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RESUMO

As doencas negligenciadas sdo um grupo de parasitose e doencas bacterianas que
mais levam a morte em todo o mundo, com destaque para a leishmaniose, sendo
uma parasitose de alta incidéncia no Brasil, relacionada com diversos casos de
morte. A escolha do esquema terapéutico para o tratamento baseia-se em um
pequeno arsenal terapéutico, com farmacos descobertos hd mais de 50 anos,
possuindo varios efeitos adversos e, em muitos casos, ndo levando a cura completa
dos pacientes. Os complexos antimoniais sdo a principal escolha para a terapia, no
entanto, existem casos em que 0s pacientes apresentam resisténcia em responder
ao tratamento, sendo utilizado anfotericina B como tratamento de segunda escolha e
a pentamidina como terceira alternativa. Compostos tiazolidinicos e tiazinicos e
ainda os indodis sao frequentemente reportados na literatura como sendo ativos
frente as formas amastigotas e promastigotas de Leishmania spp. Dentre os varios
compostos presentes na quimioteca do Laboratorio de Quimica Medicinal (LQM), os
compostos LQM 17.1 e LQM 05 sdo os que apresentam resultados mais
promissores, com potencial efeito leishmanicida. Com isso, o0 objetivo do projeto é de
realizar modificacdes estruturais a partir dos compostos LQM 17.1, LQOM18.1 e LQM
05, com o intuito de desenvolver uma série de novos rigidos moleculares derivados
da classe das tioazolidinas e tiazinas, e utilizando o nucleo inddlico, sintetizar uma
nova série de compostos hibridos moleculares por duas metodologias a fim de
otimizar o método. Inicialmente, os compostos planejados foram obtidos através da
condensacdo entre trés diferentes benzaldeidos, o0 nudcleo inddlico e
tiossemicarbazida. Posteriormente, os intermediarios foram ciclizados com diferentes
dieletréfilos, fornecendo os derivados finais desejados. Os hibridos moleculares
apresentaram melhores rendimentos em um menor tempo de reacdo utilizando o
método por sonicag¢do. Todos 0os compostos, tanto intermediarios quanto os finais,
foram devidamente caracterizados pelo método espectroscépico de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de hidrogénio (*H) e carbono treze (*3C). A avaliacdo da
citotoxicidade (MTT) mostrou que a rigidificacdo molecular dos compostos LQMO05.1,
LOM17.1 e LQM18.1 ndo aumentou a toxicidade dos mesmos, no entanto ao se
introduzir substituintes no anel tiazolidinico, houve aumento da toxicidade, excerto
para o composto LQM122. Ja a maioria dos hibridos moleculares apresentou
toxicidade, exceto o composto LQM167 constituido de um dihidrotiazol. Nos ensaios
frente a formas amastigotas, foi observada diminuicdo da atividade quando
comparado aos compostos de partida tanto para os rigidos moleculares quanto para
os hibridos moleculares, sendo necessario mais estudos de modificacdo estrutural
de farmacos para assim identificar-se novos compostos leads e hits com atividade
mais promissora que o LQM17.1 que possam futuramente ser usados no tratamento
da leishmaniose.

Palavras chave: Leishmaniose; Tiazolidinas; Tiazinas; Indois.



ABSTRACT

Neglected diseases are a group of parasites and bacterial diseases that most lead to
death worldwide, especially leishmaniasis, being a parasite of high incidence in
Brazil, related to several cases of death. The choice of therapeutic regimen for
treatment is based on a small therapeutic arsenal, with drugs discovered more than
50 years ago, having several adverse effects and, in many cases, not leading to
complete cure of the patients. Antimonial complexes are the main choice for therapy,
however, there are cases where patients are resistant to responding to treatment,
using amphotericin B as a second-choice treatment and pentamidine as a third
alternative. Thiazolidinic and thiazine compounds and also indoles are frequently
reported in the literature as being active against the amastigote and promastigote
forms of Leishmania spp. Among the various compounds present in the chemistry
library of the Laboratory of Medicinal Chemistry (LQM), compounds LQM 17.1 and
LQM 05 are Those that present more promising results, with potential leishmanicidal
effect. The aim of the project is to carry out structural modifications from the
compounds LQM 17.1, LQM18.1 and LQM 05, in order to develop a series of new
molecular rigid derivatives derived from the class of thioazolidines and thiazines, and
using the indolic nucleus, Synthesize a new series of molecular hybrid compounds by
two methodologies in order to optimize the method. Initially, the planned compounds
were obtained by condensation between three different benzaldehydes, the indole
nucleus and thiosemicarbazide. Subsequently, the intermediates were cyclized with
different dielectrophiles, yielding the desired final derivatives. Molecular hybrids
showed better yields in a shorter reaction time using the sonication method. All
compounds, both intermediate and final, were suitably characterized by the Nuclear
Magnetic Resonance (NMR) spectroscopic method of hydrogen (*H) and carbon
thirteen (**C). The cytotoxicity evaluation (MTT) showed that the molecular stiffness
of the compounds LQMO05.1, LQM17.1 and LQM18.1 did not increase the toxicity of
the compounds, however, when replacing the thiazolidine ring, there was an increase
in toxicity, excerpt for compound LQM122 . On the other hand, the molecular hybrids
presented toxicity, with only LQM167 compound consisting of a dihydrothiazole being
non-toxic. In the assays against amastigote forms, a decrease in activity was
observed when compared to the starting compounds for both the molecular rigid and
the molecular hybrids, and further structural drug modification studies were
necessary to identify new compounds leads and hits with activity more promising
than LQM17.1 that may in future be used in the treatment of leishmaniasis

Keywords: Leishmaniasis; Thiazolidines; Thiazines; Indoles
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1. INTRODUCAO

As doencgas negligenciadas sao grupos de doencas parasitérias e bacterianas
gue afetam mais de um bilhdo de pessoas no mundo (CDC, 2017a). Estao presentes
em mais de 149 paises de condicdes tropicais e subtropicais, acometendo
principalmente a populagdo que vive na pobreza, sem saneamento béasico, custando
bilhdes de ddlares as economias dos paises (WHO, 2017e).

O termo “doencgas negligenciadas” € por conta do baixo investimento da
industria farmacéutica no setor de inovacdo e desenvolvimento de farmacos para
essas condicbes clinicas, visto que as mesmas Sao mais proeminentes na
populacdo de baixo poder aquisitivo e sem influéncia politica, que por sua vez ndo
vao gerar o devido retorno financeiro para os cofres das empresas, sendo
negligenciadas por parte do empresariado farmacéutico (BRASIL, 2017c).

A leishmaniose é uma das doencas negligenciadas que vem apresentando
altas taxas de morbimortalidade, sendo um problema de saude publica em diversos
paises do mundo (CDC, 2017b). Globalmente as leishmanioses sdo endémicas em
aproximadamente 98 paises, apresentando cerca de 0,7-1,2 milhdes de novos casos
de leishmaniose cutanea, e 0,2-0,4 milhdes de leishmaniose visceral por ano,
causado a morte de 20.000-40.000 individuos por ano (KONE et al., 2016).

Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), em 2012,
aproximadamente 300 mil individuos foram acometidos pela forma visceral da
doenca. Dentre estes, 20 mil foram a ébito (WHO, 2015a). No Brasil, dados do
ministério da satde mostraram que durante o ano de 2013, foram registrados cerca
de 3,2 mil casos, sendo que destes, 1,7 mil foram na regido nordeste, caracterizando
esta regido como a mais acometida (BRASIL; 2017c). Em alagoas a situagdo é
preocupante, visto que entre os anos 1990 até 2013, os casos de leishmanioses
vém aumentando de forma alarmante, chegando a 285 casos por ano (BRASIL;
2017c), mostrando a importancia da pesquisa de desenvolvimento de farmacos
voltada para as necessidades da regiao.

O laboratério de quimica medicinal (LQM) apresenta uma quimioteca com
cerca de 200 substancias e, dentre elas, o composto LQM 17.1, constituido de uma
tiossemicarbazona 3,4-dicloro substituida, apresentando valores de ICso = 2,2 uM e
inibicdo do crescimento de células amastigotas de 66%. Temos também o composto

LQM 05, constituido de uma aminoguanidina 3,4-dimetoxi substituia, com valores de
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ICs0 = 0,77uM e atividade inibitoria de células amastigotas de 56%, mostrando que
sdo substancias potenciais a protétipo de farmaco leishmanicida. Neste sentido,
novos derivados sdo constantemente planejados e sintetizados em nosso grupo de
pesquisa, a partir de modificacdes estruturais planejadas, no intuito de se obter
compostos mais potentes e com menos efeitos toxicos.

A leishmaniose por ser uma doenga endémica no Brasil vem ganhando
grande destaque na area de desenvolvimento de farmacos. Existe hoje um arsenal
terapéutico restrito para o tratamento desta doenca, sendo necessario investimento
em pesquisas visando novas alternativas terapéuticas, sendo de fundamental
importancia o desenvolvimento de um novo protétipo com baixa toxicidade e que,
futuramente, possa ser usado como medicamento de escolha, objetivando um
tratamento mais eficaz e de menor custo, protegendo a populacéo carente da regiao,

que vem sendo a mais afetada nos ultimos anos.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 — Leishmaniose
2.1.1 Consideracgdes iniciais sobre a leishmaniose

A leishmaniose é uma zoonose que faz parte do grupo das doencas tropicais
negligenciadas, sendo um problema de saude publica tanto no Brasil quanto nos
diversos paises do mundo (METZDORF et al., 2017). Essa parasitose € transmitida
através de um vetor, por meio do qual os parasitas infectam obrigatoriamente o meio
intracelular dos macrofagos, causando diversos danos a saude (ORYAN & AKBARI,
2016).

O género Leishmania é da ordem dos Kinetoplastida, e presente na familia
Trypanossomatidae, em um grupo de espécies de protozoarios unicelulares
digenéticos (heteréxenos), encontrada em duas principais formas: Amastigotas, que
€ forma do parasito intracelular e ndo flagelada; E promastigora, ou paramastigota,
forma flagelada, presente no trato digestivo do hospedeiro (MICHALICK, 2005).

Figura 1: Formas amastigotas e promastigotas

Fonte: MICHALICK, 2005.
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2.1.2 — Ciclo bioldgico

A infeccdo em vertebrados ocorre através de insetos fémeas, onde o principal
agente transmissor € o Lutzomyia longipalpis, que funciona como vetor, inoculando
as formas promastigotas metaciclicas no hospedeiro (LARA-SILVA et al., 2015). Em
seguida, essas formas sao fagocitadas pelos macréfagos, que para se adaptar ao
novo ambiente, transformam-se em formas amastigotas que podem se multiplicar no
meio &cido do vacuolo digestivo. O aumento dessa multiplicagdo causa o
rompimento da célula e liberacdo das formas amastigotas, que por sua vez, irdo ser
internalizadas por outros macréfagos (MICHALICK, 2005; CDC 2017c).

Quando o hospedeiro invertebrado (vetor) volta a se alimentar desse individuo
infectado, o sangue aspirado acompanha as formas amastigotas, que vao para o
intestino médio do inseto e la se transformam e flagelados pequenos, ovdides e
pouco moveis, que apos alguns dias de multiplicacdo intensa, transformam-se em
formas promastigotas delgadas e longas que serdo multiplicadas e inoculadas no
hospedeiro vertebrado (MICHALICK 2005; CDC 2017c).

Figura 2: Ciclo biol6gico do parasita.

Estagio no vetor Estagio no humano

o Inoculacdo de formas
promastigotas

o Diviséo e mngracao/

para a probosc»de

/

Amashgotas transformam-se

em promaﬁtas no intestino

214
: ‘?
b A

(’

© Promastigotas sio

fagocitadas pelos
J macrofagos \
X B

Promastigotas transforman-
se em amastigotasA

Amastigotas se mutiplicam
para invadir outros tecidos

e Desenvolvimento

das promastigotas 6 Injestdo de macréfagos
infectados com amastigotas
A= Estagio de infeccdo
A= Estagio de diagndstico
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2.1.3 — Classificagéo

Antigamente a classificagdo do género Leishmania era feita levando em
consideracdo apenas aspectos clinicos da doenca. Assim eram conhecidos apenas
trés principais agentes etioldgicos: Leishmania donovani; Leishmania tropica;
Leishmania braziliensis (MICHALICK, 2005). Atualmente, sabe-se que existem mais
de 20 espécies de Leishmania spp., transmitidas através de um vetor flebotomineo
fémea infectada, destacando-se trés formas principais: A Leishmaniose visceral;
Leishmaniose cutanea; e Leishmaniose mucocutanea (WHO, 2015b; KHEZZANI,
2017). No Brasil, o destaque é para Leishmaniose visceral, que possui grande
incidéncia, principalmente, nas regibes mais pobres do pais, sendo associada as
altas taxas de mortalidade (BRASIL, 2015c).

2.1.4 — Leishmaniose Viceral

A Leishmaniose Viceral (LV) era uma doenca que acometia principalmente a
populacao rural. Hoje ela vem avancando e atingindo cada vez mais a populagao
das areas urbanas, tornando-se um grande problema de saude publica tanto no
Brasil quanto no mundo (BRASIL, 2017a). Essa doenca € popularmente conhecida
como calazar. Causada por protozoario, pertencente a espécie Leishmania chagasi,
principal espécie presente no brasil. Em seu ciclo evolutivo estdo presentes as duas
principais formas do parasito: A forma amastigota, que é a intracelular obrigatoria; E
a promastigota, que esta presente no tubo digestivo do vetor (BRASIL, 2017b).

