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RESUMO

A doencga de Chagas, uma infecgcédo parasitaria amplamente distribuida na América
Latina, € um problema grave de saude publica com consequéncias devastadoras em
termos de morbidade e mortalidade humana. As alternativas terapéuticas existentes
sao limitadas e insuficientes devido principalmente a baixa eficacia e elevada
toxicidade. Visando o planejamento de novos agentes antichagasicos,
desenvolvemos, neste trabalho, a sintese de cinco novas substancias, contendo os
nucleos indol e aminoguanidina hidrazonas com potencial atividade anti-T. cruzi e sua
avaliagao bioldgica. Para a sintese das substancias planejadas, partiu-se da N-fenil-
tioureia através da reacao de substituicdo com Mel, onde esta foi convertida no
intermediario LQM-45, sintetizada via reagao de S-alquilagédo. Este intermediario, por
sua vez, através da reacdo de aminacdo com hidrazina resultou no LQM-44, o qual
reagiu com cinco diferentes 3-indol-carboxaldeidos para obtengdo das cinco novas
substancias com potencial atividade anti-T. cruzi, obtidas por reagao de condensacao.
As substancias finais foram sintetizadas com rendimentos entre 62 a 99%, e
caracterizados por RMN 1H, onde foi possivel observar a presenga de singletos
relativos aos sinais quimicos dos hidrogénios ligados ao nitrogénio (NH), em uma faixa
que variou entre 12.63 — 7.21 ppm. Além disso, foi também observado o sinal iminico
caracteristico (CH=N) na faixa de 8.44 — 8.54 ppm. Ja nos espectros de RMN "*C, foi
possivel observar um sinal caracteristico da ligagdo C=N na faixa de 152.4 — 153.2
ppm. A espectrometria de massas confirmou todas as substancias sintetizadas
através da averiguagdo do pico do ion molecular. Todas as substancias foram
submetidas a avaliagao in vitro de suas atividades anti-T. cruzi, na forma epimastigota,
além do ensaio de citotoxicidade em esplendcitos de camundongos. O LQM-31
apresentou melhor atividade frente a forma epimastigota (Clsp -10,61 uM) quando
comparado as outras substancias testadas. Por outro lado as substancias
apresentaram CCsp variando entre 4,37 — 5,62 uM apresentando elevada citotoxidade
quando comparadas ao benznidazol. Diante dos resultados obtidos, serdo realizadas
novas modificagdes estruturais a partir da estrutura do LQM-31, modificando-se o anel
ou grupo ligado a aminoguanidina, no intuito de se obter novos derivados
aminoguanidinicos menos toxicos e mais ativos frente ao parasito T. cruzi.

Palavras chaves: Doenca de Chagas, aminoguanidina hidrazonas, derivados
inddlicos, T. cruzi.



ABSTRACT

Chagas disease, a parasitic infection widespread in Latin America, is a serious public
health problem with devastating consequences in terms of human morbidity and
mortality. Existing treatment options are limited and insufficient mainly due to low
efficacy and high toxicity. In order to plan new antichagasic agents, developed in this
work the synthesis of five new substances containing the indole and aminoguanidine
hydrazones with potential anti-T. cruzi activity and their biological evaluation. For the
synthesis of scheduled substances departed from the N-phenyl-thiourea by
substitution reaction with Mel, where it was converted to LQM-45 intermediate
synthesized via S-alkylation reaction. This intermediate, in turn, through amination
reaction with hydrazine resulted in LQM-44, which was reacted with five different indol-
3-carboxaldehydes to obtain the five new substances with potential anti-T. cruzi
activity, obtained by condensation reaction. The final compounds were synthesized in
yields between 62 to 99%, and characterized by "H NMR, it was possible to observed
the presence of singlets for the chemical signals of hydrogens attached to the nitrogen
(NH), in a range varying between 12.63 - 7.21 ppm. Furthermore, it was also observed
the characteristic signal imine (CH = N) in the range of 8.44 - 8.54 ppm. Already in the
3C NMR spectra, we observed a characteristic sign of the C = N bond in the range of
152.4 - 153.2 ppm. Mass spectrometry confirmed all synthesized substances by
investigating the molecular ion peak. All substances were subjected to in vitro
assessment of their anti-7. cruzi activity epimastigote in shape in addition to
cytotoxicity assay in splenocytes of mice. The LQM-31 showed better activity against
epimastigote form (ICso = 10.61 uM) when compared to the other substances tested.
On the other hand the substances showed CCs, ranging from 4.37 to 5.62 uM showing
high cytotoxicity when compared to benznidazole. Based on the results, will be carried
out further structural changes from the structure of the LQM-31, changing the ring or
group linked to aminoguanidine in order to obtain new less toxic aminoguanidinicos
derivatives and most active against the parasite T. cruzi.

Key words: Chagas disease, aminoguanidine hydrazones, indole derivatives, T. cruzi.
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1. INTRODUGAO

A doencga de Chagas ou Tripanossomiase americana, € uma protozoonose
causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi. Ela é considerada como uma
doenga tropical negligenciada, devido seu impacto substancial em termos de
mortalidade prematura e por estarem fortemente relacionadas a pobreza e regides
tropicais. (WHO, 2015; CROPTON, 2013; FRANCO-PAREDES, SANTOS-
PRECIADO, 2011).

A maioria das infecgdes ocorre em areas endémicas por transmissao vetorial
por meio da picada de insetos triatomineos conhecidos como “barbeiros”. Atualmente
vem sendo reportadas formas alternativas de transmissao desta doenca, tais como
transfusdo de sangue, transplante de 6rgaos, transmissao vertical (mae para filho),
por ingestdo de alimentos ou liquidos contaminados com o T. cruzi ou ainda
acidentais, em laboratérios nos quais sdo manipulados parasitos vivos. (WHO, 2015;
CROPTON, 2013; YANO, 2010).

Antigamente, considerada um problema da América Latina, a doenga de
Chagas é atualmente uma infec¢ao parasitaria global, devido a crescente migragao
de populacgdes das areas de alta incidéncia para regides ndo-endémicas, e das zonas
rurais para areas urbanas. (WHO, 2015; CROPTON, 2013; COURA, BORGES-
PEREIRA, 2012; GASCON, BERN, PINAZO, 2010).

Atualmente, ndo existem vacinas eficazes. A quimioprofilaxia ndo € ideal e a
quimioterapia é inadequada. O desenvolvimento de resisténcia em algumas cepas do
T. cruzi aos farmacos padrao-ouro, benznidazol e nifurtimox, constitui um importante
problema de saude publica (SERAFIM et al., 2014). Esses farmacos sao produtores
de metabdlitos ativos que tém a capacidade de interagir com o DNA do hospedeiro e
causar efeitos deletérios, incluindo cancer (KRYSHCHYSHYN et al., 2014; MORENO-
RODRIGUEZ et al., 2014; MERLINO et al., 2014).

O processo que envolve a pesquisa e o desenvolvimento de novos farmacos
vem crescendo notadamente nestes ultimos anos, e existe uma grande necessidade
do desenvolvimento de novas substancias farmacologicamente ativas, que sejam
eficazes contra diferentes patologias ainda sem tratamento, ou que possam substituir
as existentes com custo reduzido e baixo efeito colateral (COLOMBO & PERRETO et
al., 2008).

O nucleo indol representa uma das subunidades estruturais importantes para a
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descoberta de novos farmacos. Alguns trabalhos na literatura relatam a atividade do
anel inddlico frente algumas doencgas negligenciadas. Manda e colaboradores (2014)
reportaram em seu trabalho uma série de novos derivados N-substituido-tetrahidro-(-
carbolinas que exibiram potencial atividade frente algumas espécies de Leishmania e
Trypanossoma.

Aminoguanidina hidrazonas representam um grupo de compostos que, contém
os grupos amidina (guanil) hidrazona. Entre o potencial biolégico dessas moléculas,
destacam-se as agdes para doengas negligenciadas (DNs) tais como: malaria,
leishmaniose e doenga de Chagas (MARTINS et al.,, 2004). Em relagdo a agao
antitripanossomal desses compostos, existe grande interesse na pesquisa e no
desenvolvimento de novos derivados de guanilhidrazonas, em fungao da facilidade de
sintese e baixo custo de producao, o que € extremamente apropriado para uso em
paises pobres, como a Africa, por exemplo, onde além de existir milhares de pessoas
infectadas com tripanossomas, ha também graves efeitos em rebanhos bovinos
(PAPADOPOULOU et al., 2014).

