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RESUMO

A doenca de Chagas é uma infeccdo parasitéria sistémica causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi, que afeta entre 8 a 10 milhdes de pessoas em todo o mundo. O
benznidazol é o Unico farmaco aprovado para o tratamento durante a fase aguda e
crbnica assintomatica, contudo néo é eficaz durante a fase cronica sintomatica. Com
isso, o desenvolvimento de novos farmacos Uteis para o tratamento da doenca de
Chagas € necessario. Com o objetivo de identificar farmacos tripanocidas, o
planejamento estrutural e a sintese de inéditas aril-4-tiazolinonas (23a—0) e seus
analogos estruturais do tipo aril-1,3-tiazéis (24a—v) foi realizado. As aril-4-
tiazolinonas (23a—0) foram planejadas com intuito de identificar compostos menos
citotoxicos e mais potentes em inibir o parasito do que os compostos protétipos
(tiossemicarbazonas Int-1-3). Almeja-se também compreender a relacéo estrutura-
atividade anti-T. cruzi para essa classe de tiazolinonas e por isso, substituintes
diversos foram inseridos nas posicdes N3 e C5 do anel heterociclo. Ja o
planejamento estrutural dos aril-1,3-tiazbis (24a—v) teve como objetivo comparar a
atividade tripanocida entre 4-tiazolinonas e 1,3-tiazdis. A atividade tripanocida foi
determinada em tripomastigostas da cepa Y, e a toxicidade foi estimada em
macroéfagos J774. ApGs a triagem das propriedades tripanocidas dos compostos
(23a—v) e (24a—0), foi possivel identificar os compostos (23d e 23I-m) como
agentes tripanocidas com poténcia similar ao benznidazol e com baixa toxicidade
para macréfagos. Os compostos (23I-m) possuem em comum uma fenila em N3,
sugerindo que a presenca desse substituinte é importante para atividade anti-T.
cruzi. Da mesma maneira nés observamos que os tiazéis contendo uma fenila na
posicdo C4 também apresentaram propriedades tripanocidas in vitro tao potentes
quanto o benznidazol tais como (24a, 24f, 24q e 24t). Quando testados em
macrofagos infectados, os compostos (23I-m) foram capazes de erradicar
amastigotas intracelulares, enquanto que o benznidazol ndo curou a infeccédo. De
uma maneira geral, demostramos que as tiazolinonas possuem atividade tripanocida
superior a das tiossemicarbazonas (Int-1-3), sendo mais seletivas em relagao a
toxicidade para macrofagos, demonstrando assim que esses cOompostos Sao

protétipos a farmacos anti-T. cruzi.

Palavras-chave: Citotoxicidade. Doenca de Chagas. Desenho de drogas.
Farmacos. Trypanosoma cruzi.



ABSTRACT

Chagas disease is a parasitic infection caused by protozoan T. cruzi, which affects
around 8 to 10 million people worldwide. Benznidazole is the sole drug approved for
treatment during the acute and asymptomatic chronic phases, however it has not
efficacy during the symptomatic chronic phase. Therefore, the development of new
medicines is needed. To identify new trypanocidal compounds, we performed a
structural planning and synthesis of new aryl-4-thiazolidines (23a-0) and their
structurally-related analogs such as the aryl-1,3-thiazoles (24a-v). Aryl-4-
thiazolidines (23a-0) were designed with the aim to identify less cytotoxic and more
potent trypanocidal agents than the thiosemicarbazones (Int1-3). We also looked for
understand most the structure-anti-T. cruzi activity relationships for this class of
thiazolidines, thus several substituents were attached to the N3 and C5 position of
the heterocyclic ring. Yet the aryl-1,3-thiazoles (24a-v) were chemically designed to
compare the trypanocidal activity between thiazolidines and thiazoles. The
trypanocidal activity was determined for Y strain trypomastigotes, while the toxicity
was measured for J774 macrophages. After the screening for compounds (23a—0)
and (24a-v), it was possible to identify the compounds (23d and 23l-m) as
trypanocidal agents as potent as benznidazole but with the advantage of these
displayed low toxicity for macrophages. Compounds (23l-m) have as common
structural feature a phenyl group attached at N3, suggesting this group is important
for warrant anti-T. cruzi activity. Likewise, we observed that thiazolic compounds
containing a phenyl group at C4 also presented trypanocidal properties as potent as
benznidazole, such as compounds (24a, 24f, 24q and 24t). When tested in infected
macrophages, compounds (23l-m) were able to eradicate the intracellular
amastigotes, while benznidazole did not. Overall, we have shown here that
thiazolidones are endowed with trypanocidal activity greater than
thiosemicarbazones (Intl1-3), besides of being more selective in regard to toxicity in
macrophages, therefore suggesting these thiazolidines are potential anti-T. cruzi

drug prototypes.

Keywords: Citotoxicidad. Chagas disease. Drug design. Drug. Trypanosoma cruzi.
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1. Introducéo

De acordo com a Organizacdo mundial de Saude (OMS), estima-se que as
doencas causadas por parasitas afetam um quarto do mundo, sendo responsavel
por consideravel morbidade e mortalidade nos paises em desenvolvimento (Figura
1). Entre estas doencas incluem-se maléaria, leishmaniose, tripanossomiase,
giardiase e tricomoniase . Diariamente, mais de 35 mil pessoas morrem de
doencas infecciosas e negligenciadas, como leishmaniose, esquistossomose,

doenca de Chagas, filariose e doenca do sono 2.
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Figura 1: Doencas negligenciadas no mundo; Sobreposicéo das doencgas [1].

A doenca de Chagas, também chamada tripanossomiase americana, € uma
doenca potencialmente fatal, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. E
transmitida aos seres humanos, principalmente através das fezes de insetos
triatomineos conhecidos como barbeiros &,

Ao nivel mundial, cerca de dez milhBes de pessoas estdo infectadas,
principalmente na América Latina, onde a doenca de Chagas é endémica. Mais de
25 milhdes de pessoas estdo em risco de adquirir a doenca. Estima-se que em 2008
a doenca matou mais de 10.000 pessoas .

A guimioterapia especifica atual restringe-se a apenas um farmaco nitro-
heterociclo: o benznidazol (1) - descoberto no ano de 1970 - associado com longo

tempo de tratamento que da origem a efeitos colaterais graves (Figura 2) .
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Figura 2: Estrutura quimica do benznidazol.

De fato, embora o benznidazol seja capaz de eliminar a parasitemia em
pacientes com infeccdes na fase aguda e na fase crénica inicial *®, esse composto
demonstra uma eficicia significativamente mais baixa ou mesmo ineficacia em
infeccbes na fase cronica avancada. Somado a isso estdo os efeitos secundarios
deste farmaco que resultam em danos oxidativos nos tecidos do hospedeiro e levam
a descontinuacdo e ndo adesdo do tratamento pelos pacientes [®. Por isso, existe
uma necessidade urgente do desenvolvimento de novas drogas mais seguras e
efetivas para o tratamento da doenca de Chagas ..

Muito pouco investimento é dedicado a pesquisar e desenvolver
medicamentos para tratar doencas negligenciadas, as quais afetam em sua maioria
populacdes pobres. A falta de interesse de empresas farmacéuticas em
desenvolvimento de novos medicamentos para certas doencas, entre elas o mal de
Chagas esta diretamente ligada ao baixo poder aquisitivo dessas populacbes
(Figura 3) .

Doencgas Globais

" - Doencas Negligenciadas
Cancer, Cardiovascular, Mental, Mercado Doengas de Chagas, Dengue
- ~ . ’ ’
AIDS, Maléria, Tuberculose, Farmacéutico Leishmaniose, Doenga do sono,
Obesidade, Celulite, Estresse Global Hanseniase. Filariose

squistossomose

Figura 3: Representagéo do desequilibrio entre pesquisa e desenvolvimento de drogas [10].

De acordo com um estudo realizado pela Organizagdo N&o-Governamental
de ambito internacional, chamado Médicos Sem Fronteiras, o poder de compra é o
principal fator na definicho de prioridades de pesquisa, 0 que significa que as
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necessidades de saude da populacdo pobre ndo vém sendo atendidas. O maior
poder aquisitivo, explica o alto investimento nos produtos farmacéuticos que s&o um
segmento de mercado altamente lucrativo nos paises desenvolvidos, por exemplo,
remédios para celulite, alopecia, estresse, disttrbios do sono e obesidade %,

O crescente conhecimento da biologia basica de T. cruzi, permite o
desenvolvimento de novas abordagens racionalmente desenvolvidas para uma

quimioterapia especifica. Cisteinil proteases sdo comuns na natureza ™!

. Regulam
Varios processos vitais de inUmeros parasitas, o que as torna alvos altamente
atrativos para desenho de drogas 2. A catepsina L-cisteina protease, também
conhecida como cruzipaina ou cruzaina, € a principal cisteinil protease do parasita
Trypanosoma cruzi. Ela é expressa em todas as fases do ciclo de vida do parasita e
desempenha um papel fundamental durante a infeccdo de células hospedeiras,
replicacdo e de metabolismo ™. Por esse motivo é considerada um alvo importante
para o desenvolvimento de novos agentes anti-trypanosoma cruzi 4.,

Tiossemicarbazonas e seus bioisésteros ciclicos (4-tiazolinonas e 1,3-tiazdis)
tem apresentado atividade contra T. cruzi e cruzaina * **?”. Por essa raz&o, muitas
tentativas tém sido feitas para explorar as relacbes estrutura-atividade (SAR), com
intuito de conceber compostos menos téxicos e com efeito tripanocida melhorado %
26].

Ao longo dos anos, nosso grupo descreveu a sintese e atividade anti-T. cruzi
de vérias aril-4-tiazolinonas [ 222 27 Nas primeiras tentativas, as aril-4-tiazolinonas
mostraram apenas atividade moderada contra ambas as formas epimastigota e
tripomastigota do parasita ?Y. Entretanto, trabalhos posteriores despertaram grande
interesse no nucleo 4-tiazolinona (Figura 4), pois comprovaram boa atividade
apresentada frente ao T. cruzi e a cruzaina [ 2> 27,

Tiazolilhidrazonas (TZHs) tém despertado o interesse dos quimicos
medicinais por causa de suas atividades biologicas. Elas tém se destacado com
passar dos anos devido as suas acdes: antibacteriana ?® 2 31 antifangica ?%, anti-

21 & como inibidores seletivos das isoformas A e B da

[32-34]

inflamatoria
monoaminooxidase (MAO) Recentemente, Caputto e colaboradores
desenvolveram uma série de compostos com funcdo de tiazolilhidrazonas na sua
estrutura, 0s quais apresentaram excelente atividade in vitro contra cepas de

epimastigota, tripomastigota e amastigota do T. cruzi > ¢,
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aril-4-tiazolinona (3)
IC50 = 0.4 uM (cruzaina)
IC50 =10 uM (T. cruzi)

aril-4-tiazolinona (2)
IC50 = 20.4 uM (cruzaina) 9
1C50 = 80.4 uM (T. cruzi)

aril-4-tiazolinona (4) 0O aril-4-tiazolinona (5) 0
ICs0 = 9.5 pM (cruzaina) ICso = 6.6 uM (cruzaina)
IC50 = 5.8 uM (T. cruzi) ICsp = 6.1 uM (T. cruzi)

Figura 4: Aril-4-tiazolinonas.

Em 2002, Du e colaboradores [17

descreveram alguns derivados
tiossemicarbazénicos com potente atividade antichagasica in vitro, dos quais

destaca-se o composto 6 (3’,4’-dicloroacetofenona-tiossemicarbazona) (Figura 5).

Ax H NH
N/ \“/ 2
(6) S

Cl

Figura 5: Estrutura do composto (6).

Face aos resultados apresentados, este composto foi escolhido como
protétipo estrutural para o desenvolvimento de uma nova série de compostos
candidatos a farmacos mais seguros e efetivos para o tratamento da doenca de
Chagas. Por outro lado, em funcdo da semelhanca estrutural e funcional entre
tiossemicarbazonas e 4-tiazolidinonas, este trabalho descreve o planejamento
estrutural, a sintese, a avaliagdo farmacologica e as REAs de inéditas 4-tiazolinonas

e analogos estruturais.
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2. Objetivos

Diante da necessidade de identificar novos farmacos Uteis para o tratamento
da doenca de Chagas, os objetivos deste trabalho englobam o planejamento
estrutural e a sintese de inéditas 4-tiazolinonas e 1,3-tiazois, bem como a avaliacéo
farmacoldgica das propriedades tripanocidas e o estudo das relacbes estrutura-
atividade. De maneira mais especifica tem-se:

> O planejamento estrutural e a sintese de 15 4-tiazolinonas (23a-0)

inéditas;

> O planejamento estrutural e a sintese de uma série de 22 1,3-tiazois

(24a-v) inéditos;

> A avaliacdo da atividade tripanocida em tripomastigotas e a

determinacao da citotoxicidade em macroéfagos;

> Avaliacdo da eficacia dos compostos em reduzir a parasitemia em

modelos de infec¢do in vitro (macrofagos);

> A determinagdo da afinidade destes compostos frente a enzima

cruzaina do T. cruzi;

> Realizacdo de estudo comparativo das atividades tripanocidas e das

relacfes estrutura-atividade entre as classes de moléculas estudadas.
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3. Revisao da Literatura

3.1 Doenca de Chagas
3.1.1 Historico e Caracteristicas

Tripanossomiase americana € uma grave doenca, que leva de 20 a 40% das
pessoas infectadas a forma cronica cardiaca progressiva da doenca. Conhecida
como doenca de Chagas, tendo sido nomeada desta maneira por causa do médico
brasileiro Carlos Chagas (Figura 6), que foi guem primeiro a descreveu em 1909. O
trabalho de Chagas é unico na histéria da medicina, porque ele foi o Unico
pesquisador até agora a descrever completamente uma nova doenca infecciosa: seu

patégeno, o vetor, o hospedeiro, as manifestacdes clinicas e epidemiologia *°.

Figura 6: Carlos Chagas [3].

Resultados de estudos de paleoparasitologia recuperou DNA do T. cruzi em
mumias de humanos, esses relatos demonstram que a doenca de Chagas afligiu o
homem t&o cedo quanto 9000 anos atras °. Notavelmente, o primeiro caso da
doenca de Chagas pode ter precedido a descoberta de Carlos Chagas - Charles
Darwin, muito possivelmente contraiu T. cruzi durante a sua expedicdo a América do
Sul em 1835, como sugerido por sua expressiva descricdo de contato com o

barbeiro (triatomineo), e por alguns de seus sintomas na vida adulta 7.
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O mal de Chagas € uma doenca tropical parasitaria causada pelo protozoario
flagelado Trypanosoma cruzi (Figura 7). O T. cruzi é geralmente transmitido aos
seres humanos e outros mamiferos por um inseto vetor, os insetos hematofagos da
subfamilia Triatominae (familia Reduviidae), espécies mais comuns pertencentes
aos géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus B°. A doenca também pode ser
transmitida através da transfusdo de sangue ou transplante de érgaos, de uma méae
para o seu feto, e ha relatos que também pela ingestdo de alimentos contaminados

por parasitas 2.

Figura 7: Trypanosoma cruzi [39].

Os sintomas da doenca de Chagas variam durante o curso da infeccdo. No
estagio inicial, conhecido como fase aguda, os sintomas sdo suaves e produzem
geralmente ndo mais do que um inchaco local, no sitio da infeccéo. A fase aguda é
sensivel aos tratamentos com antiparasitarios, com as taxas de cura de 60 a 90%.
Depois de 4 a 8 semanas, os individuos com infeccfes ativas entram na fase cronica
da doenca de Chagas, que € assintomatica para 60 a 80% dos individuos durante
quase toda vida .

O Unico farmaco atualmente disponivel para o tratamento da doenca de
Chagas é o antiparasitario benznidazol (Figura 2, pag. 20), o qual é eficaz apenas
na fase aguda da doenca e esta associado a um longo periodo de tratamento, que
pode causar efeitos colaterais graves em muitos pacientes, incluindo doencas de
pele, toxicidade cerebral, e irritacédo do sistema digestivo 1.

A doenca de Chagas € contraida principalmente nas Ameéricas,
particularmente em areas pobres e rurais do México, América Central, América do
Sul e, muito raramente, a doenca tem origem no sul dos Estados Unidos. Os insetos
que transmitem a doenca sdo conhecidos por varios nomes nos diferentes locais,

incluindo “vinchuca” na Argentina, Bolivia, Chile e Paraguai, “barbeiro” no Brasil,
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“pito” na Coldmbia, “chinche” na América Central, “chipo” na Venezuela, e ainda
n [39]

“chupanca”, “chinchorro”, e "besouro do beijo

Estima-se que aproximadamente 8 a 10 milhdes de pessoas distribuidas entre
México, América Central e América do Sul tenham a doenca de Chagas, a maioria
dessas ndao sabem que estdo infectadas. Movimentos da populacdo em grande
escala de &reas rurais para areas urbanas da América Latina e de outras regides do
mundo aumentaram a distribuicdo geografica da doenca de Chagas (Figura 8), e

por isso foram identificados casos em muitos paises, particularmente na Europa 9.

___Casos ndo estimados 4
—__Menor do que 1.000 2
77711.001 a 10.000

I 10.001 a 100.000

I 100.001 a 1.000.000

Il 1.000.000 e acima

Figura 8: Estimativa da populacédo global afetada pelo Trypanosoma cruzi, 2009 .

3.1.2 Epidemiologia

A doenca de Chagas foi originalmente limitada a areas pobres e rurais da
América Central e do Sul, em gque a transmissdo para o homem ocorre através de
insetos vetores. Nos ultimos 30 anos, o0 aumento dos programas de controle do vetor
(como a Iniciativa do Cone Sul, a Iniciativa Pacto Andino e a Iniciativa América
Central, todos com objetivo de controlar / eliminar a doenga de Chagas) e a triagem
obrigatéria nos bancos de sangue reduziram substancialmente novos casos de

infeccdo e diminuiram a carga da doenca de Chagas na América Latina **.
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Em pesquisas feitas em varios paises na década de oitenta, 100 milhdes de
pessoas (ou seja, 25% de todos os habitantes da América Latina) foram estimados
em risco de infeccao, e 17,4 milhdes foram infectados em 18 paises endémicos em
1980-1985 (Tabela 1) . De acordo com estimativas da Organizacdo Pan
Americana de Satde ¥, 20% da populacdo da América Latina estava em risco (109
milhdes de individuos) e cerca de 7,7 milhdes pessoas foram infectadas em 2005
(Tabela 1) 12,

Tabela 1: Prevaléncia da infeccdo pelo T. cruzi nos paises da América Latina em
1980-85 e 2005, e efeitos das iniciativas para o controle ou eliminacdo da doenca de
Chagas [39].

1980-85 2005
Individuos Individuos em Individuos Individuos
infectados risco de infectados em risco de
infeccéo infeccéo
Iniciativa do Cone Sul (langcada em 1991)
Argentina 2.640.000 (10,0%) 23% 1.600.000 (4,1%) 19%
Bolivia 1.300.000 (24,0%) 32% 620.000 (6,8%) 35%
Brasil 6.180.000 (4,2%) 32% 1.900.000 (1,0%) 12%
Chile 1.460.000 (16,9%) 63% 160.200 (1,0%) 5%
Paraguai 397.000 (21,4%) 31% 150.000 (2,5%) 58%
Uruguai 37.000 (3,4%) 33% 21.700 (0,7%) 19%
Iniciativa Pacto Andino (langcada em 1997)
Colémbia 900.000 (30,0%) 11% 436.000 (1,0%) 11%
Equador 30.000 (10,7%)* 41% 230.000 (1,7%) 47%
Peru 621.000 (9,8%) 39% 192.000 (0,7%) 12%
Venezuela 1.200.000 (3,0%) 72% 310.000 (1,2%) 18%
Iniciativa América Central (lancada em 1997)
Belize - - 2.000 (0,7%) 50%
Costa Rica 130.000 (11,7%) 45% 23.000 (0,5%) 23%
El Salvador  9.000.000 (20,0%) 45% 232.000 (3,4%) 39%
Guatemala  1.100.000 (16,6%) 54% 250.000 (2,0%) 17%
Honduras 300.000 (15,2%) 47% 220.000 (3,1%) 49%
Nicaragua - - 58.000 (1,1%) 25%
Panama 2.000.000 (17,7%) 47% 21.000 (0.01%) 31%
México - - 1.100.000 (1,0%) 28%
Total 17.395.000 (4,3%) 33% 7.694.500 (1,4%)t 20%

- dados ndo avaliados. * Prevaléncia de individuos infectados foi subestimada. * Inclui
aproximadamente 150.000 individuos infectados que vivem nos EUA e 18.000 nas Guianas, mas 0s
dados para estas regifes ndo sdo mostrados na Tabela.

29



Atualmente, o mal de Chagas afeta de 8 a 10 milhdes de pessoas que vivem
em paises endémicos da América Latina, com um adicional de 300 a 400 mil
vivendo em paises ndo endémicos, tais como Espanha e Estados Unidos. Estima-se
que 41.200 novos casos ocorrem anualmente nos paises endémicos, e que 14.400
criancas nascem com doenca de Chagas congénita por ano. Cerca de 13.000
mortes sao atribuidas & doenca de Chagas a cada ano 7.