Os sintomas associados a essa doenca sdo: Febre irregular; perda de peso
substancial; inchaco de bago e figado, caracterizando um quadro de
hepatoesplenomegalia (Figura 3); anemia em diferentes graus de gravidade, e
diminuicdo da imunidade, devido linfoadenopatia periférica, comprometendo
gravemente a saude do individuo, pois se nao for tratada, pode chegar a letalidade
em 100% dos casos no prazo de 2 anos (WHO, 2016c; MICHALICK & GENARO,
2005). Outra complicagdo da LV é a Leishmaniose dérmica pos-calazar (PKDL),
frequentemente reportada em regides endémicas de Leishmania donovani. Essa
complicagcdo é caracterizada hipopigmentacdo da pele e erup¢édo de nodulos (Figura
3), geralmente associada a pacientes que estdo se recuperando da LV, surgindo
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com um tempo de 6 meses a 1 ano apds a cura aparente do paciente ou ainda

durante simultaneamente com a LV (WHO, 2017c).

Figura 3: Hepatoesplenomegalia e leishmaniose dérmica pds-calazar.

Fonte: WHO, 2017c

2.1.5 — Tratamento

O arsenal terapéutico para o tratamento € bem restrito, com poucas opcoes
medicamentosas, sendo baseado em compostos que foram desenvolvidos ha mais
de 50 anos, 0s quais apresentam baixa seletividade. Além disso, estéo relacionados
a episddios de resisténcia. Os antimoniais pentavalentes sdo a principal escolha
para o tratamento, entretanto, o protozoario pode apresentar resisténcia aos
farmacos desta classe, tendo como segunda alternativa a anfotericina B, e a
pentamidina como uma terceira alternativa (BRUTON et al., 2012).

Figura 4: Antimoniato de meglumina; Anfotericina B; e Pentamidina

i
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Fonte: NOGUEIRA et al., 2011; AUTOR, 2017.
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Um medicamento que esta comecando a ser bastante utlizado € o
miltefosine, um analogo de alquilfosfocolina, que inicialmente foi desenvolvido para o
tratamento de neoplasias, no entanto, com o passar dos anos, ele se mostrou eficaz
no tratamento da leishmaniose em pacientes imunocomprometidos. Os efeitos
colaterais que limitam seu uso, pois pode causar disturbios gastrointestinais,

perturbacdes, toxicidade renal e teratogénia (HAMID et al., 2016).

Figura 5: Estrutura quimica do Miltefosine.
O
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Fonte: NOGUEIRA et al., 2011.

Com os avangos nos estudos de desenvolvimentos de farmacos
leishmanicidas, novas alternativas terapéuticas vao surgindo durante o passar dos
anos. Um exemplo disso € a paromomicina, um antibidtico da classe dos
aminoglicosideo que apresenta atividade antimalaria e antileishmania, usado no
tratamento de leishmaniose visceral e cutanea em regides endémicas, apresentando
a eliminacéo do total do parasita durante os 10 primeiros dias de tratamento (SINGH
et al., 2012).

Figura 6: Estrutura quimica paromomicina.
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24

2.2 — Compostos Leishmanicidas

2.2.1 — Derivados piperidina-benzodioxol

Piperidina € um alcaloide que apresenta um potencial biologico com diversas
propriedades farmacoldgicas, como anti-inflamatéria; bloqueador neuromuscular;
antimicrobiana e antifiingica. Recentemente essa classe de compostos tem revelado
uma significativa atividade frente a espécies de Leishmania e Trimanossoma
(FERNANDES et al., 2015). Em uma tentativa de sintetizar uma série de compostos
leishmanicidas baseados em piperidina-benzodioxol, Fernandes e colaboradores
(2015) chegaram a dois compostos: composto 9 como mais ativo e mais seguro, e
composto 8 (Figura 7), segundo mais ativo e mais seguro da série, atribuido aos

grupos volumosos e hidrofobicos ligados na regido éster-aromatica.

Figura 7: Compostos 8 e 9, respectivamente.
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Fonte: FERNANDES et al., 2015.

2.2.2 — Derivados de quinolinas.

Derivados quinolinicos séao utilizados como tratamento de escolha contra a
malaria na pratica clinica. Esses compostos sao reportados com frequéncia pelo seu
elevado potencial bioldgico, principalmente das 4-aminoquinolinas (COIMBRA et al.,
2016). Para evidenciar seu potencial biolégico, Coimbra e colaboradores (2016)
fizeram uma série de compostos, nos quais o derivado QuinDerl (Figura 8)
apresentou efeito leishmanicida sem citotoxicidade aos macréfagos, podendo ser

uma classe de interesse no estudo de desenvolvimento de farmacos leishmanicidas.
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Figura 8: QuinDerl
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Fonte: COIMBRA et al, 2016

2.2.3 — Derivados de dialquilfosfohidrazonas.

Os derivados dialquilfosfohidrazonas aparentam ter uma promissora atividade
leishmanicida. Matta e colaboradores (2015) sintetizaram uma série de compostos
baseados em dialquilfosfohidrazonas, com destaque para a substéancia 4n (Figura 9),
com valor de ICsy proximo de 5,2 umolar e eficacia de 80% de inibicdo frente a

formas promastigotas de L. braziliensis.

Figura 9: Composto 4n
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Fonte: MATTA et al, 2015
2.2.4 — Derivados de tiossemicarbazonas e semicarbazonas.

As tiossemicarbazonas sdo compostos de elevada importancia bioldgica,
apresentando atividade anticancer, antibacteriana, antiviral, € mais recentemente a
atividade antiparasitaria frente a linhagens celulares de Tripanossoma cruzi, € como
potencial leishmanicida (MELOS et al., 2015). Em um estudo que visava a sintese
de derivados 3,4-metilenodioxi e tiossemicarbazona, Melos e colaboradores (2015)
chegaram a dois compostos (Figura 10) com atividade frente a células amastigotas e
promastigotas de L. amazonenses, mostrando o potencial dessa classe de

substancias.
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Figura 10: Tiossemicarbazonas leishmanicidas.
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Fonte: MELOS et al 2015

Estudos visando a sintese de novos compostos com atividade leishmanicida
indicam que substancias ciclicas contendo semicarbazonas como espacadores, e/ou
anéis de 5 membros na posi¢do terminal, vem apresentando baixa toxicidade e
significativa inibicdo de formas amastigotas, sendo promissores ao desenvolvimento
de protétipos de farmacos leismanicidas (ALVES et al., 2015; MIZUNO et al., 2015).
Alves e colaboradores (2015) desenvolveram uma serie de compostos baseados em
semicarbazonas, com destague para o composto 7g (Figura 11), que apresentou
uma boa atividade frente a células amastigotas e promastigoras de L. major, e

também atividade tripanocida, mostrando o potencial biolégico da classe.

Figura 11: Composto 79
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Fonte: ALVES, et al 2015

2.2.5 — Derivados de tiodiazois

Outra classe de compostos que se mostra promissora nos testes frente a
Leishmaniose sé&o tiodiazéis (FOROUMADI et al., 2005). Em um estudo visando a
sintese desses compostos, Foroumadi e colaboradores (2005) desenvolveram uma
série de compostos onde o composto 6¢ (Figura 12) apresentou a melhor atividade

frente a células promastigotas de Leishmania major.


https://www.google.com.br/search?rlz=1C1CHZL_pt-BRBR735BR735&espv=2&biw=1600&bih=794&q=posi%C3%A7%C3%A3o&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwidurT1neXSAhXIhZAKHYhaBBkQvwUIFygA
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Figura 12: Composto 6¢

Fonte: FOROUMADI et al, 2005.

Em um estudo visando o desenvolvimento de tiodiazéis, Bhongade e
colaboradores (2015), através de uma revisdo de literatura evidenciaram dois
compostos (Figura 13) com atividade promissora frente a linhagens celulares de L.
donovani, mostrando que essa classe de substancias pode ser promissora no

desenvolvimento de farmacos leishmanicidas.

Figura 13: Tiodiazois leishmanicidas
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Fonte: BHONGADE et al., 2015

2.2.6 — Derivados das tiazolidinonas

Outra classe recentemente reportada e que possui atividade leishmanicida
sdo as tiazolidinonas. Leite e colaboradores (2016) desenvolveram uma série de
compostos, nos quais o prototipo 2d (Figura 14) apresentou uma atividade
promissora em inibir enzimas responsaveis pelo metabolismo essencial no parasita

Leishmania major.

Figura 14: Tiazolidinona leishmanicida

Cl
@)

H
N
=0
S
Br
OH
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2.2.7 — Derivados indélicos

Compostos que também se mostram promissores no desenvolvimento de
farmacos leishmanicida s&o os indodis. Khan e colaboradores (2017) desenvolveram
uma série de inddis visando atividade contra células amastigotas e promastigotas de
L. donovani, com destaque para os compostos 6D e 6F (Figura 15), que podem ser

promissores no desenvolvimento de farmacos contra a leishmaniose.

Figura 15: Inddis leishmanicidas 6D e 6F, respectivamente.

Fonte: KHAN et al., 2017.

Ainda com os inddis, Pandey e colaboradores (2016) sintetizaram uma série
de compostos visando a atividade leishamnicida, obtendo o composto 2B (Figura
16), com atividade promissora frente a células amastigotas de L. donovani,
mostrando-se mais efetivo que miltefosine, um dos farmacos preconizados no

tratamento da leishmaniose

Figura 16: Composto 2B
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Fonte: PANDEY et al., 2016
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Félix e colaboradores (2016), estudando o uso de inddis no desenvolvimento
de farmacos leishmanicidas desenvolveram o composto TN8-7, com étima atividade
frente a células promastigotas de Leishmania amazonenses, podendo ser um

composto de referéncia no desenvolvimento de farmacos leishmanicidas.

Figura 17: Composto TN8-7.
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Fonte: FELIX et al., 2016

Sharma e colaboradores (2014) desenvolveram um hibrido molecular,
utilizando como nucleos um indol, quinolina e uma triazina, chegando ao composto
7B (Figura 18), que apresentou um alto indice de seletividade frente a células
amastigotas e promastigotas de L. donovani, evidenciado que a hibridacdo

molecular pode ser promissora no desenvolvimento de farmacos leishmanicidas.

Figura 18: Composto 7B.
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Fonte: Sharma et al., 2014.
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2.3 - Tiazinas
2.3.1 - Atividades biolégicas das tiazinas

As tiazinas sdo compostos de grande importancia biologica, apresentando
diversas atividades farmacologicas, como antibacteriana, antituberculose,
antidiabética, antiarritima, antipsicotica e em doencas neurodegenerativas (BALWE,
et al., 2016). Edayadulla e colaboradores (2015) desenvolveram varios compostos
derivados de tiazinas, na tentativa de conseguir um novo protétipo para farmaco com
atividade anticonvulsivante, conseguindo avancos com o composto 4d (Figura 19),

mostrando ser uma classe promissora e de grande interesse bioldgico.

Figura 19: Tiazina anticonvulsivante.
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Fonte: EDAYADULLA et al., 2015

Com relacdo a atividade anti-inflamatoria, Chiaetal e colaboradores (2008)
sintetizaram varios compostos tiazinicos, onde o derivado 8 e o 24 (Figura 20)
apresentaram elevada atividade anti-inflamatéria nos testes in vivo, mostrando ser

uma classe de interesse no desenvolvimento de farmacos.
Figura 20: Tiazinas com atividade anti-inflamatéria
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Fonte: CHIAETAL et al., 2008


https://www.google.com.br/search?rlz=1C1CHZL_pt-BRBR735BR735&espv=2&biw=1600&bih=794&q=biol%C3%B3gico&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwiRzKu5oeXSAhXFFJAKHW4mCgcQvwUIFygA
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2.4 - Heterociclos com anéis de cinco membros

2.4.1 — Caracteristicas gerais

Compostos contendo heterociclos apresentando anéis de cinco membros sao
de grande importancia na quimica medicinal moderna. Um dos exemplos é o tiazol,
constituido por um anel de cinco membros, um enxofre e um nitrogénio nas posi¢cdes
1 e 3, respectivamente (JAIN et al., 2013). Entre esses compostos, podem ser
citadas também as tiazolidinonas, que séo derivados carbonilados das tiazolidinas.
Esses compostos possuem sua estrutura quimica formada por um anel de cinco
membros, contendo um grupo carbonilico na posicao 4, e dois heterodtomos, um
nitrogénio, e um enxofre, nas posicées 3 e 1, respectivamente (TENORIO et al.,
2005).

As tiazolidinonas sdo um grupo de heterociclos que cada vez mais vem
atraindo pesquisadores da area da quimica medicinal, devido ao fato de
apresentarem diversas atividades bioldgicas, incluindo atividade hipoglicemiante,
anticancer, anti-inflamatoria, antioxidante, antituberculose, antimicrobiana e
anticonvulsivante (ASATI et al., 2014; CHADHA et al., 2015).

Figura 21: Compostos contendo anéis de 5 membros

1
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S |/ 5
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Tiazol Tiazolidina 4-Tiazolidinona

Fonte: Autor, 2017 (Adaptado de JAIN et al., 2013)

2.4.2 — Atividade leishmanicida

Estudos atuais apresentam um potencial leishmanicida de tiazois. Compostos
contendo tiazois ligados a grupos volumosos apresentam toxicidade em
concentracbes de nanomolar (nM), e significativa atividade contra formas
amastigotas de Leishmania spp. (BHUNIYA et al.,, 2015; BEKHIT et al., 2015),
justificado o0 investimento em pesquisas com estes protétipos. Bhuniya e

colaboradores (2015) investiram em aminotiaz6is com potencial leishmanicida,
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desenvolvendo uma série de compostos nos quais os derivados 8 e 9 (Figura 22)
apresentaram uma boa atividade frente a células de L. donovani, mostrando ser uma

escolha no desenvolvimento de farmacos.

