado, pelas técnicas de FTIR e RMN !H e C. A auséncia de sinais nas duas técnicas
espectroscopicas para a forma tiol e a ocorréncia de bandas e picos que apontam para a forma
tiona, comprovam as estruturas elucidadas neste trabalho, incluindo as informacdes sobre as
conformacdes sin e anti periplanar para as moléculas tiossemicarbazénicas, como sendo as
mais provaveis propostas neste estudo.

Quanto a elucidacdo estrutural dos compostos dois deslocamentos quimicos, no RMN
'H, permitem a confirmacdo do sucesso nas reacdes de condensacdo, para os intermediarios, e
a cilcizacdo para os compostos finais; estes sdo dos hidrogénios azometinico e o tiazolico,
respectivamente. A configuracdo das moléculas ndo pode ser precisada através das técnicas de
caracterizacdo empregadas e necessita ser esclarecida visando o ineditismo destes compostos
e as atividades bioldgicas vinculadas a estes. Contudo, fica evidente que h& apenas uma forma
isomérica presente nos produtos obtidos.

O estudo tedrico das estruturas mostra um menor calor de formacdo para todas as
moléculas na configuracdo Z e na conformacdo anti, sugerindo, da perspectiva in silico, a
preferéncia por este arranjo molecular. O composto LQIT/JF-96 foi escolhido por apresentar
melhor score na afinidade tanto pela COX-1 quanto pela COX-2. Seu isdbmero nha
configuracdo Z mostrou maior afinidade pelos residuos de aminoacidos da COX-1 quando
comparado com o E. Isso pode sugerir uma possivel seletividade do LQIT/JF-96 por essa
enzima.

A avaliacdo dos ensaios biologicos in vitro mostra que de todos 0os compostos testados,
(18 derivados) metade foi menos citotoxico para células de mamiferos e apresentaram maior
atividade leismanicida e seletividade, quando comparados com a miltefosina. Dois compostos
(LQIT-JF-77 e 84) apresentaram resultados melhores do que o controle positivo. Estes dados
de CCso e ICso evidenciam que além de serem menos citotoxicos do que o farmaco de

referéncia, a atividade leishmanicida, frente ao parasita da espécie L. amazonensis, foi maior
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para ambas as formas infectantes da doenca. Outros trés compostos, os LQIT-JF-76, 78 e 91,
também apresentaram melhores resultados que a miltefosina, tanto para a citotoxicidade
quanto para o potencial anti-leishmania. 1sso credencia 0s compostos sintetizados a

avancarem nos estudos biologicos.
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7. PERSPECTIVAS

As proximas etapas para a continuacao dessa pesquisa serdo retomadas imediatamente
apos as consideragdes da banca examinadora com as sugestdes e correcdes para a melhoria
deste manuscrito.

Os estudos teoricos visando buscar as estruturas mais estaveis terdo continuidade para
todos os derivados sintetizados ao passo que alguns compostos serdo selecionados e teréo
seus parametros calculados pelo método semi-empirico de quimica quéntica RM1. Efetuar
calculos de docking molecular flexiveis, considerando assim o ajuste induzido das enzimas
COX-1 e COX-2, para 0s compostos ja caracterizados.

Os ensaios in vitro com COX-1 e COX-2 deverdo ser realizados com base nos
compostos que tiveram resultados mais promissores na etapa in silico do trabalho, afim de
poupar tempo e recurso nesta fase da pesquisa. Algumas moléculas com resultados pouco
promissores nos ensaios bioldgicos também serdo testadas in silico.

Avancar nos estudos biolégicos com os LQIT-JFs afim de testa-los frente a outras
espécies de Leishmania, avaliando sua citotoxicidade e potencial leishmanicida e buscar

elucidar o mecanismo de acdo mais provavel para sua atividade anti-leishmania.
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ANEXO C - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE HIDROGENIO DA MOLECULA LQIT/JF-74.1H
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ANEXO D - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE CARBONO 13 DA MOLECULA LQIT/JF-74.13C
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ANEXO E - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE HIDROGENIO DA MOLECULA LQIT/JF-75.1H
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ANEXO F - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE CARBONO 13 DA MOLECULA LQIT/JF-75.13C
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ANEXO G - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE HIDROGENIO DA MOLECULA LQIT/P0126_39.1H

o o o o o o o o o
o L o LN o LN (=) N o o
un < < ™M ™ o~ o~ i ~— (2] o
1 | 1 1 1 | 1 1 || 1 1
—90'T
79T4L
Blv L === H66'C
szzvs/
0T
—0'T
7698'L~__
€887~ _ g1
6688'L
—56'0
—6'T
95108/ _
708
[Tp] o
— — [¥a]
l | |
-
o~
—
6128 TE
| "
g
momod/ - 60| "o
=
—
Q-ﬂ 1
= A «Q
a8 o
™ —
o g 9TLE£'8 — o1
o~ .
S €658 —

835 830 825 820 815 8.10 805 800 795 7.90 f78(5 7).80 775 770 765 7.60 7.55 750 745 7.40 735 7.30
1 (ppm

8.40



103
ANEXO H - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE CARBONO 13 DA MOLECULA LQIT/P0126_39.13C
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ANEXO I - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE HIDROGENIO DA MOLECULA LQIT/JF-77.1H
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ANEXO J - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE CARBONO 13 DA MOLECULA LQIT/JF-77.13C
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ANEXO K - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE HIDROGENIO DA MOLECULA LQIT/JF-78.1H
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ANEXO L - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE CARBONO 13 DA MOLECULA LQIT/JF-78.13C
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ANEXO M - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE HIDROGENIO DA MOLECULA LQIT/JF-79.1H