A fase crbnica da doenca de Chagas continua a ser um dos principais
problemas de saude em muitos paises latino-americanos, apesar das medidas
preventivas tomadas, como a eliminacdo dos insetos transmissores em alguns
paises. No entanto, varios marcos historicos foram alcancados na luta contra a
doenca de Chagas, incluindo uma reducdo de 72% na incidéncia de infeccdo em
humanos (criancas e adultos-jovens) nos paises da Iniciativa do Cone Sul, e pelo
menos trés paises (Uruguai, em 1997, no Chile, em 1999, e o Brasil em 2006) foram
certificados como livres da transmiss&o pelo inseto vetor e por transfuséo ' 3,

Na Argentina a transmissao vetorial foi interrompida em 13 das 19 provincias
endémicas ™. Grandes progressos nesse sentido também foram feitos tanto no
Paraguai como na Bolivia. Em todos os paises endémicos € obrigatéria a analise
para T. cruzi dos 6rgéos, sangue, células e tecidos doados “¥,

No entanto, o recente influxo de imigrantes de paises endémicos esta fazendo
com que a doenca de Chagas se torne um importante problema de satude nos EUA,
no Canada, em muitas partes da Europa e no Pacifico ocidental, onde um crescente
nimero de pessoas infectadas foram identificadas (Figura 9) "¥. O destino mais
comum para os imigrantes da América Latina sdo os EUA, onde cerca de 300.167
pessoas (principalmente do México) estdo infectadas com o T. cruzi 4.

Como o0s movimentos da populacdo aumentaram, a possibilidade de
transmissdo por transfusdo sanguinea tornou-se a causa mais importante de
infecg@o nos Estados Unidos. Em raz&o disso, a transfusao de sangue e o0s enxertos
de tecidos estdo agora ativamente monitorados nos EUA, buscando desta forma
minimizar este risco 1.

A Espanha tem o segundo maior numero de imigrantes infectados, estima-se
que de 47.738 a 67.423 pessoas estejam infectadas, com a maioria proveniente de

Equador, Argentina, Bolivia e Peru 44,
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Figura 9: Estimativa do nimero de imigrantes infectados pelo T. cruzi vivendo em paises ndo endémicos
[39].

3.1.3 Sinais e Sintomas
3.1.3.1 Fases, Formas e Evolucéao Clinica

A doenca humana ocorre em duas fases: uma fase aguda, que ocorre logo
apos a infeccao inicial, e uma fase cronica que se desenvolve ao longo de muitos
anos.

A fase inicial de infeccdo por T. cruzi dura de 4 a 8 semanas e a fase crénica
persiste durante toda a vida Gtil do hospedeiro ™. A fase aguda é normalmente
assintomatica ou pode apresentar-se como uma doenca febril. Os sintomas
aparecem 1 a 2 semanas apds a exposi¢cdo aos triatomineos infectados, ou até
alguns meses apo0s a transfusdo de sangue infectado. O tratamento com o
benznidazol, geralmente cura a infeccdo aguda ¥ e evita manifestagdes cronicas.
Morte, ocasionalmente ocorre na fase aguda (menor do que 5 a 10% dos casos
sintomaticos), como resultado de uma grave miocardite ou meningoencefalite, ou

ambos (Figura 10).
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As manifestacdes da fase aguda da doenca resolvem-se espontaneamente
em cerca de 90% dos individuos infectados, mesmo se a infec¢do nao for tratada
com drogas tripanocidas. Cerca de 60 a 70% desses pacientes nunca iréo
desenvolver a doenca clinica evidente. Esses pacientes tém a forma indeterminada
da doenca cronica, que se caracteriza pela positividade para anticorpos contra o T.
cruzi no soro, um eletrocardiograma (ECG) normal, e exame radiolégico normal do
térax, esdfago e célon. O restante, 30 a 40% das pessoas infectadas irdo
desenvolver subsequentemente a doenca crbnica na sua forma determinada — ou
seja, cardiaca, digestiva (megaesdfago e megacodlon), ou cardiodigestiva — isso
ocorre geralmente de 10 a 30 anos ap6s a infeccao inicial (Figura 10) 1.

Exposicdo humana ao T cruzi (Vetorial,
via transfusdo, congénita, via transplante
de drgéos, acidental).
Tratamenfo com W Casos sintomaticos
Cura (50-80% | benznidazol Infecgdio aguda de Chagas (<5-10%) .| Morte por miocardite
dos casos). ™ (Assintomatica ou sintomatica). ~| ou meningoencefalite.
Tra;amer_n(tjo clom ¢ 10{—130 anos ¢ Tra;amer_lctjo c?m T (Menor
Cura (20-60% QRZMICa0 Fase crénica na BpOIS 3 Fase cronica na BRZNICGL20 .| proporgdo de casos
dos casos forma indeterminada forma determinada. “] do que na forma
indeterminada).
munussupressén\/
reativagdo
Permanece na forma
indeterminada ¢ v ¢
Cardiaca Cardiaca e Digestiva
digestiva

Figura 10: Desenvolvimento clinico da doenca de Chagas no paciente.

Uma evolucdo direta da fase aguda para uma forma clinica da doenca de
Chagas tem sido relatada em alguns pacientes (5 a 10%). A reativacao da doenca
também pode ocorrer em pacientes com infeccdo crénica, depois que esses se
tornam imunologicamente comprometidos, tais como pessoas que estdo co-

infectadas com HIV ou que estdo recebendo drogas imunossupressoras *°.
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3.1.3.2 Fase Aguda

Na maioria dos individuos, independentemente do mecanismo de
transmissao, a fase aguda ocorre geralmente despercebida, pois € livre de sintomas
ou apresenta apenas sintomas leves que ndo sdo Unicos para a doenca de Chagas;
iSso ocorre provavelmente porque a carga parasitaria € relativamente pequena.
Entre estes sintomas estédo: fadiga, febre, dores no corpo, dor de cabeca, erupcao
cutanea, perda de apetite, diarreia e vomitos. Os sinais detectados no exame fisico
podem incluir discreto aumento do figado, bagco e nddulos linfaticos, edema
subcutéaneo (localizado ou generalizado), e, no caso particular de transmisséo
vetorial, os sinais de entrada do T. cruzi através da pele (chagoma) ou através das
membranas mucosas oculares (sinal de Romafa; Figura 11), inclui inchaco das

palpebras, no lado da cara perto da ferida "1,

Figura 11: Sinal de Romafa [3].
Em bebés infectados congenitamente, 0s sintomas mais comuns, que podem
ser aparentes no nascimento, ou se desenvolver dentro de semanas ap0s o parto,
sao hipotonicidade, febre, hepatoesplenomegalia e anemia. Outros achados incluem

r “8 Uma mulher

prematuridade, baixo peso ao nascer e baixo indice de Apga
infectada com o T. cruzi, em qualquer fase da doenca, pode dar a luz a um feto
infectado, durante qualquer de suas gesta¢des 9.

Raramente, criancgas, jovens, ou adultos podem morrer da doencga aguda, iSso
devido a uma grave inflamacéo/infeccdo do musculo cardiaco (miocardite) ou do
cérebro (meningoencefalite) *”. A fase aguda também pode ser severa em pessoas
com o sistema imunoldgico debilitado .

Se os sintomas se desenvolvem durante a fase aguda, eles normalmente

desaparecem espontaneamente dentro de 3 a 8 semanas, em cerca de 90% dos
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individuos. B%. Apesar de os sintomas desaparecerem, a infeccdo persiste e entra
numa fase crénica. De individuos com doenca de Chagas crénica, 60 a 80% nunca
irA desenvolver sintomas (chamado doenca de Chagas crbnica indeterminada),
enquanto o restante 20 a 40% ira desenvolver risco cardiaco e/ou disturbios
digestivos durante a sua vida (chamada de doenca de Chagas crénica determinada).
Em 10% dos individuos a doenca progride diretamente da fase aguda para fase

cronica sintomatica 2.

3.1.3.3 Fase Crbnica

O desenvolvimento clinico da fase crbénica da doenca de Chagas vai desde a
auséncia de sinais e sintomas (na forma indeterminada) até os quadros onde a
doenca é grave e h4 risco de morte prematura. As manifestacfes clinicas tipicas
desta fase estdo relacionadas com a alteracdo patologica do coracdo, esofago,
célon, ou de uma combinacdo destes; e sdo agrupadas em trés formas principais:
cardiaca, digestiva e cardiodigestiva 1.

Cerca de dois tercos das pessoas com sintomas cronicos tém problemas
cardiacos, com destaque para miocardiopatia dilatada, que causa anomalias do
ritmo cardiaco e pode resultar em morte slbita. Estima-se que um terco dos
pacientes desenvolvem danos ao sistema digestivo, resultando em dilatagcéo do trato
digestivo (megaes6fago e megacoélon) (Figura 12), acompanhado de perda de peso
severa. Dificuldades de degluticdo (acalasia secundaria) pode ser o primeiro sintoma

de disturbios digestivos e pode levar a desnutricéo 8.

. 7 y
Figura 12: Anatomia de um coragédo Chagasico e megacolon [52].
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A forma digestiva é encontrada quase que exclusivamente ao sul da bacia
amazonica (principalmente na Argentina, Brasil, Chile e Bolivia), e é rara no norte da
Ameérica do Sul, América Central e México. Esta distribuicdo geografica € devida

provavelmente a diferencas nas estirpes dos parasitas

. Disfungéo gastrintestinal
(principalmente megaeso6fago, megacdélon, ou ambos) !, desenvolve-se em cerca
de 10 a 15% dos pacientes cronicamente infectados .

O megaesbfago provoca disfagia com odinofagia, combinado com dor
epigastrica, regurgitacdo, sialorréia e desnutricdo em casos graves. O megacolon
muitas vezes afeta o segmento sigmoide, reto ou célon descendente, ou uma
combinacdo desses; e produz obstipacdo prolongada, distensdao abdominal, e
ocasionalmente grande obstrucéo intestinal devido a fecaloma ou ao volvo sigmoide.
Pacientes com megaes6fago t&ém uma maior prevaléncia de cancer do esdfago 2.
Por outro lado, a maior frequéncia de cancer colorretal ndo tem sido relatada em
pacientes com megacdélon chagasico P*.

A forma cardiaca é a manifestacdo mais grave e frequente da doenca de
Chagas cronica. Desenvolve-se em 20 a 30% dos individuos e, normalmente, leva a
alteracdes do sistema de conducdo sanguineo, bradiarritmias e taquiarritmias,
aneurismas apicais, insuficiéncia cardiaca, tromboembolismo e morte stbita “°. As
anomalias mais comuns do ECG sdo o bloqueio do ramo direito, o bloqueio
fascicular anterior esquerdo, batimentos ventriculares prematuros; mudancas no ST-
T, ondas Q anormais e baixa tensdo do QRS. A combinacdo de bloqueio de ramo
direito e bloqueio fascicular anterior esquerdo é muito comum na doenca de Chagas
[39].

A insuficiéncia cardiaca € frequentemente uma manifestacao tardia da doenca
de Chagas. Geralmente é biventricular, com predominio de faléncia no lado direito
(edema periférico, hepatomegalia e ascite, mais proeminentes do que congestao
pulmonar) em estagios avangados. Insuficiéncia cardiaca esquerda isolada pode
estar presente nas fases iniciais da descompensacgéo cardiaca 49 A insuficiéncia
cardiaca de etiologia chagasica esta associada com maior mortalidade do que é a
insuficiéncia cardiaca de outras causas °°.

A morte subita € a principal causa de morte em pacientes com cardiopatia
chagasica, 0 que representa cerca de dois tercos de todas as mortes, seguido de

insuficiéncia cardiaca refrataria (25 a 30%) e tromboembolismo (10 a 15%) °%. A
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morte cardiaca subita pode ocorrer mesmo em pacientes previamente
assintomaticos. E geralmente associada com taquicardia ventricular e fibrilagio ou,
mais raramente, com bloqueio atrioventricular total ou disfuncédo do nédulo sinusal.

A associacdo de doenca cardiaca com megaesdfago ou megacolon, ou
ambos, define a forma cardiodigestiva da doenca de Chagas. Na maioria dos paises,
o desenvolvimento de megaestfago geralmente precede o acometimento do
coracdo e do coélon, mas a prevaléncia exata da forma cardiodigestiva ndo é
conhecida por causa da escassez de estudos adequados *?. A Figura 13 resume as

manifestacdes clinicas mais comuns associadas com a fase crénica da doenca.

Figura 13: (A) Forma cardiaca segmentar. (B) Forma global cardiaca dilatada. LV = Ventriculo
esquerdo. RV = Ventriculo direito. LA = &trio esquerdo. RA = atrio direito. Reproduzida a partir de

Rassi e colegas [46]; direitos autorais Editora Roca 2009.
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3.1.4 Transmisséo do T. cruzi
3.1.4.1 Transmisséo pelo Vetor

A doenca de Chagas € transmitida aos seres humanos e a varias espécies de
animais domésticos (por exemplo, caes, gatos) e mamiferos selvagens (por
exemplo, roedores, marsupiais, e tatus), principalmente pelos insetos hematéfagos
triatomineos da subfamilia Triatominae, considera-se trés ciclos que se sobrepdem:
doméstico, peridoméstico e silvestre *”l, Embora existam mais de 100 espécies de
triatomineos, apenas algumas s&o vetores competentes para T. cruzi 2.

Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata sdo as trés
espécies de vetores mais importantes para a transmisséo de T. cruzi ao homem .
R. prolixus € o principal vetor na Colémbia, Venezuela, Guatemala, Honduras e
algumas partes da Nicaragua e El Salvador, e T. dimidiata ocupa uma &area
semelhante, mas estende-se também mais ao norte, no México. Em areas onde a
doencga de Chagas € endémica, T. infestans tem sido (Figura 14), de longe, o mais

importante vetor B,

Figura 14: Rhodnius prolixus giatoifens, Aprihcipis etores da doenca d Cagas [52].

Triatomineos tém cinco estagios ninfais, e insetos adultos de ambos 0s sexos,
todos os quais podem abrigar e transmitir o T. cruzi. A probabilidade de um
triatomineo estar infectado com T. cruzi aumenta de acordo com o numero de
repastos sanguineos realizados pelo mesmo, de modo que insetos mais velhos e
adultos tendem a ter maiores taxas de infeccéo 9.

Lugares de vegetacdo densa (como em florestas tropicais) e habitats urbanos
nao sao ideais para o estabelecimento do ciclo de transmissdo humana. No entanto,
em regides onde o habitat silvestre e sua fauna sao diluidos pela exploracdo

37



econbmica e ocupacdo humana, como em areas recéem-desmatadas, areas de
cultura de palmeiras piacava, e em algumas partes da regido amazonica, um ciclo
de transmissdo humano pode desenvolver-se quando os insetos forem em busca

novas fontes de alimento %,

3.1.4.2 Outras Formas de Transmissao

A doenca de Chagas pode ser transmitida ao homem por mecanismos que
nao incluem o inseto vetor, tais como transfusdo de sangue, congenitamente da mée
para o bebé durante a gestacao, ou através do leite materno %, O risco de contrair
a doenca apos transfusédo de sangue proveniente de um doador infectado é inferior a
10-20%, e depende de vérios fatores, incluindo a concentracdo de parasitas no
sangue do doador, o componente do sangue transfundido, e, talvez, a estirpe do
parasita ®*. O risco de transmissdo parece ser maior para transfusdo de plaquetas
do que para outros componentes do sangue. A transmissdo congénita ocorre em 5%
ou mais das mulheres gravidas com infecc¢éo crénica em algumas regides da Bolivia,
Chile e Paraguai, e de 1 a 2% ou menos na maioria dos outros paises endémicos
1 Essas diferencas podem ser atribuidas & cepa do parasita, ao estado
imunologico das maes infectadas, a fatores placentarios, e as diferentes
metodologias utilizadas para a deteccéo de casos congénitos.

As transmissfes por transfusdo e congénitas sdo as principais formas de
infeccdo de seres humanos em zonas urbanas e em paises ndo endémicos. A
transmissao da infeccao por transplante de um 6rgéo sélido ou da medula éssea de
um doador com infeccdo crbénica é algo possivel, e tem sido bem documentado na
Ameérica Latina. Em regiées ndo endémicas, como os EUA e Canada, e em muitas
partes da Europa, alguns casos de infeccbes mediadas por transfusdo sanguinea e
transplante de 6rgdos foram relatadas ®, mas o ntmero real de casos pode ser
substancialmente maior por causa do grande numero de imigrantes de areas
endémicas da América Latina.

Esporadicamente, pode-se contrair a doenca de Chagas por ingestdo de
alimentos ou liquidos contaminados com T. cruzi, e também por acidentes nos
laboratérios que lidam com os parasitas vivos. A transmissdo oral da doencga de

Chagas € normalmente responsavel por surtos de infeccdo aguda em regides
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desprovidas de insetos vetores. A ingestao de alimentos contaminados, como caldo
de cana-de-acUcar, acai, ou carne crua, é geralmente associada a uma infestacao
parasitaria macica, resultando em uma manifestacao clinica aguda mais severa e de
alta mortalidade. Em 2007 foi relatado um surto na Venezuela, onde 103 criancas

teriam ingerido suco de goiaba contaminado % 4,
3.1.5 Ciclo de Vida do T. cruzi

E um ciclo complexo, do tipo heteroxénico (Figura 15), no qual o parasita
passa por uma fase de multiplicacdo intracelular no hospedeiro (homens e outros
animais) e extracelular no inseto vetor (triatomineos). O parasita passa por Varios
estagios de desenvolvimento nos insetos vetores e hospedeiros mamiferos; o inseto
vetor parece ndo ser afetado pela infeccdo com o parasita. Tripomastigotas nao-
replicativas presentes na corrente sanguinea e, amastigotas replicativas
intracelulares sdo as formas tipicas do parasita que sado identificadas em
hospedeiros mamiferos, enquanto epimastigotas replicativas e tripomastigotas
metaciclicas infecciosas infectam o vetor triatomineo [,

Durante a fase aguda, todos os tipos de células nucleadas no hospedeiro
humano séo alvos potenciais para a infeccdo. Com o desenvolvimento da resposta
imune, a parasitemia diminui até uma concentracdo subpatente e o numero de
parasitas na corrente sanguinea diminui substancialmente, sinalizando o fim da fase
aguda. Contudo, uma vez que o parasita ndo é completamente eliminado, a infeccdo
de tecidos especificos, tais como o musculo ou ganglio entérico, persiste

indefinidamente por toda a vida do hospedeiro.
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Trypanosomiasis, American (Chagas discase)

{ Trypanosoma cruzi)

Triatomine Bug Stages

Triatomine bug takes a blood meal
(passes melacychc trypomastigotes in faces
o trypomastigotes enter bite wound or
mucosal membranes, such as the conjunctiva)
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G Metacyclic trypomastigotes
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Figura 15: (1) Depois do repasto sanguineo, o inseto vetor defeca sobre a pele do humano. Ao cogar
o local da picada, o hospedeiro faz com que as tripomastigotas metaciclicas entrem (através da ferida
ou de uma membrana mucosa intacta, como a conjuntiva), e alcancem a corrente sanguinea. (2) Uma
vez dentro do hospedeiro, as tripomastigotas invadem diversas células para escapar de mecanismos
de defesa do hospedeiro. Dentro das células, o parasita se transforma na forma amastigota. (3) As
amastigotas multiplicam-se por fissdo binaria nas células dos tecidos infectados. (4) As amastigotas
intracelulares diferenciam-se novamente em tripomastigotas, destruindo as células e alcangando
novamente a corrente sanguinea. A partir dai, as tripomastigotas podem infectar outras células e se
transformar em amastigotas intracelulares em novos sitios de infeccao; ou podem ser ingeridas por
um inseto vetor (5). Neste Ultimo caso, serdo convertidas na forma epimastigota ndo infecciosa no

intestino do inseto (6), completando o ciclo de vida entre o parasita e o vetor [52].