Neste sentido, em nosso trabalho a partir das técnicas de bioisosterismo e
hibridacdo molecular foram desenhadas e sintetizadas cinco novas substancias
contendo em suas estruturas as fungdes indol e aminoguanidina hidrazonas no intuito

de se obter novas moléculas com atividade antichagasica.
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2. FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1 Doencgas Negligenciadas

Doencas negligenciadas (DNs) como a malaria, doenga de Chagas, doenga do
sono ou tripanossomiase humana africana (THA), leishmaniose visceral (LV), filariose
linfatica, dengue e esquistossomose sdo um conjunto de doencas infecciosas
diferenciadas pelo alto nivel de morbidade, entretanto com baixo nivel de mortalidade.
Sao responsaveis por afetar intensamente a qualidade de vida e causar impactos
socioecondmicos negativos para a populagédo dos paises mais pobres. (DNDi, 2015;
WHO, 2015).

Atualmente, essas doencgas configuram um grande problema de saude publica
mundial, quantificando um total de 1 bilhdo de pessoas acometidas por algum tipo de
infeccao de origem bacteriana, viral ou parasitaria (PAPADOPOULOU et al., 2014).

Programas de controle da transmissao vetorial e melhoria das habitagdes nas
ultimas décadas, foram voltados para eliminagao e controle da doenga de Chagas na
América Latina. A Iniciativa do Cone Sul (Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai e
Uruguai), do Pacto Andino (Colémbia, Equador, Peru e Venezuela) e do Pacto da
América Central (Belize, Costa Rica, El Salvador, Guatemala, Honduras, Nicaragua e
Panama), junto com a triagem dos bancos de sangue reduziram substancialmente
(70%) a incidéncia da infecgao e diminuiu o numero da doenga de Chagas na América
Latina (RASSI et al., 2010).

O Brasil ganhou em junho de 2006, a certificagao referente a erradicagao da
transmissao da doenca de Chagas pelo seu vetor principal (Triatoma infestans) e pela
via transfusional, concedida pela Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS), da
Organizagdo Mundial de Saude (OMS). Porém, existem mais de 42 espécies de
triatomineos relacionados no Brasil, reforcando a necessidade de a¢des de vigilancia
(WHO, 2015).

Embora o financiamento exista para pesquisas relacionadas a essas
enfermidades, o conhecimento produzido ndo se reverte em avangos terapéuticos,
como, por exemplo, novos farmacos, métodos diagndsticos e vacinas. Uma das
razoes para esse quadro € o baixo interesse da industria farmacéutica nesse tema,
justificado pelo reduzido potencial de retorno lucrativo para a mesma, uma vez que a
populacao atingida € de baixa renda e presente, em sua maioria, nos paises em
desenvolvimento (BRASIL, 2010).
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2.2. Doencga de Chagas

A doencga de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, é
uma das 17 doencgas tropicais negligenciadas listadas pela Organizagao Mundial da
Saude (OMS) e considerada pela mesma como sendo a 13? doenca tropical mais
negligenciada dentre todas as outras pertencentes a essa classificagcédo (CABALLERO
et al., 2014).

Estima-se que cerca de 100 milhdes de pessoas estdo vivendo em 21 paises
considerados endémicos, destas 8 milhdes estdo infectadas e, ainda 41 mil novos
casos sao reportados todos os anos (SERAFIM et al., 2014). Por conseguinte, a
doencga de Chagas tem sido considerada a enfermidade tropical “mais preocupante”
da atualidade (MOREIRA et al., 2014; SERAFIM et al., 2014; PAPADOPOULOU et
al., 2014).

A mudanca no perfil epidemiolégico da doenca de Chagas teve grande
influéncia dos processos migratorios da populagao, que se deslocou das zonas rurais
para zonas urbanizadas. Quando a prevaléncia da doencga era rural, relacionava-se o
alto indice de contaminagao a utilizacdo de casas de taipa como moradia, o que
propiciava o alojamento e a procriacdo dos insetos vetores. Com a chegada de
pessoas infectadas as cidades, houve um espalhamento do niumero de infectados e o
risco de transmissao pelas vias menos frequentes como transfusdo sanguinea.
Processos migratdrios internacionais, promovidos em especial pela globalizagao,
levaram focos da doenga para outros continentes. Deste modo, a doenga de Chagas
que era considerada um problema da América Latina, hoje se encontra em varios
paises, como Estados Unidos, Australia, Espanha e Japao tornando-se um problema
de saude publica mundial (URBINA, 2010; COURA & BORGES-PEREIRA, 2012;
WHO, 2015).

2.2.1 O parasito: Trypanosoma cruzi

O género Trypanosoma é dividido em dois importantes grupos: o primeiro grupo
conhecido como Stercoraria e o segundo grupo chamado de Salivaria. O
Trypanosoma cruzi (T. cruzi) se enquadra no grupo Stercoraria, por seus
tripanossomos se desenvolverem no tubo digestivo do inseto vetor e serem liberados
por suas fezes (FIOCRUZ, 2015).
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O T. cruzi € um parasito da ordem dos Kinetoplastida, pertencente a familia
Trypanosomatidae. Essa familia compreende varios géneros importantes, porém o
mais importante € o género Trypanosoma, causador de diversas doengas humanas,
entre elas a doengca de Chagas (Trypanosoma cruzi) e a doenga do sono

(Trypanosoma rhodesiense e Trypanosoma gambiense) (FIOCRUZ, 2015).

2.2.2 Transmissao e Patogenia

A principal via de transmissdo da doenca de Chagas é a vetorial, que ocorre
pela picada de insetos triatomineos hematofagos, conhecidos como “barbeiros”
(Triatoma infestans) (Figura 1). Esses insetos, durante a picada, depositam no local
fezes contaminadas com formas tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi; a
penetracao dessas formas parasitarias causa infecgao no individuo picado (FIOCRUZ,
2015; WHO, 2015).

Figura 1. Visualizagcdao do inseto pertencente a classe dos triatomineos
hematéfagos (barbeiro), principal vetor da doenga de Chagas.
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FONTE: PINHEIRO, 2012:_

Outras formas n&o convencionais de infeccdo também podem ser encontradas
tais como: transfusado sanguinea, transplacentaria, transplante de érgaos, acidente de
laboratério. Mais recentemente, a transmissao oral, através da ingestao de alimentos
contaminados com excretas dos triatomineos, passou a ocupar um importante papel
na disseminagao da doenga, visto que, foi responsavel por surtos de infecgao aguda
em areas desprovidas de insetos vetores domiciliados. Esta via de infeccio resulta
em um quadro clinico agudo grave associado a uma infecgao parasitaria maciga com
altas taxas de mortalidade (PEREIRA et al., 2009; CEVALLOS e HERNANDEZ, 2014).
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A doencga de Chagas apresenta duas fases bem caracterizadas e distintas: uma
fase aguda e uma cronica. A fase aguda se inicia logo apos a infec¢gao podendo durar
de 4 a 8 semanas, e é caracterizada por uma alta parasitemia e pela presenca de
infiltrados inflamatérios em diversos tecidos. Geralmente é assintomatica ou pode
apresentar sintomas menos especificos tais como febre e edema no local da
inoculagdo (chagoma de inoculagao ou sinal de Romana). A mortalidade nesta fase
ocorre ocasionalmente (<5-10% dos casos sintomaticos) como resultado de uma
miocardite ou meningoencefalite grave (BERN, 2011).

Estudos mostram que 60 a 70% dos pacientes ndo desenvolvem clinicamente
a doenga, caracterizando a forma indeterminada da doenca de Chagas, a qual
apresenta positividade para exames sorolégicos com exames radiolégicos e
eletrocardiograma normais. Na auséncia de um tratamento especifico, 30 a 40% dos
pacientes desenvolvem a fase cronica determinada, que é caracterizada por lesdes

irreversiveis em alguns 6rgaos tais como o coragao, eséfago e célon (BERN, 2011).

Figura 2. Fases clinicas da Doencga de Chagas.
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FONTE: BERN, 2011.
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2.2.3 Formas evolutivas e ciclo biolégico do Trypanossoma cruzi

As formas evolutivas do T. cruzi sao: epimastigota (encontrada no tubo
digestivo do vetor) (Figura 3A), tripomastigota (encontrada no vetor, sangue e espago
intercelular do hospedeiro vertebrado) (Figura 3B) e amastigota (encontrada no
interior de células do hospedeiro vertebrado) (Figura 3C) definidas com base na forma
geral da célula (esférica, piriforme e alongada), na posigao relativa entre o nucleo e o
cinetoplasto (anterior, lateral e posterior) e na maneira da saida do flagelo da bolsa
flagelar (central ou lateral) (RASSI, 2010; KRYSHCHYSHYN et al., 2014).