Figura 22: Compostos 8 e 9 respectivamente

Fonte: BHUNIYA et al., 2015

Bekhit e colaboradores (2015) visando desenvolvimento de farmacos
leishmanicidas sintetizou uma série de compostos em que o composto 4d (Figura
23), formado por uma tiazolidinona, apresentou significativa atividade frente a
células amastigotas e promastigotas de L. aethiopica, mostrando o potencial

biol6gico dessa classe de compostos.

Figura 23: Composto 4d
O,N

s
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— \<N

v O
N

Br
Fonte: BEKHIT et al., 2015

2.4.3 — Processo de obtencao

A sintese do nucleo tiazolidinico é bem descrita na literatura, utilizando
diferentes  materiais de  partida, incluindo  tiocarbamatos, tioureias,
tiossemicarbazonas, tiocianatos alcalinos, dentre outros (CHADHA et al., 2015).

Esses compostos podem ser obtidos a partir de reagcbes entre compostos a-aceto-
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halogenados e tioamidas; entre iminas substituidas e o acido a-mercaptoacético; e
por ultimo entre aminas, aldeidos e o acido a-mercaptoacético (Figura 25). Este
altimo conduz a formacdo de iminas pela condensacao de aldeidos com a amina e

posterior reagdo com o acido a-mercaptoacético (LIESEN et al., 2008).

Figura 24: Processo de obtencgéo de tiazolidinas

O
X, ..R
RN+ HSQkOH
iminas 4cido alfa-
mercaptoacético
S (0]
(0] )J\ R K«’ (0]
X%O,Rz + R H 1 = ‘S"/N—R1 — NHR, + RCHO + HS\)kOH
alfa-aceto- tioamidas '\<R amina  aldeido acido alfa-

halogenados mercaptoacético

4-tiazolidinona
Fonte: Autor, 2017 (adaptado de LIESEN et al., 2008)

Um método bastante eficaz de obtencéo de 4-tiazolidonas € com a utilizacao
de tiossemicarbazonas e &cidos a-haloacéticos (CHADHA et al., 2015). E de
essencial importancia que essas reacdes sejam realizadas com um solvente polar e
em meio basico, em acetato de sédio anidro ou piridina, visto que o grupo imino é

bastante susceptivel a hidrdlise acida (LIESEN et al., 2008)

Figura 25: Obtencgé&o de tiazolidinas a partir de tiossemicarbazonas e acidos a-haloacéticos

S AcONa S
EtOH R

Fonte: Autor, 2017(Adaptado de LIESEN et al., 2008).

Para a sintese de tiazois, um método amplamente empregado € via ciclizagéo
de Hantzsch (Figura 27) que fornece o produto em periodo curto de tempo, e com
rendimentos elevados, sem demais dificuldades no processo de purificacao
(CARDOSO et al.,, 2014). Esse método emprega o uso de uma a-bromocetona
juntamente com metil e feniltioamidas em etanol como solvente, fornecendo o nucleo

tiazolico como produto reacional (KIM et al., 2013)
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Figura 26: Ciclizagéo de Hantzsch
S
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Tioamida alfa-bromocetona .
Tiazol

Fonte: Autor, 2017 (adaptado de KIM et al., 2013).

Visado a obtencéo de dihidrotiazois, ou tiazolidinas, um método que pode ser
empregado é com a utilizacdo de tioureias substituidas com haloalcanos, gerando a
requerida tiazolidina (D’HOOGHE & KIMPE, 2006). Erlenmeyer e seu grupo de
pesquisa, e Bradsher e colaboradores desenvolveram um estudo com a urilizagao
de N-aciltiouréias e uma haloalcano, neste caso o 1,2-dibromoetano resulta em 2-
(acilimino)tiazolidinas como produtos finais, sendo este método amplamente
utilizado na sintese desses compostos (D’HOOGHE & KIMPE, 2006).

Figura 27: Sintese de tiazolidinas a partir de haloalcanos e tioureias.
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Tioureia Haloalcano Tiazolidina

Fonte: Autor, 2017 (D’HOOGHE & KIMPE, 2006).
2.5 Reac0es por Irradiacdo Sonica

Algumas metodologias utilizadas para sintese de compostos organicos
apresentam condicOes reacionais severas, como altas temperaturas, e longos
periodos reacionais, que em muitos casos geram baixos rendimentos. As reacdes
em ultrassom sdo cada vez mais utilizadas, por serem limpas, e ambientalmente
sustentaveis, proporcionando uma alternativa para o preparo de compostos
organicos de origem sintética, sob condi¢cdes reacionais mais suaves (MAMAGHANI
et al., 2011)

A irradiacdo ultrassonica é o resultado da interacdo do campo de ondas
acusticas que vao interagir com o sistema quimico, gerando uma cavitagdo acustica.
A cavitacdo numa solucéo irradiada envolve a formacao e rompimento de bolhas.
Esse processo desenvolve uma elevada temperatura e pressao no microambiente

gue cria turbuléncia e facilita a transferéncia de massa no sistema. Comparado ao
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método convencional, a irradiacdo ultrassénica reduz os tempos de reacdo, e
minimiza a formag&o de produtos secundarios, fornecendo a energia de ativacdo em
um microambiente. Como essa tecnologia envolve a conservacao de energia e
geracdo minima de residuos, € amplamente aceita como uma abordagem na
quimica verde (SHABALALA et al., 2015).

A sintese por irradiacdo ultrassénica de compostos contendo tiazolidinas em
suas estruturas vem sendo mais frequente, obtendo melhores rendimentos em um
menor tempo de reacdo (NEUENFELDT et al.,, 2011). Foi observado que em
reacOes por sonicacao para a obtencdo de tiazolidinas, sdo necessarios em meédia
cerca de dez minutos para que todos 0s reagentes sejam completamente
consumidos, com a obtencdo dos produtos finais livres de produtos secundarios, e
rendimento com aproximadamente 98% (GOUVEA et al., 2012).

2.6 - Fundamentacao tedrica para a sintese dos compostos

2.6.1 — Rigidificagdo molecular

Uma das estratégias utilizadas no processo de desenvolvimento de farmacos
€ o0 processo de rigidificacdo molecular. Esse processo objetiva optimizacao
estrutural dos compostos, melhorando sua atividade farmacoldgica com relacdo ao
composto protétipo, utilizando do fundamento de restricdo conformacional (RASHID
et al., 2016; HU et al., 2008)

Essa estratégia de modificacdo molecular foi utilizada neste trabalho a fim de
melhorar a atividade farmacolégica dos compostos LQM17.1 e LQM18.1, com o
processo de anelacao entre a amina terminal e a tionila, gerando compostos ciclicos
de 5 e 6 membros, substituidos.

Figura 28: Rigidificagéo deLQM 17.1eLQM 18.1

Rigidificacao
NH, AN N
molecular X N~ =
R1_: ————— R+ \( R
= S-(n)

Ri=m,p-Cl R, = Ar
m - ClI C=0

ZT

Fonte: Autor, 2017
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2.6.2 — Bioisosterismo

O bioisosterismo € uma estratégia de modificacdo molecular de compostos
baseado em altera¢des na estrutura quimica da molécula em que sdo mantidas as
propriedades biol6gicas da molécula, visando o descobrimento de um novo
candidato a composto-prototipo com melhores propriedades terapéuticas
(BARREIRO, et al., 2008; KOROLKOVAS, et al., 1988).

Atualmente, o bioisosterismo € subdividido e classificado em duas categorias:
O classico, que é em funcéo da valéncia do atomo, grupamento ou radicais, e ainda
em anéis aromaticos; e o nao-classico, que envolve as demais estatégias, como a
alteracéo de grupos funcionais, retroisosterismo, bioforos isostéricos, e de abertura e
fechamento de anel (BARREIRO et al., 2008).

Utilizando o LQMO5 como composto-protétipo, partiu-se da ideia do
bioisosterismo classico divalente, com a substituicdo de um &tomo por outro de
valéncia semelhante, neste caso, houve a substituicdo do NH da aminoguanidina por
um de enxofre (S). Em seguida é utilizado o método de rigidificacdo molecular,
conduzindo a formacgdo de heterociclos de 5 e 6 membros como compostos finais
(figura 29).

Figura 29: Modificacdes no composto LQM 05.
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Fonte: Autor, 2017

2.6.3 — Hibridac&o molecular

Hibridacdo molecular compreende uma estratégia de modelagem molecular
de farmacos, por meio do qual se tem a juncéo de dois grupamentos farmacoféricos
em uma sO estrutura, formando um novo composto dual, misto ou duplo,
caracterizado como um hibrido molecular com propriedades farmacologicas de
ambas estruturas unidas, e em consequéncia disso, uma melhor e mais atraente
atividade biolégica (NEPALI et al., 2014; BARREIRO, et al., 2008).
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Um heterociclo que vem apresentando resultados promissores frente a
diversos tipos de linhagens celulares de leishmaniose é nucleo inddlico (PANDEY et
al., 2016; KHAN et al., 2017; FELIX et al., 2016; SHARMA et al., 2014). A
combinacéo desse nucleo com heterociclos de 5 e 6 membros pode ser promissora
nos testes bioldgicos contra leishmaniose.

Tendo em vista o potencial bioldgico frente a leishmaniose dos tiazéis,
tiazolidinonas, e indodis, o presente trabalho visa a juncdo desses compostos
conduzindo a formacdo de hibridos moleculares com potencial atividade
leishmanicida, seguida da rigidificacdo desses compostos e consequente formacao
da tiazina, a fim de investigar sua atividade.

Figura 30: Hibridagdo molecular de inddis, tiazois, tiazolidonas
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Fonte: Autor, 2017
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3. OBJETIVOS
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Sintese, caracterizacdo estrutural e relacdo estrutura-atividade de novos
compostos ciclicos tiazolidinicos e tiazinicos derivados de tiossemicarbazonas

planejados como prototipo de farmaco leishmanicida.

3.2 Especificos

¢ Realizar modificacdes em torno da estrutura do LQM 17.1, LQM 18.1 e LQM
05, gerando uma nova série de compostos;

e Sintetizar uma nova série de compostos hibridos moleculares, acoplando o
nucleo inddlico ao nucleo dihidrotiazol, ou tiazolidinonas, ou tiazol ou tiazina;

e Realizar a sintese dos hibridos moleculares pelo método classico e pelo
método de sonicac¢do, a fim de otimizar o método de obtencao;

e Realizar rea¢gfes de condensacdo de diversos aldeidos substituidos com a
tiossemicarbazida, formando a tiossemicarbazona requerida;

e Obtencédo dos produtos finais utilizando a tiossemicarbazona em reacéo de
ciclizacdo com os dieletréfilos 1,2-dibromoetano, 2-cloroacetato de etila, 2-
bromoacetofenona, 1,3-dibromopropano, anidrido maléico e @ 2-
cloroacetoacetato de etila.

e Caracterizar os compostos sintetizados por espectroscopia (RMN *C, RMN
lH);

e Avaliar os compostos frente ao ensaio de citotoxicidade (MTT)

e Avaliar a acéo biologica desses compostos frente a formas amastigotas de

Leishmania chagasi.
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4. MATERIAIS E METODOS
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Cromatografias

Foram realizadas cromatografias em camada delgada (CCD) em placas de
Silica Gel 60 F254 da MERCK® de 0,25 mm de espessura com suporte de aluminio.
A revelacdo das mesmas para interpretacdo dos resultados foi realizada através de

luz emissora de radiacao ultravioleta (UV) no comprimento de onda (A) de 254 nm.

4.2 Pontos de Fusao

Para a determinagcdo dos pontos de fusdo, foi utilizando equipamento
MSTecnopon®, modelo PFMII Digital, em tubos capilares contendo cada uma das

amostras individualmente, nao calibrado.

4.3 Espectroscopia RMN *C e *H

Os espectros de RMN H e *C foram obtidos em equipamento Briiker®,
modelo Avance DRX 400 MHz — UltraShield®, utilizando DMSO-d6 e CDCI; como
solventes analiticos. Os deslocamentos quimicos (&) foram computados em partes
por milhdo (ppm), onde foi empregado tetrametilsilano (TMS) como referéncia
interna. As constantes de acoplamento (J) inerentes aos sinais de RMN de 'H foram
computadas em Hertz (Hz). As multiplicidades dos sinais foram instituidas da
seguinte maneira: simpleto (s), simpleto largo (sl), dubleto (d), duplo dubleto (dd),

tripleto (t), quarteto (q), quinteto (qi), sexteto (sex), septeto (sep), e multipleto (m).

4.4 Reagentes e Solventes

Os reagentes utilizados nas sinteses foram do fabricante Sigma-Aldrich. Os

solventes utilizados foram padréo P.A. (Para analise) do fabricante Synth.
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3,4-diclorobenzaldeido Metanol absoluto
3-clorobenzaldeido Metanol HPLC
3,4-dimetoxibenzaldeido Etanol absoluto
Tiossemicarbazida Hexano absoluto
Bromoacetofenona Acetato de etila absoluto
Cloroacetato de etila Dimetil Sulfoxido delterado
1,2-Dibromoetano Isopropanol absoluto
1,3Dibromopropano Cloroformio absoluto
Anidrido maléico Tolueno
2-Cloroacetoacetato de etila Indol-3-carboxialdeido

4.5 Equipamentos

Balanca analitica (Bel Engineering/Mark M214)
Vidrarias de laboratorio (SkyLab)

Estufa (Nova ética/ 404/1D)

Bomba de vacuo (Edwards/ RVS)

Evaporador rotativo (IKA/ Hb10 Digital)

Placas de agitagcéo e aquecimento (IKA/ C-MAG HS7)
Capela com exaustdo (Lucadema)

Freezer

4.6 Ultrassom

Para as reacdes por irradiagdo ultrassoénica, foi utilizado o aparelho Soniclean

2 aquecida, do fabricante Sanders medical, de frequéncia 40 kHz.
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4.7 - Estratégia de acdo para a sintese dos rigidos moleculares

O processo inicia-se com as reacbes de condensacdo entre o requerido
aldeido com a tiossemicarbazida, resultando na obtenc&do das tiossemicarbazonas
como produtos intermediarios. Posteriormente o intermediario formado é submetido
a reacdo com o dieletrofilo para a obtencao dos dihidrotiazois, tiazois, tiazolidinonas

ou tiazinas como compostos finais.