3.1.6 Diagndstico

A presenca de T. cruzi é diagnostico de doenca de Chagas. Ela pode ser

detectada por exame microscopico do sangue fresco ndo coagulado, através da
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andlise da motilidade dos parasitas, ou por preparacado de esfregacos de sangue
espesso, corados com Giemsa, para visualizacdo direta dos parasitas.
Microscopicamente, o T. cruzi pode ser confundido com Trypanosoma rangeli, o qual
nado é relatado como sendo patogénico para humanos 52,

O Isolamento do T. cruzi pode ocorrer por meio de inoculacdo em ratos, por
cultura de células em meios especializados (por exemplo, NNN, LIT), e por

xenodiagndstico [,

onde insetos reduvideos (Reduviidae) nao infectados sao
alimentados com o sangue do paciente, e em seguida é feito o0 exame parasitologico
do seu contetdo intestinal 8. Varios imunoensaios para T. cruzi estdo disponiveis e
podem ser usados para distinguir as diferentes cepas (zimodemas de T. cruzi com
patogenicidade divergentes). Estes testes incluem: deteccdo de fixacdo do
complemento, hemaglutinacdo indireta, ensaios de fluorescéncia indireta,
radioimunoensaios e ELISA. Alternativamente, o diagndstico e identificacdo da
estirpe do parasita podem ser feitos utilizando a reacdo em cadeia da polimerase

(PCR) B8,

3.1.6.1 Diagndstico na Fase Aguda

O diagnéstico da infeccdo aguda é baseado na deteccdo microscopica de
tripomastigotas no sangue . Andlise com microhematdcrito € o método de escolha
para a identificacdo da infeccdo congénita por causa da sua sensibilidade e da
pequena quantidade de sangue necessaria para analise. O exame microscopico do
sangue do corddo umbilical ou de sangue periférico do recém-nascido por esta
técnica é fortemente recomendado durante o primeiro més de vida 8. Se os
resultados forem repetidamente negativos, ou se o teste néo é feito no inicio da vida,
0 bebé deve passar por testes para anticorpos IgG anti-T. cruzi do 6° ao 9° més de
idade (preferencialmente no 9° més), quando o0s anticorpos maternos nao estao mais

presentes no bebé €71,

Em centros especializados, os ensaios baseados em
amplificagdo do DNA do T. cruzi por PCR também podem ser usados para o
diagnéstico precoce de infeccdo congénita, uma vez que, neste contexto, a

sensibilidade da PCR parece ser maior do que a de um exame microscépico °2.
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3.1.6.2 Diagndéstico na Fase Crdnica

Durante a fase cronica, como a parasitemia € escassa, a presenca de
anticorpos IgG contra os antigenos de T. cruzi tem de ser detectada por pelo menos
dois tipos de meétodos sorolégicos diferentes (geralmente, imunofluorescéncia
indireta ou hemaglutinacao indireta) para confirmar o diagnéstico °“. PCR nao é util
no diagnostico de rotina, devido a necessidade de instalacbes laboratoriais
especificas, a um método ndo padronizado, possibilidade de contaminacéo cruzada
de DNA e resultados variaveis em todos os laboratérios nos diferentes paises. No
entanto, por causa da sua sensibilidade aumentada em comparagdo com outros
meétodos parasitolégicos, a PCR pode ser til para a confirmacéo do diagndstico em
casos de sorologia inconclusiva, ®”! e como um método auxiliar para monitorar o
tratamento ). A PCR é til para identificar falha no tratamento de uma deteccgéo
positiva de DNA do T. cruzi, mas ndo o sucesso do tratamento, uma vez que,
mesmo repetindo-se resultados negativos para a PCR, ndo indica necessariamente
a cura parasitologica. Na melhor das hipéteses, estes resultados sao indicativos da

auséncia de DNA parasita no momento do teste.
3.1.7 Tratamento Clinico

O tratamento com farmaco antiparasitario € mais eficaz no inicio da infeccéo,
mas ndo € limitado aos casos na fase aguda. A Unica droga de escolha é o
benznidazol (Radanil ou Rochagan) (Figura 16). Esse farmaco tem capacidade
limitada em efetuar cura parasitolégica (eliminacdo completa do T. cruzi),

especialmente em pacientes cronicos, e a resisténcia a esta droga tem sido relatada

[70]
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Figura 16: Radanil (benznidazol). Embalagem comercial e estrutura quimica.
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O problema na administracdo desse farmaco é que a fase aguda nem sempre
é diagnosticada e pode passar sem que seja notada. Sendo, assim, ha necessidade
de busca de novos farmacos que possuam eficacia na fase cronica da doenca.

Outros problemas relacionados a utilizacdo do benznidazol séo, por exemplo,
o grande numero de efeitos colaterais apresentados durante a terapia (anorexia,
vomitos, alergias) e o fato de que o T. cruzi apresentar linhagens diferentes de
acordo com a localizacdo geografica, mostrando, assim, eficacia diferente, além da
grande dificuldade na prescri¢do de uma dose adequada "%

Os estudos sugerem que o tratamento antiparasitario no primeiro ano da
doenca de Chagas na fase aguda, conduz a cura parasitolégica em cerca de 60-
85% dos adultos e mais de 90% das criancas tratadas. Criancas (idade de 6 a 12
anos) com a doenca crbnica tém uma taxa de cura de cerca de 60% com
benznidazol.

Até pouco tempo nédo existiam formulacdes pediatricas, apesar do fato de que
criancas até 12 anos possuirem maiores chances de se beneficiarem com o
tratamento por ndo apresentarem ainda a sintomatologia cronica da doenca. Porém,
uma concentracdo pediatrica do benznidazol para a doenca de Chagas -
desenvolvida pelo Laboratorio Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE),
em parceria com a DNDI (Drugs for Neglected Diseases Initiative) — ja esta
disponivel para compra via Fundo Estratégico da Organizacdo Pan-Americana de
Saude (OPAS) ou por contato direto com o laboratério. O novo medicamento sera
utilizado em criancas a partir de dois anos de idade .

Embora a taxa de cura diminua com tempo que um adulto foi infectado com
Chagas, o tratamento com benznidazol tem demonstrado adiar o aparecimento de
doencas do coracdo em adultos com infeccéo cronica 8. O tratamento da infeccédo
cronica em mulheres, antes ou durante a gravidez, ndo parece reduzir a
probabilidade de a doenca ser repassada para o bebé. Da mesma forma, ndo esta
claro se o tratamento profilatico da infecgdo cronica € benéfico em pessoas que

serdo submetidas a imunossupressao 22,
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3.1.7.1 Complicagdes

Na fase crbnica, o tratamento envolve a administracdo das manifestacdes
clinicas da doenca. Por exemplo, marca-passos e medicamentos para batimentos
cardiacos irregulares, como a amiodarona, podem salvar a vida de alguns pacientes
com doenca cardiaca cronica (2. Enquanto a cirurgia pode ser necessaria para
megacolon. Entretanto, a doenca ndo pode ser curada nesta fase.

Doenca cardiaca cronica, causada pela doenca de Chagas, € agora um
motivo comum para a cirurgia de transplante de coracdo. Até recentemente, porém,
a doenca de Chagas era considerada uma contraindicagao para este procedimento,
uma vez que o dano cardiaco poderia reaparecer, ja que o parasita aproveitaria a
oportunidade oferecida pela imunossupressao que segue a cirurgia 2. Observou-se
que as taxas de sobrevivéncia em pacientes de Chagas pos-transplante podem ser
significativamente  melhoradas, utilizando doses menores da droga
imunossupressora ciclosporina. Recentemente, o tratamento direto do musculo
cardiaco com células tronco, utilizando o transplante de células de medula 6ssea,
tem demonstrado reduzir significativamente os riscos de falha cardiaca em pacientes

com doenca de Chagas ['?.

3.1.8 Desenvolvimento de Novas Drogas

A Quimica Medicinal compreende “a invencao, descoberta, planejamento,
identificacdo e preparacdo de compostos bioativos, com estudo do metabolismo,
interpretacdo molecular do modo de acdo ao nivel molecular e construcdo de

relagdes entre a estrutura quimica e a atividade biologica” (73]

. Aos pesquisadores
dessa area de carater multidisciplinar, envolvendo Quimica, Ciéncias Bioldgicas,
Médicas e Farmacéuticas, compete a busca de compostos bioativos nas diferentes
areas da terapéutica, incluindo a busca de compostos eficazes para a doenca de
Chagas ",

Dentre os grandes desafios na pesquisa de agentes quimioterapicos para a
doenca de Chagas, assim como de novos farmacos para outras doencas
negligenciadas, podem-se destacar: (a) a motivacdo aos quimicos medicinais a

pesquisar na area; (b) a validacdo de novos alvos moleculares, (c) a busca de novos
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compostos lideres e, (d) a motivagdo da industria farmacéutica, especialmente, a
nacional, sensibilizando-a para a importancia do desenvolvimento dessa classe de
farmacos ",

Segundo dados do Diretério de Grupos de Pesquisa do Brasil do CNPq havia
em 2009, 154 grupos desenvolvendo pesquisa sobre farmacos em geral. Em torno
de 70% desses grupos (108) encontram-se localizados na regido sudeste do pais.
Apenas cerca de 10% desses grupos brasileiros se dedicam a pesquisa de farmacos
para a doenca de Chagas, estando aproximadamente 87% na regido sudeste.
Embora esses numeros representem aumento do nimero de grupos dedicados a
pesquisa em relacdo ao passado, ha que se encetar esforcos para que aumente
substancialmente, a dedicacdo para a pesquisa de novos compostos tripanocidas
[74].

O mundo académico no plano mundial registra, analogamente, baixo
interesse pelas doencas negligenciadas, a julgar pelo nimero de publicacbes nos
altimos 40 anos. Doencas negligenciadas e nao-negligenciadas com o mesmo
namero de anos de vida adaptados a incapacidade (DALY, disability-adjusted life
year) apresentam numero de publicacdes expressivamente diferentes, nos bancos
de dados Web of Science e PubMed. Enquanto as publicac6es sobre doencas nao-
negligenciadas tiveram ascensdo significativa, aquelas relativas a doencas
negligenciadas registraram discretissimo aumento no periodo pesquisado "%,

O aumento consideravel nos investimentos requeridos no desenvolvimento de
novos farmacos, aliado a perspectiva de retornos financeiros insuficientes, tem como
resultado a quase inexisténcia de recursos em P&D na area de doencas parasitarias
por parte das principais companhias farmacéuticas e biotecnolégicas do mundo.
Neste panorama atual, a doenca de Chagas é considerada como extremamente
negligenciada, o que ilustra uma realidade preocupante face as necessidades das
populacdes mais pobres e vulneraveis do planeta ['> 7).

As pesquisas por novos farmacos para o tratamento da doenca de Chagas
tém evoluido sensivelmente nas Ultimas décadas, com destaque para o

sequenciamento do genoma do T. cruzi "

que permitiu a identificacdo de varios
genes, muitos deles existentes apenas no parasita e ndo no homem. Esses estudos
recentes tém permitido a identificacéo de alvos potenciais no T. cruzi e que incluem

0 metabolismo de esterdis, o DNA e diferentes enzimas [°l.
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3.1.9 Alvos Terapéuticos

Os fatores atuais mais importantes na descoberta de novos farmacos
envolvem isolamento, identificacdo e caracterizacdo de novos compostos, bem
como de suas propriedades moleculares e cinéticas. A validacdo de um novo alvo
por método quimico ou genético tem conduzido, frequentemente, ao estudo da
otimizacao das propriedades farmacoldgicas e toxicologicas de possiveis inibidores
para o tratamento da doenca de Chagas 2.

A descoberta de novos alvos depende, em grande parte, da interpretacéo de
informacdes contidas no genoma do T. cruzi. O sequenciamento e entendimento do
genoma do parasita devem conduzir ao conhecimento aprofundado da relacéo
estrutura-funcdo de proteinas e exploracdo dos mecanismos de resisténcia a
farmacos, diversidade antigénica, interacdo parasita-hospedeiro e patologia da
doenca 1"®.

Vérios critérios devem ser considerados na selecéo de inibidores potenciais.
O alvo a ser explorado deve ser encontrado unicamente no parasita e, portanto,
ausente na célula do hospedeiro; deve ser também essencial para o
desenvolvimento do parasita em um dos estagios de seu ciclo replicativo. O uso de
enzimas e metabdlitos como alvos terapéuticos permite melhor investigacdo em
termos mecanisticos e estruturais, além de contribuir significativamente para o
planejamento racional de farmacos ™.

Os alvos identificados que tém sido explorados para o planejamento racional
de farmacos antichagasicos envolvem a inibicdo seletiva de enzimas fundamentais

no desenvolvimento do parasita, entre elas vale mencionar:

Tripanotiona redutase, relacionada ao estresse oxidativo.

e Trans-sialidase, envolvida na glicosilacdo de mucinas de ancora de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) para reconhecimento e adesao do parasita
na célula do hospedeiro.

e CuD**®.esterol metiltransferase, essencial na biossintese de

ergosterol.

e Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, presente na via glicolitica.
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e Cisteina protease (Cruzipaina), relacionadas a atividade proteolitica e
penetracdo do parasita na célula do hospedeiro.

e Diidrofolato redutase, responsavel pela geracdo de cofator na sintese
“de novo” de timidina.

e Prolil endopeptidase, envolvida na clivagem de pequenos peptideos
biologicamente ativos.

e Hipoxantina-fosforibosiltransferase, essencial na sintese de
nucleotideos purinicos.

e DNA topoisomerases | e Il, enzimas essenciais que catalisam
alteracOes topoldgicas na molécula de DNA. Elas desempenham um
papel fundamental no metabolismo do DNA, incluindo replicacao,
transcricdo, recombinacdo e condensacao.

e Farnesilpirofosfato sintase, envolvida na biossintese de uma
variedade de esteroides e poliisoprenoides a partir de

farnesilpirofosfato.

3.1.10 Cisteina Protease

Conhecida como cruzaina (EC 3.4.22), também chamada de cruzipaina ou
GP57/51 (Figura 17), constitui a mais abundante proteina da familia das cisteino
proteases do T. cruzi, tem sido muito explorada levando a descoberta de varios
inibidores potentes e seletivos. Das patentes depositadas através da Organizacao
Mundial da Propriedade Intelectual (WIPO - World Intellectual Property Organization)
sobre moduladores de rotas metabdlicas do T. cruzi, os inibidores de cruzaina
merecem especial destaque, sendo assim, um alvo viavel na terapéutica ®”. Sua
atividade esta relacionada ao desenvolvimento do parasita e na diferenciacdo de
varios estagios de seu ciclo biolégico, na invasdo no hospedeiro e na alteracédo da
resposta imune do hospedeiro Y.

Esta enzima faz parte da familia das papainas C1 das cisteino-proteases com
especificidade intermediaria entre as catepsinas L e B, sendo expressa em
diferentes niveis por diferentes estagios do parasita, sendo codificada por um alto

nimero de genes .
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As principais classes de inibidores desta enzima incluem (Figura 17): (i)
derivados peptidicos (7 e 8) ¥?; (ii) derivados nao-peptidicos (triazdis 9, pirimidinas
10, tiossemicarbazonas 12 e chalconas 11) " (iii) complexos de rénio e ouro
(oxorénios 13 e ciclometalados de ouro 14) ¥ e (iv) doadores de éxido nitrico

(nitrosotidis 15 e nitrosilo, complexos de ferro e ruténio 16) [84],

Au yZ
Rl/ \Rz 13

14

Figura 17: Estrutura cristalogréfica da cruzaina de T. cruzi (PDB ID 1ME4). Inibidores da enzima alvo

de diferentes classes quimicas [85].

Esses inibidores da cruzaina provocam mudanga na localizacdo da enzima
dentro do complexo de Golgi, reduzindo em 70% o transporte destas para 0s
lisossomos. Com a diminuicdo da catalise e digestdo desta, ha acimulo de cruzaina
no interior da célula, diminuindo mobilidade das membranas do complexo de Golgi e
resultando em distensdo periférica de suas cisternas. Tais alteragBes provocariam a

morte do parasita .
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A diversidade quimica dos inibidores da Figura 17 representa o espaco
quimico bioldgico que pode ser explorado, valorizando o papel dos produtos naturais
e da sintese organica como fontes valiosas de moléculas privilegiadas capazes de
interagir com sistemas bioldgicos complexos.

Um énfase especial tem sido aplicado para identificar inibidores néao
peptidicos. Com base na relacdo bioisostérica conhecida entre ligacdes peptidicas e
ureias, os primeiros inibidores ndo peptidicos da cruzaina identificados foram aril-
ureias e tioureias, que exibiram uma afinidade moderada contra cruzaina e atividade
antiproliferativa em culturas de formas amastigotas . Apés estas constatacdes,
tiossemicarbazonas e seus pirazolina-1-tiocarboxiamida bioisGsteros foram
explorados como inibidores potenciais da cruzaina, uma vez que tioureias e
tiossemicarbazonas séo classicamente consideradas como bioisésteros. Esta
abordagem rendeu agentes altamente eficazes contra a enzima e as culturas de
células do parasito. Inspiradas pela poténcia de tiossemicarbazonas, outras classes
de inibidores nédo peptidicos cruzaina tém sido desenvolvidas, explorando amidas
funcionalizadas, hidrazonas, 4-tiazolinonas, 1,3-tiaz0is e triazois/triazinas, N-

acilhidrazonas, vinilsulfonas, e chalconas como protétipos estruturais .

3.1.11 Nucleos de Interesse

Em 2002, Du e colaboradores descreveram uma nova série de aril-
tiossemicarbazonas, essas moléculas demonstraram serem potentes inibidores da
cisteina protease do Trypanosoma cruzi (cruzaina). Alguns desses compostos
também demonstraram ter atividade tripanocida in vitro. Estes autores inicialmente
descobriram que a 3’-bromopropilfenona-tiossemicarbazona (17) (Figura 18) inibia a
cruzaina e poderia curar culturas de células de mamiferos infectadas com o T. cruzi.
A 3’-bromopropilfenona-tiossemicarbazona ndo mostrou nenhuma toxicidade para as
células de mamiferos nas concentragdes em que era tripanocida (L7,

Apés a descoberta deste composto lider, mais de 100 compostos foram
projetados e sintetizados. Uma relacao estrutura-atividade (SAR) foi estabelecida e,
muitos analogos potentes com baixos valores de Clsg na faixa de nanomolar foram

identificados. A partir desses, foram identificados mais oito analogos com atividade
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tripanocida no ensaio de cultura de células, na época, isso indicou que as aril-

tiossemicarbazonas eram protétipos a farmacos tripanocidas *71.

1C5,=100nM cruzaina
Br

Figura 18: Estrutura quimica do composto lider 17.

Dentre esses varios analogos sintetizados, destaca-se a 3,4-
dicloroacetofenona-tiossemicarbazona (6) (Figura 19), essa molécula resultou em
um inibidor ainda mais potente com valores de Clso de 50 nM frente a cruzaina, um
aumento de cerca de 2 vezes na atividade quando comparado ao 17. Trabalhos
posteriores de McKerrow e colaboradores descreveram que além do composto 6,
alguns derivados desse apresentaram potente atividade em ensaios frente a
cruzaina e rhodesaina, proteases cruciais nos ciclos de vida do Trypanosoma cruzi e
T. brucei rhodesiense, os organismos causadores da doenca de Chagas e da

doenca do Sono 187881,

H
N N NH>
N

(6)

Figura 19: Estrutura quimica do composto 6.
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O relato de Du e colaboradores em 2002 foi um marco na pesquisa de novos
prototipos para farmacos antichagasicos. O robusto estudo de relagdo estrutura-
atividade biolégica elegeu o composto 6 como um dos mais promissores prototipos
estruturais para pesquisa de novos agentes tripanocidas. Du ainda descreveu nesse
estudo que a porcao arila diclorada é essencial para atividade biolégica "

Esse protétipo estrutural ainda tem como vantagem as propriedades: baixo
peso molecular, razoavel log P, bom nimero de doadores e receptores de ligacao de
hidrogénio — o que corrobora com a regra de Lipinski — e, rotas sintéticas faceis e
econdmicas.

Estudos cinéticos mostraram que esses compostos sao inibidores
dependentes do tempo. Os estudos de modelagem molecular do complexo enzima-
inibidor conduziram a uma proposta de mecanismo de interacdo, bem como o
conhecimento sobre SAR da série de tiossemicarbazonas. A natureza nao peptidica
desta série, 0 pequeno tamanho das moléculas e o custo extremamente baixo de
producado sugeriram que se trata de uma dire¢cdo promissora para o desenvolvimento

da nova quimioterapia anti-T. cruzi 7.

3.1.12 Tiossemicarbazonas e 4-tiazolinonas

Um grande namero de trabalhos tem descrito a potente atividade inibitéria de

tiossemicarbazonas frente ao T. cruzi (Figura 20) 7 109 1101

. Por exemplo, como ja
relatado, Du e colaboradores descreveram a  3'-bromopropilfenona-
tiossemicarbazona e a 3,4-dicloroacetofenona como uns dos mais eficazes
inibidores da cruzaina, com atividade tripanocida em niveis que ndo sao toxicos para
células de mamiferos ). Para comparar estes resultados, Fujii et al. *” investigaram
tiossemicarbazonas que possuem maiores grupos alquila adjacente a hidrazona, e
relataram que eles sdo mais ativos com um grupo n-butila ligado ao radical 3,4-

diclorobenzoila. Siles et al. %

, posteriormente sintetizaram uma série de derivados
tiossemicarbazonicos com anéis fundidos, e descobriram novos compostos lideres,
gque sdo mais potentes do que os analogos nédo-fundidos, os quais ficaram
conhecidos como sendo 0s compostos mais ativos baseados em

tiossemicarbazonas inibidoras da cruzaina.
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Figura 20: Representativas tiossemicarbazonas que séo inibidoras da cruzaina.

Estes estudos de relacdo estrutura-atividade biolégica ndo incluem
investigacdes sobre a substituicdo do grupo amino terminal da tioamida de
tiossemicarbazonas com um sistema de anel heterociclico.