Figura 3. Formas evolutivas do Trypanosoma cruzi
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FONTE: RASSI et al., 2010 (EDITADO). Formas evolutivas do T. cruzi em (A)
Epimastigotas, em (B) Tripomastigotas e em (C) Amastigotas.
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O ciclo biolégico do T. cruzi é bastante complexo e envolve a passagem
obrigatéria por hospedeiros vertebrados (mamiferos) e invertebrados (insetos
triatomineos hematofagos). No inseto, o ciclo (Figura 4) tem inicio, quando durante o
seu repasto sanguineo ele ingere formas tripomastigotas sanguineas. No estbmago,
estas formas se diferenciam em epimastigotas e se proliferam por divisdo binaria no
lumen intestinal. Na porcado terminal do intestino, essas formas se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicas, as quais serdo eliminadas nas fezes do inseto durante
seu repasto sanguineo no mamifero. Ja no hospedeiro vertebrado, as formas
metaciclicas penetram em macréfagos e em células de tecido, escapam do vacuolo
fagolisosomal e se diferenciam em amastigotas, que se multiplicam por divisao binaria
no citoplasma da célula hospedeira. Depois de alguns ciclos de multiplicagéo, as
amastigotas se diferenciam em tripomastigotas sanguineas, que serao liberadas pela
ruptura da célula hospedeira, podendo entéo invadir novas células ou tecidos ou entao
serem ingeridas pelo inseto, completando assim o ciclo de vida do parasita (RASSI,
2010; KRYSHCHYSHYN et al., 2014).

Figura 4 — Ciclo biolégico do Trypanossoma cruzi.
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FONTE: PINHEIRO, 2012 (EDITADO).
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2.3 Quimioterapia

Embora as doencas tropicais e a tuberculose sejam responsaveis por 11,4%
da carga global de doencgas, apenas 21 (1,3%) dos 1.556 novos medicamentos
registrados entre 1975 e 2004, foram desenvolvidos especificamente para essas
doengas. Durante o mesmo periodo, 1.535 medicamentos foram registrados para
outras doengas (DNDi, 2015). Fica mais evidente que o numero de medicamentos
para as doencgas causadas por protozoarios € insuficiente quando comparamos com
a quimioterapia anti-HIV. Em 2011, estimativas apontavam para 35 milhdes de
pacientes infectados com o HIV, cujo arsenal terapéutico anti-HIV compreendia 33
medicamentos aprovados para uso clinico (BOONE & KOSZALKA, 2010;
MENDONCA-JUNIOR & AQUINO 2015,).

Atualmente, o desenvolvimento de resisténcia em algumas cepas do T. cruzi
aos farmacos padrao-ouro, nifurtimox e benznidazol, constitui um importante problema
de saude publica (SERAFIM et al., 2014). Esses farmacos sao produtores de
metabdlitos ativos que tém a capacidade de interagir com o DNA do hospedeiro e
causar efeitos deletérios, incluindo cancer (KRYSHCHYSHYN et al., 2014; MORENO-
RODRIGUEZ et al., 2014; MERLINO et al., 2014). A Figura 5 ilustra os principais
farmacos utilizados na terapia antitripanossomal KRYSHCHYSHYN et al., 2014).

Figura 5. Principais farmacos empregados na terapia anti-T. cruzi.
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Benznidazol (BnZ) — Rochagan® e Nifurtimox (NFx) — Lampit® (Figura 5),
atuam aumentando as espécies radicalares (principalmente, anion superoxido 02" e
H203), produzindo metabdlitos eletrofilicos, bem como, aumentando o consumo de
oxigénio pelo parasito. Porém, no caso do BnZ, este é capaz de gerar metabdlitos que
interagem com o DNA do hospedeiro, causando severos efeitos adversos, dificultando
a adesdo do paciente ao tratamento (KRYSHCHYSHYN et al.,, 2014; MORENO-
RODRIGUEZ et al., 2014; MERLINO et al., 2014).

BnZ e NFx ndo s&o eficazes em acabar com a carga parasitaria do hospedeiro,
ja que cerca de 80% dos pacientes em estagio crbnico, tratados com tais farmacos,
nao atingem a cura completa (SERAFIM et al., 2014; OH et al., 2014). De acordo com
Moreira e colaboradores (2014), existe uma tendéncia em associar farmacos na
terapia clinica de pacientes portadores da doenga de Chagas, com a finalidade de
evitar o surgimento de cepas resistentes de T. cruzi.

Posaconazol (1) e ravuconazol (2) (Figura 6), sdo alguns dos novos candidatos
a farmacos que tém apresentado um bom espectro de agdo antichagasico, tendo
como alvo a via da biossintese do ergosterol, porém ainda estdo em fase de testes
clinicos (CARDOSO et al., 2014).

O posaconazol tem como alvo a enzima esterol-14a-desmetilase (CYP51),
porém o mecanismo de acdo desse farmaco ndo esta totalmente elucidado. Em
adicao, esse farmaco falhou na eliminagao do parasito em ensaios experimentais em
primatas. Ademais, inibidores do CYP51 sdo capazes de inibir outras enzimas
importantes para o metabolismo de outros farmacos como, por exemplo, a via do
CYP3A4 (PAPADOPOULOU et al., 2014).
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Figura 6. Estruturas quimicas dos farmacos posaconazol (1) e ravuconazol (2),

os quais encontram-se em fase clinica de desenvolvimento.
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2.4 Alvos bioldgicos para o desenvolvimento de farmacos antichagasicos
2.4.1 Cruzaina (TcCR)

A Cruzaina (TcCR), a maior cisteina protease tripanossomal, esta envolvida
nos processos de invasao, diferenciacao e proliferacdo do parasito nas células do
hospedeiro (MOREIRA et al., 2014; SERAFIM et al., 2014; CARDOSO et al., 2014).
De acordo com CAPUTTO e colaboradores (2011) esta enzima é expressa em todos
os estagios de desenvolvimento do parasito, sendo ainda responsavel por produzir
substancias pro-inflamatérias que exercem importantes papéis nas manifestacoes
clinicas, citadas anteriormente (KRYSHCHYSHYN et al., 2014). Em adicdo, a
cruzaina também é responsavel por degradar as proteinas celulares do hospedeiro e
contribuir com retorno da infec¢ado (MOREIRA et al., 2014).

As principais classes de inibidores desta enzima incluem (Figura 7): (a)
derivados peptidicos (5 e 6) (DUSCHAK et al; 2007) ; (b) derivados nao-peptidicos
(triazois 7, pirimidinas 8, tiossemicarbazonas 9 e chalconas 10) (MOREIRA et at.,
2014; SOEIRO et al., 2009; McKERROW et al., 2008); (c) complexos de rénio e ouro
(oxorénios 11 e ciclometalados de ouro 12); e (d) doadores de 6xido nitrico (nitrosotidis
13 e nitrosilo complexos de ferro e ruténio 14) (SILVA et al., 2007). Os derivados
peptidicos constituem a classe mais importante de inibidores da cruzaina,
especialmente o dipeptidil vinil sulfénico N-metil-Pip-F-hF-VSY (5) (BRAK et al.,
2008). Este inibidor, além de alta seletividade, também exibiu potente atividade in vitro
e in vivo, inclusive em modelos imunossuprimidos de infecgao experimental aguda de

doencga de Chagas.
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Figura 7. Estrutura cristalografica da cruzaina de T. cruzi e principais farmacos

inibidores.
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FONTE: DIAS et al., 2009. Inibidores da enzima alvo de diferentes classes quimicas
(5-14).

2.4.2 DNA topoisomerases | e |l

Essas enzimas tém atraido grande atengcdo da comunidade cientifica, pois
desempenham papel essencial na replicagdao do DNA do T. cruzi e, em particular, no
processo de replicagdo da cadeia de minicirculos e maxicirculos do DNA do
kinetoplasto (kDNA). O planejamento de inibidores destas isomerases representou
grande sucesso no desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos citotdxicos
(DIAS et al., 2009).

Existem alguns farmacos antioneoplasicos disponiveis comercialmente que
atuam nesses alvos, tais como os inibidores da topoisomerase |, irinotecano
(Camptosar®, da Pfizer) e topotecana (Hycamtin®, da GlaxoSmithKline); e os
inibidores da topoisomerase |l, etoposida e teniposida (Vepesid® e Vumon®,
respectivamente, da Bristol-Myers Squibb). As antraciclinas, camptotecinas, acridinas
e fluoroquinolonas formam classes de inibidores bem conhecidas, as quais
apresentaram bons resultados contra formas tripomastigotas sanguineas do T. cruzi.
Diversos estudos tém demonstrado que as acridinas atuam como boas candidatas a

inibidores, isso ocorre porque elas ligam-se ao DNA devido a sua capacidade de
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intercalagéo (DIAS et al., 2009).