Figura 31: Esquema geral de sintese dos rigidos moleculares
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Fonte: Autor, 2017

4.8 - Estratégia de acao para a sintese dos hibridos moleculares

Inicialmente, tém-se a sintese da requerida tiossemicarbazona em reacédo de
condensacao com a tiossemicarbazida e o indol-3-carboxialdeido. Em seguida serao
realizadas reacdes com os requeridos dieletrofilos conduzindo a formacéo de
dihidrotiazéis, tiazéis, tiazolidinonas, e tiazinas como produtos finais. Esses
compostos foram sintetizados por diferentes métodos, utilizado o método classico,
em reacoes realizadas sob refluxo, e pelo método de sonicacgéo, a fim de verificar a

influéncia do fenbmeno da sonoquimica nas reagoes.
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Figura 32: Esquema geral de sintese dos hibridos moleculares.
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Fonte: Autor, 2017

4.9 — Procedimentos experimentais para sintese dos compostos

4.9.1 Procedimento para a sintese das tiossemicarbazonas substituidas.

Figura 33: Sintese das tiossemicarbazonas
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Fonte: Autor, 2017
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Em um baldo foram adicionados 1,0 mmol de tiosemicarbazida, o respectivo
aldeido (1 eq) e 20mL de EtOH. A mistura foi agitada sob refluxo durante 6 horas até
o término da reacdo (acompanhada por CCD). Apés, a mistura foi resfriada até
temperatura ambiente e foi adicionada agua destilada. O produto formado foi filtrado

e lavado com 4gua e etanol.

49.1.1 Dados fisico-quimicos do composto (E)-2-(3,4-

diclorobenzilideno)hidrazinacarbotioamida (LQM17.1).

e Soélido Branco; PF: 211-212°C; MM: 246,97 g/mol; Rendimento: 98%; Sistema:
Hexano/ AcOET 4:6; Rf: 0,6.

e RMN *H (400 MHz, DMSO-d¢) 6: 7,64 (d, 1H, j = 8,4 Hz, H-Ar); 7,72 (dd, 1H, j
= 8,4 e 2,1 Hz, H-Ar); 7,90 (s, 1H, H-Ar); 8,2 (sl, 2H, NH,); 8,3 (s, 1H, CH=N);
11,57 (sl, 1H, NH).

e RMN *3C (100 MHz, DMSO- d¢) &: 178,6; 147,2; 139,8; 135,6; 132,2; 131,2;
128,6; 128,2.

49.1.2 - Dados fisico-quimicos do composto (E)-2-(3-

clorobenzilideno)hidrazinacarbotioamida (LQM18.1)

e Soélido Branco; PF: 192-194°C; MM: 213,01 g/mol; Rendimento: 90%; Sistema:
Hexano/ AcOET 4;6; Rf: 0,6.

e RMN tH (400 MHz, DMSO- dg) &: 7,12-7,27 (m, 4H, H-Ar); 7,45 (s, 1H, CH=N);
7,61 (sl, 2H, NH>); 9,57 (sl, 1H, NH).
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o RMN %3C (100 MHz, DMSO- dg) &: 178,5; 141,0; 136,8; 134,2; 130,9; 129,9;
127,0; 126,4.

49.1.3 - Dados fisico-quimicos do composto (E)-2-(3,4-
dimetoxibenzilideno)hidrazinacarbotioamida (LQMO05.1)

e Sélido Branco; PF: 193-195 °C; MM: 239,07 g/mol; Rendimento: 96%;
Sistema: CHCI3/MeOH 9:1; Rf: 0,6.

e RMN !H (400 MHz, DMSO- dg) 0. 3,78 (s, 6H, OCH3); 6,96 (d, 1H, j = 8,2 Hz,
H-Ar); 7,13 (d, 1H; j = 8,2 Hz, H-Ar); 7,5 (s, 1H, H-Ar); 8,02 (s 2H, NH,): 8,15
(s, 1H, CH=N); 11,32 (s, 1H, NH).

e RMN *3C (100 MHz, DMSO- dg) &: 177,4; 150,5; 149,0; 142.4; 126,8; 122,1;
111,1; 108,3; 55,6; 55,4.

4914 - Dados  fisico-quimicos do composto (E)-2-((1H-indol-3-
illmetileno)hidrazinacarbotioamida (INDO1)
NH,
H/N/gs
—=N
o
N
H

e Sélido amarelo; PF: 232-233 °C; MM: 218,06 g/mol; Rendimento: 94%,;
Sistema 6:4 HEX/AcCOET, Ry: 0,6.

e RMN *H (400 MHz, DMSO- dg) &: 7,12 (1H, dt, J= 1,70 Hz, H-indol), 7,19 (1H,
dt, J= 1,27Hz, H-Indol), 7,41 (2H, d, NH,), 7,81 (1H, d, J= 2,7Hz, H-indol) 8,04
(1H, s, H-indol), 8,22 (1H, d, J= 7,8Hz, H-indol), 8,29 (1H, s, CH=N), 11,19
(1H, s, NH), 11,60 (1H, s, NH).

e RMN *3C (400 MHz, DMSO- dg) &: 176,8; 141,2; 137,4; 131,4; 124,3; 123,1;
122,6;121,0; 112,2; 111,6.



47

4.9.2 — Procedimento para a sintese dos dihidrotiazois

Figura 34: Sintese dos dihidrotiazois
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Fonte: Autor, 2017
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Método convencional:

Adicionou-se em um baldo 1,0 mmol da requerida tiossemicarbazona
(LQM17.1, ou LQM18.1 ou LQMO05.1 ou INDO1) em 20 mL de isopropanol. A mistura
foi submetida a agitacdo sob refluxo até a completa solubilizacdo. Em seguida foram
adicionados 1,2-dibromoetano (3 eq.) e acetato de sédio (2 eq.), e a agitacao
continuou por 12 horas (Acompanhada por CCD). Em seguida o solvente foi
evaporado sob pressédo reduzida e foi adicionada &gua destilada. O precipitado

formado foi coletado e lavado com agua destilada e isopropanol.
Método por sonicacao:

Adicionou-se em um tubo selado 1,0 mmol de INDO1, 1,2-dibromoetano (3
eq), e acetato de sodio (2 eq) em 6 mL de Isopropanol. A mistura foi submetida ao
processo de irradiagédo sonica a 70°C durante 40 minutos (acompanhado por CCD).

O sodlido formado foi coletado e lavado com agua destilada e isopropanol.

49.2.1 - Dados fisico-quimicos do composto (E)-2-(2-(3,4-
diclorobenzilideno)hidrazinil)-4,5-dihidrotiazol (LQM59)

- H
O
S
Cl

Cl
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e Sélido amarelo; PF: 285-286 °C; MM: 272,99 g/mol; Rendimento: 60 %;
Sistema: CHCI3/MeOH 9:1; Ry: 0,4.

e RMN *H (400 MHz, DMSO- dg) 6: 3,70 (t, 2H, j = 6,9 Hz, CH,); 4,37 (t, 2H, j =
6,9 Hz, CHy); 7,80 (d, 1H, j = 8,2 Hz, H-Ar); 7,94 (d, 1H, j = 8,2 Hz, H-Ar); 8,27
(s, 1H, H-Ar); 8,41 (s, 1H, CH=N); 10,22 (sl, 1H, NH).

e RMN C (100 MHz, DMSO- d¢) &: 169,8; 147,9; 134,2; 134,4; 132,4; 131,6;
129,6; 129,4; 49,6; 26,7.

4.9.2.2 - Dados fisico-quimicos do composto (E)-2-(2-(3-clorobenzilideno)hidrazinil)-
4,5-dihidrotiazol (LQM57)

e SoOlido amarelo; PF: 289-292 °C; MM: 239,03 g/mol; Rendimento: 65%;
Sistema; CHCI3/MeOH 9:1; R¢: 0,4.

e RMN H (400 MHz, DMSO- dg) 6 3,69 (t, 2H, j = 7,7 Hz, CH,); 4,38 (t, 2H, j =
7,7 Hz, CH.); 7,51 — 7,56 (m, 2H, H-Ar); 7,9 (dt, 1H, j = 1,4 Hz, H-Ar); 8,24 (s,
1H, H-Ar); 8,30 (s, 1H, CH=N); 9,98 (s, 1H, NH).

e RMN23C (100 MHz, ppm, DMSO- dg) 6 26,5; 49,7; 126,4; 127,1; 127,5; 128,4;
129,8; 131,3; 140,9; 149,3.

49.2.3 - Dados fisico-quimicos do composto (E)-2-(2-(3,4-
dimetoxibenzilideno)hidrazinil)-4,5-dihidrotiazol (LQM111).

M
N’N\(/b
\O S

O.

e Sélido amarelo; PF: 255-257 °C; MM: 265,09 g/mol; Rendimento: 65%;
Sistema: CHCI3/MeOH 9:1; Rf: 0,5.
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e RMN IH (400 MHz, DMSO- dg) &: 3,68 (t, 2H, j =7,4 Hz, CH,); 3,83 (s, 3H,
OCHz); 3,84 (s, 3H, OCHg); 4,38 (t, 2H, j = 7,4 Hz, CH,); 7,08 (d, 1H, j = 8,1
Hz, H-Ar); 7,45 (d, 1H, j = 8,1 Hz, H-Ar); 7,7 (s, 1H, H-Ar); 8,2 (s, 1H, CH=N);
10,29 (s, 1H, NH).

e RMN C (100 MHz, DMSO- dg) &: 168,6; 152,3; 150,9; 149,6; 124,7; 111,8;
109,8; 56,3; 56,1; 49,7; 26,3.

49.24 - Dados fisico-quimicos do composto (E)-2-(2-((1H-indol-3-
illmetileno)hidrazinil)-4,5-dihidrotiazol (LQM167)
N
L)
—N
ord
N
H

e Sdlido laranja; PF: 180-182 °C; MM: 244,08 g/mol; Rendimento convencional:
80%; Rendimento sonicacgao: 90%; Sistema 8:2 CHCI3;/MeOH, Ry 0,5.

e RMN IH (400 MHz, DMSO- dg) 6: 3,66 (2H, t, j = 7,5Hz, CH,), 4,44 (2H, t, ] =
7,5Hz, CH,), 7,18 (1H, t, j = 7,10 Hz, H-indol), 7,24 (1H, t, j = 7,6Hz, H-indol);
7,49 (1H, d, j=7,9Hz, H-indol), 8,04 (1H, s, j = 2,0Hz, H-indol), 8,38 (1H, d, j
= 7,7Hz, H-indol), 8,48 (1H, s, CH=N), 9,02 (1H, s, NH),10,08 (1H, s, NH).

e RMN *3C (100 MHz, DMSO- dg) &: 166,6; 148,8; 137,6; 134,5; 124,1; 123,5;
122,9;121,6; 112,5; 110,6; 50,1; 25,9.

4.9.3 — Procedimento experimental para a sintese das tiazolidinonas

Figura 35: Sintese das tiazolidinonas

H (0] H
X _N NH 5di X, -N N
AN \[( 2 &+ CI\)J\O/\ Acetato de sodio AN Y o
I MEOH, 85°C, 12h U F

e
LQM119 LaM121 LQM165
Fonte: Autor, 2017.
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Método convencional:

Em um baldo, foi solubilizado 1,0 mmol da requerida tiossemicarbazona, 2-
cloroacetato de etila (4,5 eq) e acetato de sédio (3,0 eq), em 20 ml de MeOH e
deixado em refluxo e agitacdo durante 12 horas (acompanhado por CCD). Em
seguida, a reacao foi levada a temperatura ambiente e o precipitado formado foi

coletado e lavado com agua destilada e metanol.
Método sonicacao:

Utilizando um tubo selado, adicionou-se 1,0 mmol de INDO1, 2-cloroacetato
de etila (4,5 eq), e acetato de sodio (3,0 eq), em 6 mL de MeOH. A mistura foi sujeita
a irradiacdo ultrassénica a 70°C durante 40 minutos (acompanhado por CCD). O

precipitado formado foi coletado e lavado com agua destilada e MeOH.

49.3.1 - Dados fisico-quimicos de (E)-2-(2-(3,4-
diclorobenzilideno)hidrazinil)tiazolidina-4-ona (LQM119)

H
X _N N
N \(/fo
S
Cl
Cl

e Sélido Branco; PF: 231-236 °C; MM: 286,15 g/mol. Rendimento: 85%;
Sistema: Hexano/ AcOET 1:1; Rs: 0,5.

e RMN !H (400 MHz, DMSO- dg) 6: 3,92 (s, 2H, CHy); 7,73-7,82 (m, 2H, H-Ar);
7,96 (s, 1H, H-Ar); 8,40 (s, 1H, CH=N); 12,07 (s, 1H, NH).

e RMN *3C (400 MHz, DMSO- dg) &: 154,3; 135,4; 133,3; 132,1; 131,6; 131,0;
129,7; 127,6; 33,5.
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4.9.3.2 - Dados fisico-quimicos do composto (E)-2-(2-(3,4-
dimetoxibenzilideno)hidrazinil)tiazolidina-4-ona (LQM121)

e Solido Branco; PF: 246-248 °C; MM: 279,07; Rendimento: 90%; Sistema:
Hexano/CHCI; 1:1; Rf: 0,5.

e RMN *H (400 MHz, DMSO- dg) 6 3,87 (s, 3H, OCHj3); 3,81 (s, 3H, OCHj3) 3,87
(s, 2H, H-tiazol); 7,04 (d, 1H, j = 8,3 Hz, H-Ar); 7,30 (d, 1H, j = 8,3 Hz, H-Ar)
7,36 (s, 1H, H-Ar) 8,31 (s, 1H, CH=N); 11,89 (s, 1H, NH).

e RMN '3C (100 MHz, DMSO- dg) 6 156,4; 143,0; 127,4; 122,6; 122,4; 112,1;
111,7; 110,0; 109,1; 56,1; 55,8; 33,4.