Tiossemicarbazonas podem ser vistas como bioisGsteros aciclicos e nao
classicos de 4-tiazolinonas (22), e como bioisésteros aciclicos e classicos para 2-
pirazolina-1-tiocarboxamidas (20) (também descritas como potentes inibidores da

171 conforme ilustrado na (Figura 21) ®°. Por outro lado, derivados de 4-

cruzaina)
tiazolidonas foram descritos como tendo atividade antitumoral °Y antibacteriana 2,

antifangica °¥!, e como agentes antiprotozoarios 4!,

S H H

Figura 21: Tiossemicarbazona (centro) e seu bioiséstero classico pirazolina (20), e seu bioisostero

nao classico 4-tiazolinona (22).

Em estudos posteriores Lima Leite e colaboradores descreveram que

compostos da classe das 4-tiazolinonas sao ativos contra T. cruzi nos ensaios in
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vitro, e em concentracdes nao toxicas para células de mamiferos (esplendcitos de
ratos), e que sua atividade foi comparavel a droga de referéncia benznidazol. Isso
indicou que essa classe de compostos eram promissores candidatos a farmacos
tripanocidas [ 2% 22,

Em relatos mais recentes, Moreira e colaboradores comprovaram a atividade
anti-T. cruzi das 4-tiazolinonas, esses novos compostos foram habeis em inibir a
atividade da cruzaina e a proliferacdo das epimastigotas do T. cruzi, e foram fatais
para as tripomastigotas nos ensaios in vitro em concentragbes ndo toxicas para
esplendcitos de ratos. Nos ensaios in vivo destacou-se o composto (5), que
conseguiu reduzir a parasitemia sanguinea em camundongos infectados. Isso indica
que as 4-tiazolinonas sdo 0s mais novos prototipos estruturais a farmacos
antichagasicos . A Figura 22 apresenta a estrutura de alguns dos principais

protoétipos estruturais baseados em 4-tiazolinonas.

S N S
\/\N/ \( O\)\N/N\ S
) \Nr
O

aril-4-tiazolinona (3)
ICs0 = 0.4 uM (cruzaina) O

ICsp = 10 uM (T. cruzi) aril-4-tiazolinona (5)

IC5p = 6.6 uM (cruzaina)
IC50=6.1 M (T. cruzi)

Figura 22: Estrutura de alguns dos principais prototipos a farmacos antichagasicos baseados em 4-

tiazolinonas.

3.1.13 1,3-tiazois

Tiazois tém despertado o interesse dos quimicos medicinais por causa de
suas atividades bioldgicas. Eles tém se destacado com passar dos anos devido as

a [?8 2931 antifingica Y e anti-inflamatéria ?°. Chimenti e

suas acoes: antibacterian
colaboradores desenvolveram uma série de inibidores seletivos das isoformas A e B
da monoaminooxidase (MAO), esses tinham a funcao tiazéis na sua estrutura 234,
Véarios estudos tém demonstrado que os inibidores da biossintese do
ergosterol comercialmente disponiveis tem o nucleo tiazol (Figura 23) ou triazol.

7

Esse nucleo é altamente eficaz para o tratamento de doencas fungicas (por
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exemplo, cetoconazol, itraconazol, posaconazol ou ravuconazol) e tem efeitos
supressores contra infec¢cdes por T. cruzi em experiéncias com seres humanos ou

animais %,

S

N

Figura 23: Estrutura quimica do nucleo tiazol.

Esse nucleo ainda tem aplicacdo no desenvolvimento de drogas para o
tratamento de alergias, hipertensdo, inflamacdo, esquizofrenia, infeccdes
bacterianas, por HIV, como hipnéticos, para o tratamento da dor, como antagonistas
dos receptores de fibrinogénio com atividade antitrombotica, e inibidores da DNA
girase bacteriana B 1.

Recentemente, Caputto e colaboradores desenvolveram uma série de
compostos com fungéo de tiazol na sua estrutura, 0s quais apresentaram excelente
atividade in vitro contra cepas de epimastigota, tripomastigota e amastigota do T.

[15, 16]

cruzi , esses estudos indicam que o nucleo tiazol é bastante importante como

um protoétipo estrutural a farmaco antichagésico.
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4. Resultados e Discussao



4. Resultados e Discussao

4.1 Planejamento Estrutural

Com base nos relatos de Du, que descreveu o anel 3’,4’-diclorobenzil como
essencial para atividade tripanocida e frente a cruzaina ™ e em virtude das
propriedades tripanocidas do composto (5, figura 22, pag 53), nés planejamos uma
nova geragao de aril-4-tiazolinonas (23) (Figura 25). Ademais, escolheu-se realizar
modificacdes estruturais e inserir substituintes em posicdes estratégicas, como por
exemplo, a insercdo de substituintes na posicdo N3 que foi realizada de maneira
racional, pois tihhamos obtido sucesso em trabalhos recentes 7.

Os compostos (3) e (5), figura 22, p4g 53, possuem uma metila e uma
isopropila, respectivamente, na posi¢cao C5. Analogos destes compostos desprovidos
da metila em C5 foram menos potentes e até inativos *”. Tendo em mente estes
resultados, nés priorizamos a insercdo de substituintes alifaticos e aromaticos na

posicdo C5 da série (24).

(&

Cl

-

emeemeemmnsanaaaaal “‘.; R
¢l iRi=H; CH3; C6HS:

----------------------

Figura 24: Emprego do bioisosterismo para o planejamento das aril-4-tiazolinonas (23) e dos aril-1,3-
tiazobis (44).

Por fim, n6s almejamos substituir o heterociclo tiazolidinico por outro

heterociclo estruturalmente equivalente (bioisostérico). Em razdo de trabalhos
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recentes ?”, nés elegemos o anel 1,3-tiazol, culminando assim com a construcéo
estrutural dos aril-1,3-tiazois (24) (Figura 24).

A construcao estrutural da série de aril-1,3-tiazois (24) também levou em
conta a possivel relacdo bioisostérica entre os heterociclos 4-tiazolinona versus 1,3-
tiazol. Ambos os heterociclos sado capazes de interagir por ligacdes de hidrogénio
com 0s receptores envolvidos na atividade tripanocida. Porém, com propriedades
fisico-quimicas (estereoeletrénicas, lipofilia) distintas.

O planejamento da série (24) possibilitaria estudar o efeito eletronico de
substituintes localizados na posicdo C4 do anel tiazdlico. Partindo da fenila como
anel aromético de referéncia, diversos substituintes no anel fenilico foram inseridos
(mono-, bi- e tri-substituicdes nas posi¢cdes orto, meta e para), além de anéis
heterociclicos aromaticos, tais como a 2-piridina.

Uma vez que o planejamento estrutural foi realizado, seguimos em direcéo a
sintese dos compostos almejados. A Figura 25 apresenta a sequencia das reacdes

envolvidas na sintese das aril-4-tiazolinonas (23a—o0) e aril-1,3-tiazéis (24a—v).

(0]
H H
26a-c \N ~N NG R 27a-e \N e N\ S,
— \“/ —_— \( Ry
Int 1-3 S 23a-0 N
Cl (25) Cl Cl R
0]
cl Cl Cl
H H
x N N 28a-t X N IS
N 7 ~N R N - N
- /
Int1-3 S 24a-v /N
Cl Cl R
Ar
cl Cl
H i R L )k/
7N 7 OEt Br
H2N H H Br Ar
26a-c 27a-e O 28a-t

Figura 25: Rota sintética para obtengéo das aril-4-tiazolinonas (23a—0) e aril-1,3-tiaz0is (24a—v).
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4.2 Sintese dos Compostos

4.2.1 Sintese das aril-4-tiazolinonas (23a—0)

A série (23a-t) tem como ponto de partida a sintese das tiossemicarbazonas
(Int-1-3). Para a sintese das tiossemicarbazonas (Int-1-3), as tiossemicarbazidas
substituidas (26a-c) e a 3’,4’-dicloroacetofenona (25) (Figura 26) foram adquiridas de

fontes comerciais.

S S S
o o i
7NN

HoN N NH: HNT N N HNT N N

H H H H H
26a 26b 26¢
0
25

Cl
Cl

Figura 26: Estrutura das tiossemicarbazidas substituidas e da 3’,4’-dicloroacetofenona.

As tiossemicarbazonas (Int-1-3) foram preparadas a partir da condensacéo da
3’,4’-dicloroacetofenona (25) com as respectivas tiossemicarbazidas (26a-c) a
temperatura ambiente em um banho de ultrassom ©7. Os produtos obtidos (Int-1-3)
foram cristalizados em tolueno a quente, obteve-se cristais incolores com pureza e
rendimentos satisfatérios (Esquema 1).

Conforme descrito no Esquema 1, as reacfes para as tiossemicarbazonas
(Int-1-3) foram realizadas na presenca de acido sulfurico (H,SO4), a temperatura

ambiente, em um banho de ultrassom [

, com excec¢ao do Int-2, onde utilizamos
HCI, pois com esse acido obtivemos maior rendimento e auséncia de subprodutos.
Nestas condicdes, foi possivel sintetizar trés tiossemicarbazonas (Int-1-3) com
rendimentos satisfatorios (>80%) e tempo reacional de até 2h.

As tiossemicarbazonas (Int-1-3) foram caracterizadas por técnicas
espectrométricas (RMN de 'H e °C, IV) e por EMAR. Nos espectros de IV, a

auséncia de absorcado na regido de estiramento axial de carbonilas (1790-1700 cm™)
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foi um indicio importante da formacdo da ligagdo C=N. A adicdo de D,O apés a
aquisicdo do RMN de *H permitiu localizar os prétons de NH, e NH.

/ N )I\ /
26a-c \"/
y

H,S0O,, Etanol al Int-1-3
(25) ), ta, 2h
Cl Cl
Comp. R  Rend. (%)
Int-1 H 80

Int-2 CH; 84
Int-3 CgHs 89
Esquema 1: Obtencéo das tiossemicarbazonas Int-1-3.

As tiossemicarbazonas (Int-1-3) séo sélidos cristalinos, mas devido a algumas
limitacdes, ndo tivemos tempo habil para obter cristais apropriados para a difracédo de
raios-X.

Antes de seguir com a preparacdo das aril-4-tiazolinonas (23a—o0),
necessario preparar os acetatos o-halogenados (27a—e). Os compostos (27a—d)
foram obtidos a partir da esterificacdo dos acidos a-haloacéticos disponiveis
comercialmente. Os compostos (27a—d) foram utilizados na etapa posterior sem

prévia purificacdo (Esquema 2). Ja o composto (27¢) foi preparado em duas etapas

partindo do acido mandélico (racémico), com rendimento de 61% .

Br Comp. Ry
)\“/ OH _EoH )\“/OEt gﬁ C|_I|-|
HCI, refluxo Rl 27c: CH2(.3‘,H3
Cl

OH
EtOH OEt soci, OEt
HCI, refluxo 0O TEA, 0°C O
(27¢)

acido mandélico

Esquema 2: Obtencao dos acetatos a-halogenados.
As aril-4-tiazolinonas (23a—0) foram entéo sintetizadas através da reacao entre

a respectiva tiossemicarbazona (Int-1-3) com os respectivos acetatos a-halogenados
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(27a—e). Estas reacdes foram realizadas em etanol absoluto, com excesso de acetato

de sédio anidro, a temperatura de refluxo e agitacdo magnética vigorosa. As reacdes

foram acompanhadas por CCD que mostraram o consumo dos materiais de partida

(tiossemicarbazonas) apés 16—20 horas de reacédo (Tabela 2).

ApOGs cristalizacdo em tolueno, ciclohexano, ou mistura de ambos, o0s

compostos (23a—0) foram isolados como sélidos cristalinos incolores e rendimentos

que variaram de 35 a 87 %. Os substituintes e propriedades fisicas das aril-4-

tiazolinonas (23a—0) estao listadas na Tabela 2.

Tabela 2: Sintese das aril-4-tiazolinonas (23a—0) e descricdo dos substituintes, rendimento (%) e

propriedades fisicas.

/N\“/

x N S,
N \( R
N
al 23a-0 R/
(@]
Cl

al Int-1-3 AcO'Na", Etanol
Refluxo, 16-20h
Cl
Estrutura R1 Codigo PF (°C) Rend. (%)
H 23a  234-236 65
N -
N Ys . CHs 23b  208-210 56
Y CH,CHs 23c 175-177 75
cl Y CH(CHs); 23d  193-195 56
o)
Cl CeHs 23e  245-247 65
H 23f  195-197 61
NS CHs 23g  178-180 75
\Nr RY)  CH.CHs  23h  167-168 64
Cl 4 CH(CHs).  23i  137-140 53
Cl CeHs 23]  194-196 87
H 23k 232-233 71
\N/NYS - CHs 231 208-209 67
1

CH,CH;  23m 154 35
Cl \ CH(CHs) 23n  158-160 61

Cl
CeHs 230  210-212 58
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Tal como as tiossemicarbazonas (26a—c), as aril-4-tiazolinonas (23a—0) foram
caracterizadas por técnicas espectrométricas (RMN de *H e *3C, IV) e por EMAR. A
pureza foi confirmada pela analise elementar de C, N, He S.

Uma caracteristica espectroscépica dos compostos (23a—r) € a presenca de
absorcdes na regido de estiramento axial de carbonilas nos espectros de IV,
confirmando assim a formacdo do anel tiazolidinico. O sinal referente ao carbono da
carbonila foi também localizado na RMN de **C e DEPT.

Com a andlise do espectro de IV (Figura 27), observamos em 1711 cm™ o
estiramento de C=0, sinal diagnéstico de formac&do do anel 4-tiazolinona. Em 1618
cm™ observamos também o estiramento C=N.

90 100
|

80

70

Transmittance [%]

Cl J
Cl ° - C=N

50

40

1711.99
1618.94
1468.33
1341.68
1231.64

1137.89
1030.56 —
814.13

697.39 —

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Wavenumber cm-1

Figura 27: Exemplo de espectro de IV da série 23 (composto 23e).

A Figura 28 apresenta um exemplo de espectro de RMN *H para a série 23
(composto 23e), onde foi constatada a presenca de um sigleto em 2.41 ppm,
integrando para trés hidrogénios, referente ao Unico grupo metila da molécula. Em
5.49 ppm, identificamos um sigleto, integrando para um hidrogénio, correspondente
ao hidrogénio do anel 4-tiazolinona. Em 7.39 ppm, identificamos um mutipleto,

integrando para cinco hidrogénios, correspondentes aos hidrogénios do anel

61



aromatico ligado na posi¢cédo 5 do anel 4-tiazolinona. Em 7.68 ppm, observamos um
dubleto, integrando para um hidrogénio, correspondente ao hidrogénio da posigcéo 5
do anel 3,4-diclorobenzil. Em 7.81 ppm, identificamos um duplodubleto, integrando
para um hidrogénio, correspondente ao hidrogénio da posicdo 6 do anel 3,4-
diclorobenzil. Em 8.01 ppm, observamos um dubleto, que integra para um hidrogénio,
correspondendo ao hidrogénio da posicdo 2 do anel 3,4-diclorobenzil. Por fim,
identificamos um singleto com deslocamento quimico de 12.35 ppm, que indicou a

presenca do NH amidico de lactamas.

N

HN
Cl
(0]
Cl
7.68 ppm 7.39 ppm
(d, 1H, CH Ar)  |(m, 5H, CH Ar)
7.81 ppm
(dd, 1H, CH Ar)
5.49 ppm 2.41ppm
(d 8i?_|1 pCFI)-lmAr) (s, 1H, CH heterociclo) | (s, 3H, CHa)

12.35 ppm
(s, 1H, NH)

— T

13 12 11 10 9 8 T 6 5 4 3 2 i ppm

Figura 28: Exemplo de espectro de RMN de 'H da série 23 (composto 23e).

A Figura 29 exemplifica os resultados de outra técnica utilizada, a ressonancia
magnética nuclear de carbono 13 e DEPT. Com ela, identificamos o sinal do carbono
da unica metila da molécula em 14.9 ppm. O sinal do carbono (CH heterociclo) da
posicdo 5 do anel 4-tiazolinona em 51.4 ppm. Os sinais dos carbonos (CH) do anel
aromatico ligado a posi¢do 5 do heterociclo em: 126.9, 128.4 e 128.7 ppm. Em 128.9,
129.3 e 131.1 ppm, identificamos os sinais dos carbonos (CH) do anel 3,4-
diclorobenzil das posicbes 5, 6 e 2, respectivamente. Em 131.8 ppm identificamos o
carbono quaternario do anel aroméatico ligado a posicédo 5 do heterociclo. Em 132.8

ppm identificamos o carbono da posicdo 1 do anel 3,4-diclorobenzil. Em 137.2 e
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138.6 ppm identificamos os carbonos da posicdo 3 e 4 do anel 3,4-diclorobenzil,
respectivamente. O C=N ligado a metila foi identificado em 159.2 ppm. Em 162.0 ppm

identificamos o C=N do heterociclo. Por fim, em 175 ppm, identificamos o carbono da

carbonila.
HN
Cl
@)
Cl
162.0 ppm
(S-C=N) .
126.9 a 138.6 ppm
(Arométicos) 14.9 ppm (CH
1750ppm | 150.2 ppm 51.4 ppm (CH Ppm (CHa)

c=0 - _ ‘ 4 ppm (CH|

( ) (C=N) ‘ Il l Hetrociclo)
PRI WV B Hﬁmﬂij r N - .
T T T T TT ""I" 1T T T T T T ‘i'\ T T T[T rrrrrrrts TTTT L T T TT TT LS L LAL LI BLNLNL I B LA B A A N B
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 29: Exemplo de espectro de RMN de *°C da série 23 (composto 23e).

A Figura 30 apresenta um resumo das andlises de RMN de *H e *3C.

128.7 128.4 126.9
129.

i\ T
w3 LG

128.9 4™\ \N/N\ S f 7.39 (m, 5H)
N 1311 HN
¢l / \y 131.8
138.6 / ' ]
1372Cl 801 12.35 . RMN “H
175.0 SN 150

Figura 30: Dados espectroscopicos das aril-4-tiazolinonas (23e). Deslocamento quimico em ppm.
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Outra caracteristica estrutural importante desses compostos € a posi¢cao da
ligagdo dupla envolvendo o carbono C2 do anel heterociclo. Dependendo do
tautomerismo imino-lactama, a ligacao dupla do carbono C2 presente nos compostos
(23a—e) pode ser endociclica ou exociclica em relagédo ao heterociclo (Figura 31).

Na RMN de *H dos compostos (23a—e), o deslocamento quimico do N—H varia
entre 12.05-12.35 ppm (em DMSO-dg). Ja nas tiossemicarbazonas (Int-1-3), o
deslocamento quimico de protons hidrazinicos varia entre 10.29-10.66 ppm. Ja 0s
dados da literatura para protons amidicos de lactamas, 4-tiazolinonas e tiazolidina-
2,4-dionas mostram o deslocamento quimico na faixa entre 11.4-12.3 ppm 19 104
Diante destes relatos, ndés podemos sugerir que o sinal de N—H nos compostos (23a—
e) ndo é caracteristico de prétons hidrazinicos, mas sim caracteristico de protons

amidicos tipico de lactamas (23e, forma l).

H
N N
\\N/’§§Y/S \\N/‘\\“/S
Cl (23e), 1 HN cl @), N
o) 0
cl

Cl

Figura 31: Posicdo da ligagdo C=N no carbono C2 do composto (23e).

Para uma atribuicdo inequivoca desta ligacdo, nos tentamos obter cristais dos
compostos (23a—e) apropriados para a difracdo de raios-X, porém nds nao obtivemos

SuUcCesso.
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4.2.2 Sintese dos aril-1,3-tiazois (24a-v)

Compostos do tipo aril-1,3-tiazéis sdo geralmente preparados através do
protocolo de Hantzsch usando tioamida e uma acetona alfa-halogenada (Esquema
3). Esta rota fornece rendimentos satisfatorios, é de facil execucdo, além de ser

compativel com inumeros compostos 1%,

. s
)I\ NH2  base alcalina, R_<\ \

refluxo N R,
(tioamidas) 1,3-tiazois

Esquema 3: Método de preparacgéo de 1,3-tiazdis, segundo protocolo de Hantzsch.

Os aril-1,3-tiazois 24a-c foram preparados segundo a metodologia descrita por
Hantzsch, em agitacdo magnética, sob refluxo, com etanol como solvente e base
alcalina como catalisador, em 16 a 20h de reacdao. Os compostos foram obtidos como
sélidos cristalinos apos evapora(;éo a baixa pressdo e posterior filtracdo, com
rendimentos satisfatérios entre 46 a 88% (Esquema 4). As cloroacetonas foram

adquiridas de fontes comerciais.