2.4.3 Diidrofolato redutase (TcDHFR)

A enzima diidrofolato redutase (DHFR) do T. cruzi (TcDHFR) é extremamente
essencial ao parasito, e representa um alvo potencial para o planejamento racional de
novos farmacos anti-T.cruzi. De modo geral, todos os organismos necessitam de
folato. Formas reduzidas de folato e seus derivados s&o necessarios para a sintese
de biomoléculas, tais como proteinas, DNA e RNA (SCHORMANN et al., 2010;
KRYSHCHYSHYN et al., 2014).

Em geral, a acdo de farmacos sobre essa enzima encontra-se relacionada a
quimioterapia antineoplasica. Porém, a maioria dos inibidores da DHFR é utilizada no
tratamento de infecgdes bacterianas e outros parasitos (SCHORMANN et al., 2010).

De acordo com Schormann e colaboradores (2010) o farmaco mais efetivo
como inibidor da DHFR conhecido na literatura é o trimetrexato (TMQ) (Figura 8). Esse
farmaco é extremamente eficaz na inibicdo do crescimento das formas amastigotas e

tripomastigotas de T. cruzi, in vitro.

Figura 8. Estrutura do Trimetrexato, farmaco mais efetivo como inibidor da
DHFR.

2.4 4 Tripanotiona redutase (TcTR)

A tripanotiona redutase (TcTR) € um importante alvo para farmacos em
tripanossomatideos. Essa enzima, dependente de NADPH, catalisa a reducdo da
tripanotiona dissulfida ditiol em tripanotiona, desencadeando uma cascata de eventos
responsaveis pela neutralizagdo de espécies reativas de oxigénio. Dessa forma, esta
enzima esta relacionada com a capacidade de sobrevivéncia do parasito a farmacos
geradores de espécies radicalares (RODRIGUES et al., 2012; KUMAR et al., 2014).
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Segundo Rodrigues e colaboradores (2012) o principal beneficio de utilizar
essa enzima como alvo para planejamento de farmacos € que a mesma apresenta
uma morfologia muito diferente da enzima equivalente em humanos, a glutationa
redutase. Desse modo, € mais provavel a agao desses farmacos sobre a TcTR sem

que haja interferéncias sobre a glutationa redutase do hospedeiro.

2.5 Quimica Medicinal e a descoberta de novos farmacos

A quimica medicinal compreende a sintese ou isolamento de compostos com
atividade bioldgica, elucidagdo ou confirmagao da estrutura, a caracterizagdo das
propriedades fisico-quimicas, a determinacao da atividade bioldgica, a exploragao
desta atividade em nivel molecular e o estudo das relagcdes entre estrutura quimica e
a atividade bioldgica, SAR/QSAR (MONTANARI, 2011).

Ela é definida como uma ciéncia que se dedica a estudar as razdes moleculares
da acao dos farmacos, a relagao entre a estrutura quimica e a atividade farmacologica,
incluindo o planejamento e o desenho estrutural de novas substancias. Esta tarefa
envolve uma multiplicidade de fatores responsaveis pela resposta terapéutica de um
farmaco que precisa apresentar elevada eficacia e possuir efeitos toxicos reduzidos
(BARREIRO, 2009).

Em se tratando de planejar novos farmacos, também deve ser dada a devida
atencado aos chamados alertas estruturais, os quais sao subestruturas de moléculas
responsaveis pelas propriedades téxicas da mesma. A identificagdo desses grupos no
planejamento dos farmacos pode prevenir uma caracteristica de toxicidade, que
possam vir a aumentar seu potencial, mutagénico, hepatotéxico e cardiotdxico. Temos
como exemplo compostos nitro-aromaticos, aminas aromaticas, epoxidos, aldeidos q,
B-insaturados, hidrazinas, hidrazidas, halogenetos alifaticos, hidroquinonas, entre
outros (SUSHKO et al., 2012; STEPAN et al., 2011).

A quimica medicinal permite a utilizagdo de estratégias que conduzem ao
desenho molecular de candidatos a novos farmacos. Estas estratégias séao
fundamentais na etapa de modificagdo molecular necessaria a sua otimizagao. Dentre
essas estratégias destacam-se o bioisosterismo e a hibridagdo molecular
(BARREIRO, 2009).
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2.5.1 A importancia do nucleo indol

O anel indol representa uma das subunidades estruturais importantes para a
descoberta de novos farmacos. Inddis sdo conhecidos por suas atividades biolégicas
dentre elas para doengas negligenciadas tais como como anti-Trypassoma cruzi,
(MEZENCEV et. al.,, 2009), anti-Leishmania (SHARMA et. al.,, 2013) e anti-
Plasmodium (SANTOS et. al., 2015).

Mezencev e colaboradores (2009) relatam o efeito tripanomicida de 1-
metoxiespirobrassinol e outros fitoalexinas-indol, metabdlitos secundarios produzidos
pelas plantas cruciferos. Estes compostos, que demonstraram anteriormente
atividade antimicrobiana e propriedades anticancerigenas, tem apresentado efeitos
antiproliferativos significativos sobre amastigotas do T. cruzi intracelular e podem ser
potenciais candidatos para a concepcao e desenvolvimento de medicamentos e
antichagasicos. O 1-Metoxibrassinin (Figura 9) exibiu uma poténcia mais elevada do
que os agentes antichagasicos nifurtimox, benznidazol, e o conhecido agente
antiparasitario 4-fenoxifenoxietil tiocianato (CINQUE et al., 1998), cujos valores de Clsg
sob semelhantes condi¢cdes experimentais sdo 2,8, 3,7 e 12 uM, respectivamente
(SZAJNMAN et al., 2008).

Figura 9. Estrutura do 1-Metoxibrassinin, derivado indélico potente agente
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Santos e colaboradores (2015) sintetizaram uma série de 3-piperidina-4-il-1H-
indol, a qual foi ativa frente o Plasmodium falciparum. A relagao estrutura-atividade
(SAR) mostrou um novo composto o (4-(1H-indol-3-il)piperidina-1-il)(piridina-3-il)
metanona (Figura 10), com atividade antimalarica contra farmaco-resistentes e
sensiveis (valores CEsy ~ 3 uM), seletividade para parasita da malaria e a resisténcia
cruzada com cloroquina, representando, assim, um novo potencial quimioterapico

para maior otimizacao no sentido de novos antimalaricos acessiveis.
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Figura 10. Estrutura quimica de derivado inddlico ativo frente ao Plasmodium

falciparum (CEso ~ 3 uM)
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2.5.2 Aminoguanidina Hidrazonas

Aminoguanidina hidrazonas representam um grupo de compostos que, contém
os grupos amidina (guanil) hidrazona. Na quimica, sao utilizados como intermediarios
na construcdo de compostos heterociclos polifuncionais contendo atomos de
nitrogénio (GOSSNITZER et al., 2002).

A principal caracteristica estrutural, mostrada pelas guanilhidrazonas, € o
terminal catibnico. Essa parte da estrutura pode ter grande importancia nas
propriedades antimicrobianas apresentadas por esses compostos. Algumas
guanilhidrazonas foram estudadas e apresentaram valores de Dlsy (Dose inibitoria de
50% dos parasitos circulantes no sangue testado) muito superiores ao metil-glioxal-
bis-guanilhidrazona (MGBG) e o cristal violeta ou violeta genciana, que é empregado
em bancos de sangue na quimioprofilaxia de sangue contaminado (MESSEDER,
1995).

Messeder e colaboradores (1995) sintetizaram uma série de guanilhidrazonas
aromaticas, preparadas por condensacao de varios aldeidos com cloridrato de
aminoguanidina, e testado in vitro contra a forma tripomastigota de T. cruzi. A maior
parte dos compostos, especialmente os que n&o tém grupos de ligagao de hidrogénio
e possuindo orto-substituicdo, foram significativamente mais ativos do que violeta
genciana (Dlsg = 536 uM). O composto mais ativo (Figura 11) teve um valor de Dlsy =

17 uM (25 vezes mais potente do que a violeta genciana).

Figura 11. Estrutura quimica de derivado aminoguanidinico com atividade anti-
T. cruzi (Dlso = 17 pM).
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Ulrich e Cerami (1984) se basearam na atividade antitripanossomal de 1,3-
diacetilbenzeno bis(guanilhidrazona) e 2,6-diacetilpiridina bis(guanilhidrazona), e uma
série de heterociclicos substituidos de 1,3-dicetona arileno bis(guanilhidrazona) foram
preparadas e testadas contra as infecgcbes por Trypanosoma brucei em ratos. Foi
reportado que o composto 1,3,5- triacetilbenzeno tris(guanilhidrazona) (Figura 12) foi
cerca de 9 vezes mais ativo que o derivado 1,3-diacetilbenzeno bis(guanilhidrazona)

ratificando assim a importancia do grupo guanilhidrazona nesta série de compostos.