49.3.3 - Dados fisico-quimicos do composto (E)-2-(2-((1H-indol-3-
il)metileno)hidrazinil)tiazol-4(5H)-ona (LQM165)
0
N\f
/
H["J\s
—N
ord
N
H

e Solido branco; PF: 257-258 °C; MM: 258,06 g/mol; Rendimento convencional
80%; Rendimento sonicagao 85%; Sistema 8:2 CHCI3;/MeOH, Ry: 0,3.

e RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg) &: 3,86 (2H, s, CHy), 7,13 — 7,23 (2H, m, H-
Indol), 7,46 (1H, d, j = 7,8Hz, H-indol), 7,83 (1H, d, j = 2,7Hz, H-indol), 8,21
(1H, d, j = 7,4Hz, H-Indol), 8,53 (1H, s, CH=N), 11,65 (1H, s, NH).

e RMN 3C (100 MHz, DMSO-dg) &: 33,4; 112,4; 121,2; 122,4; 123,2; 124,9;
132,2; 137,5; 152,8; 152,9; 175,0.
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4.9.4 — Procedimento experimental para a sintese dos tiazois

Figura 36: Sintese dos tiazois
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Fonte: Autor, 2016

Método convencional:

Foram adicionados em um baldo 1,0 mmol da requerida tiossemicarbazona,
2-bromoacetofenona (1,2 eq) e acetato de soédio (2,0 eq) em 20 mL de MeOH,
deixado sob agitagéo e refluxo durante 12 horas (acompanhado por CCD). A mistura
reacional foi levada a temperatura ambiente e o precipitado formado foi filtrado e

lavado com MeOH e agua destilada.
Método sonicacéo:

Utilizou-se de 1,0 mmol de INDO1, 2-bromoacetofenona (1,2eq), e acetato de
sédio (2 eq). A mistura foi submetida ao processo de irradiacdo sbnica, em 6 mL de
MeOH, a 70 °C durante 20 minutos (acompanhada por CCD). O precipitado formado
foi coletado e lavado com MeOH e agua destilada.

49.4.1 - Dados fisico-quimicos do composto (E)-2-(2-(3,4-
diclorobenzilideno)hidrazinil)-4-feniltiazol (LQM120)

H
X _N N
N =
O
Cl
Cl

e Sélido amarelo; PF: 193-195 °C; MM: 347,01 g/mol; Rendimento: 80%;
Sistema; Hexano/ AcOET 7:3; Rf: 0,6.
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¢ RMN H (400 MHz, DMSO- dg) 6: 7,27-7,42 (m, 4H, H-Ar); 7,83-7,86 (m, 3H,
H-Ar e H-tiazol); 7,63-7,69 (m, 2H, H-Ar); 8,00 (s, 1H, CH=N); 12,40 (s, 1H,
NH)

e RMN *3C (100 MHz, DMSO- dg) &: 138,9; 135,7; 132,1; 131,6; 131,5; 129,1;
128,1; 128,0; 126,4; 126,0; 104,5.

49.4.2 - Dados fisico-quimicos do composto (E)-2-(2-(3,4-
dimetoxibenzilideno)hidrazinil)-4-feniltiazol (LQM122).

H
X _N N i::
N =
o

O

e Sélido vermelho; PF: 236-238 °C; MM: 339,10 g/mol; Rendimento: 60%;
Sistema, Hexano/CHCI; 1:1; Ry 0,4

e RMN H (400 MHz, DMSO- dg) 6 3,79 (s, 3H, OCH3); 3,82 (s, 3H, OCHg); 7,01
(d, 1H, j = 8,3 Hz, H-Ar); 7,18 (dd, 1H, j = 8,3 Hz, H-Ar); 7,28 (d, 1H, j = 1,9 Hz,
H-Ar); 7,29-7,32 (m, 2H, H-Ar); 7,41 (t, 2H, j = 7,6 Hz, H-Ar); 7,85 (s, 1H, H-
tiazol); 7,87 (s, 1H, H-Ar); 7,97 (s, 1H, CH=N); 12,06 (s, 1H, NH).

e RMN 23C (100 MHz, DMSO- dg) 6: 55,3; 55,5; 99,5; 103,3; 108,2; 111,6; 120,1;
125,4; 127,1; 127,4; 128,5; 134,7; 141,3; 148,9; 150,0; 150,6; 168,2.
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4943 - Dados fisico-quimicos do composto (E)-2-(2-((1H-indol-3-
il)metileno)hidrazinil)-4-feniltiazol (LQM163)

e SoOlido vermelho; PF: 140-142 °C; MM: 318,09 g¢g/mol; Rendimento
convencional: 63%; Rendimento sonicagdo: 80%; Sistema 6:4
Hexano/AcOET, Ry 0,5.

e RMN H (400 MHz, DMSO- dg) &: 7,15 — 7,23 (2H, m, H-5 e Ar-H), 7,24 (1H, s,
H-57), 7,28 (1H, t, J =7,2Hz, H-6), 7,39 (2H, t, J =7,5 Hz, Ar- H), 7,45 (1H, J
=7,4Hz, H-7), 7,73 (1H, d, J=2,7Hz, H-2), 7,84 (2H, d, J =8,1Hz, Ar-H), 8,23
(1H, d, J=7,8Hz, H-4), 8,25 (1H, s, CH=N), 11,50 (s, 1H, NH), 11,73 (1H, s,
NH).

e RMN **C (100 MHz, DMSO- dg) &: 169,2; 139,7; 135,2; 129,8; 129,0; 127,9;
125,9; 124,4; 123,1; 122,0; 120,9; 112,3; 112,1; 103,1.

4.9.5 — Procedimento experimental para a sintese das tiazinas.

Figura 37: Sintese das tiazinas
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Método convencional:

Em um baldo, foram adicionados 1,0 mmol da requerida tiossemicarbazona,
1,3-dibromopropano (4,5 eq), e acetato de sodio (3eq) em 20mL de isopropanol em
refluxo e agitacdo durante 12 horas (acompanhado por CCD). A mistura reacional foi
levada a temperatura ambiente e adicionada agua destilada. O precipitado formado
foi coletado e lavado com &gua destilada e isopropanol.

Método sonicacao:

Em um tubo de selado, adicionou-se 1,0 mmol de INDO1, 1,3-dibromopropano
(4,5€eq), e acetato de sodio (3eq) em 6 mL de Isopropanol. A mistura foi submetida
ao processo de irradiacdo sbnica a 70 °C durante 40 minutos (acompanhado por
CCD). O precipitado formado foi coletado e lavado com &gua destilada e

isopropanol.

495.1 - Dados fisico-quimicos do composto (E)-2-(2-(3,4-
diclorobenzilideno)hidrazinil)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (LQM®60)

H
N\
N’N\(/NJ
Cl S

Cl

e Sélido amarelo; PF: 170-171 °C; MM: 287,01 g/mol; Rendimento: 71%;
Sistema: Hexano/ AcOET 1:1; R¢: 0,6.

¢ RMN !H (400 MHz, DMSO- dg) 6: 2,34 (qui, 2H, j = 5.6, CHy); 3,32 (t, 2H, j =
5,6 Hz, CHy); 4,30 (t, 2H, j = 5,6 Hz, CH)); 7,72 (dd, 1H, j = 8,5 Hz, H-Ar); 7,88
(dd, 1H, j = 8,5 Hz, H-Ar); 8,05 (s, 1H, H-Ar).

e RMN 13C (100 MHz, ppm, DMSO- dg) 0: 23,3; 25,5; 47,0; 125,5; 127,0; 131,0;
131,2; 131,6; 148,3; 157,4; 159,9.
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4.9.5.2 — Dados fisico-quimicos do composto (E)-2-(2-(3-clorobenzilideno)hidrazinil)-
5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (LQM58).

|
o

Cl

e Sélido amarelo; PF:139-140 °C; MM: 253,04 g/mol; Rendimento; 80%;
Sistema: Hexano/ AcOET 6:4; Ry 0,5.

e RMN tH (400 MHz, DMSO- dg) 6: 2,34 (qui, 2H, j = 5,8Hz, CH>); 3,33 (t, 2H, j =
5,8 Hz, CH,); 4,29 (t, 2H, j = 5,8 Hz, CH,); 7,46-7,51 (m, 2H, H-Ar); 7,86-7,89
(m, 1H, H-Ar); 7,90 (s, 1H, H-Ar).

e RMN 3C (100 MHz, DMSO- dg) 0: 23,4; 25,5; 47,0; 124,1; 125,0; 128,9; 130,8;
132,5; 133,4; 148,1; 158,1.

4.9.5.3 - Dados fisico-quimicos do composto (E)-2-(2-(3,4-
dimetoxibenzilideno)hidrazinil)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (LQM112)

H
. _N_ _N
N\O
S
o

SN

e Sélido amarelo; PF:165-166 °C; MM: 279,10 g/mol; Rendimento: 71%;
Sistema: CHCI3/MeOH 9:1; Rf: 0,5.

e RMN IH (400 MHz, DMSO- dg) &: 2,4 (qui, 2H, j = 5.8 Hz, CH>), 3,27 (t, 2H, j =
5,8 Hz, CHy), 3,83 (s, 3H, OCH3); 3,84 (s, 3H, OCHj3); 3.96 (t, 2H, j = 5.8 Hz,
CH,), 7,08 (d, 1H, j = 8,5 Hz, H-Ar); 7,52 (dd, 1H, j = 8,5 Hz, H-Ar); 7,71 (s, 1H,
H-Ar); 8,44 (s, 1H, CH=N); 9,79 (s, 1H, NH).

e RMN *3C (100 MHz, DMSO- d¢) &: 23,5; 25,4; 45,8; 56,1; 56,4; 110,4; 111,7;
125,3; 125,7; 149,6; 149,7; 152,5; 163,7.
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4954 - Dados fisico-quimicos do composto (E)-2-(2-((1H-indol-3-
il)metileno)hidrazinil)-5,6-dihidro-4H-1,3-tiazina (LQM123)

L)
HN
I\II S

;
: N
H

e Solido amarelo; PF: 189-190 °C; MM: 258,34 g/mol; Rendimento convencional:
85%; Rendimento sonicacgéo: 95%; Sistema: CHCl3/MeOH 8:2; Ry 0,5.

e RMN H (400 MHz, DMSO- dg) &: 2,40 (qui, 2H, j = 7,1 Hz, CH,); 3,27 (t, 2H, j
= 7,1Hz, CHy); 4,00 (t, 2H, j = 7,1, CH,); 7,17 — 7,26 (m, 2H, H-indol); 7,50 (d,
1H, j = 8.0, H-indol); 8,14 (d, 1H, j = 2,9Hz, H-indol); 8,21 (d, 1H, j = 7,7Hz, H-
indol); 8,76 (sl, 1H, NH); 9,58 (s, 1H, CH=N); 12,00 (s, 1H, NH).

e RMN C (100 MHz, DMSO- dg) &: 23,2; 25,0; 46,0; 110,0; 112,1; 121,2; 121,8;
123,0; 124,0; 134,0; 137,0; 148,9; 161,2.

4.9.6 — Procedimento experimental para a sintese do (E)-etil 2-(2-((1H-indol-3-
il)metileno)hidrazinil)-4-metiltiazol-5-carboxilato (LQM164)

Figura 38: Sintese do LQM164
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Método convencional:

Foi preparada a uma solucdo contendo 1,0 mmol de INDO1, 2-
cloroacetoacetato de etila (4,5 eq), e acetato de sddio (2 eq) em 20 mL de MeOH,
em refluxo e agitacdo magnética por 12 horas (acompanhada por CCD). A solucao
foi levada a temperatura ambiente, e o precipitado formado foi coletado e lavado

com agua destilada e MeOH.

Método sonicacéo:

Em um tubo selado, adicionou-se 1,0 mmol de INDO1, 2-cloroacetoacetato de
etila (4,5 eq), e acetato de sddio (2 eq), em 6 mL de MeOH, deixado sob irradiacao
sbnica, durante 20 minutos (acompanhado por CCD) a uma temperatura de 70 °C.
Precipitado formado foi coletado e lavado com 4gua destilada e MeOH.

4.9.6.1 Dados fisico-quimicos do LQM164

e SOlido amarelo; PF: 255-257 °C; MM: 328,10 g/mol; Rendimento
convencional: 75%; Rendimento sonicacdo: 94%; Sistema 6:4 HEX/AcOET;
Rr. 0,5.

e RMN *H (400 MHz, DMSO- d¢) &: 1,28 (3H, t, J= 7,1Hz, CH,CHs), 2,47 (3H, s,
CHs), 4,22 (2H, qua, J= 7,1Hz, CHy), 7,20 — 7,22 (2H, m, H-indol), 7,44-7,46
(1H, m, H-indol), 7,82 (1H, d, J= 2,7Hz, H-indol), 8,15 (1H, t, J= 4,6Hz, H-
indol), 8,29 (1H, s, CH=N), 11,61 (1H, s, NH), 12,18 (1H, s, NH).

e RMN 23C (100 MHz, DMSO- dg) 6: 162,6; 162,5; 137,5; 131,1; 131,0; 124,4;
123,2;121,9; 121,2;112,4; 111,7; 60,4; 60,4; 17,7; 14,9; 14,8.
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4.9.7 — Procedimento experimental para a sintese do (E)-2-(2-(2-((1H-indol-3-
illmetileno)hidrazinil)-4-oxo-4,5-dihidrotiazol-5-il)acido acético (LQM166)

Figura 39: Sintese do LQM166
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Método convencional:

Preparou-se uma solugdo contendo 1 mmols de INDO1 e anidrido maléico
(4,5 eq) em 20 mL de tolueno, refluxo e agitacdo por 12 horas (acompanhada por
CCD). Em seguida, o solvente foi evaporado por pressao reduzida, e o soélido foi

submetido a uma recristalizagdo em MeOH/agua.