R
NH (28a ¢) Cl
R1
Int-1 Etanol, AcOK* 24a-c /
Refluxo, Ag. Mag.
R

Comp R R; Rend (%)
24a CH; H 78.9
24b  CH,ClI H 88.4
24c C H3 CH3 46.0

Esquema 4: Esquema de sintese dos 1,3-tiazéis 24a-c

Para o restante da série de 1,3-tiazdis, devido a experiéncia previa do nosso
grupo de pesquisa " e a relatos de Li e col. %, a sintese da série de aril-1,3-tiazdis
(24d-v) foi conduzida em um banho de ultrassom (40 MHz, 30-120 min), com 2-
propanol como solvente, a temperatura ambiente. Pois nessas condi¢cdes a reagdes

procediam mais rapidamente e com rendimentos semelhantes aos do meétodo de
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Hantzsch. As 2-bromoacetofenonas utilizadas foram adquiridas de fontes comerciais
(Esquema 5).

Nés observamos uma mistura reacional aparentemente homogénea apés
cerca de 2 minutos de sonicagdo. Ao longo da reacédo, o produto reacional precipita,
sendo necessério apenas uma filtragdo para coletar o produto ao final da reagéo. Os
compostos foram isolados como solidos cristalinos com rendimentos entre 54.8 a
84.6% (Esquema 5).

2
(28d -t)
Int-1 24d-v
2- propanol cl
) ta.

e‘\© é\© é@ 9‘\0 &@\&@\F

Rend (%) =  24d (71.0) 24f (81.0) 24h (712.2) 24i (75.8) 24j (84.6) 24Kk (80.1)

R= H CH, H H H H

Cl Cl
s s s cl § a 5
Ar=
Cl Cl Cl Cl Br Br
Rend (%) = 241 (79.4) 24m (54.8) 24n (79.4) 240 (13.0) 24p (65.4) 24q (69.2)
R= H H H H H CH,
\©\ \@/ NO, é\@\

Rend (%)=  24r (71.7) 245 (83.8) 24t (81.9) \’(61;‘ 24v (72.9)

R= H H

Esquema 5: Esquema de smtese dos 1,3-tiazdis (24d V).

Para investigar o efeito de substituintes inseridos na posicdo N2 para a
atividade farmacoldgica, nés preparamos os aril-1,3-tiazéis (24e) e (249) (esquema
6). Estes dois compostos foram preparados da mesma maneira que 0S compostos
(24d-v).
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Cl Int2 CH cl Comp R Rend (%)
e e 24 CH; 825
nt-3 CeHs 249 CeHs 610

Esquema 6: Esquema de sintese dos 1,3-tiazois 24e e 24g.

H
X N \ Bra A\
\'I/ (28d) 24dee 24
ee g
Int-2 e Int-3
2- propanol
Cl ), ta. Cl
Comp R

As estruturas dos aril-1,3-tiaz6is (24a—v) foram confirmadas por IV, RMN (*H,
13C e DEPT quando necessério) e EMAR. A anélise dos espectros de RMN de 'H e
13C dos compostos (24a-v) permitiu evidenciar os sinais referentes ao metino
localizado na posi¢cdo C5 no anel heterociclico, sinal diagnéstico para esta classe de
compostos. Na RMN de *3C, o carbono referente a este metino é de facil localizacao,
tendo 6 = 101-117 ppm. Nos espectros de IV, a presenca de banda referentes as
ligacdes iminicas, bem como a auséncia de absorcdo na regido de carbonilas, que
também sdo sugestivos da formacdo dos compostos (24a—V).

Através da andlise espectroscopica na regido do infravermelho foi possivel
constatar as principais bandas de absorcdo (Figura 32). A frequéncia de 3089.00
cm™ sugere a deformacdo axial C-H. Em 1614 e 1565 cm™ s&o caracterizados

estiramentos de imida ciclica, e em 1534 cm™ o estiramento C=N.

100

BRUKER Ll
I i
L O |
S ‘
) i }1
=8 C-H |l | |
® i | {
(]
C i
S
= o CH ‘
E R 3 |
8 x N
8 |
3 H w
Ned |
Cl | ‘
2 i
Cl ‘
C=N
O2N
8 2953 = 8 S
8 i8S ¢ g i
a s & = N
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wavenumber cm-1

Figura 32: Exemplo de espectro de IV, série 24a-v (composto 24s).
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A Figura 33 apresenta um exemplo de espectro de RMN *H para série 24a-v,
onde foi constatada a presenca de um singleto em 2.32, integrando para trés
hidrogénios, referente ao unico grupo metila da molécula. Em 7.69 ppm, observamos
um multipleto integrando para cinco hidrogénios aromaticos, um desses € 0
hidrogénio da posicdo 5 do anel tiazol, e os outros quatro hidrogénios correspondem
ao anel aromatico nitrado na posicdo meta. Em 7.91, observamos um dubleto
integrando para um hidrogénio, correspondente ao hidrogénio da posicédo 5 do anel
3,4-diclorobenzil. Em 8.13 ppm, identificamos um duplodubleto integrando para um
hidrogénio, correspondendo ao hidrogénio da posicdo 6 do anel 3,4-diclorobenzil.
Em 8.30 ppm, identificamos um dubleto integrando para um hidrogénio,
correspondendo ao hidrogénio da posicédo 2 do anel 3,4-diclorobenzil. E por fim, em
10.51 ppm, observamos um singleto largo integrando para um hidrogénio,

correspondendo ao hidrogénio hidrazinico.

CH3 H }
x> N
A "
N
Cl
Cl
O2N 7.91 ppm
(d, 1H, CH Ar)
8.13 ppm
(dd, 1H, CH Ar)
7.69 ppm
8.30 ppm (m, 5H, CH Ar) 2.32ppm
(d, 1H, CH Ar) — (s, 3H, CHs)
~
10.51 ppm ‘
(s, 1H, NH) 7
_j ff A h
l
[|] |
Il H
= MY U

12 11 10 9 8 T 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 33: Exemplo de espectro de hidrogénio da série 24a-v (composto 24s).

Outra técnica utilizada foi a ressonancia magnética nuclear de carbono 13.
Analisando o espectro do composto 24s (Figura 34), observamos: o sinal de
carbono em 14.2 ppm confirma a presenca da unica metila do composto. O sinal de

carbono diagndstico de tiazdis, o CH da posicdo 5 aparece em 107.5 ppm. Em
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120.4, 122.4, 126.0, 127.6, 130.6, 130.9 e 131.5 ppm aparecem o0s carbonos
aromaticos (CH). Em 131.7, 131.9, 136.6, 138.8 e 144.5 ppm aparecem os carbonos
aromaticos quaternarios. Em 148.6 ppm identificamos o C=N ligado a metila. E em

170.1 ppm identificamos o C=N do anel tiazol.

CHs
S N
N/ T
W
Cl
Cl
O>2N

148.6 ppm 120.4 & 144.5 ppm
(C=N) (Arométicos)
170.1 ppm

L 107.5 ppm (CH, 14.2 ppm (CH
(S-C=N) L(—)L R tiggcr)T)( r{ pom (CH:)
Ll
i

| |
I |
" i kbbbl ks A“W“I‘ kil (o |
" NIRRTl s U ¥ " i
TTTTTT T
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180 160
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Figura 34: Exemplo de espectro de RMN de 3¢ da série 24a-v (composto 24s).

Outra caracteristica estrutural importante desses compostos é a posicédo da
ligagdo dupla envolvendo o carbono C2 do anel heterociclo. Dependendo do
tautomerismo imino-lactama, a ligacao dupla do carbono C2 presente nos compostos
(24a—v) pode ser endociclica ou exociclica em relagéo ao heterociclo (Figura 35).

Na RMN de *H dos compostos (24a—v), o deslocamento quimico do N—H varia
entre 10.5-11.5 ppm (em DMSO-dg). J& nas tiossemicarbazonas (Int-1-3), o
deslocamento quimico de proétons hidrazinicos varia entre 10.29-10.66 ppm. Ja 0s
dados da literatura para protons amidicos de lactamas, 4-tiazolinonas e tiazolidina-
2,4-dionas mostram o deslocamento quimico na faixa entre 11.4—-12.3 ppm 100 104,
Diante destes relatos, nés podemos sugerir que o sinal de N—H nos compostos (24a—
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V) ndo é caracteristico proétons amidicos tipico de lactamas como para série (23a-0),
mas sim de protons hidrazinicos (24s, forma l).

CHS CH3
~ N N
N/ TS \N/ \|/S
H H
(24s), | N / (24s), I " /
Cl Cl
Cl Cl
O2N O2N

Figura 35: Posicao da ligagdo C=N no carbono C2 do composto (24s).
Para uma atribuicdo inequivoca desta ligacdo, nds tentamos obter cristais dos

compostos (23a—e) apropriados para a difracdo de raios-X, porém ndés nao

obtivemos sucesso.
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4.3 Avaliacéo farmacolégica

As aril-4-tiazolinonas (23a—0) e os aril-1,3-tiazois (24a—v) foram inicialmente
avaliados, in vitro, quanto as propriedades tripanocidas em modelos experimentais
frente as formas evolutivas tripomastigotas das cepas Y do T. cruzi. Nestes ensaios,
os valores de Clsp (UM) foram calculados.

Nesses ensaios com tripomastigotas, a forma evolutiva infectante em
mamiferos, o valor da Clso reflete o efeito do composto em reduzir a viabilidade
celular do parasita quando comparado com o controle negativo. Neste ensaio, 0s
compostos (23a-0) e (24a-v) foram incubados na presenca de tripomastigotas da
cepa Y por vinte e quatro horas.

Para determinar a seletividade, os compostos (23a—0) e (24a—v) foram
testados em ensaios com células de mamiferos. O efeito na viabilidade celular
(toxicidade) destes compostos em macréfagos J774 de camundongos foi avaliado.
Como este ensaio € de viabilidade celular, os macrofagos foram incubados na
presenca dos compostos (23a—0) e (24a—Vv) por setenta e duas horas. Os valores de
DLso (em pM) foram determinados.

Para a triagem dos compostos tripanocidas mais potentes, os valores de Clsg
foram comparados com o farmaco Bdz (1). Compostos com valores de Clsg igual ou
menor que o Bdz (1) foram selecionados para a avaliacdo em ensaios com
amastigotas do T. cruzi, assim como a determinacdo do indice de seletividade (IS =
DLso células mamiferos / Clsp amastigotas).

Os compostos selecionados para a avaliacdo com amastigotas foram testados
no modelo de desenvolvimento da infeccdo, onde macréfagos de camundongos da
linhagem BALB/c foram infectados com tripomastigotas da cepa Y. Apdés infeccdo, os
compostos foram adicionados na cultura celular e incubados por quatro dias. Neste
modelo, o controle negativo apresenta uma taxa de macrofagos infectados elevada, e
como consequéncia do desenvolvimento da infeccdo, o numero de amastigotas
intracelulares é alto %Y. Portanto, a eficacia de um composto neste modelo se reflete
na capacidade em reduzir a diferenciacdo de tripomastigotas em amastigotas,
interrompendo o curso da infec¢do. Primeiro foi determinado o percentual de inibicdo
da diferenciacdo, posteriormente os valores de Clsg serdo calculados tendo como

valor de referéncia a Clsg do Bdz (1).
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Com o objetivo de identificar o mecanismo de agdo dos compostos (23a-0) e
(24a—v) no T. cruzi, a inibicdo da atividade catalitica da cruzaina pelos compostos

esta sendo determinada.

4.3.1 Avaliacao farmacoldgica das aril-4-tiazolinonasonas (23a—0)
4.3.1.1 Avaliacéao in vitro das propriedades tripanocidas

A série (23a—-0) foi planejada através do uso do grupo 3,4-diclorobenzil,
previamente descrito numa classe de inibidores potentes da cruzaina ™ em
combinagdo com o grupo 4-tiazolinona (22) previamente explorado pelo nosso grupo
de pesquisas. A partir deste planejamento, seguido pela combinagéo de substituintes
nas posicdes N3 e C5, obtivemos os compostos (23a-0).

Estes compostos foram inicialmente testados:

(a) frente a tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi, com determinacdo dos
valores de Clsp em pM. O benznidazol (Bdz, 1) foi utilizado como farmaco
de referéncia.

(b) determinacdo da toxicidade celular em macréfagos J774 isolados de
camundongos, com determinacdo da DLsy expresso em pM.

Com finalidade de comparacdo da atividade farmacolbégica, as aril-
tiossemicarbazonas (Int-1-3) também foram testadas frente ao T. cruzi e a células de
mamiferos. A Tabela 3 apresenta os resultados da avaliacdo farmacoldgica in vitro
das propriedades tripanocidas e da toxicidade em macrofagos J774 para as aril-
tiossemicarbazonas (Int-1-3) e aril-4-tiazolinonas (23a—0).

Primeiramente, podemos analisar a toxicidade dos compostos (23a—0) para
macrofagos J774. A violeta de genciana (inibidor de referéncia) apresentou
toxicidade elevada, afetando severamente a viabilidade celular dos macréfagos em
concentracdes de 0.45 pM. J& os compostos (23a—0) foram significantemente menos
toxicos que a violeta de genciana. O composto 23m foi 0 mais toéxico da série (23a-
0), apresentou toxidade em concentracdes de 23.33 uM frente aos macrofagos J774,
cerca de 52 vezes menos toxico que o inibidor de referéncia. A maioria dos
compostos (23a—0) néo afetou a viabilidade celular de esplendcitos na concentracéo
de 100 pM.
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Um dado importante, é que a tiossemicarbazona Int-1, que apresentou
toxidade em concentracdes de 13.45 uM, foi 3 vezes mais toxica do que seu
bioisGstero, o composto 23a, o qual apresentou toxidade em concentracdes de 41.68
UM. Isso corrobora com trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa, onde
observamos que os bioisosteros ciclicos de tiossemicarbazonas, do tipo 4-
tiazolinonas s&o menos toxicos frente a células de mamiferos em ensaios in vitro.

Uma vez que a toxicidade em macrofagos foi determinada, as propriedades

tripanocidas para as formas tripomastigotas do T. cruzi foram avaliadas.

Tabela 3: Avaliacdo farmacoldgica in vitro das propriedades tripanocidas e toxicidade em
macréfagos, para as aril-tiossemicarbazonas (Int-1-3) e aril-4tiazolinonas (23a-0).

com tripomastigotas do macroéfagos indice de
P- T. cruzi Clg, (uM)[a] DLso2 DP (M) seletividade!
N S,
/Q)\ /Q)\N Y\g,m
Int-1-3 23a-e N
cl u”
o

Int-1 8,7 13,4+0,82 15
Int-2 Met|I 10,1 >100 10

Int-3 Fenil >50 >100 -

23a H >50 41,8+0,74 -
23b Metil 49,2 >100 2,0

23c Etil ND 76.7+0,46 -
23d Isopropll 16,9 >100 59

23e Fenil NT NT -

N )oa
1 23k 0
23f-j N cl
7
Cl HsC L al @
Cl

23f H >50 >100 -

239 Metil >50 >100 -
23h Etil 48,5 >100 2,0

23i Isopropil >50 >100 -

23] Fenil NT NT -

23k H >50 >100 -
23l Metil 4,4 26,1+0,90 6
23m Etil 3,9 23,3+0,96 6
23n Isopropil 1,7 >100 58

230 Fenil NT NT -

Bdz (1) - 10,6 NT -

VG - NT 0,45+ 0,04 -

4 Apés 24 horas de mcubagao do parasita (cepa Y) na presenca dos compostos. Clso com valores de
desvio padrdo < +10 %. ™ Efeitos na viabilidade celular de macréfagos apés 72 h de incubagéo com
0S compostos. " calculado através da equacdo (DLsy macréfagos) /(Clsg tripomastigotas),
determinado apenas para 0s compostos mais potentes. VG, violeta de genciana. ND, ndo determinado,
pois néo foi possivel calcular a Clsg. NT, composto néo testado.
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Comparando as propriedades tripanocidas das aril-tiossemicarbazonas (Int-1-
3), observamos que a tiossemicarbazona sem substituinte (Int-1) foi equipotente ao
benznidazol, o que corrobora com o observado na literatura *”. Observamos
também que a insercdo de um grupo metila em N4 (Int-2) ndo foi prejudicial a
atividade tripanocida, ao contrario, gerou um composto equipotente ao benznidazol e
a tiossemicarbazona Int-1, com a vantagem de ser cerca de 10 vezes menos téxico
para macrofagos. Verificamos que a insercdo de um grupo fenila (Int-3) em N4 foi
deletéria para atividade tripanocida, mesmo gerando um composto menos téxico
para macrofagos.

Para série de aril-4-tiazolinonas, podemos iniciar a analise das propriedades
tripanocidas comparando a tiossemicarbazona Int-1 e o seu bioiséstero ciclico 23a.
Observamos que a ciclizacdo foi deletéria para atividade tripanocida, no entanto,
gerou um composto (23a) cerca de 5 vezes menos téxico do que seu bioisostero
aciclico (Int-1). Tendo discutido isso, podemos analisar as 4-tiazolinonas
comparando 0s compostos com substituintes nas posicées N3 e C5 no anel
tiazolidinico (23b—0) com o composto ndo substituido na posicdo 5 (23a).

A aril-4-tiazolinona néo substituida (23a) apresentou Clso para tripomastigotas
>50 uM, sendo cerca de 5 vezes menos potente que o benznidazol. Observamos
gue o composto substituido com uma metila na posicdo 5 (23b) apresentou Clsg para
tripomastigotas de 49.2 uM, verificamos que nesse caso, a insercdo de grupo metila
na posi¢cdo 5 do heterociclo ndo alterou muito a atividade da molécula, mas ja
apresentou efeito tripanocida, isso indicou que mudancas nessa posicdo seriam
benéficas. Seguindo essa linha, observamos que o composto (23d, isopropil na
posicdo 5) foi cerca de 4 vezes mais potente que o composto (23a, sem
substituinte), e podemos dizer que ele é equipotente ao benznidazol (1). Isso indica
que o aumento da cadeia alquila na posicado 5 do anel 4-tiazolinona € benéfica para
a atividade farmacologica.

Para verificar se a inser¢cao de substituintes na posicao N3 levaria a um
aumento das propriedades tripanocidas, os compostos substituidos na posicdo N3
(23f—j, N-metil) e (23k—0, N-fenil) foram avaliados.

Dentre as aril-4-tiazolinonas da subsérie N-metil (23f—j), o composto (23h,
etil), com Clso para tripomastigotas de 48.5 uM, foi o mais potente desta subsérie,
sendo equipotente a aril-4-tiazolinona substituida por metil na posi¢cdo 5 (23b). Os

outros compostos da subsérie N-metil (23f—j) ndo apresentaram propriedades
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tripanocidas significativas. Com o0s resultados dessa subsérie, vimos que a
substituicdo em N3 por grupos alquilas ndo é benéfica.

Para as aril-4-tiazolinonas da subsérie N-fenil (23k—0), observamos que a
insercao do fenil na posicdo N3 foi benéfico para a atividade farmacoldgica. Todos
0s compostos dessa subsérie foram mais potentes que o benznidazol (1), com
excecdo do composto sem substituinte na posicao 5 (23k). Observamos 0 mesmo
padrdo da subsérie (23a-e), onde quanto maior o substituinte alquila na posicéo 5,
maior também sera a atividade farmacoldgica. Na subseérie (23k-0) tem-se Clso de
4.4, 3.9 e 1.7 uM para os substituintes na posicao 5 metil (23l), etil (23m) e isopropil
(23n), respectivamente. O derivado com o substituinte isopropil em C5 (23n) foi o
mais potente desta subsérie, ele € 5 vezes mais potente que o benznidazol e cerca
de 28 vezes mais potente que o composto 23a. A aril-4-tiazolinona (23m, etil)
também foi mais potente que o Bdz (1), cerca de 2 vezes. O composto (23I, metil)
também foi mais potente que o Bdz (1), cerca de 2 vezes.

Na figura 36 fazemos a comparacdo estrutural e das propriedades
farmacoldgicas, entre a tiossemicarbazona (Int-1) com a 4-tiazolinona (23n) mais
potente. Podemos observar que com a ciclizacdo e mudangas pontuais na posi¢ao
N3 (insercdo de um fenil) e C5 (inser¢cdo de um isopropil) do heterociclo, além de
obtermos um bioisostero ciclico cerca de 10 vezes menos toxico nos ensaios frente
a macréfagos, nos também logramos sucesso na identificacdo de um protétipo (23n)
cerca de 4 vezes mais potente que seu bioiséstero aciclico (Int-1). Cabe ressaltar
que o IS para a 4-tiazolinona mais potente (23n) é cerca de 58, muito superior do
gue o observado para a tiossemicarbazona (Int-1), o que demonstra que esse
protétipo estrutural € 58 vezes mais especifico para acdo sobre o parasita em

relacéo as células do hospedeiro.

a ] . )
X, N NHz . . S
N \’r Bioisosterismo
N
S cl
cl Y

Cl
aril-tiossemicarbazona (Int-1)
IC)EO (”IKI/I) tl’ipOI.l‘}?ﬁgOtES: 8.7 Clsp (uM) tripomatigotas= 1.7
s (M) macrofagos=13.4 DLy, (uM) macréfagos=>100

\ IS=15 IS= 58

Figura 36: Comparacgédo estrutural e das propriedades farmacolégicas entre o protétipo estrutural (Int-
1) e o derivado estrutural mais potente.