Figura 12. Estrutura quimica do 1,3,5-triacetilbenzeno tris(guanilhidrazona),

derivado ativo contra infecg¢ao por T. brucei em ratos.
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2.5.3 Bioisosterismo e a Hibridagao Molecular

O termo bioisosterismo foi introduzido por Friedman em 1951 para designar
moléculas que além das suas semelhancgas fisicas e quimicas, compartilham algumas
propriedades biolégicas (PEREZ, 2004).

Bioisésteros sdo compostos resultantes da substituicdo de atomos ou grupo de
atomos por outros semelhantes quimicamente. Essa substituicio bioisostérica produz
um novo composto, estruturalmente similar ao original, mas que podera produzir
efeitos bioldgicos diferentes, sendo possivel prever esses efeitos a partir de
propriedades fisico-quimicas adquiridas com a substituicdo (BARREIRO & FRAGA,
2002; KIER & HALL, 2004).

O bioisosterismo € uma ferramenta importante na obtencao de farmacos mais
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ativos e com menores efeitos adversos. A estrutura quimica e mecanismo de agao
devem ser bem conhecidos, se possivel a nivel da interacdo com o receptor
topografico, incluindo o conhecimento de todos os seus grupos farmacoféricos. Além
disso, as vias de inativagao metabdlica, bem como os principais fatores estruturais
determinantes das propriedades fisico-quimicas que regulam a biodisponibilidade e
os efeitos colaterais devem ser conhecidos a fim de permitir uma previsao ampla da
relacéo bioisostérica a ser utilizada (MOREIRA, 2005).

Neste trabalho, as moléculas sintetizadas foram planejadas a partir das
estruturas de tiossemicarbazonas e semicarbazonas com atividade antiparasitaria,
descritos nos proximos paragrafos, utilizando-se desta estratégia de bioisosterismo.

No trabalho de Soares e colaboradores (2011), cinco derivados de
tiossemicarbazonas e semicarbazonas foram avaliadas in vitro contra cultura de
tripomastigotas do T. cruzi. Entre os compostos investigados, o composto 4-N-(2-
metoxi estiril)-tiossemicarbazona (Figura 13) foi o mais eficiente com um DLso/ 24 h
valor de 0,4 yM, enquanto que Benznidazol mostrou uma menor atividade do que os

compostos em teste (1,8 uM).

Figura 13. Estrutura quimica do 4-N-(2-metoxiestiril)-tiossemicarbazona,

derivado ativo frente as formas tripomastigotas de T. cruzi.
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Alves e colaboradores (2015) sintetizaram duas séries de novos derivados
semicarbazonas onde o} composto N-(4-clorofenil)-2-((5-nitrofurano-2-
il)metileno)hidrazina carboxamida (Figura 14) se destacou mostrando dupla atividade,
leishmanicida e tripanomicida. Para a atividade anti-T. cruzi o composto em destaque
obteve Clsp = 1.9 yM enquanto o Nifurtimox que foi utilizado como farmaco padrao
mostrou Clsp = 7.7 yM. Ja para a atividade leishmanicida para inibir o crescimento
de formas promastigotas de L. major foram investigadas, utilizando pentamidina como
padrao. Os compostos com valores de Clso <100 uM foram selecionados para o estudo
da sua atividade citotdxica contra amastigotas de L. Major onde o composto em

destaque apresentou Clsp = 1.5 yM enquanto a pentamidina apresentou Clsg = 17.1

34



MM.

Figura 14. Estrutura quimica do N-(4-clorofenil)-2-((5-nitrofurano-2-il)metileno)
hidrazina carboxamida, semicarbazona ativa frente formas amastigotas de L.

major.
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Como descrito anteriormente, na estratégia de bioisosterismo, onde a partir a
partir das tiossemicarbazonas e semicarbazonas, os atomos de enxofre (S) e oxigénio
(O) foram substituidos pelo grupo NH das aminoguanidina hidrazonas ou

guanilhidrazonas (Esquema 1).

Esquema 1. Bioisosterismo de tiossemicarbazonas, semicarbazonas e aminoguani-

dina hidrazonas

H S H O H NH
Ry N BIOSOSTERISMO R, N—¥ BIOSOSTERISMO R, N
»=N  NRgR, =N  NRsR, > >N NR3R,
R, Ry Ro

R+, Rz, R3 e R4 = H, alquil, aril.

Também foi utilizado neste trabalho a hibridagao molecular, que consiste em
uma estratégia de modificagdo molecular baseada no reconhecimento das
subunidades farmacoféricas na composicdo estrutural de dois ou mais produtos
bioativos. A fusdo dessas subunidades conduz a concepg¢ao de um novo hibrido
mantendo as caracteristicas das moléculas originais pré-selecionadas (ADDLA et al.,
2012). Além disso, esta estratégia pode resultar em compostos apresentando perfil de
seletividade modificado, e/ou dois modos diferentes de acao e efeitos colaterais
indesejaveis reduzidos (VIEGAS-JUNIOR, 2007). Como descrito anteriormente
diversas moléculas contendo o nucleo inddlico apresentam propriedades para DNs
como leishmaniose (SHARMA et al., 2013), malaria (SANTOS et al., 2015), doenca
de Chagas (MEZENCEV et al., 2009), entre outras.
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Diante das evidéncias que apontam a versatilidade quimica e biolégica das
aminoguanidina hidrazonas através do bioisosterismo e da hibridagdo molecular como
principios no planejamento de farmacos, propomos neste trabalho sintetizar cinco
novas substincias contendo em suas estruturas ambas as funcbes indol e
aminoguanidina hidrazonas no intuito de se obter uma alternativa terapéutica para

doencga de Chagas.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Sintese de novos derivados aminoguanidina hidrazonas, contendo em suas
estruturas o nucleo indol substituido e avaliagcdo da citotoxicidade e atividade
antiparasitaria frente a forma epimastigota de T. cruzi.
3.2 Objetivos Especificos
v Sintetizar os novos derivados aminoguanidina hidrazonas;
v' Elucidar as estruturas quimicas através das andlises espectroscopicas:
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, carbono treze e espectroscopia

de massas.

v Avaliar a atividade anti-T.cruzi dos derivados sintetizados sobre a forma

epimastigota de T. cruzi,

v Analisar a citotoxidade dos derivados sintetizados através da técnica de

incorporacgao de timidina tritiada sobre esplendcitos de camundongos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Estudo Quimico

4.1.1 Cromatografias

As cromatografias em camada delgada (CCD) foram conduzidas em placas de
Silica Gel 60 F254 da MERCK de 0,25 mm de espessura. A leitura das mesmas foi
realizada através de radiagao de ultravioleta (UV) no comprimento de onda (A) de 254

nm.

4.1.2 Ponto de Fusao

Os pontos de fusdo foram determinados utilizando equipamento
MSTecnopon®, modelo PFMII Digital, em tubos capilares contendo cada uma das

amostras individualmente.

4.1.3 Espectroscopias de Massas, RMN 'H e RMN *C

A espectrometria de massas foi realizada no aparelho MALDI-TOF Autoflex IlI
(Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA), no Centro de Tecnologias Estratégicas do
Nordeste (CETENE). A elucidagao estrutural das novas substancias sintetizados foi
realizada através da ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono treze
(RMN "H e *C), utilizando-se o espectrofotdmetro Varian Modelo Plus 400 MHz, no
Departamento de Quimica Fundamental (DQF) na Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE). As multiplicidades dos sinais foram indicadas pelas seguintes
abreviagbes: simpleto (s), simpleto largo (sl), dubleto (d), tripleto (t), multipleto (m). Os
deslocamentos quimicos (6) foram expressos em ppm e os acoplamentos em Hz.