Método sonicacao:

Por sonicacdo, em um tubo de ensaio lacrado adicionou-se 1,0 mmol de
INDO1, 4,5 mmols (4,5 eq) de anidrido maléico e 6 mL de tolueno. A solugéo foi
sujeita a irradiacéo ultrassonica durante 40 minutos (acompanhada por CCD) a uma
temperatura de 80°C. O solvente da reacgéao foi evaporado por pressao reduzida, e o

sélido formado foi recristalizado em MeOH/agua, obtendo assim o produto final.

4.9.7.1 Dados fisico-quimicos do LQM166

e Solido amarelo; PF: 230-232°C; MM: 316,06 g/mol; Rendimento convencional:
50%; Rendimento sonicacéo: 80%; Sistema 8:2 CHCI3;/MeOH; Ry 0,3.

e RMN 'H (400 MHz, DMSO- dg) &: 2,90 (1H, dd, J= 8,7 e 17,5Hz, CH) 3,03
(1H, dd, J= 3,6 el17,5Hz, CHb), 4,34 (1H, dd, J= 3,8 e 8,7Hz, CH,a), 7,16 —
7,21 (2H, m, H-Indol), 7,45 (1H, d, J= 7,7Hz, H-Indol), 7,85 (1H, d, J= 2,8Hz,
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H-Indol), 8,18 (1H, d, J= 7,0Hz, H-Indol), 8,53 (1H, s, CH=N), 11,67 (1H, s,
NH), 12,28 (1H, sl, OH).

e RMN C (100 MHz, DMSO- dg) & 37,2; 43,8; 112,4; 121,2; 122,2; 123,2;
125,0; 132,3; 137,5; 152,9; 172,1; 172,2; 175,9; 195,3.

4.10 - Método para avaliacao biol6égica dos compostos

4.10.1 - Cultura dos parasitas

As células promastigotas de Leishmania chagasi (MCAN / BR / 89 / BA262)
foram mantidas in vitro no meio Schneider, suplementado com 10% de soro fetal
bovino (SFB) e 2% de urina humana, masculina, filtrada a 27°C, em uma estufa de
demanda bioquimica de oxigénio (DBO). Para o uso, 0s parasitas foram colocados
em tubos falcon e centrifugados a 3500 rpm durante 10 minutos. Passado esse
tempo, o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspenso no meio
Schneider. Houve entdo a contagem dos parasitas utilizando a camara de Neubauer

para revestimento e posterior realizacado do experimento.

4.10.2 - Manutenc¢do dos macréfagos

Os macrofagos de linhagem J774.A1 forma mantidos em frascos de cultura
contendo 10 mL de RPMI, e suplementado com 10% de FBS e 2 mM de L-
glutamina, aminoacidos néo essenciais e piruvato. No momento do uso, as células

foram contadas, ajustadas em RPMI suplementadas com 10% de FBS e semeadas.

4.10.3 - Determinacao da viabilidade celular

A determinacdo da viabilidade celular foi feita utilizando o método MTT
(brometo de 3- [4,5-dimetil-tiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazélio (MOSMANN, 1983). Neste
ensaio, a linhagem celular de macréfagos J774.A1 foi plaqueada em placas de 96
pocos e deixadas durante a noite (1x10°> / poco) e exposta a diferentes
concentracbes dos compostos previamente diluidos em meio RPMI suplementado
(0,1, 1 e 10 pM) durante o periodo de 24 horas a 37°C, em uma atmosfera umida
contendo 5% de CO, Os pocgos controle continham células cultivadas apenas com
meio de cultura, ou células cultivadas na presenca do diluente ( 0,1% de DMSO).
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ApOs o periodo de incubagéo, o sobrenadante foi descartado e depois adicionou-se
100 pL de solucdo de MTT (5 mg/10mL). As placas foram reincubadas durante um
periodo de uma hora a 37°C e 5% de CO,, depois 0 sobrenadante foi removido e
adicionado a 100 pL de DMSO, para que em seguida fosse feita a leitura no
espectrofotometro a 550 nm. A viabilidade das culturas tratadas com os compostos
foi comparada ao padréo de morte obtido nas culturas controle.

4.10.4 - Teste de Infeccdo de macréfagos com Leishmania chagasi

Foi plaqueada a linhagem celular dos macrofagos J774.A1 em uma proporgcao
de placas de 5x10* células/24-pocos durante uma hora com RPMI suplementado. Os
macrofagos foram infectados com formas de promastigotas de Leishmania chagasi,
em uma proporcao de 10:1 macrofagos. A placa foi incubada durante 6 horas a 37°C
em uma atmosfera Umida contendo 5% de CO,. Apos 6 horas de infeccdo, os
macréfagos foram lavados com solugdo salina (PBS, pH 7,2) para remover os
parasitas ndo internalizados. Os macrofagos foram cultivados em RPMI
suplementado com 10% de FBS, 2 mM de L-glutamina, 2 mM de aminoacidos néo
essenciais e 2 mM de piruvato na presenca ou ndo dos compostos em diferentes
concentracbes (0,1, 1 e 10 uM) e mantidos a 37°C em uma atmosfera Umida
contendo 5% de CO, por 24 horas. ApGs este periodo de cultura, os pocos foram
lavados com PBS, e as células foram fixadas com metanol e depois coradas com
May-Giemsa-Grinswald e montadas em laminas de vidro. A avaliacdo do niamero de
macrofagos infectados e o nUmero de amastigotas em 100 macrofagos foi realizada
com um microscépio optico com o auxilio da objetiva em 100X (imersédo) (NUNES et
al., 2005).

4.10.5 - Andlise estatistica

Os niveis de significancia entre os grupos experimentais e controle foram
realizados com utilizando a analise de variancia (ANOVA), seguido do teste de
Dunnett com o programa GraphPad Prism 5.0. Os valores foram considerados

significativos quando p <0,05 quando comparados ao grupo controle.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Compostos tiossemicarbazonicos.

Os compostos intermediarios LQM17.1, LQM18.1, LQMO05.1 e INDO1 (figura
40) sao tiossemicarbazonas, obtidas a partir da reacdo de condensacdo entre o
requerido aldeido e a tiossemicarbazida, apresentando rendimentos satisfatorios
(90-98%).

Esta metodologia € bem descrita na literatura. Serda e colaboradores (2013)
sintetizaram o0 composto LQM17.1 utlizando quantidades equimolares dos
respectivos reagentes e 6 puL de &cido acético, sob irradiagdo de micro-ondas, a
temperatura de 85 °C, durante 10 minutos, com poténcia de 50W. O produto final foi
obtido com um rendimento de 85%. Ja para o composto LQM18.1, Alam e
colaboradores (2014) utilizaram um procedimento semelhante ao utilizado neste
trabalho. No entanto, resultando em um rendimento de 82%. E para 0 composto
LQMO05.1, Raghav e colaboradores (2014) reportaram a sintese em uma mistura de
EtOH-H,0, em refluxo com duracéo de aproximadamente 20 minutos, resultando em

um rendimento do composto de 92%.

Figura 40: Compostos tiossemicarnazonicos
NH,

NH/Q

SRR ARl

ClLam17.1 Cl Lamos.1 _O Lam18.1
Fonte: Autor, 2017.

5.1.1 Mecanismo de reacao envolvido na sintese das tiossemicarbazonas.

Aldeidos reagem com aminas primarias para a formacdo de iminas, que séao
compostos que apresentam uma ligacdo dupla entre o carbono e o nitrogénio
(SOLOMONS, et al., 2012). A reacéo inicia com o ataque nucleofilico da requerida
amina primaria presente na tiossemicarbazida, ao carbono carbonilico do
benzaldeido. Em seguida, ocorre uma transferéncia de um proton intramolecular do

nitrogénio para o oxigénio, para que por seguinte ocorra uma protonagdo do



64

oxigénio, formando um bom grupo abandonador, levando a perda de uma molécula
de agua e estabelecimento da ligacdo dupla C=N, conduzindo a formacédo da
tiossemicarbazona (TENORIO et al., 2005; SOLOMONS et al., 2012).

Figura 41: Mecanismo de reacgdo para formacao das tiossemicarbazonas
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Fonte: Autor, 2017.

5.1.2 — Caracterizacao das tiossemicarbazonas.

Analisando o espectro de RMN *H, para evidenciar que houve formacéo da
tiossemicarbazona nos compostos LQM17.1, LOMO05.1, LQM18.1, e INDOl1l é
necessario ter o pico referente ao hidrogénio que caracteriza a formacdo da imina.
Observando o espectro do LQMO05.1 (figura 42) pode-se atribui-lo ao simpleto em
8,10 ppm, com integral para um hidrogénio.

Outro sinal importante € o do NH,, apresentando dois simpletos por conta do
tautomerismo existente entre a amina terminal da tiossemicarbazona e a tionila,

gerando esses dois picos (ALAM, et al., 2014).
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Figura 42: RMN *H do composto LQMO05.1.

@ a8 =
S - 55 @ i

=

7,147
14

AT
—7,143
=Szt

1
1

— 6,967

— 6,94

N Vi
] H H
H \N/H\H/NHZ
R o H s
s et
LT LT IENP - GRRNNREY AN

Fonte: Autor, 2017

Para os outros compostos, a tabela 1 resume os principais deslocamentos

quimicos dos outros compostos dessa série.

Tabela 1: Principais deslocamentos quimicos de RMN *H e *3C das tiossemicarbazonas.

Composto 0: C=NH em ppm 6: NH, em ppm
LOM17.1 8,30 8,20
LOM18.1 7,45 7,61
LQMO05.1 8,10 8,02
INDO1 8,29 8,04

Fonte: Autor, 2017
5.2 — Compostos dihidrotiazolicos.

Os compostos LQM59, LQM57, LQM111 e LQM167 (figura43) foram obtidos
a partir da reacdo da requerida tiossemicarbazona com o reagente dieletrofilo
dibromoetano, para a formacgéo de um dihidrotiazol como produto final. Os mesmos
foram obtidos em reacdo de refluxo em isopropanol como solvente, apresentando

rendimentos variando entre 60-65%
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Figura 43: Compostos dihidrotiazolicos
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Fonte: Autor, 2017

5.2.1 — Mecanismo de reacado dos compostos dihidrotiazolicos

Devido ao tautomerismo, o par de elétrons do nitrogénio é utilizado para
formar uma ligacdo pi e um de seus protons é transferido para o atomo de enxofre
da tionila. O par de elétons livre do enxofre por sua vez, faz um ataque nucleofilico
ao carbono ligado ao halogénio, sendo este ultimo o grupo abandonador. Em
seguida o ion brometo abstrai o préton ligado ao enxofre, estabilizando-o para que
por seguinte ocorra um ataque nucleofilico do par de elétrons livres do nitrogénio
para formacao do anel dihidrotiazol. Por fim, o ion brometo abstrai o proton ligado ao
nitrogénio carregado positivamente, finalizando a reagéo e estabilizando o composto
(D’HOOGHE & KIMPE, 2006; BRANOWSKA et al., 2005)

Figura 44: Mecanismo de reagéo dos dihidrotiazois
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5.2.2 — Caracterizagao dos compostos dihidrotiazolicos.

Os compostos foram caracterizados por RMN de 'H e '¥C. A grande
caracteristica desses quatro compostos LQM 59, LQM 57, LOM 111, e LQM 167,
quanto ao espectro de *H é a presenca de dois tripletos acoplando entre si, e cada
um integrado para 2 hidrogénios, caracteristicos de CH;, e a supresséo do sinal da
amina terminal da tiossemicarbazona, indicando que houve a formag&o do anel
dihidrotiazolico. No espectro de *C, os mesmos grupos metilénicos geram dois
picos na regido de carbonos alifaticos (25,9 - 49,6 ppm).

Analisando o espectro de LQM111 em comparagdo com 0 espectro de seu
intermediario, pode-se observar que houve a supressdo do sinal da amina terminal
da tiossemicarbazona e o aparecimento de dois tripletos, com j = 7,4 Hz, integrados
para 2 hidrogénios (Figura 45a), bem como a presenca de dois picos na regido de
carbonos alifaticos (Figura 45b), mostrando que houve a formag¢do do anel
dihidrotiazolico.

Figura 45a: RMN *H do composto LQM111.
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Figura 45b: RMN **C do composto LQM111.
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. Para os outros compostos da série, a tabela 2 mostra os principais
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deslocamentos quimicos dessa série.
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Tabela 2: Principais deslocamentos de RMN *H e *3C dos dihidrotiazois.

40

Composto RMN *H: CH, RMN **C: CH,
LQM59 3,70 (t, 2H, j = 6,9 Hz) 26,7
4,60(t, 2H, j = 6,9 Hz) 49,6
LQM57 3,69 (t, 2H, j = 7,7Hz) 26,5
4,38 (t, 2H, j= 7,7 Hz) 49,7
LQM111 3,68 (t, 2H, | =7,4 Hz) 26,3
438 (t, 2H, j= 7.4 Hz) 49,7
LQM167 3,66 (1H, t, j = 7,5Hz) 25,9
4,44 (1H, t, j= 7,5H2) 50,1

Fonte: Autor, 2017.
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5.3 — Derivados das tiazolidinonas

Os compostos LQM119, LQM121 e LQM165 (figura46) foram obtidos a partir
da reacdo do requerido aldeido em reacdo com o cloroacetato de etila. Acetato de
sédio foi utilizado, visto que reacdes que envolvem o cloroacetato de etila devem ser
realizadas em solvente polar e meio bésico, devido ao fato de o grupo imino ser
muito susceptivel a hidrélise acida, mostrando importancia da base na reacgdo
(LIESEN et al., 2008). Nessas condi¢cdes, os rendimentos dos compostos foram

satisfatorios, variando entre 85-90%.