(o]]

aril-4-tiazolinona (23m)
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Dentre os compostos (23a—e, NH) e (23f—j, N-metil), identificamos apenas um
composto (23d) com propriedades tripanocidas similares ao Bdz (1). Com esses
dados nos parece coerente afirmar que substituintes alquilas na posicdo N3 das aril-
4-tiazolinonas ndo sao benéficos para as propriedades tripanocidas desse tipo de
compostos.

De posse dos compostos (23k—o, N-fenil), foi possivel observar correlacdes
estrutura versus atividade de uma maneira muito mais clara. Isto culminou com a
identificacdo das aril-4-tiazolinonas (23I, 23m e 23n) como o agentes tripanocidas
mais potentes de toda série de compostos investigada. As aril-4-tiazolinonas (23l,
23m e 23n) foram téxicas para tripomastigotas (Clsp = 4.4, 3.9 e 1.7 uM,
respectivamente) do T. cruzi sem afetar a viabilidade celular de macréfagos J774
(DLso= 26.1, 23.3 e >100 pM, respectivamente). As aril-4-tiazolinonas (23I, 23m e
23n) possuem um IS (DLsp macréfagos / Clsp tripomastigotas) de 6, 6 e 58,
respectivamente (Figura 37). Sendo assim selecionadas para a avaliagdo em

modelos in vitro de infecg&o pelo T. cruzi.

aril-4-tiazinona (23m)
Clgg (UM)=3.9

N
N7 NS DLy (WM)= 23.3 0.96 NS
1S=6
N N
cl " cl
O X S,
cl N7 Y cl ©
N
aril-4-tiazinona (23l) Cl @ aril-4-tiazinona (23n)
0]
cl

Clgy (UM)= 4.4 Clgy (UM)=1.7
DL, (LM)= 26.1£0.90 DL, (MM)=>100
1S=6 1S=58

Figura 37: Estruturas e propriedades farmacolégicas dos compostos lideres (23I-m).
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4.3.2 Avaliacdo farmacoldgica dos 1,3-tiazois (24a—v)

Os 2-imino-1,3-tiazois (24a—t) foram planejados estruturalmente pela troca do
anel tiazolinona pelo tiazol. Os compostos da série (24a—t) foram planejados de tal
forma a variar o grupamento ligado a posicao 4 do anel tiazol, tanto com substituinte
alquilas, como com anéis aromaticos variando o substituinte em C4. Anéis fenilicos
foram funcionalizados em orto-, meta- e para- com substituintes de contribui¢cdes
estereoeletronicas variadas: —H, -F, -Cl, -Br, -NO,, -Me e -OMe, de modo a construir
uma relacdo entre suas estruturas quimicas e a atividade tripanocida.

Além da posicdo C4 (24d-v), preparamos tiazois substituidos na posicdo N3
(24e, 249), permitindo assim comparar com as aril-4-tiazolinonas que possuem uma
fenila em N3 (23k—0). Os resultados da avaliacdo farmacoldgica e toxicidade dos

compostos sdo mostrados nas Tabelas 4 e 5.

Tabela 4: Avaliacdo farmacolégica, in vitro, das propriedades tripanocidas e toxicidade em células de

mamiferos para os aril-1,3-tiazdis (24a-c).

Comp. R R, T. cruzi Clso (UM), cepa Y DL so (UM)™
tripomastigotas™ Macrofagos J774
~ N
S
NT
Y )=
Nt
cl 24a-c
R
Cl
24a CH; H 17,6 33,7 (+ 0,63)
24b CH,CI H NT NT
24c¢ CH;  CHs NT NT
Bdz (1) - - 10,6 NT
Violeta de - - NT 0,4 (i 0,04)
Genciana

®I Ap6s 24 horas de incubacéo na presenca dos compostos, Clso com valores de desvio padréo < 10 %. ™ Maior
concentracdo atdxica (sem efeitos na viabilidade celular). Valores determinados apds 72 horas de incubacao na
presenca dos compostos. I ND, nso determinado, pois ndo foi possivel calcular a Clso. NT, composto néo

testado.

Com relacdo a toxicidade dos compostos (24a—v) para macrofagos J774 de
camundongos, apenas trés compostos (24a, 24d e 24r) foram tdxicos em
concentracbes menores que 100 pM. O restante dos tiazois nao afetou a viabilidade
celular de macrofagos na concentracdo de 100 pM. O composto mais toxico (24r) foi

40 vezes menos téxico do que o inibidor de referéncia.
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Tabela 5: Avaliacdo farmacoldégica, in vitro, das propriedades tripanocidas e toxicidade em células de
mamiferos para os aril-1,3-tiazdéis (24d-t).

Comp. Ar/R R, T. cruzi Clso (UM), cepa Y DLso (M)™
tripomastigotas[a] Macrofagos J774
H
x AN S
N
\( R
Nt
Cl
Ar
Cl
24d Ph H >50 87,9 (x1,4)
24f Ph CHs; 10,0 >100
24h 2-Py H NT NT
24i 4-Py H NT NT
24 4-CHzPh H NT NT
24k 4-FPh H 49,9 >100
24| 4-CIPh H >50 >100
24m 2,4-diCIPh H >50 >100
24n 3,4-diCIPh H >50 >100
240 2,3,4-triCIPh H NT NT
24p 4-BrPh H >50 >100
24q 4-BrPh CH; 19,4 >100
24r 4-NO,Ph H >50 18,2 (£ 1.9)
24s 3-NO,Ph H >50 >100
24t 4-OCHsPh H 15,9 >100
24u 4-PhPh H NT NT-
24v 2-Natftil H >50 >100
X /N\r
24ee 24g
Cl
Cl
24e CHs; H NT NT
249 Ph H NT NT
Bdz - - 10,6 NT
Violeta de - - NT 0,4 (i 0,04)
Genciana

T Apés 24 horas de incubacéo na presenca dos compostos, Clso com valores de desvio padréo < +10 %. ™ Maior
concentragdo atéxica (sem efeltos na viabilidade celular). Valores determinados apos 72 horas de incubagdo na
presenca dos compostos. ) ND, ndo determinado, pois ndo foi possivel calcular a Clso. NT, composto néo
testado.
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O composto 24a apresentou propriedade tripanocida similar a do benznidazol,
ele foi um dos mais potentes da série, que mostra que substituicdo de grupos alquila
na posicao 4 do anel tiazol sdo benéficas a atividade tripanocida, e devem ser mais
exploradas por nosso grupo de pesquisa.

Em comparagdo com o composto ndo substituido no anel fenilico (24d) que
foi inativo, a insercdo de uma metila na posicdo 5 do anel tiazol (composto 24f),
incrementou bastante a atividade farmacologica, dando origem a um composto (24f,
Cl50=10.0 uM) equipotente ao benznidazol.

O composto mono-para-substituido com OCH3 (24t, Clsp=15.9 uM) também foi
equipotente ao benznidazol. Enquanto que nesta mesma posicéo, a substituicao por
flor (24k), cloro (24l) ou bromo (24p) foi deletéria para atividade tripanocida. A
substituicdo por dicloro nas posi¢cdes 2,4- (24m) e 3,4- (24n) também né&o foi
benéfica para a atividade tripanocida.

Interessante ressaltar que o composto (249, Cls5p=19.4 uM) mono-para-bromo-
substituido, acrescentado de uma substituicdo por uma metila na posi¢cao 5 do anel
tiazol apresentou atividade tripanocida semelhante a do benznidazol, o que
corrobora com os resultados do composto 24f e com a série das 4-tiazolinonas,
onde insercao de substituintes alquilas nas posi¢cao 5 do heterociclo incrementavam
a atividade farmacoldgica.

A troca da fenila (24a) pela naftila (24v) ndo resultou em aumento da
atividade tripanocida. A insergcédo de grupos nitro na posicdo meta (24s) e para (24r),
também néo foi benéfica para atividade farmacologica.

A figura 38 demonstra uma comparacdo estrutural e das atividade
farmacoldgicas, entre os bioisésteros mais ativos das respectivas classes de
compostos, tiossemicarbazonas (Int-1), 4-tiazolinonas (23n) e 1,3-tiazois (24f).
Observamos que a ciclizagao, tanto para tiazolinonas como para tiazéis, foi benéfica
do ponto de vista de toxidade. Os bioisésteros ciclicos apresentaram menor toxidade
frente a macréfagos que seu bioisdstero aciclico (tiossemicarbazona Int-1). O tiazol
24f foi equipontete a tiossemicarbazona protétipo Int-1, enquanto que a tiazolinona
23n apresentou propriedades tripanocidas incrementadas, cerca de 4 vezes mais
potente que seus bioisosteros.

E importante ressaltar que o IS para o derivado tiazolico 24f é cerca de 10,
maior do que observado para a tiossemicarbazona Int-1, o que indica maior

seletividade frente ao parasita do que para células do hospedeiro.
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Figura 38: Comparagdo estrutural e das propriedades farmacologicas dos bioisosteros,

tiossemicarbazona (Int-1), tiazolinona (23n) e tiazol (24f).

Os resultados obtidos para a série 24a-v corroboram com o relato de Caputto
e colaboradores, de que tiazbis sdo compostos com potente atividade tripanocida e
com baixa toxicidade para células de mamiferos [** ¢,

Quando comparamos nosso tiazol mais potente 24f aos tiazoéis mais potentes
descritos anteriormente por Caputto, observamos que nosso composto apresentou
propriedades tripanocidas incrementadas (Cls0=10.0 uM), cerca de duas vezes maior
do que o relatado por eles (Clsp=17.2 uM, tiazol 29; Clsp=20.0 uM, tiazol 30;
Cls0=19.7 uM, tiazol 31). O IS observado para o composto 24f também foi superior
ao encontrado na literatura (Figura 39).

Finalmente, cabe ressaltar que, embora o alvo molecular envolvido nas
propriedades tripanocidas dos aril-1,3-tiaz0is (24a—v) ndo seja conhecido, o perfil
das propriedades farmacologicas identificadas séo relevantes. Durante a triagem
desta série, identificamos 0s compostos (24a), (24f), (24q) e (24t) como agentes

tripanocidas equipotentes com o Bdz (1).
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ClIsy (nM) tripomastigotas=17.2
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Figura 39: Comparacgéo das atividades biolégicas do composto 24f com o observado na literatura.
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4.3.3 Triagem dos compostos em ensaios, in vitro, de infec¢cao pelo T. cruzi

Os compostos com Clsp em tripomastigotas igual ou menor que o Bdz (1)
foram selecionados para a avaliagdo em ensaios, in vitro, de infecgédo pelo T. cruzi,
bem como a determinagéo do indice de seletividade (IS = Clsg células mamiferos /
Clsp amastigotas). Todos os compostos selecionados pertencem a série das aril-4-
tiazolinonas (23a—0), os compostos (23l), (23m) e (23n) foram selecionados.

Para os ensaios de infec¢cdo, macrofagos peritoneais de camundongos da
linhagem BALB/c foram infectados com tripomastigotas da cepa Y numa proporcao
de 1/10 (macrofagos / tripomastigotas). Apos infeccdo, os compostos selecionados

foram adicionados ao meio celular e incubados por quatro dias (gréafico 1).
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Grafico 1: A) Porcentagem de macréfagos infectados. B) Proporcdo de amastigotas intracelulares.
Bdz (1) é o inibidor de referéncia. Compostos foram adicionados na concentracdo de 50 UM, em
triplicatas. Dois experimentos independentes foram realizados, valores sdo relativos a um anico
experimento. Desvio padrdo expresso em barras. SignificAncia dos valores: ***, P < 0.001; **, P < 0.01;
*P < 0.05.

Analisando o grafico 1 (A) vemos que os compostos 24I-n foram capazes de

inibir em 100% a infeccdo em macrofagos, impedindo assim a diferenciacdo de
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tripomastigotas em amastigotas, os compostos apresentaram inibicdo da infeccao
superior ao benznidazol. Com a andlise do gréafico 1 (B) observamos que o
tratamento com os compostos 24I-n erradicou o numero de amastigotas, ou seja, nao
foi encontrada nenhuma amastigota, o que indica a inibicdo da infecgao in vitro.
Esses dados sdo relevantes, pois se compararmos com o farmaco referéncia
para o tratamento da doenca de Chagas (Bdz 1), nossos compostos inibiram em
100% a infeccéo, superior ao observado para o Bdz (1). O que indica que essas

tiazolinonas séo protoétipos a farmacos antichagasicos.
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4.3.4 Inibicdo da Atividade Catalitica da Cruzaina

As séries (23a—0) e (24a-v) foram planejadas através do uso do grupamento
3,4-diclorobezil, previamente descrito numa classe de inibidores potentes da cruzaina
7 em combinagdo com os grupamentos 4-tiazolinona e 1,3-tiazol previamente
explorados pelo nosso grupo de pesquisas. A partir deste planejamento, seguido pela
combinacdo de substituintes localizados nas posicfes N3, C4 e C5 resultaram na
composicado dos compostos (23a—0) e (24a-v). O protocolo experimental descrito por
Ferreira e col. 1® foj utilizado neste ensaio com a enzima. Todos 0s compostos
foram testados na concentracdo de 10 pM.

A figura 40 apresenta os dados de inibicdo da atividade catalitica da cruzaina

do T. cruzi pelas tiossemicarbazonas (Int-1-3).

s N _NH s N R s N N
2
N \'I/ NT \"/ ~ N” \"/ \O
@nt-1) (Int-2) Int-3)
cl 73.7+9.4 S cl 33.7+118 s cl Inativo S
Cl Cl Cl

Figura 40: Inibicdo da enzima cruzaina do T. cruzi série 23a-0. Percentual de inibicdo (xdesvio
padrdo) calculado ap6s 5 minutos de incubacdo com a enzima. Inativo significa que o composto ndo
inibiu a enzima na concentracéo de 10 uM.

Inicia-se a andlise comparando a tiossemicarbazona mais simples (Int-1) com
os intermediarios substituidos (Int-2 e Int-3). O composto ndo substituido (Int-1)
apresentou inibicdo de 73,7% frente a cruzaina. Observa-se que a insercdo de uma
metila em N4 foi deletéria a atividade frente a enzima, o composto nao substituido
apresentou baixo percentual de inibicdo (33,7%). A insercdo de uma fenila em N4
também foi deletéria a atividade catalitica da enzima, o composto com fenil em N4 foi
inativo frente a cruzaina.

Tendo discutido isso, pode-se partir para a analise das séries de compostos
(23a-0) e (24a-v).

A figura 41 apresenta os dados de inibigcdo da atividade catalitica da cruzaina
do T. cruzi pelas 4-tiazolinonas (23a-0).
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Figura 41: Inibicdo da enzima cruzaina do T. cruzi série 23a-0. Percentual de inibicdo (xdesvio
padrdo) calculado ap6s 5 minutos de incubacdo com a enzima. Inativo significa que o composto ndo

inibiu a enzima na concentracéo de 10 uM.

Pode-se iniciar a andlise das REA para série 23a-0 comparando a
tiossemicarbazona (Int-1) com seu bioisostero ciclico, a 4-tiazolinona (23a).
Observamos que a ciclizacao foi deletéria a atividade catalitica da enzima, enquanto
a tiossemicarbazona (Int-1) apresentou 73,7% de inibicdo frente a cruzaina, o seu
bioiséstero ciclico exibiu 54,7% de inibig&o frente a enzima.

Feito isso, pode-se iniciar a discussdo da série de 4-tiazolinonas (23a-v).
Analisando os compostos com substituintes inseridos nas posi¢cées N3 e C5 no anel
tiazolidinico (23b—0) em comparacédo com o0 composto ndo substituido (23a).

Percebe-se que modificacdes na posicdo N3 foram deletérias as propriedades
inibitérias das 4-tiazolinonas na cruzaina. Os compostos substituidos em N3 tanto por
metila (23f-j) quanto por fenila (23k-0) apresentaram percentual de inibigdo menor
gue seus analogos nao-substituidos (23a-e).

Os compostos com o NH livre (23a—e) demonstraram os melhores percentuais

de inibicAo na cruzaina. Observamos que o0 composto sem substituintes (23a)
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apresentou melhor percentual de inibicdo do que os compostos substituidos em C5
(23b-e).

Entdo a série (23a-0) demonstrou que a ciclizacdo dos intermediarios (Int-1-3)
€ deletéria a atividade frente a cruzaina. Observa-se que nos compostos ciclicos
(23a-0) a insercao de substituintes tanto em N3 quanto em C5 é deletéria a atividade
tripanocida, tendo identificado como composto mais potente dessa série o 23a, que
apresentou 54,7% de inibicado frente a cruzaina.

Tendo discutido isso, pode-se partir para a analise da série de compostos
(24a-v).

A figura 42 apresenta os dados de inibicdo da atividade catalitica da cruzaina
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do T. cruzi pelos 1,3-tiazois (24a-v).
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Figura 42: Inibicdo da enzima cruzaina do T. cruzi série 24a-v. Percentual de inibicdo (xdesvio
padrdo) calculado apos 5 minutos de incubagdo com a enzima. Inativo significa que o composto ndo

inibiu a enzima na concentracéo de 10 pM.
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Pode-se iniciar a andlise das REA da série 24a-v, comparando o composto
(24a) com seu bioisostero (23a). Observa-se que a troca do anel tiazolinona pelo
tiazol foi muito benéfica a atividade frente a enzima. O composto (24a) que tem como
substituinte uma metila na posicdo C4, apresentou 94,1% de inibicdo frente a
cruzaina, muito superior ao composto (23a). Feito isso, partimos para analise da
série (24a-v).

Comparando o composto (24a) que possui uma metila em C4 com o (24b) que
possui 0 substituinte cloro metil em C4, observa-se que a adicdo do cloro metil foi
deletéria a atividade frente a cruzaina, enquanto o derivado com cloro metil em C4
apresentou 42,7% de inibicdo, o composto (24a) inibiu em 94,1% a atividade
catalitica da enzima.

A insercdo de uma metila em C5, mantendo também uma metila em C4
(composto 24c), ndo foi benéfica para atividade quando comparado ao composto
(24a). No entanto, o composto (24c) ainda reteve atividade, sendo um dos
compostos mais ativos da série, apresentou 74,4% de inibicédo frente a cruzaina.

Outra modificacdo interessante foi a troca de substituintes alquilas por
aromaticos em C4. Ao analisar o composto (24d) observa-se que a inser¢cdo de uma
fenila em C4 ndo foi benéfica quando comparado aos compostos (24a e 24c), pois foi
deletéria para atividade.

Mas a insercéo de uma metila em C5 mantendo a fenila em C4 (composto 24f)
restaurou a atividade frente a cruzaina, indicando que substituicbes alquilas em C5
séo benéficas a atividade frente a enzima.

A insercado tanto de metila quanto de fenila em N3 mantendo uma fenila em
C4 (compostos 23e e 239), foi deletéria a atividade frente a cruzaina.

Um dado importante dessa série de compostos foi a substituicdo da fenila em
C4 por heterociclicos aromaticos 2- e 4-piridina (compostos 24h e 24i), essa
substituicdo foi muito benéfica para atividade frente a enzima, dando origem a alguns
dos compostos mais potentes da série. O composto com 2-piridina em C4 (24h)
apresentou 74,0% de inibicdo, enquanto que o com 4-piridina em C4 (24i) foi ainda
melhor com 91,3% de inibicdo da atividade catalitica da enzima.

Observa-se que a inser¢cdo em C4 de grupos arilas mono-, bi- e tri-substituidos
nas posicoes orto, meta e para, por metila, halogénios, grupos nitro, grupos metoxi,
grupos fenil e naftil (compostos 24j-v), ndo foi benéfica para atividade frente a enzima

cruzaina, pois foi deletéria a atividade.
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Nessa série identificou-se 0os compostos (24a, 24c, 24f, 24h e 24g) como
inibidores da cruzaina tdo potentes quanto a tiossemicarbazona (Int-1), os resultados
obtidos sugerem um possivel mecanismo de acéo. Isto demonstra a importancia de
investigar a orientacdo das moléculas no sitio ativo da enzima, pois a diferenca
estrutural € minima, com diferencas de potencialidade tripanocida evidentes, o que
motiva a investigacdo de “docking” dos compostos na enzima para um melhor

entendimento no mecanismo de acgéao.
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5. Parte Experimental



5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Generalidades

Os reagentes foram adquiridos da Acros Organics, Fluka, Vetec ou Sigma-
Aldrich, enquanto que os solventes foram provenientes da Vetec ou Dinamica. Os
solventes deuterados (DMSO-dg) sdo da marca CIL (Tédia Brazil). Tiossemicarbazida
foi adquirida pela Sigma-Aldrich. O acetato de sodio foi fundido em bico de Bunsen
antes do uso.

As reacBes foram acompanhadas em cromatografia de camada delgada
(CCD) utilizando silica-gel 60 contendo indicador fluorescente Fus4. As placas
cromatograficas foram visualizadas em uma lampada ultravioleta (com duplo
comprimento de onda 365 ou 254nm).

As reacdes mediadas pela irradiacdo no ultrassom foram realizadas em banho
de ultrassom modelo Uniqgue EM-804 TGR usando frequéncia de 40 KHz (180 W).
Em todas as reacdes no ultrassom, ndo houve aquecimento externo.