Para cada substéancia foi utilizada uma massa de 15 mg e 500 uL do solvente
DMSO-ds a uma temperatura de 26° C com tempo de aquisicdo para o RMN '"H de
2,5559 segundos e 16 scans. J& para o RMN '*C, foram utilizadas a mesma
quantidade de substancia, solvente e temperatura. O tempo de aquisicao foi de 1,3107

segundos e 256 scans.
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4.1.4 Reagentes e Solventes

Os reagentes e solventes utilizados para sintese foram 1H-indol-3-carbaldeido,
2,3-diidro-1H-benzol[flindol-3-carbaldeido, 3-formil-1H-indol-5-carbonitrila, 5-bromo-
1H-indol-3-carbaldeido, 7-metil-1H-indol-3-carbaldeido, Acetato de etila, Acido
acético, Cloroférmio absoluto, Dimetil sulféxido deuterado, Etanol absoluto, Hexano,

Metanol. Todos fornecidos pela Sigma-Aldrich, Fluka e Merck.
4.1.5 Equipamentos

Bomba de alto vacuo (Marca: Fabbe-Primmar, Modelo: 56-RC6264); Estufa
(Marca: MedClave, Modelo: 0/1/2/3); Evaporador rotativo (Marca: Ika, Modelo: RV10
basic, IKA); Placas de agitagcdo e aquecimento (Marca: Fisatom, Modelo: 752A);
Vidrarias apropriadas; Capela com exaustdo; Balanga semi-analitica; Balanca

analitica (4 casas decimais) (Marca: Fade, Modelo: FA2104N) e Freezer.
4.2 Sintese

Esquema 2 - Rota sintética geral para obtengdo de novos derivados

aminoguanidina hidrazonas
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4.2.1 Procedimento para sintese do 2-metil-1-fenil-2-tio-pseudoureia (LQM-45)

Em um baldo foram adicionados N-fenil-tioureia (32.84 mmol) e o iodeto de
metila (1.5 eq). A mistura foi agitada por 12 horas a temperatura ambiente. Em
seguida, a mistura foi rotaevaporada, onde posteriormente foram realizadas lavagens
com AcOEt seguido de filtragdo, onde foi obtido um sdélido branco, com rendimento de
87%.

4.2.2 Procedimento para sintese do 1-amino-3-fenil-guanidina (LQM-44)

Em um baldo foram adicionados o intermediario LQM-45 (16.99 mmol) e
hidrazina 80% (2 eq). A mistura foi agitada por 12 horas a temperatura ambiente. Em
seguida, o excesso de hidrazina foi removido sob pressao reduzida e o composto
formado (LQM-44) foi utilizado diretamente nas etapas seguintes da rota sintética sem

purificacdo prévia, com rendimento de 70%.

4.2.3 Procedimento de sintese para LQM 29-32 e LQM-34

Em um baldo foram adicionados o 1-amino-3-fenil-guanidina (LQM-44), o
aldeido requerido (1.5 eq), 10 mL de metanol e poucas gotas de acido acético. A
mistura foi agitada por 12 horas a temperatura ambiente. Apds o fim da reagao
(acompanhada por CCD), o solvente foi evaporado e o sdlido bruto foi submetido a
extracdo AcOEt/H,O. A fase organica foi separada, tratada com NaySO, e
rotaevaporada. Por fim, o produto final foi purificado por coluna cromatografica

utilizando-se AcOEt/Hexano 8:2 como sistema eluente.
4.3 Parte Experimental — Estudo Biolégico

A atividade biolégica desse estudo foi realizada no Departamento de
Imunologia do Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes (FIOCRUZ/ Pernambuco), na

Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) sob a orientagdo e colaboragao da

Profa. Dra. Valéria Régo Alves Pereira.
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4.3.1 Equipamentos e Software

Para os experimentos foram utilizados: Camara de Neubauer; Centrifuga;
Contador de Cintilagdo; Espectrofotémetro (BIORAD 3550); Estufa de CO2; Fluxo
Vertical e o Software Graphpad Prism 4

4.3.2 Meios de Cultura e Solugoes

Os meios de cultura e solugdes utilizadas foram: Azul de trypan; Duodecil
Sulfato de Sédio (DSS) 10%; Isopropanol 50%; Meio RPMI 1640 sem SBF; Saponina
0,05% e Timidina Tritiada.

4.3.3 Animais

Foram utilizados camundongos Mus musculus das linhagens isogénicas
BALB/c, machos e fémeas, com 6 a 8 semanas de idade e pesando entre 20 g e 22g,
provenientes do biotério do CPqAM/FIOCRUZ/PE. O protocolo de experimentacao

animal foi submetido & Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA N° 26/2011).

4.4 Metodologia

4.4.1 Obtencgao de células esplénicas

Para a avaliacdo da atividade citotoxica das substancias em células de
camundongos, foram utilizadas células esplénicas obtidas a partir dos bagos de 3
camundongos de cada grupo. Apdés a eutanasia do animal, o bagco de cada
camundongo foi removido em condigbes assépticas e colocado em tubo Falcon
contendo meio RPMI 1640 sem SBF (meio incompleto).

No fluxo vertical, cada baco foi transferido para placa de Petri onde foram
macerados. As suspensodes celulares obtidas foram transferidas para tubos Falcon
contendo aproximadamente 10 mL de meio incompleto por bago, centrifugadas a 4°C,
200 x g durante 5 minutos.

Apos descarte do sobrenadante, ao sedimento adicionou-se agua destilada

para promover a lise das hemacias. O sobrenadante, sem conter os debris celulares,
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foi coletado e centrifugado a 4°C, 200 x g durante 5 minutos. O sedimento, contendo
as células, foi ressuspendido em meio RPMI 1640 completo. Uma aliquota de cada
suspensao celular foi separada e, em seguida, diluida em azul de trypan para ser
quantificada em camara de Neubauer, assim como para verificar a viabilidade celular
(PEREIRA et al., 2004; GROSS, 2000).

4.4.2. Ensaios de citotoxicidade em esplenécitos de camundongos

Para o ensaio de citotoxicidade, as células foram incubadas com as
substancias sintetizadas em seis diferentes concentragdes (100, 50, 25, 10, 5 e 1
Mg/ml) e com timidina tritiada (1 uCi/pogo) durante 24 horas em estufa de CO, a 37°C.
Para o controle negativo foram utilizadas células tratadas com saponina (0,05%) e
células sem tratamento, todos com timidina tritiada (1 pCi/pogo) associada em
paralelo. Cada substancia foi testada em triplicata. Apds 24 horas de incubacéao, as
células foram coletadas em papel de fibra de vidro e, posteriormente, a captagao de
timidina tritiada determinada através do contador beta de cintilacdo. A concentragao
citotoxica para 50% da cultura (CCsp) foi determinada por andlise de regresséo pelo

software GraphPad Prism 4. Cada ensaio foi realizado em triplicata (n=3).

4.4.3 Ensaio de viabilidade de epimastigotas in vitro do T. cruzi

Formas epimastigotas (Dm 28c) foram contadas em um hemocitdmetro e em
seguida foram incubadas em placa de 96 pogos em meio LIT, contendo 10°
células/pogo. Os compostos foram dissolvidos em DMSO (1%) e depois diluidos em
meio LIT em uma diluicdo em série (1.23; 3.70; 11.11; 33.33 e 100 pg/mL) e adicionou-
se nos respectivos pocos, em triplicata. A placa foi incubada durante 5 dias a 26° C.
O crescimento e as alteragbes morfolégicas da cultura foram acompanhados por
microscopia optica. Aliquotas de cada poco foram recolhidas, e 0 niumero de parasitos
viaveis foram contados em uma camara de Neubauer e comparada com a cultura de
parasitos ndo tratada. A concentragdo inibitéria de 50% (Clso) foi calculada utilizando
regressao nao-linear em software GraphPad Prism 4. Benznidazol e nifurtimox foram

utilizados como os farmacos de referéncia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Estudo Quimico

5.1.1 Sintese do 2-metil-1-fenil-2-tio-pseudoureia (LQM-45)

Para obtencdo do LQM-45, uma reagdo de S-alquilagdo foi utilizada.
Inicialmente a N-fenil-tioureia através de um equilibrio tautomérico origina uma
espécie nucleofilica responsavel pelo ataque ao carbono parcialmente positivo do
iodeto de metila (I-CH3) com posterior abandono do grupo de saida (I'). Em seguida,
o iodeto captura um hidrogénio diretamente ligado ao enxofre restaurando a carga

formal zero, originando o 2-metil-1-fenil-2-tio-pseudoureia.

Esquema 3 — Mecanismo reacional envolvido na obteng¢ao do LQM-45
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5.1.2 Sintese do 1-amino-3-fenil-guanidina (LQM-44)

O LQM-44 foi obtido a partir de uma reagao de aminagao, onde a hidrazina foi
o nucledfilo utilizado. Inicialmente o par de elétrons do nitrogénio da hidrazina ataca o
carbono parcialmente positivo do LQM-45 com posterior deslocalizagédo da ligagao pi
para o atomo de nitrogénio. Consequentemente houve abandono do grupo de saida

metil-tio (S-CH3) e formacgéo da 1-amino-3-fenil-guanidina.
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Esquema 4 — Mecanismo reacional envolvido na obtengao do LQM-44
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5.1.3 Sintese das aminoguanida hidrazonas (LQM 29-32 e LQM-34)

O LQM-44 previamente sintetizado serviu de intermediario na obtencao das
aminoguanidina hidrazonas. Para tal, foram utilizados cinco diferentes 3-indol-
carboxaldeidos. O mecanismo reacional envolvido nesta etapa de sintese
compreendeu inicialmente o ataque nucleofilico do par de elétrons do nitrogénio da 1-
amino-3-fenil-guanidina atacou o carbono do aldeido, com posterior deslocalizagao da
ligacao pi e formacao da carga formal -1 no atomo de oxigénio. Em seguida, o atomo
de oxigénio carregado negativamente, abstrai um préton do nitrogénio carregado
positivamente para reestabelecer a carga formal zero em todos os atomos da
molécula. A fim de favorecer a desidratagcao do intermediario formado, o par de
elétrons do oxigénio abstrai o préton do acido (catalisador) e apds a deslocalizagéao
do par de elétrons do nitrogénio a agua € liberada e uma imina é formada. Em seguida,
a base conjugada do acido, remove o préton do nitrogénio iminico e conduz a

formacao das novas substancias finais de interesse.