Figura 46: Derivados das tiazolidinonas
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5.3.1 — Mecanismo de reacdo das tiazolidinonas

O mecanismo de reacdo responsavel por gerar os compostos LQM119,
LQM121 e LQM165 € descrito na figura 47. Devido ao equilibrio tautomérico, tém-se
a formacédo de uma imina e a transferéncia do préton para o enxofre da tiocarbonila.
Em seguida tém-se o ataque nucleofilico dos elétrons livres do enxofre no carbono
a-halogenado do cloroacetato de etila resultando na saida do cloro como grupo
abandonador. O ion cloreto logo volta a reagir abstraindo o préton do enxofre
carregado positivamente, estabilizando-o, para que em seguida ocorra 0 ataque
nucleofilico do par de elétrons livres do nitrogénio no carbono carbonilico, fechando
assim o anel de cinco membros. Um par de elétrons do oxigénio carregado
negativamente é utilizado para formar uma ligagédo pi, gerando a quebra da ligagédo
com o oxigénio do éter ligado ao mesmo carbono, saindo uma molécula de etoxido
como grupo abandonador e formando o anel tiazolidinico. Por fim, o ion etoxido
abstrai o hidrogénio ligado ao nitrogénio da imina, estabilizando a molécula, gerando
assim o composto final (D’HOOGHE & KIMPE, 2006; OTTANA, et al 2005; AQUINO,
2007).
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Figura 47: Mecanismo de reagéo das tiazolidinonas.
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5.3.2 — Caracterizagao das tiazolidinonas.

Para a caracterizacdo desses compostos, € necessario observar no espectro
de RMN *H, na regido de carbonos alifaticos a presenca de um singleto com integral
para 2 hidrogénios, referente ao grupo metileno vizinho a carbonila. Como exemplo,
a figura 48a mostra o espectro de RMN *H do composto LQM121, observando-se
um singleto em 3,87 ppm integrado para dois hidrogénios, e a supressao do sinal da
amina terminal da tiossemicarbazona. J&4 no espectro de RMN **C do mesmo

composto (figura 48b), o mesmo grupo metileno apresenta sinal em 33,4 ppm.
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Figura 48a: Espectro RMN *H do composto LQM121
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Figura 48b: Espectro RMN **C do composto LQM121
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A tabela 3 resume os principais deslocamentos quimicos desses compostos.

Tabela 3: Principais deslocamentos quimicos no espectro de RMN *H **C das tiazolidinonas.

Composto RMN 'H: CH, RMN *3C: CH,
LQM119 3,82 (s, 2H) 33,5
LQM121 3,87 (s, 2H) 33,4
LQM165 3,86 (s, 2H) 33,4

Fonte: Autor, 2017.
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5.4 — Compostos tiazolicos

Utilizando a requerida tiossemicarbazona em reagdo com O reagente
dieletrofilo 2-bromoacetofenona, obtiveram-se como produtos finais os compostos
LQM120, LQM122 e LQM163 (figura 49). Os mesmos foram obtidos com
rendimentos satisfatérios (60-80%) na presenca de acetato de s6dio como base,
sendo de fundamental importancia, pois sem a presenca da base, observou-se um
maior tempo de reacao.

Alguns autores utilizaram procedimentos diferenciados na sintese desses
compostos. An e colaboradores (2013) sintetizaram o composto LQM163 utilizando
um procedimento semelhante, com quantidades equimolares do produto
intermediario e de bromoacetofenona em EtOH, e refluxo por aproximadamente 3
horas, com rendimento de 83%. Ja& Alam e colaboradores (2014) utilizaram o mesmo
procedimento, no entanto o tempo de reacdo foi em torno de uma hora, com

rendimento de 77%.

Figura 49: Compostos tiazélicos
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Fonte: Autor, 2017

5.4.1 — Mecanismo de reacgao dos tiazois

O inicio do mecanismo de reacdo se da por meio do tautomerismo da
tiocarbonila e formacdo de uma imina. Em seguida tém-se um ataque nucleofilico
por meio do par de elétrons livres do atomo de enxofre no carbono a-halogenado da
bromoacetofenona, resultando na saida do bromo, que para se estabilizar abstrai o
préton ligado ao enxofre. Seguindo 0 mecanismo, o nitrogénio com o par de elétrons
livres faz um ataque nucleofilico na carbonila, fechando um anel de cinco membros.
Posteriormente, o oxigénio carregado negativamente abstrai os hidrogénios ligado
ao nitrogénio carregado positivamente, e do HBr formado anteriormente, para que
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por fim tenha uma reagéo de desidratagao conduzindo ao tiazol como composto final
da reacédo (HALIMEHJANI et al., 2016; LIU et al., 2011; ZHOU et al., 2017).

Figura 50: Mecanismo de reagé&o dos tiazois.
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5.4.2 Caracteriza¢do dos compostos tiazdlicos.

Esses compostos por apresentarem dois anéis aromaticos, mostram
espectros de 'H com acoplamento de segunda ordem, onde fica dificil distinguir a
multiplicidade dos sinais, sendo atribuidos varios multipletos. Para identificar que
houve a formacdo desses compostos, é necessario observar um singleto entre 7-7,8
ppm, referente ao hidrogénio do anel tiazélico. Em alguns casos, foi necessario
confirmar o numero de hidrogénios pela integral. O mesmo ocorre no espectro de

3¢, sendo confirmado pelo ntimero de carbonos.
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Como exemplo, no espectro de RMN *H de LQM120, observa-se o singleto
em 7,35 ppm, sendo o hidrogénio do anel tiazdlico, juntamente com a supressao do

sinal da amina terminal da tiossemicarbazona, como mostrado na figura 51.

Figura 51: RMN *H do composto LQM120
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Fonte: autor, 2017.

5.5 - Compostos tiazinicos

Os compostos LOQM60, LQM112, LQM58 e LQM123 foram obtidos a partir da
reacdo entre a requerida tiossemicarbazona e o reagente 1,3-dibromopropano,
obtendo uma tiazina. O solvente utilizado para a reagéo foi isopropanol, em um meio
reacional basificado com acetato de sédio. Os compostos obtidos apresentaram

rendimentos satisfatorios, variando entre 71 e 80%.

Figura 52: Compostos tiazinicos
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5.5.1 — Mecanismo de reacdo dos compostos tiazinicos.

Inicialmente ocorre um equilibrio tautomérico, onde o par de elétrons do
nitrogénio € utilizado para fazer uma ligagéo pi, gerando uma imina e o hidrogénio é
transferido para o enxofre da tiocarbonila. Assim, o par de elétrons livres do enxofre
faz um ataque nucleofilico ao carbono a-halogenado gerando a saida do bromo. O
ion brometo retorna a reacdo para abstrair o hidrogénio ligado ao enxofre,
estabilizando-o, seguido de um ataque nucleofilico do nitrogénio iminico ao carbono
a-halogenado, gerando a saida do bromo, formando o anel de seis membros da
tiazina. Em seguida o bromo é usado para abstrair o hidrogénio do nitrogénio com
carga positiva, estabilizando o composto (D’HOOGHE & KIMPE, 2006;
BRANOWSKA et al., 2005)

Figura 53: Mecanismo de reag¢do dos compostos tiazinicos
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5.5.2 Caracteriza¢do dos compostos tiazinicos.

Com relacdo ao RMN de 'H, a caracteristicas dos compostos LQM60,
LOM112, LQM58 e LQM123 sao dois tripletos e um quinteto aparecendo na regiao
compreendida entre 2,3-4,3 ppm, juntamente com a supressdo do sinal da amina
terminal da tiossemicarbazona, caracterizando a formacgéo do anel tiazinico

Foi observado também nos espectros dessas substancias, especialmente no
espectro de RMN 'H dos compostos LQM60 e LQM58, que nem todos os
hidrogénios ligados a aminas foram detectados. Esse fenbmeno acontece devido a
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baixa sensibilidade do nucleo do nitrogénio devido ao desacoplamento parcial por
conta do efeito quadrupolo deste nucleo (SILVERSTEIN, 2000). No entanto, mesmo
com esse efeito, foi possivel determinar que houve a formacdo do produto
esperando, confirmando com o espectro de RMN de **C.

Para o composto LQM112 (figura 54a), a presenca dos tripletos em
deslocamento 3,96 e 3,27 ppm, e o quinteto em 2,4 ppm, com valores da constante
de acoplamento de iguais, bem como a supresséo do sinal da amina evidenciam a
formacdo do anel tiazinico. Confirmando pelo espectro de RMN **C (figura 54b),
observam-se 3 sinais em 23,5; 25,4 e 45,8 ppm, correspondente aos de carbonos
alifaticos do ciclo em questao.

Figura 54a: RMN *H do composto LQM112.
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Figura 54b: RMN **C do composto LQM112
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Fonte: Autor, 2017

Os principais deslocamentos quimicos dos compostos dessa série entdo

descritos na tabela 4.

Tabela 4: Principais deslocamentos quimicos de RMN *H e °C das tiazinas

Composto 0: CH, 0: CH;
2,34 (qui, 2H, j = 5.6 Hz) 23,3
LOM60 3,32 (t, 2H, j=5,6 Hz) 25,5
4,30 (t, 2H, j = 5,6 Hz) 47,0
2,34 (qui, 2H, j = 5,8 Hz) 23,4
LQM58 3,33 (t, 2H, j=5,6 Hz) 25,5
4,29 (t, 2H, j=5,8 Hz) 47,0
2,40 (qui, 2H, j = 5,8 Hz) 23,5
LQM112 3,27 (t, 2H,j=5,8 Hz) 25,4
3,96 (t, 2H, j =5,8) 45,8
2,57 (qui, 2H, j=7,1 Hz) 23,2
LOM123 3,35(t, 2H,j=7,1 Hz) 25,0
4,08 (t, 2H, j=7,1 Hz) 46,0

Fonte: Autor, 2017
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5.6 Compostos LQM164 e LQM166

Os compostos LQM164 e LQM166 (figura 55) foram sintetizados utilizando
como reagentes o composto INDOL e o requerido dieletréfilo. Os compostos foram
purificados com recristalizacdo em MeOH/agua, apresentando rendimentos de 60 e
75%.

Figura 55: Compostos LQM164 e LQM166
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Fonte: Autor, 2017

5.6.1 Mecanismo de reagdo dos compostos

Como relatado com os compostos anteriores, para o composto LQM164, o
mecanismo (figura 56) inicia com o equilibrio tautomérico entre o nitrogénio e o
enxofre, quebrando a tiocarbonila com a formacdo de uma imina. Em seguida o par
de elétrons livres do enxofre faz um ataque nucleofilico ao carbono a-halogenado
gerando um ion cloreto como grupo abandonador, que por sua vez abstrai o
hidrogénio para a estabilizacdo do enxofre. O nitrogénio através de seu par de
elétrons livres faz um ataque nucleofilico ao carbono da cetona por ser mais reativo,
fechando assim um anel de cinco membros. Em seguida, para a estabilizacdo da
molécula, o oxigénio contendo a carga negativa abstrai um préton do nitrogénio
contendo uma carga positiva e do HCI formado anteriormente. Logo apds ocorre
uma reacdo de desidratacdo, onde o ion cloreto abstrai um hidrogénio do anel de
cinco membros com a formagcdo de uma ligacdo dupla, e eliminacdo de uma
molécula de agua, formando assim um tiazol como composto final (SILVA-JUNIOR,
2015; AQUINO, 2007; CAREY & SUNDBERG, 2007; SMITH & MARCH, 2001)
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Figura 56: Mecanismo de reacdo de LQM164
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Fonte: Autor, 2017.

Para o composto LQM166, o mecanismo € descrito na figura 57. Inicia-se
com o equilibrio tautomérico com a tiocarbonila e formacdo de uma imina. Em
seguida ocorre um ataque nucleofilico do par de elétrons livres do enxofre no
carbono menos impedido estericamente, no carbono hibridizado em sp? do anidrido
maléico. Com a quebra da ligacdo do carbono carbonilico, a ligacdo se reestabelece
facilitando em seguida o ataque do par de elétrons livres do nitrogénio ao carbono
carbonilico reestabelecido. O par de elétrons livres do oxigénio carregado
negativamente € utilizado para formar uma ligacéo pi, reestabelecendo a carbonila,
gerando a quebra da ligacdo éster, gerando a tiazolidina como produto final (SILVA-
JUNIOR, 2015; AQUINO, 2007; CAREY & SUNDBERG, 2007; SMITH & MARCH,
2001).



Figura 57: Mecanismo de reacédo do LQM166
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Fonte: Autor, 2017.

5.6.2 Caracterizacédo dos compostos LQM164 e LQM166.

80

O composto LQM164 ndo apresenta hidrogénio em seu nucleo tiazolico,

entdo para a caracterizacdo desse composto € necessario observa 0s sinais

referentes aos substituintes do tiazol. Na figura 58a observa-se que houve

supressao do sinal da amina terminal da tiossemicarbazona e formacdo de um

qguarteto de CH, em 4,23 ppm; um simpleto de CHz em 2,47 ppm e um tripleto de

CH; em 1,28 ppm, sinais caracteristicos dos substituintes desse composto.

Confirmando pelo espectro de RMN *3C (figura 58b), observam-se os picos dos

carbonos alifaticos em 14,8; 17,7, e 60,4ppm.