Os pontos de fusdo foram medidos em capilares usando um aparelho de
Thomas Hoover e os valores ndo foram posteriormente corrigidos. Quando nédo
especificado pela abreviacdo “dec” (decomposi¢do), os valores indicam que os
produtos se fundiram sem aparente decomposi¢cado da amostra.

Para todos os compostos foram feitas as analises de RMN de 'H e *C e
quando necessério a andlise bidimensional (DEPT). Os espectros de RMN *H e *C
foram adquiridos nos instrumentos Varian modelo Unity Plus (400 MHz para *H; 100
MHz para **C) ou Bruker AMX (300 MHz para *H e 75.5 MHz para o *3C), usando o
tetrametilsilano como padrdo interno. A multiplicidade dos sinais nos espectros de
RMN *H foram designadas da seguinte forma: s / singleto; d / dubleto; t / tripleto; dd /
duplo dupleto; g / quarteto; m / multipleto.

Para os espectros no infravermelho, utilizou-se o instrumento Bruker (Modelo
IFS 66) usando pastilhas de KBr. As micro-analises para C, N, H, S foram feitas em
um analisador elementar Carlo Erba (modelo EA 1110). Para os espectros de
massas de alta-resolugdo (EMAR), usou-se a técnica de ionizacdo por electrospray
(ESI) nos modos positivos (ESI+) ou negativo (ESI-) com deteccdo no modo "time-of-
flight" (TOF), medidos nos aparelhos LC-IT-TOF da Shimadzu.
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5.2 Metodologias Sintéticas e Dados Espectroscoépicos

5.2.1 1-(3,4-diclorofenil)-etilideno-tiossemicarbazida (Int-1; GT-01)

H
N NH>

A
N/\“/

S
Cl

Cl

5.2.1.1 Sob agitacdo magnética: em um baldo de 100 mL, foram adicionados 1.06
mmol (0.097 g) de tiossemicarbazida, 20 mL de etanol, 1.06 mmol (0.2 g) da 3',4’-
dicloroacetofenona e 4 gotas de acido sulfurico. A mistura reacional foi mantida sob
agitacdo magnética em refluxo (90 °C) durante 20 horas. O precipitado formado foi
filtrado em funil sinterizado lavando-se com etanol. O produto foi recristalizado com
tolueno a quente.

Cristais incolores; PF: 187-189 °C; Rend.: 0.10 g (38%).

5.2.1.2 Ultrassom: em um tubo de centrifuga, foram adicionados 1,06 mmol (0.2 g)
da 3’,4’-dicloroacetofenona, 1,06 mmol (0.097 g) de tiossemicarbazida, 3 mL de
etanol e 5 gotas de acido sulfarico. A mistura foi mantida sob banho de ultrassom a
temperatura ambiente por 30 minutos. Apds isso, o precipitado formado foi filtrado em
funil sinterizado, lavado com etanol e seco no dessecador sob vacuo. O produto foi
recristalizado com tolueno a quente.

Cristais incolores; P.F.: 187-189 °C; Rend.: 0.22 g (80%); R= 0.56 (Tolueno / Acetato
de etila 6:4).

5.2.1.3 Analise elementar para CgHgCI;N3S: Teorico: C, 41.23; H, 3.46; N, 16.03; S,
12.23. Calculado: C, 41,21; H, 3,61; N, 16,36; S, 12,78.

5.2.1.4 IV, principais sinais: 3427 (NH,), 3399 (NH), 3138 (C-H), 1591 (C=N) cm™.

5.2.1.5 RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): & 2.27 (s, 3H, CHa), 7.58 (d, 1H, Ar), 7.86
(dd, 1H, Ar), 8.18 (s, 1H, NH,), 8.26 (d, 1H, Ar), 8.36 (s, 1H, NH,), 10.29 (s, 1H, NH).

Os sinais com & em 8.18, 8.36 e 10.29 ppm desaparecem apoés adigdo de D,0.
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5.2.1.6 RMN de **C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d¢): & 13.8 (CHs), 126.7 (CH, Ar),
128.2 (CH, Ar), 130.2 (CH, Ar), 131.3 (C, Ar), 131.6 (3CIC, Ar), 138.2 (4CIC, Ar),
145.312 (C=N), 179.0 (C=S).

5.2.1.7 EMAR (ESI): Calculado para CgHgCl.N3S [M-H]: 259.98; encontrado
259.9565.

5.2.2 1-(3,4-diclorofenil)etilideno-4-metiltiossemicarbazida (Int-2; GT-03)

H H

N N
N/\"/

S

N

Cl
Cl

5.2.2.1 Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 2.1.2: 1.06 mmol (0.2
g) da 3',4’-dicloroacetofenona, 1.06 mmol (0.111 g) de 4-metil-3-tiossemicarbazida, 5
mL de etanol e 5 gotas de &cido sulfurico. O produto foi recristalizado em tolueno a
quente.

Cristais incolores; PF: 195-197 °C; Rend.: 0.24 g (84%); R= 0.7 (Tolueno / Acetato de
etila 6:4).

5.2.2.2 Andlise elementar para C,0H11CIoN3S: Tedrico: C, 43.49; H, 4.01; N, 15.21;
S, 11.61. Calculado: C, 43.34; H, 3.98; N, 15.55; S, 11.74.
5.2.2.3 IV, principais sinais: 3343 e 3219 (NH), 1547 (C=N) cm™.

5.2.2.4 RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): & 2.28 (s, 3H, CHa), 3.04 (d, 3H, N—CHs,
acoplamento com o N-H), 7.63 (d, 1H, Ar), 7.88 (dd, 1H, Ar), 8.23 (d, 1H, Ar), 8.61 (d
largo, 1H, CH3—NH), 10.33 (s, 1H, NH).

5.2.2.5 RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 13.8 (CHs), 31.1 (N-CHy),
126.7 (CH, Ar), 128.1 (CH, Ar), 130.2 (CH, Ar), 131.3 (C, Ar), 131.5 (3CIC, Ar), 138.3
(4CIC, Ar), 145.0 (C=N), 178.6 (C=S).

5.2.2.6 EMAR (ESI): Calculado para CioH1,CLN3S [M+H]": 276.01; encontrado
275.9475.
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5.2.3 1-(3,4-diclorofenil)-etilideno-4-feniltiossemicarbazida (Int-3; GT-02)

Cl
Cl

5.2.3.1 Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 2.1.2: 1.06 mmol (0.2
g) da 3’,4’-dicloroacetofenona, 1.06 mmol (0.177 g) de 4-fenil-3-tiossemicarbazida, 5
mL de etanol e 5 gotas de acido cloridrico. O produto foi recristalizado em tolueno a
quente.

Cristais incolores; PF: 200-202 °C; Rend.: 0.32 g (89%); R= 0.73 (Tolueno / Acetato
de etila 6:4).

5.2.3.2 Anédlise elementar para C;5H13CIoN3S: Tedrico: C, 53.26; H, 3.87; N, 12.42;
S, 9.48. Calculado: C, 53.23; H, 3.84; N, 12.31; S, 9.32.

5.2.3.3 IV, principais sinais: 3309 e 3239 (NH), 3046 (C-H), 1523 (C=N) cm™.

5.2.3.4 RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): 8 2.36 (s, 3H, CHs), 7.23 (t, 1H, Ar), 7.38 (t,
2H, Ar), 7.51 (d, 2H, Ar), 7.64 (d, 1H, Ar), 7.97 (dd, 1H, Ar), 8.34 (d, 1H, Ar), 10.18 (s,
1H, NH), 10.66 (s, 1H, ArNH).

5.2.3.5 RMN de **C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 14.2 (CHa), 125.6 (CH, Ar),
126.5 (CH, Ar), 127.0 (CH, Ar), 128.1 (CH, Ar), 128.4 (CH, Ar), 130.2 (CH, Ar), 131.3
(C, Ar), 131.8 (3CIC, Ar), 138.1 (4CIC, Ar), 139.2 (C-N, Ar), 146.3 (C=N), 177.3
(C=S).

5.2.3.6 EMAR (ESI): Calculado para CisH14ClLN3S [M+H]": 338.03; encontrado
337.9678.
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5.2.4 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazona]tiazolidina-4-ona (23a; GT-04)

N
HN
Cl

@)
Cl

5.2.4.1 Sob agitagdo magnética: em um baldo de 100 mL, foram adicionados 3.81
mmol (1.0 g) do composto (GT-01), 30 mL de etanol e 15.24 mmol (1.25 g) de
acetato de sodio anidro. Apdés aquecimento por cerca de 15 minutos, foram
adicionados 5.73 mmol (0.8 g) de bromoacetato de etila e a reacao foi entdo mantida
sob refluxo (90 °C) durante 20 horas (monitorada por CCD). Apds esse tempo, 0
precipitado formado foi separado em funil de Blchner com filtro sinterizado, lavado
com etanol resfriado e depois transferido para o dessecador sob vacuo. O produto foi
purificado por recristalizacdo em ciclohexano a quente.

Cristais incolores; PF: 234-236 °C; Rend.: 0.75 g (65%); Rs: 0.53 (Tolueno / Acetato
de etila 6:4).

5.2.4.2 Analise elementar para C;1;HoCI;N3OS: Tedrico: C, 43.72; H, 3.00; N, 13.91;
S, 10.61. Calculado: C, 44.00; H, 3.20; N, 13.47; S, 10.11.

5.2.4.3 IV, principais sinais: 3143 (NH), 2985 (C-H), 1715 (C=0), 1628 (C=N) cm™.

5.2.4.4 RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): & 2.36 (s, 3H, CHs), 3.89 (s, 2H, S—CHy),
7.69 (d, 1H, Ar), 7.80 (d, 1H, Ar), 8.00 (s, 1H, Ar), 12.06 (s, 1H, NH).

5.2.4.5 RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 14.8 (CHs), 33.3 (CH,,
heterociclo), 126.8 (CH, Ar), 128.4 (CH, Ar), 131.0 (CH, Ar), 131.8 (C, Ar), 132.7
(3CIC, Ar), 138.7 (4CIC, Ar), 158.6 (C=N), 166.0 (S—C=N), 174.3 (C=0).

5.2.4.6 EMAR (ESI): Calculado para Ci;H;0CIL.N3OS [M+H]": 301.99; encontrado
301.9364.
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5.2.5 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazona]-5-metiltiazolidina-4-ona (23b; GT-
04B)

Cl
Cl

5.2.5.1 Procedimento experimental semelhante ao descrito no item 2.4.1: 3.81 mmol
(2.0 g) do composto (GT-01), 30 mL de etanol, 15.24 mmol (1.25 g) de acetato de
sédio e 7.62 mmol (1.272 g) de 2-bromopropionato de metila. O produto foi purificado
por recristalizagéo em tolueno \ ciclohexano 2:1 a quente.

Cristais incolores; PF: 208-210 °C; Rend.: 0.68 g (56%); Rs: 0.52 (Tolueno / Acetato
de etila 6:4).

5.2.5.2 Andlise elementar para C;,H11CIoN3OS: Tedrico: C, 45.58; H, 3.51; N, 13.29;
S, 10.14. Calculado: C, 45.86; H, 3.68; N, 12.90; S, 10.00.

5.2.5.3 IV, principais sinais: 3422 (NH), 3139 (C-H), 1704 (C=0), 1627 (C=N) cm™.

5.2.5.4 RMN de *H (300 MHz, DMSO-d¢) na presenca de isdbmeros: & 1.48 (d, 3H,
CHs heterociclo), 2.27 e 2.35 (s, 3H, CH3), 4.15 (q, 1H, CH heterociclo), 7.60 e 7.68
(d, 1H, Ar), 7.78 e 7.87 (d, 1H, Ar), 7.99 e 8.26 (s, 1H, Ar), 8.36 e 12.06 (s, 1H, NH).

5.2.5.5 RMN de '3C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg) na presenca de isdmeros: &
13.8 e 14.3 (CH3 posicéo 5-heterociclo), 18.8 (CH3), 41.0 (CH, heterociclo), 126.4 e
126.8 (CH, Ar), 127.8 e 128.2 (CH, Ar), 130.2 (CH, Ar), 131.3 e 131.6 (C, Ar), 132.2
(3CIC, Ar), 138.2 e 138.3 (4CIC, Ar), 145.3 (C=N), 157.9 (S-C=N), 177.3 (C=0).

5.2.5.6 EMAR (ESI): Calculado para Ci,H;2CI,N3OS [M+H]": 316.01; encontrado
315.9491.
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5.2.6 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazonal-5-etiltiazolidin-4-ona (23c; GT-
04A)

Cl
Cl

5.2.6.1 Procedimento experimental semelhante ao descrito no item 2.4.1: 3.81 mmol
(2.0 g) do composto (GT-01), 25 mL de etanol, 15.24 mmol (1.25 g) de acetato de
sédio e 7.62 mmol (1.272 g) de 2-bromobutanoato de etila. O produto foi purificado
por recristalizagdo em tolueno a quente.

Cristais incolores; PF: 175-177 °C; Rend.: 0.94 g (75%); Rs: 0.63 (Tolueno / Acetato
de etila 6:4).

5.2.6.2 Andlise elementar para C,3H13CIoN3OS: Tedrico: C, 47.28; H, 3.97; N, 12.72;
S, 9.71. Calculado: C, 47.20; H, 3.60; N, 12.34; S, 9.55.

5.2.6.3 IV, principais sinais: 2975 (C-H), 1704 (C=0), 1623 (C=N) cm™.

5.2.6.4 RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): & 0.95 (s largo, 3H, CHs), 1.88 (m, 2H,
CHy), 2.36 (s, 3H, CHj3), 4.20 (s largo, 1H, CH heterociclo), 7.69 (d, 1H, Ar), 7.80 (d,
1H, Ar), 7.99 (s, 1H, Ar), 12.05 (s, 1H, NH).

5.2.6.5 RMN de **C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 10.3 (CHs), 14.3 (CHa), 25.4
(CH,), 49.0 (CH), 126.4 (CH, Ar), 127.9 (CH, Ar), 130.6 (CH, Ar), 131.3 (C, Ar), 132.2
(3CIC, Ar), 138.3 (4CIC, Ar), 158.2 (C=N), 164.1 (S—C=N), 176.0 (C=0).

5.2.6.6 EMAR (ESI): Calculado para Ci3H14CI,N3OS [M+H]": 330.02; encontrado
329.9624.
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5.2.7 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazonal-5-isopropiltiazolidin-4-ona (23d;
GT-04C)

Cl
Cl

5.2.7.1 Procedimento experimental semelhante ao descrito no item 2.4.1: 3.81 mmol
(2.0 g) do composto (GT-01), 30 mL de etanol, 15.24 mmol (1.25 g) de acetato de
sédio e 7.62 mmol (1.379 g) de acido 2-bromo-3-metilbutilico. O produto foi purificado
por recristalizagéo em tolueno \ ciclohexano 2:1 a quente.

Cristais incolores; PF: 193-195 °C; Rend.: 0.73 g (56%); Ry 0.6 (Tolueno / Acetato de
etila 6:4).

5.2.7.2 Andlise elementar para C,4H15CI,N3OS: Tedrico: C, 48.84; H, 4.39; N, 12.21;
S, 9.31. Calculado: C, 49.19; H, 4.56; N, 12.16; S, 9.49.
5.2.7.3 IV, principais sinais: 2953 (C-H), 1707 (C=0), 1616 (C=N) cm™.

5.2.7.4 RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): 8 0.87 (d, 3H, CHs), 0.98 (d, 3H, CH3), 2.36
(s, 3H, CHs3), 2.50 (s largo, 1H, CH), 4.30 (s largo, 1H, CH heterociclo), 7.69 (d, 1H,
Ar), 7.81 (d, 1H, Ar), 7.99 (s, 1H, Ar), 12.06 (s, 1H, NH).

5.2.7.5 RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 14.4 (CHs), 16.4 (CHs), 20.3
(CHs), 29.9 (CH), 54.7 (CH), 126.4 (CH, Ar), 128.0 (CH, Ar), 130.6 (CH, Ar), 131.3 (C,
Ar), 132.3 (3CIC, Ar), 138.3 (4CIC, Ar), 158.6 (C=N), 163.7 (S—C=N), 175.4 (C=0).

5.2.7.6 EMAR (ESI): Calculado para C14H16CIoN30S [M-H]": 344.04; encontrado
343.9749.

97



5.2.8 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazona]-5-feniltiazolidin-4-ona (23e; GT-
04D)

Cl
Cl

5.2.8.1 Procedimento experimental semelhante ao descrito no item 2.4.1: 3.81 mmol
(1.0 g) do composto (GT-01), 25 mL de etanol, 15.24 mmol (1.25 g) de acetato de
sédio e 7.62 mmol (1.512 g) de 2-cloro-2-fenilacetato de etila. O produto foi purificado
por recristalizacdo em tolueno a quente.

Cristais incolores; PF: 245-247 °C; Rend.: 0.95 g (65%); Rs: 0.57 (Tolueno / Acetato
de etila 6:4).

5.2.8.2 Andlise elementar para C,7H13CI2N3OS: Tedrico: C, 53.98; H, 3.46; N, 11.11;
S, 8.48. Calculado: C, 53.75; H, 3.53; N, 11.12; S, 8.78.

5.2.8.3 IV, principais sinais: 1711 (C=0), 1618 (C=N) cm™.

5.2.8.4 RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): & 2.41 (s, 3H, CHas), 5.49 (s, 1H, CH
heterociclo), 7.39 (s largo, 5H, Ar), 7.68 (d, 1H, Ar), 7.81 (dd, 1H, Ar), 8.01 (d, 1H, Ar),
12.35 (s, 1H, NH).

5.2.8.5 RMN de '*C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 14.9 (CHs), 51.4 (CH,
heterociclo), 126.9 (CH, Ar), 128.4 (CH, Ar), 128.7 (CH, Ar), 128.9 (CH, Ar), 129.3
(CH, Ar), 131.1 (CH, Ar), 131.8 (C, Ar), 132.8 (C, Ar), 137.2 (3CIC, Ar), 138.6 (4CIC,
Ar), 159.2 (C=N), 162.0 (S-C=N), 175.0 (C=0).

98



5.2.9 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazona]-3-metiltiazolidin-4-ona (23f;, GT-
06)

Cl /

Cl

5.2.9.1 Procedimento experimental semelhante ao descrito no item 2.4.1: 3.62 mmol
(1.0 g) do composto (GT-03), 40 mL de etanol, 14.48 mmol (1.187 g) de acetato de
sédio e 5.43 mmol (0.754 g) de bromoacetato de etila. O produto foi purificado por
recristalizacdo em tolueno a quente.

Cristais incolores; PF: 195-197 °C; Rend.: 0.70 g (61%); Rs: 0.73 (Tolueno / Acetato
de etila 6:4).

5.2.9.2 Andlise elementar para C;,H11CIoN3OS: Tedrico: C, 45.58; H, 3.51; N, 13.29;
S, 10.14. Calculado: C, 45.48; H, 3.33; N, 13.18; S, 9.90.

5.2.9.3 IV, principais sinais: 2942 (C-H), 1717 (C=0), 1613 e 1570 (C=N) cm™.

5.2.9.4 RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg): & 2.43 (s, 3H, CHa), 3.20 (s, 3H, N-CHs),
3.95 (s, CH; heterociclo), 7.72 (d, 1H, Ar), 7.83 (dd, 1H, Ar), 8.03 (d, 1H, Ar).

5.2.9.5 RMN de *3C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg): & 14.2 (CHs), 29.2 (N—CHs), 32.0
(CH, heterociclo), 126.3 (CH, Ar), 127.9 (CH, Ar), 130.5 (CH, Ar), 131.2 (C, Ar), 132.3
(3CIC, Ar), 138.1 (4CIC, Ar), 159.4 (C=N), 164.5 (S—C=N), 172.0 (C=0).

5.2.9.6 EMAR (ESI): Calculado para Ci,H1,ClbN3OS [M+H]": 316.01; encontrado
315.9498.
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5.2.10 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazona]-3,5-dimetiltiazolidin-4-ona (23g;
GT-06B)

cl /

Cl

5.2.10.1 Procedimento experimental semelhante ao descrito no item 2.4.1: 3.62 mmol
(1.0 g) do composto (GT-03), 45 mL de etanol, 14.48 mmol (1.187 g) de acetato de
sédio e 5.43 mmol (0.906 g) de 2-bromopropionato de metila. O produto foi purificado
por recristalizagéo em ciclohexano \ tolueno 3:1 a quente.

Cristais incolores; PF: 178-180 °C; Rend.: 0.90 g (75%); Rs: 0.8 (Tolueno / Acetato de
etila 6:4).

5.2.10.2 Anélise elementar para Ci3H13CIoN3OS: Teodrico: C, 47.28; H, 3.97; N,
12.72; S, 9.71. Calculado: C, 47.33; H, 3.81; N, 12.63; S, 9.69.
5.2.10.3 IV, principais sinais: 1704 (C=0), 1606 e 1570 (C=N) cm™.