Esquema 5 — Mecanismo reacional envolvido na obteng¢ao dos LQM’s 29-32 e
LQM-34
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5.2 Caracterizacdo de RMN 'H e *C e espectroscopia de massas

A elucidagdo estrutural das substancias objetivados nesse estudo
apresentaram um perfil semelhante em seus espectros de RMN "H. Foi possivel
observar a presencga de singletos relativos aos sinais quimicos dos hidrogénios ligados
ao nitrogénio (NH), em uma faixa que variou entre 12.63 — 7.21 ppm. Além disso, foi
também observado o sinal iminico caracteristico (CH=N) na faixa de 8.44 — 8.54 ppm.
Adicionalmente, as substancias de interesse foram elucidadas através da técnica de
RMN "*C, onde foi possivel observar um sinal caracteristico da ligacdo C=N na faixa
de 152.4 — 153.2 ppm. A espectrometria de massas confirmou todas as substancias

sintetizadas através da averiguagao do pico do ion molecular.

5.2.1 2-((1H-indol-3-il)metileno)-N-fenilhidrazinacarboximidamida (LQM-29)

4
6 H H
3 _x...N_ N

QYN IS
HN- NH

Substéncia obtida: sélido amorfo marrom; rendimento: 82%; R = 0,56 (AcOEt/Hex
8:2); PF: 190 — 191 °C; Log P: 2,40; RMN "H (400MHz, DMSO-ds): & 7,15 (1H, t, J=
7,2 Hz, H-5), 7,22 (1H, t, J= 7,2 Hz, H-6), 7,31 — 7,37 (3H, m, Ar-H), 7,45 — 7,51 (3H,
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m, Ar-H e H-7), 7,96 (1H, sl, NH), 7,96 (1H, d, J =2,4 Hz, H-2), 8,32 (1H, d, J =8 Hz,
H-4), 8,47 (1H, s, CH=N), 9,80 (1H, s, NH), 11,50 (1H, s, NH), 11,76 (1H, s, NH); RMN
3C (100 MHz, DMSO-dg): 5 152,4 (C=NH), 146,2 (Cq), 137,0 (CH=N), 135,5 (Cq),
132,2 (CH indol), 129,6 (CH), 126,3 (Cq), 123,8 (CH), 122,8 (CH), 122,3 (CH), 120,7
(CH), 111,8 (CH), 110,5 (CH); EMAR m/z calculado para CisH1sNs [M+H]": 278,13,

encontrado: 278,11 (ver Anexo A).

5.2.2 2-((7-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenilhidrazinacarboximidamida (LQM-30)
S 4

6 3 H
N
HoC 7 i
3 HN NH

2
1

ZT

Substéncia obtida: sélido amorfo marrom; rendimento: 87%; Rs: 0,56 (AcOEt/Hex 8:2);
PF:211-212°C; Log P: 2,88; RMN 'H (400MHz, DMSO-ds): 5 2,50 (3H, s, CH3), 7,01
— 7,08 (2H, m, H-5 e H-6), 7,31 — 7,37 (3H, m Ar-H), 7,48 — 7,52 (2H, m, Ar-H), 7,98
(1H, s, H-2), 7,98 (1H, sl, NH), 8,13 (1H, d, J 7,2 Hz, H-4), 8,47 (1H, s, CH=N), 9,72
(1H, s, NH), 11,39 (1H, s, NH), 11,74 (1H, s, NH); RMN *C (100 MHz, DMSO-ds): &
152,7 (C=NH), 146,2 (Cq), 136,4 (CH=N), 135,5 (Cq), 131,8 (CH indol), 129,6 (CH),
126,2 (Cq), 123,6 (Cq), 123,3 (CH), 121,0 (Cq), 120,9 (CH), 119,7 (Cq), 110,9 (CH),
16,7 (CH3); EMAR m/z calculado para Ci7H17Ns [M+H]": 292,15, encontrado: 292,13

(ver Anexo B).

5.2.3 2-((5-bromo-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenilhidrazinacarboximidamida (LQM-31)

3~ NN
NS
N
HN-" NH

Substéncia obtida: sélido amorfo marrom; rendimento: 99%; Rs: 0.67 (AcOEt/Hex 8:2);
PF: 255 — 257 °C; Log P: 3,23; RMN "H (400MHz, DMSO-ds): 5 7,29 — 7,36 (4H, m,
Ar-H), 7,42 — 7,44 (2H, m, Ar-H e H7), 7,46 — 7,50 (2H, m, H-2 e H-6), 8,01 (1H, s, H-
4), 8.02 (1H, sl, NH), 8,44 (1H, s, CH=N), 9.80 (1H, sl, NH), 11,43 (1H, sl, NH), 11,92
(1H, sl, NH); RMN *C (100 MHz, DMSO-d): & 152,4 (C=NH), 146,1 (Cq), 145,9 (Cq),

46



135,8 (CH indol), 133,3 (CH), 129,6 (CH), 129,6 (Cq), 126.1 (Cq), 125,5 (CH), 125,4
(Cq), 124,1 (CH), 113,8 (CH), 113,6 (CH), 110,2 (CH); EMAR m/z calculado para
C16H14BrNs [M+H]": 356,04, encontrado: 356,03 (ver Anexo C).

5.2.4 2-((5-ciano-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenilhidrazinacarboximidamida (LQM-32)

Substéncia obtida: sélido amorfo amarelo; rendimento: 89%; Ry 0,64 (AcOEt/Hex 8:2);
PF: 238 — 239°C; Log P: 2,43; RMN "H (400MHz, DMSO-ds): 5 7,21 (1H, sl, NH), 7,41
- 7,42 (5H, m, Ar-H), 7,54 — 7,63 (3H, m, H-2, H-6 e H-7), 8,08 (1H, s, H-4), 8,47 (1H,
s, CH indol), 8,80 (1H, s, Ar-H), 12,71 (2H, sl, NH); RMN "C (100 MHz, DMSO-dj): &
153,2 (C=NH), 145,2 (Cq), 138,8 (CH=N), 133,6 (CH indol), 133,5 (Cq), 129,9 (Cq),
129,4 (CH), 127,8 (Cq), 127,1 (CH), 126,1 (Cq), 125,7 (CH), 123,6 (CH), 120,6 (C=N),
113,1 (CH), 102,8 (CH); EMAR m/z calculado para C47HNg [M+H]": 303,13,

encontrado: 303,12 (ver Anexo D).

5.2.5 2-((1H-benzo[flindol-3-il)metileno)-N-fenilhidrazinacarboximidamida (LQM-34)

Substéancia obtida: sélido amorfo marrom; rendimento: 62%; Rs: 0,61 (AcOEt/Hex 8:2);
PF: 221 — 222 °C; LogP: 3,39; RMN "H (400MHz, DMSO-ds): 5 7,32 — 7,38 (3H, m, Ar-
H), 7,46 — 7,52 (3H, m, Ar-H, H-7, H-8 e H9), 7,57 — 7,62 (2H, m, Ar-H), 7,98 (2H, d, J
8 Hz, H-2 e NH sl), 8,05 (1H, d, J 2,8 Hz, H-4), 8,39 — 8.43 (2H, m, H-5 e H-6), 8,54
(1H, s, CH=N), 9,78 (1H, s, NH), 11,45 (1H, s, NH), 12,63 (1H, s, NH); RMN "C (100
MHz, DMSO-dg): & 152,4 (C=NH), 146,2 (Cq), 135,5 (Cq), 133,9 (Cq), 131,8 (CH,
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indol), 130,4 (Cq), 130,2 (CH), 129,6 (CH), 128,3 (CH), 126,4 (Cq), 125,7 (CH), 124,3
(CH), 121,6 (CH), 121,2 (CH), 120,7 (CH), 120,1 (Cq); EMAR m/z calculado para
CooH17Ns [M+H]": 328,15, encontrado 328,15 (ver Anexo E).