JF-79.1h 4000

3800

JF-79.1h +200 3600

150 ~3400

3200
100 r

3000

>0 L2800

o 2600

'1.01-[ — 12.6246
1 AY

. —

12.8 12.7; (12.6) 12.5 2400
1 m L

i 2200

7.6069

~2000

8.2023
7.7988
7.4787

1800

7.5857

1600

T™-7.8200

1400

1200

_ ~8.0156
-~ 7.9941

1000

~800

600

— 7.5748\

400

~200

=]

g --200
T

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.40 8.35 8.30 8.25 8.20 8.15 8.10 8.05 8.00 ?.9(5 )7.90 7.85 7.80 7.75 7.70 7.65 7.60 7.55 7.50 7.45
1 (ppm



109
ANEXO N - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE CARBONO 13 DA MOLECULA LQIT/JF-79.13C
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ANEXO O - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE HIDROGENIO DA MOLECULA LQIT/JF-80.1H
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ANEXO P - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE CARBONO 13 DA MOLECULA LQIT/JF-80.13C

JF-80.13c
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ANEXO Q - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE HIDROGENIO DA MOLECULA LQIT/JF-81.1H
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ANEXOR - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE CARBONO 13 DA MOLECULA LQIT/JF-81.13C
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ANEXO S - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE HIDROGENIO DA MOLECULA LQIT/JF-82.1H
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ANEXO T - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE CARBONO 13 DA MOLECULA LQIT/JF-82.13C
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ANEXO U - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE HIDROGENIO DA MOLECULA LQIT/JF-83.1H
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ANEXOV - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE CARBONO 13 DA MOLECULA LQIT/JF-83.13C
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ANEXO W - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE HIDROGENIO DA MOLECULA LQIT/JF-84.1H
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ANEXO X - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE CARBONO 13 DA MOLECULA LQIT/JF-84.13C
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ANEXOY - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE HIDROGENIO DA MOLECULA LQIT/JF-85.1H
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ANEXO Z - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE CARBONO 13 DA MOLECULA LQIT/JF-85.13C
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ANEXO AA - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE CARBONO 14 DA MOLECULA LQIT/JF-91.H
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ANEXO AB - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE CARBONO 13 DA MOLECULA LQIT/JF-91.13C
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ANEXO AC - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE HIDROGENIO DA MOLECULA LQIT/JF-92.1H
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ANEXO AD - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE HIDROGENIO DA MOLECULA LQIT/JF-93.1H
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ANEXO AE - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE CARBONO 13 DA MOLECULA LQIT/JF-93.13C
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ANEXO AF - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE HIDROGENIO DA MLECULA LQIT/JF-96.1H
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ANEXO AG - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE CARBONO 13 DA MOLECULA LQIT/JF-96.13C
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ANEXO AH - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE HIDROGENIO DA MOLECULA LQIT/JF-97.1H
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ANEXO Al - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE CARBONO 13 DA MOLECULA LQIT/JF-97.13C
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ANEXO AJ - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE HIDROGENIO DA MOLECULA LQIT/JF-99.1H
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ANEXO AK - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE CARBONO 13 DA MOLECULA LQIT/JF-99.13C
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ANEXO AL - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE HIDROGENIO DA MOLECULA LQIT-JF-100.1H

JF-100.1h i
JF-100.1h 100 -200

~80 -190

11.5064

60 180

11.7935

40 170

-20 [0
i - 150
_0 L

T | T T T ﬁl T T
g8 117 116 115 114
f1 (ppm)

140

= 1.0

11.9 1
130

120

-—7.4514
——7.4304

110

8.2557
7.3045

100

7.8503

90

7.8715

80

70

__~7.7585
T 7.7521

60

50

——8.2412
—~-8.2233

40

30

20

r10

£ SR e

a <
o —

3
1.0
2

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.25 8.20 8.15 8.10 8.05 8.00 7.95 790 7.85 7.80 7.75} (7.70) 7.65 760 755 750 745 740 735 730 725 7.20 7.15
1 (ppm



JF-100.13c

169.29

ANEXO AM - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE CARBONO 13 DA MOLECULA LQIT-JF-100.13C
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ANEXO AN - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE HIDROGENIO DA MOLECULA LQIT/JF-105.1H
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ANEXO AO - ESPECTRO UNIDIMENSIONAL DE HIDROGENIO DA MOLECULA LQIT/JF-106.1H
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AP - ESPECTRO BIDIMENSIONAL DO TIPO COSY DA MOLECULA LQIT JF-81
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AQ - ESPECTRO BIDIMENSIONAL DO TIPO HSQC DA MOLECULA LQIT JF-81
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AR - ESPECTRO BIDIMENSIONAL DO TIPO HMBC DA MOLECULA LQIT JF-81
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AS - ESPECTRO BIDIMENSIONAL DO TIPO COSY DO COMPOSTO LQIT JF-99
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AT - ESPECTRO BIDIMENSIONAL DO TIPO HSQC DA MOLECULA LQIT JF-99
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AU - ESPECTRO BIDIMENSIONAL DO TIPO HMBC DA MOLECULA LQIT JF-99
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