81

Figura 58a: RMN *H do composto LQM164.
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Figura 58b: RMN **C do composto LQM164
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No caso do compostos LQM166 a caracterizagdo ocorre com a presencga dos
sinais caracteristicos de CH; e do hidrogénio do anel tiazolidinico, apresentados nas
figuras 59a e 59b. A presenca de 3 duplos dubletos referentes aos hidrogénios
endociclicos e exociclicos (da funcao acida na posicao 5) em 2,9 ppm; 3,03 ppm, e
em 4,34 ppm. A presenca desse duplos dubletos se da por que os hidrogénios do
CH; estdo em um ambiente quimico diferente, logo o hidrogénio do anel tiazolidinico
acopla com cada um deles de maneira separada (SILVERSTAIN, 2000).
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Figura 59a: RMN *H do composto LQM166.
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Figura 59b: RMN *3C de LQM166
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5.7 — Analise do método de sintese convencional e por sonicagéo.

Pode-se tracar a partir dos dados obtidos um comparativo com os dois
métodos reacionais, metodologia convencional e por sonicac¢do, por meio do qual,
pode-se constatar que quando sujeitas a sonicacdo, obteve-se uma otimizacado no
processo de sintese, visto que o tempo reacional foi menor quando comparado a
mesma reagao sujeita ao método convencional.

Além do tempo reacional, outro parametro observado é a temperatura, visto

que altas temperaturas podem degradar os compostos, e proporciona uma alta
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quantidade de produtos secundarios, em consequéncia, a obtencdo de baixos
rendimentos (MAMAGHANi et al., 2011). Shabalala e colaboradores (2015)
realizaram um estudo utilizando rea¢des por sonicagcédo para a sintese de compostos
pirazolicos, sendo observado que seus compostos necessitaram de temperaturas
menores, em todos de 50°C, conseguindo 6timos rendimentos dos produtos.

Como descrito na tabela 5, os compostos quando sujeitos a sonicagao
necessitaram de menor temperatura, apresentando uma melhora nos rendimentos,
guando comparados ao método convencional. Mamaghani e colaboradores (2011)
conseguiram resultados semelhantes, utilizando a metodologia de sintese por
sonicacgdo, na sintese de tiazolidinonas, visto que suas reacdes tiveram uma média
de 15 minutos e rendimentos em torno de 90%, mostrando a viabilidade do método.

O composto LQM166 foi o Unico que necessitou de uma temperatura
relativamente maior, quando comparado aos outros, visto que em temperatura
semelhante a dos outros compostos ndo foi observado o término da reagéo.
Contudo, o composto foi obtido com um rendimento maior do que quando feito pelo
método convencional.

A presenca de acetato de sodio nas reacdes é de extrema importancia, visto
que nas reacdes pelo método convencional, quando realizadas sem a base, o tempo
reacional aumentava drasticamente, inviabilizando a sintese em alguns casos.
Quando realizadas por sonicacdo e sem a base, as reacfes ndo aconteciam, como

no caso da sintese de LQM163, que necessitava da base pelas duas metodologias.

Tabela 5: Comparativo entre os métodos reacionais.

Convencional Sonicacao
Composto Tempo T(°C) Rendimento Tempo T(°C) Rendimento

(Min) (%) (Min) (%)
LQM163  1.080 85 63 20 70 80
LQM164 900 85 75 20 70 94
LQM165  1.080 85 80 40 75 85
LQM166  1.200 105 50 40 80 80
LQM167  1.080 85 80 40 70 90
LQM123  1.080 85 85 40 70 95

Fonte: Autor, 2017
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5.8 - Avaliacao biologica dos compostos

5.8.1 — Avaliacdo da viabilidade celular (MTT).

Todos os compostos foram submetidos ao teste de viabilidade celular pelo
ensaio de MTT. A citotoxicidade dos compostos foi medida pela média da
citotoxicidade maxima, + erro padrédo da citotoxicidade média, onde os macréfagos
foram sujeitos a em concentragdo de 10 uM dos compostos, em duplicata de um
experimento representativo, onde foram considerados *p <0,05, **p <0,01 e *** p <
0,001 em comparacdo com o grupo DMSO a 0,1%. Os resultados desse teste estado
apresentados nas tabelas 6 e 7.

Os compostos rigidos moleculares, no geral apresentaram baixa toxicidade,
mostrando que ao fazer a restricdo conformacional das tiossemicarbazonas n&o
alterou a toxicidade dos mesmos. No entanto, para os compostos LQM119,
LQM120, LQM121, ao rigidificar e substituir o anel tiazolidinico na posi¢cdo 4 com
uma carbonila ou um aromatico, foi observada toxicidade.

Para os hibridos moleculares, os valores de citotoxicidade foram altos,
mostrando que a estratégia de restricdo conformacional na tiossemicarbazona
contendo o nucleo inddlico, seguida da substituicdo no anel tiazolidinico, aumenta
significativamente a toxicidade dos compostos. O U(nico composto que néao
apresentou toxicidade elevada foi o LQM167, constituido de um dihidrotiazol, que ao
rigidificar esse composto conduzindo ao LQM123, uma tiazina, a toxicidade se
eleva.

Devido ao fato de o parasita ser intracelular, ou seja, ele infecta o macréfago,
€ necessario que o composto tenha a capacidade de adentrar no macréfago sem
causar toxicidade, com isso, apenas 0S compostos que apresentaram baixa
toxicidade foram selecionados para os testes de inibicdo em células amastigotas,
sendo eles LQM57, LQM58, LQM59, LQM60, LQM111, LQM112, LQM122 e
LQM167.

5.8.2 — Avaliacéo da capacidade leishmanicida (ICso de amastigotas).

Os resultados de ICsy das formas amastigotas forma calculados pelas curvas
de concentracdo-resposta toxica e expresso como média e * erro padrdo da média.

Foi calculado também o efeito méaximo, mostrando a toxicidade méaxima *+ erro
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padrdo da média, em triplicata de um ensaio representativo. Os valores foram
considerados significativos quando * p <0,05, * p <0,01 e ***p <0,001 em
comparacao com o grupo controle (DMSO a 0,1%).

Os compostos LQM57, LOMS5S8, LOM59, LOM60, e LQM112 apresentaram
letalidade frente a formas amastigotas de Leishmania chagasi em altas
concentracdes, ou seja, acima de 10uM quando comparado com o grupo controle,
logo nédo foi possivel determinar o efeito maximo, sendo considerados inativos. O
anico composto que apresentou uma moderada atividade foi o LQM111, com efeito
maximo de 27,6%, no entanto essa atividade foi menor quando comparado ao seu
composto de partida, o LQMO05.1, que apresentava 35,56%, logo pode-se considerar
que a rigidificacdo nesse composto diminuiu a atividade, bem como nos compostos
LQM18.1, que ndo apresentava atividade, e seus rigidos moleculares continuaram
inativos, e para o LQM17.1, que apresentava 66,38% de efeito maximo, com a
estratégia de rigidificagcdo molecular houve a perda da atividade dos compostos.

Os hibridos moleculares apresentaram alta toxicidade, logo ndo foram
selecionados para os testes frente a células amastigotas, com excecédo do LQM167,
e mesmo ndo sendo téxico para os macréfagos, continuou sem apresentar atividade
em concentracdo maior que 10uM frente a células amastigotas de Leishmania

chagasi.
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Tabela 6: Resultados biologicos dos rigidos moleculares

H
X _N N
L
7 S~(n)

ICs0 (M) Efeito Maximo (%) Citotoxicidade
Amastigotas de Amastigotas de (%) MTT 24 h
LQM R1 R, n Lelshmama L eishmania (10 pM)
chagasi chagasi
57 m-Cl H 1 >10 na nt
58 m-Cl H 2 >10 na nt
59 m,p-Cl H 1 >10 na nt
60 m,p-ClI H 2 >10 na nt
111 m,p-OCHjs H 1 >10 27.6 £ 2** nt
112 m,p-OCHs H 2 >10 na nt
119 m,p-ClI C=0 1 nd nd 24,13+2,09*
120 m,p-ClI Ar 1 nd nd 35,60+2,25**
121 m,p-OCHjs C=0 1 nd nd 39,09+3,02**
122 m,p-OCHs Ar 1 - - nt
Pentamidina - - - 4.43+0.9 67.34+2.16 nt

Fonte: Autor, 2017

Tabela 8: Resultados biolégicos dos hibridos moleculares.
R4

N
HN/< \,((n)
_N S

R
A\
N
H
ICs0 (UM) Efeito Maximo (%) Citotoxicidade
Amastigotas de Amastigotas de (%) MTT 24 h
LQM R1 R2 n Lelshmama L eishmania (10 pM)
chagasi chagasi
123 H H 2 nd nd 22,98+6,43*
163 Ar H 1 nd nd 30,89+6,13**
164 CHs COOEt 1 nd nd 48,42+1,52***
165 Cc=0 H 1 nd nd 65,15+3,24***
166 C=0 CH,COOH 1 nd nd 30,24+5,30**
167 H H 1 >10 na nt
Pentamidina - - - 4.43+0.9 67.34+2.16 nt

Fonte: Autor, 2017/ nt: N&o toxico / na: N&o ativo / nd: N&o determinado

- Os compostos selecionados para o ensaio de amastigota foram aqueles que apresentaram
toxicidade menor que 20%

- Os compostos que ndo apresentaram atividade em concentragdo de até 10 uM foram considerados
inativos e o efeito méximo néo foi determinado.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A metodologia de sintese e purificacdo dos compostos mostrou-se eficaz,
resultando na obtencdo de 20 compostos, contendo os grupos farmacoforicos
dihidrotiazois, tiazois, tiazolidinonas, e tiazinas, com rendimentos satisfatorios,
variando entre 60-90%.

Todos os compostos foram devidamente caracterizados por RMN de *H e *3C,
sendo apresentados 0s principais sinais, no espectro de hidrogénio, referentes a
sintese dos compostos. Para a sintese das tiossemicarbazonas, foi necessario
observar o simpleto referente a formacdo da imina; para os dihidrotiazois foi
necessario observar a supressdo do sinal da amina e formacdo dos tripletos
referentes ao fechamento do anel; para as tiazolidinonas, a supressao do sinal da
amina e aparecimento de um singleto na regido de carbonos alifaticos; para os
tiazbis, a presenca do sinal do hidrogénio do anel tiazdlico; e para as tiazinas, 0
aparecimento de dois tripletos e um quinteto, caracterizando o anel tiazinico.

O espectro de RMN **C foi utilizado como técnica confirmatéria da sintese,
sendo os determinados os principais picos de cada composto. Para os dihidrotiazois,
foram observados os picos dos carbonos alifaticos entre 26 e 56 ppm; para as
tiazolidinonas o pico que caracteriza foi observado préximo de 33 ppm; para 0s
tiaz6is a confirmacdo foi pelo niumero de picos relacionados com o numero de
carbonos na estrutura; e as tiazinas apresentaram os picos entre 23 e 47 ppm.

A sintese dos compostos por irradiacao ultrassdnica mostrou-se mais eficaz,
quando comparada a metodologia classica convencional, visto que, foram
necessarias menores temperaturas, e menor tempo de reacdo, com rendimentos
entre 80-95%, comprovando ser um método alternativo para sintese de compostos
organicos de interesse bioldgico.

Os compostos foram testados frente aos ensaios de viabilidade celular. Os
rigidos moleculares quando ndo substituidos ndo apresentaram toxicidade no ensaio
de MTT, j& ao substituir esse nucleo, foi observada toxicidade, com excecdo do
composto LQM122. Ja para os hibridos moleculares apenas o dihidrotiazol néo
apresentou toxicidade, pois ao rigidificar esse ciclo ou substituir, a toxicidade é

aumentada.
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Os compostos que nao apresentaram toxicidade foram sujeitos ao ensaio
frente a formas amastigotas de Leishmania chagasi. A rigidificacdo ndo se mostrou
efetiva, visto que ao fazer a restricdo conformacional desses compostos, ocorre a
diminuicdo da atividade. A hibridacdo molecular dos compostos também nao
mostrou efetividade, onde a juncdo de um indol e um anel de 5 membros substituido
aumenta a toxicidade dos compostos.

Como perspectivas objetivam-se mais estudos de modificacdo estrutural de
farmacos para assim identificar-se novos compostos leds e hits com atividade mais
promissora que o LQM17.1 que possam futuramente ser usados no tratamento da

leishmaniose.
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Espectro de RMN *H ampliado na regi&o de aromaticos do composto LQM57
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Espectro de RMN *H do composto LQM59.
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Espectro de RMN *H do composto LQM60.
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Espectro de RMN *H do composto LQM111.
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Espectro de RMN *H do composto LQM119.
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Espectro de RMN ‘1H do composto LQM120.

=} =] FOFTDN — D@D D NGO OLWOWLWw NG
Loty I COOLTOD-OLEMONNOOWL N- —00 0o o~
I &5 SHEDEEEE6EEE T FAN NN HA® NN QN
- 00 I e 1 1 e e e e e e e e e e e e e e e e e e
i | —m_-
2
@

o
2
o
&7
g ]
= ||||
| l“i EEEEN=]
— —_—
il_T -0 113,121 42
T T o e e o T T T T T o o T o T T e e e T o o T o T e T o e T T e T T e e T T o o T T T e e T T T T T T e T T e T T T T
12 11 10 a 3 7 6 5 4 3 2 1 0

Espectro de RMN 'H ampliado na regi&o dos arométicos do composto LQM120
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Espectro RMN *C do composto LQM121.
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Espectro de RMN *H do composto LQM122.
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Espectro de RMN *H do composto LQM122 ampliado na regi&o de aromaticos
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Espectro RMN *H do composto LQM123.
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Espectro RMN 'H do composto LQM163.
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Espectro RMN 'H na regido de arométicos do composto LQM163.
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Espectro RMN *°C do composto LQM164.
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Espectro RMN *H do composto LQM165.
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Espectro RMN **C do composto LQM166.
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Espectro RMN **C do composto
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