5.3 Estudo Biolégico

5.3.1 Ensaios de citotoxicidade em esplenécitos de camundongos

O estudo da citotoxicidade, tem por finalidade determinar concentragdes que
sao atoxicas para células sadias de mamiferos, visando uma maior seletividade que
as substancias testadas apresentem sobre o alvo biolégico em comparagao as outras
células do hospedeiro. As substancias testadas apresentaram valores de CCsp que
variaram de 4,37 a 5,62 uM (Tabela 1).

Tabela 1. Citotoxicidade das aminoguanidina hidrazonas testadas frente a

esplenécitos de camundongos.

LQM R CCso (HM)
.,
N
LQM-29 N 5,62
.
A\
LQM-30 N 5,35

LQM-31

b
AN
N
AN
LQM-32 N 5,15
e
AN
anse OO 4ne

4,37

96,1

NFx 3,5
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Os resultados de citotoxicidade revelaram que todas as substancias testadas
apresentam alta toxicidade quando comparadas ao Benznidazol (CCsy = 96,1 uM),
sendo a mais toxica destas a LQM-31. Porém, quando comparadas ao outro farmaco
padrao utilizado no experimento, o nifurtimox (CCso = 3,5 uM), essas substancias
apresentaram-se menos citotdxicas. Oliveira e colaboradores (2015) avaliaram em
seu estudo, novas tiossemicarbazonas frente a atividade antitumoral. Foi evidenciado
que o composto mais citotoxico também foi aquele que obteve uma melhor reposta
antitumoral. Adicionalmente, os ensaios de toxicidade aguda, para esse mesmo
composto em modelo animal, revelou auséncia de toxicidade da molécula. Sendo
assim, em relagcdo aos nossos resultados, os valores de citotoxicidade das novas
substancias ndo podem ser descartados visto que em modelo animal, a molécula pode

ser nao toxica.

5.3.2 Ensaio de viabilidade de epimastigotas in vitro do T. cruzi

Na avaliacado da atividade frente a forma epimastigota do T. cruzi verificamos
que as substancias LQM-29, LQM-30, LQM-32 e LQM-34, ndo apresentaram atividade
satisfatéria frente esta forma do parasito quando comparadas com os farmacos
padrao. No entanto, o LQM-31 apresentou uma concentragao inibitéria de 10,61 pM,
podendo ser considerada satisfatoria quando comparado as outras substancias
testadas (Tabela 2).

Tabela 2. Atividade in vitro das aminoguanidina hidrazonas sobre formas

epimastigota de T. cruzi

LQM R Clso
epimastigotas
(HM)

LQM-29 H 26,50
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5
A\
LQM-30 N 77,67

LQM-31 10,61

LQM-32 H >100
b

LQM-34 H 18,11

BnZ - 6,6

NFXx - 57

*ND = ndo determinado.

O LQM-29 representa o esqueleto base dessa série de substancias, onde esta
apresenta o nucleo indol sem nenhuma substituicdo (Log P = 2,40). Todas as
substituicdes realizadas nas demais substancias provocaram um aumento do valor
numérico do Log P, ressaltando as substancias LQM-31 (Log P = 3,23) e LQM-34 (Log
P = 3,39), uma vez que tais substancias apresentaram melhores valores de Clsy para

a forma epimastigota.

Nos estudos estudos de Gomes e colaboradores (2016) foi evidenciado que
substituicdes realizadas na série de ftalimido-tiazois conduziram a um aumento do
valor numérico do Log P, por consequéncia aumento da atividade anti- T.cruzi. O Log
P garante um carater hidrofilico para a molécula suficientemente capaz de conduzir a
sua dissolugdo no meio biolégico, e um carater lipofilico necessario para esta
atravessar as barreiras bioldgicas (membranas), chegar ao seu alvo farmacoldgico e
desenvolver a sua acdo. No nosso estudo, a molécula precisaria atravessar o
tegumento do parasito para lhe causar algum dano que conduzisse a sua morte. Esses

efeitos foram melhor observados para as substancias LQM-31 e LQM-34.

Moléculas com o nucleo indol tém sido amplamente estudadas, visto o seu

vasto espectro de atividades associadas a este heterociclo, ressaltando a sua
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importancia para as doengas negligenciadas tais como anti-Trypassoma cruzi,
(MEZENCEV et. al.,, 2009), anti-Leishmania (SHARMA et. al.,, 2013) e anti-
Plasmodium (SANTOS et. al., 2015). Todas as substancias avaliadas nesse estudo
possuem o nucleo indol em sua estrutura, sendo o melhor composto avaliado o LQM-
31 que possui uma substituigao na posi¢cao 5 do indol pelo atomo de bromo (OLIVEIRA
et al. 2015a). Oliveira e colaboradores (2015) avaliaram a atividade esquitossomicida
e tripanocida de novas indol-tiazolidinas. O melhor composto avaliado no estudo foi o
5f (Figura 15), o qual apresenta em sua estrutura a substituicdo 5-bromo-indol a
mesma substituicdo encontrada na nossa molécula LQM-31, ressaltando a
importancia dessa substituicdo para a atividade antiparasitaria. A incorporagao de
atomos de halogénios como substituinte conduzem a um aumento da lipofilicidade e

posterior chegada ao seu alvo farmacolégico (THOMAS, 2013).
Figura 15. Estrutura quimica do 5-((5-bromo-1H-indol-3-il) metileno)-3-(2,6-

difluorobenzil) tiazolidina-2, 4-dione, melhor composto avaliado frente atividade

antiparasitaria.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Conclui-se com este trabalho que as metodologias sintéticas empregadas
nesse estudo foram bastante eficazes, possibilitando a obtencéo de cinco substancias
inéditas, com rendimentos variando entre 62 e 99%. Todos os derivados obtidos foram
adequadamente caracterizados através de técnicas de RMN de hidrogénio e carbono
treze e espectrometria de massas.

Dentre os cinco compostos finais sintetizados, o LQM-31 apresentou uma
concentragéo inibitéria de 10,61 uM frente a forma epimastigota de T. cruzi, podendo
ser considerada satisfatoria quando comparado as outras substancias testadas
(Tabela 2). Por outro lado, todos as substancias sintetizadas apresentaram elevada
citotoxicidade quando comparados ao benznidazol.

Neste sentido, novas modificagdes estruturais a partir da estrutura do LQM-31
serao realizadas em nosso grupo de pesquisa, especialmente modificando-se o anel
ou grupo ligado a aminoguanidina, no intuito de se obter novos derivados

aminoguanidinicos menos toxicos e mais ativos frente ao parasito T. cruzi.
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Anexo A

Espectro de RMN '"H LQM-29 (400 MHz, DMSO-db)

[E13
051
991’1\—

9022 ™G
8224\ —_
gyz’[& 0’
218"~ A\
099’17 54
08g's <
08°s
05V 277 ATE
2 L)
26¥'L
215°¢
£96°4 2z
§o8=> /
1188~ ~T
Lee's— —_—
eir'a— — 0l
. gA==
2086 —— - 0l
—
Iz
T
>:Z
Iz
AY
/Z
Z
I
008" LHL— = 0l
—
894 Ll —— -
= ~[
-1
wdd jal
— T T T T T T T T T ™
=1 09l orl (4} ool 08 09 o 0z

10,8 10,6 10,4 10,2 10

1"

65



Espectro de RMN *C LQM-29 (100 MHz, DMSO-dj)
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Espectro de massas LQM-29

] 278.110

@ 4
54000 -
K= 1

3000

2000 A

1000

69.016
B T
T T T T T T T T T T T T T T v
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

m/z



Espectro de RMN "H

Anexo B

LQM-30 (400 MHz, DMSO-dj)
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Espectro de RMN *C LQM-30 (100 MHz, DMSO-dj)
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Espectro de massas LQM-30

1

Intens. [a.u

4000 -
3000 -

2000 -

1

6000

5000

000 -

292.137

T
1000

T
1200

T
1400

m/z

70



Anexo C

Espectro de RMN '"H LQM-31(400 MHz, DMSO-ds)
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Espectro de RMN ®*C LQM-31(100 MHz, DMSO-ds)
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Espectro de massas LQM-31
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Anexo D

Espectro de RMN '"H LQM-32 (400 MHz, DMSO-db)
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Espectro de RMN *C LQM-32 (100 MHz, DMSO-dj)
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Espectro de massas LQM-32
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Anexo E

Espectro de RMN '"H LQM-34 (400 MHz, DMSO-db)
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Espectro de RMN *C LQM-34 (100 MHz, DMSO-dj)
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Espectro de massas LQM-34
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