5.2.10.4 RMN de *H (400 MHz, DMSO-dg): & 1.53 (d, 3H, CHs), 2.42 (s, 3H, CHs),
3.22 (s, 3H, N-CH3), 4.24 (quar, CH heterociclo), 7.70 (d, 1H, Ar), 7.82 (dd, 1H, Ar),
8.02 (d, 1H, Ar).

5.2.10.5 RMN de 'C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg): & 14.1 (CHs, posicdo 5 do
heterociclo), 18.5 (CH3), 29.3 (N—-CHj3), 41.1 (CH heterociclo), 126.3 (CH, Ar), 127.8
(CH, Ar), 130.4 (CH, Ar), 131.2 (C, Ar), 132.2 (3CIC, Ar), 138.1 (4CIC, Ar), 159.3
(C=N), 163.0 (S-C=N), 175.0 (C=0).

5.2.10.6 EMAR (ESI): Calculado para C;3H14CIoN3OS [M+H]™: 330.02; encontrado
329.9630.
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5.2.11 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazona]l-5-etil-3-metiltiazolidin-4-ona
(23h; GT-06A)

N

N

Cl /

Cl

O

5.2.11.1 Procedimento experimental semelhante ao descrito no item 2.4.1: 3.62 mmol
(1.0 g) do composto (GT-03), 45 mL de etanol, 14.48 mmol (1.187 g) de acetato de
sédio e 5.43 mmol (0.906 g) de 2-bromobutanoato de etila. O produto foi purificado
por recristalizacdo em ciclohexano a quente.

Cristais incolores; PF: 167-168 °C; Rend.: 0.80 g (64%); Rs: 0.81 (Tolueno / Acetato
de etila 6:4).

5.2.11.2 Anédlise elementar para Ci4H;5CIoN3OS: Tedrico: C, 48.84; H, 4.39; N,
12.21; S, 9.31. Calculado: C, 48.83; H, 4.09; N, 12.15; S, 9.58.

5.2.11.3 IV, principais sinais: 2970 (C-H), 1716 (C=0), 1610 e 1567 (C=N) cm™.
5.2.11.4 RMN de 'H (400 MHz, DMSO-dg): & 0.95 (t, 3H, CHs), 1.83 (m, 1H, CH,),
2.02 (m, 1H, CH,), 2.42 (s, 3H, CHs), 3.19 (s, 3H, N-CHs), 4.27 (dd, 1H, CH
heterociclo), 7.70 (d, 1H, Ar), 7.83 (dd, 1H, Ar), 8.02 (d, 1H, Ar).

5.2.11.5 RMN de **C e DEPT (100 MHz, DMSO-dg): & 10.1 (CHa3), 14.2 (CHs), 25.3
(CHy), 29.2 (N-CH3), 48.1 (CH heterociclo), 126.3 (CH, Ar), 127.9 (CH, Ar), 130.4
(CH, Ar), 131.2 (C, Ar), 132.3 (3CIC, Ar), 138.1 (4CIC, Ar), 159.5 (C=N), 162.9 (S-
C=N), 174.0 (C=0).
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5.2.12 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazona]-5-isopropil-3-metiltiazolidin-4-
ona (23i; GT-06C)

Cl /

Cl

5.2.12.1 Procedimento experimental semelhante ao descrito no item 2.4.1: 3.62 mmol
(1.0 g) do composto (GT-03), 45 mL de etanol, 14.48 mmol (1.187 g) de acetato de
sédio e 7.24 mmol (1.31 g) de acido 2-bromo-3-metil-butilico. O produto foi purificado
por recristalizagéo em ciclohexano \ tolueno 3:1 a quente.

Cristais incolores; PF: 137-140 °C; Rend.: 0.70 g (53%); Rs: 0.84 (Tolueno / Acetato
de etila 6:4).

5.2.12.2 Analise elementar para CisH17CIoN3OS: Tedrico: C, C, 50.28; H, 4.78; N,
11.73; S, 8.95. Calculado: C, 50.29; H, 4.64; N, 11.71; S, 9.19.

5.2.12.3 IV, principais sinais: 2947 (C-H), 1713 (C=0), 1610 e 1563 (C=N) cm™.

5.2.12.4 RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): & 0.84 (d, 3H, CHs), 1.00 (d, 3H, CHs),
2.43 (s, 3H, CHg3), 2.45 (m, 1H, CH), 3.21 (s, 3H, N-CH3), 4.38 (d, 1H, CH
heterociclo), 7.72 (d, 1H, Ar), 7.85 (dd, 1H, Ar), 8.03 (d, 1H, Ar).

5.2.12.5 RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): 8 14.4 (CHz), 16.4 (CHs), 20.2
(CHs), 29.3 (CH), 30.1 (N-CHs3), 53.9 (CH heterociclo), 126.5 (CH, Ar), 128.1 (CH, Ar),
130.7 (CH, Ar), 131.3 (C, Ar), 132.4 (3CIC, Ar), 138.1 (4CIC, Ar), 159.9 (C=N), 163.2
(S—C=N), 173.8 (C=0).

5.2.12.6 EMAR (ESI): Calculado para C;sH1gCIoN3OS [M+H]™: 358.05; encontrado
357.9853.
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5.2.13 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazona]l-3-metil-5-feniltiazolidin-4-ona
(23j; GT-06D)

cl /

Cl

5.2.13.1 Procedimento experimental semelhante ao descrito no item 2.4.1: 2.68 mmol
(0.742 g) do composto (GT-03), 40 mL de etanol, 10.72 mmol (0.879 g) de acetato de
sédio e 5.36 mmol (1.06 g) de 2-cloro-2-fenilacetato de etila. O produto foi purificado
por recristalizagdo em tolueno a quente.

Cristais incolores; PF: 194-196 °C; Rend.: 0.91 g (87%); Rs: 0.82 (Tolueno / Acetato
de etila 6:4).

5.2.13.2 Anélise elementar para CigHi5CIoN3OS: Teodrico: C, 55.11; H, 3.85; N,
10.71; S, 8.17. Calculado: C, 55.37; H, 3.92; N, 10.58; S, 8.44.

5.2.13.3 IV, principais sinais: 1709 (C=0), 1603 e 1565 (C=N) cm™.

5.2.13.4 RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): & 2.47 (s, 3H, CH3), 2.50 (s, 3H, N—CHs),
5.55 (s, 1H, CH heterociclo), 7.39 (m, 5H, Ar), 7.71 (d, 1H, Ar), 7.84 (dd, 1H, Ar), 8.03
(d, 1H, Ar).

5.2.13.5 RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-d¢): & 14.4 (CH3), 29.9 (N-CHs),
50.1 (CH heterociclo), 126.5 (CH, Ar), 128.0 (CH, Ar), 128.3 (CH, Ar), 128.5 (CH, Ar),
128.8 (CH, Ar), 130.6 (CH, Ar), 131.3 (C, Ar), 136.5 (3CIC, Ar), 138.0 (4CIC, Ar),
160.0 (C=N), 163.0 (S—C=N), 173.0 (C=0).
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5.2.14 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazona]-3-feniltiazolidin-4-ona (23k; GT-
05)

Y
N/

Cl

5.2.14.1 Procedimento experimental semelhante ao descrito no item 2.4.1: 2.96 mmol
(1.0 g) do composto (GT-02), 80 mL de etanol, 11.84 mmol (0.970 g) de acetato de
sédio e 4.44 mmol (0.616 g) de bromoacetato de etila. O produto foi purificado por
recristalizacdo em tolueno a quente.

Cristais incolores; PF: 232-233 °C; Rend.: 0.8 g (71%); Ry 0.79 (Tolueno / Acetato de
etila 6:4).

5.2.14.2 Anélise elementar para Ci17H13CI2N3OS: Tedrico: C, 53.98; H, 3.46; N,
11.11; S, 8.48. Calculado: C, 53.68; H, 3.42; N, 10.89; S, 7.94.
5.2.14.3 IV, principais sinais: 2970 (C-H), 1728 (C=0), 1606 e 1562 (C=N) cm™.

5.2.14.4 RMN de 'H (400 MHz, DMSO-d¢): & 2.16 (s, 3H, CHa), 4.10 (s, 2H, CH,
heterociclo), 7.41 (d, 2H, Ar), 7.45 (t, 1H, Ar), 7.53 (t, 1H, Ar), 7.70 (d, 1H, Ar), 7.79
(d, 1H, Ar), 7.99 (s, 1H, Ar).

5.2.14.5 RMN de **C e DEPT (100 MHz, DMSO-d¢): & 14.3 (CHa), 32.2 (CH,), 126.3
(CH, Ar), 127.8 (CH, Ar), 128.4 (CH, Ar), 128.7 (CH, Ar), 130.5 (CH, Ar), 134.9 (C,
Ar), 136.8 (C, Ar), 163.0 (C=N), 171.6 (S—C=N), 198.6 (C=0).
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5.2.15 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazonal-3-fenil-5-metiltiazolidin-4-ona

(231; GT-05B)
N
N
Cl
@)

Cl

5.2.15.1 Procedimento experimental semelhante ao descrito no item 2.4.1: 2.96 mmol
(1.0 g) do composto (GT-02), 50 mL de etanol, 11.84 mmol (0.970 g) de acetato de
sédio e 5.92 mmol (0.642 g) de 2-bromopropionato de metila. O produto foi purificado
por recristalizagéo em ciclohexano \ tolueno 3:1 a quente.

Cristais incolores; PF: 208-209 °C; Rend.: 0.78 g (67%); Rs: 0.83 (Tolueno / Acetato
de etila 6:4).

5.2.15.2 Anédlise elementar para C.gH;5CIoN3OS: Tedrico: C, 55.11; H, 3.85; N,
10.71; S, 8.17. Calculado: C, 55.36; H, 4.01; N, 10.44; S, 7.64.

5.2.15.3 IV, principais sinais: 1712 (C=0), 1609 e 1571 (C=N) cm™.

5.2.15.4 RMN de *H (300 MHz, DMSO-d¢): & 1.63 (d, 3H, CHz3), 2.16 (s, 3H, CHs),
4.41 (quar, 1H, CH heterociclo), 7.41-7.55 (m, 5H, Ar), 7.70 (d, 1H, Ar), 7.79 (dd, 1H,
Ar), 7.99 (d, 1H, Ar).

5.2.15.5 RMN de **C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 14.3 (CHs), 18.7 (CH3), 41.0
(CH heterociclo), 126.4 (CH, Ar), 127.9 (CH, Ar), 128.5 (CH, Ar), 128.8 (CH, Ar),
130.6 (CH, Ar), 131.3 (C, Ar), 132.4 (3CIC, Ar), 135.0 (C, Ar), 138.0 (4CIC, Ar), 159.7
(C=N), 163.2 (S-C=N), 174.8 (C=0).
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5.2.16 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazona]-3-fenil-5-etiltiazolidin-4-ona
(23m; GT-05A)

N
N
Cl
@)

Cl

5.2.16.1 Procedimento experimental semelhante ao descrito no item 2.4.1: 2.96 mmol
(1.0 g) do composto (GT-02), 50 mL de etanol, 11.84 mmol (0.970 g) de acetato de
sédio e 4.44 mmol (0.740 g) de 2-bromobutanoato de etila. O produto foi purificado
por recristalizagéo em ciclohexano a quente.

Cristais incolores; PF: 154 °C; Rend.: 0.42 g (35%); Ry 0.86 (Tolueno / Acetato de
etila 6:4).

5.2.16.2 Andlise elementar para Ci9H;7CI;N3OS: Teorico: C, 56.16; H, 4.22; N,
10.34; S, 7.89. Calculado: C, 55.80; H, 4.23; N, 9.96; S, 7.97.

5.2.16.3 IV, principais sinais: 1708 (C=0), 1607 e 1568 (C=N) cm™.

5.2.16.4 RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): & 1.03 (t, 3H, CHg), 1.98 (m, 1H, CH,),
2.08 (M, 1H, CHy), 2.16 (s, 3H, CH3), 4.45 (dd, 1H, CH heterociclo), 7.39-7.55 (m, 5H,
Ar), 7.71 (d, 1H, Ar), 7.80 (dd, 1H, Ar), 7.99 (d, 1H, Ar).

5.2.16.5 RMN de C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): 8 10.1 (CHs), 14.4 (CHs), 25.5
(CH,), 48.2 (CH heterociclo), 126.4 (CH, Ar), 127.9 (CH, Ar), 128.5 (CH, Ar), 128.9
(CH, Ar), 130.6 (CH, Ar), 131.3 (C, Ar), 132.4 (3CIC, Ar), 134.9 (C, Ar), 138.0 (4CIC,
Ar), 160.0 (C=N), 163.0 (S—C=N), 173.9 (C=0).

5.2.16.6 EMAR (ESI): Calculado para Ci9H1gCIoN3OS [M+H]™: 406.05; encontrado
405.9517.
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5.2.17  2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazona]-3-fenil-5-isopropiltiazolidin-4-
ona (23n; GT-05C)

N
N
Cl
@)

Cl

5.2.17.1 Procedimento experimental semelhante ao descrito no item 2.4.1: 2.96 mmol
(1.0 g) do composto (GT-02), 50 mL de etanol, 11.84 mmol (0.970 g) de acetato de
sédio e 5.92 mmol (1.071 g) de acido 2-bromo-3-metilbutilico. O produto foi purificado
por recristalizacdo em ciclohexano a quente.

Cristais incolores; PF: 158-160 °C; Rend.: 0.76 g (61%); Ry 0.9 (Tolueno / Acetato de
etila 6:4).

5.2.17.2 Andlise elementar para CyoH19CI2N3OS: Tedrico: C, 57.15; H, 4.56; N,
10.00; S, 7.63. Calculado: C, 57.16; H, 4.49; N, 9.90; S, 7.68.

5.2.17.3 IV, principais sinais: 2964 (C-H), 1720 (C=0), 1603 e 1564 (C=N) cm™.

5.2.17.4 RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): & 0.98 (d, 3H, CHa), 1.06 (d, 3H, CHa),
2.16 (s, 3H, CHy), 2.36 (s largo, 1H, CH), 4.53 (d, 1H, CH heterociclo), 7.36-7.56 (m,
5H, Ar), 7.71 (d, 1H, Ar), 7.81 (dd, 1H, Ar), 7.99 (d, 1H, Ar).

5.2.17.5 RMN de **C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 14.5 (CHs), 16.5 (CH3), 20.1
(CH3), 30.5 (CH), 53.8 (CH heterociclo), 126.5 (CH, Ar), 127.9 (CH, Ar), 128.4 (CH,
Ar), 128.7 (CH, Ar), 130.2 (CH, Ar), 131.3 (C, Ar), 132.5 (3CIC, Ar), 134.8 (C, Ar),
138.0 (4CIC, Ar), 160.3 (C=N), 163.1 (S—C=N), 173.5 (C=0).

5.2.17.6 EMAR (ESI): Calculado para C,oH2ClLN3OS [M+H]": 420.07; encontrado
419.9888.
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5.2.18 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno)hidrazonal-3,5-difeniltiazolidin-4-ona (230;

GT-05D)
N
N
Cl
@)

Cl

5.2.18.1 Procedimento experimental semelhante ao descrito no item 2.4.1: 2.96 mmol
(1.0 g) do composto (GT-02), 40 mL de etanol, 11.84 mmol (0.970 g) de acetato de
sédio e 5.92 mmol (1.175 g) de 2-cloro-2-fenilacetato de etila. O produto foi purificado
por recristalizagdo em tolueno a quente.

Cristais incolores; PF: 210-212 °C; Rend.: 0.77 g (58%); Rs: 0.88 (Tolueno / Acetato
de etila 6:4).

5.2.18.2 Analise elementar para Cy3H;7CI;N3OS: Tedrico: C, 60.80; H, 3.77; N, 9.25;
S, 7.06. Calculado: C, 60.68; H, 3.74; N, 9.26; S, 7.08.

5.2.18.3 IV, principais sinais: 3053 (C-H), 1715 (C=0), 1605 e 1566 (C=N) cm™.

5.2.18.4 RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): & 2.20 (s, 3H, CHs), 5.70 (s, 1H, CH
heterociclo), 7.36-7.58 (m, 10H, Ar), 7.69 (d, 1H, Ar), 7.80 (dd, 1H, Ar), 7.99 (d, 1H,
Ar).

5.2.18.5 RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 14.0 (CHs), 50.1 (CH
heterociclo), 126.3 (CH, Ar), 127.8 (CH, Ar), 128.0 (CH, Ar), 128.1 (CH, Ar), 128.4
(CH, Ar), 128.7 (CH, Ar), 129.2 (CH, Ar), 129.6 (CH, Ar), 130.5 (CH, Ar), 133.5 (C,
Ar), 133.7 (C, Ar), 134.8 (C, Ar), 134.9 (C, Ar), 136.8 (C, Ar), 163.0 (C=N), 171.2 (S—
C=N), 198.0 (C=0).
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5.2.19 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazinil]-4-metil-1,3-tiazol (24a; GT-07)

Cl
Cl

5.2.19.1 Sob agitacdo magnética: em um baldo de 50 mL, foram adicionados 0.76
mmol (0.2 g) do composto (GT-01), 30 mL de etanol e 3.04 mmol (0.25 g) de acetato
de sodio anidro. Apés aquecimento por cerca de 15 minutos, foram adicionados 1.14
mmol (0.105 g) de 2-cloroacetona e a reacédo foi entdo mantida sob refluxo (90 °C)
durante 5 horas (monitorada por CCD). ApGs esse tempo, o precipitado branco (sal)
foi filtrado em papel de filtro, 0 sobrenadante foi evaporado a vacuo por completo.
Posteriormente o produto foi purificado por recristalizacdo em agua a quente.

Cristais marrons; PF: 102-104 °C; Rend.: 0.18 g (78%); Ry. 0.57 (Tolueno / Acetato de
etila 6:4)..

5.2.19.2 Analise elementar para C;2H;11CIoN3S: Tedrico: C, 48.01; H, 3.69; N, 14.00;
S, 10.68. Calculado: C, 48.07; H, 3.96; N, 14.07; S, 10.65.
5.2.19.3 IV, principais sinais: 3190 (NH), 1568 (C=N) cm™.

5.2.19.4 RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): & 1.88 (s, 3H, CHs), 2.15 (s, 3H, CHa),
6.30 (s, 1H, CH tiazol), 7.63 (d, 1H, Ar), 7.71 (dd, 1H, Ar), 7.90 (d, 1H, Ar), 11.99 (s,
1H, NH).

5.2.19.5 RMN de **C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 16.4 (CHs), 21.4 (CHs), 101.8
(CH tiazol), 125.5 (CH, Ar), 127.0 (CH, Ar), 130.5 (CH, Ar), 130.7 (C, Ar), 131.2
(3CIC, Ar), 138.8 (4CIC, Ar), 144.5 (C, tiazol), 169.5 (C=N), 172.2 (S-C=N).

5.2.19.6 EMAR (ESI): Calculado para Ci,H1,CIbN3S [M+H]™: 300.01; encontrado
300.0168.
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5.2.20 4-(clorometil)-2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazinil]-1,3-tiazol (24b; GT-
20)

Cl

Cl Cl

5.2.20.1 Sob agitagdo magnética: em um baldo de 100 mL, foram adicionados 3.81
mmol (1.0 g) do composto (GT-01), 30 mL de etanol e 15.24 mmol (1.25 g) de
acetato de sodio anidro. Apds aquecimento por cerca de 20 minutos, foram
adicionados 3.81 mmol (0.483 g) de 1,3-dicloroacetona e a reacao foi entdo mantida
sob refluxo (90 °C) durante 10 horas (monitorada por CCD). ApOs esse tempo, 0
precipitado branco (sal) foi filtrado em papel de filtro, o solvente da mistura reacional
foi reduzido a vacuo pela metade. O precipitado marrom escuro foi obtido, filtrado em
funil de Bluchner. Posteriormente o produto foi purificado por recristalizagdo em etanol
a quente.

Cristais marrons; PF.: 124-126 °C; Rend.: 1.12 g (88%); Ry. 0.64 (Tolueno / Acetato
de etila 6:4).

5.2.20.2 Analise elementar para C;2H;10CI3N3S: Tedrico: C, 43.07; H, 3.01; N, 12.56;
S, 9.58. Calculado: C, 43.07; H, 3.00; N, 12.42; S, 9.69.

5.2.20.3 IV, principais sinais: 3065 (CH), 1561 (C=N) cm™.

5.2.20.4 RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): & 2.30 (s, 3H, CHs), 3.31 (d, 1H, CH,),
3.55 (d, 1H, CH,), 6.30 (s, 1H, CH tiazol), 7.67 (d, 1H, Ar), 7.75 (dd, 1H, Ar), 7.96 (d,
1H, Ar), 9.03 (s, 1H, NH).
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5.2.21 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazinil]-4,5-dimetil-1,3-tiazol (24c; GT-21)

Cl
Cl

5.2.21.1 Sob agitacdo magnética: em um baldo de 100 mL, foram adicionados 3.81
mmol (1.0 g) do composto (GT-01), 30 mL de etanol e 15.24 mmol (1.25 g) de
acetato de sodio anidro. Apds aquecimento por cerca de 15 minutos, foram
adicionados 3.81 mmol (0.405 g) de 3-cloro-2-butanona e a reacéao foi entdo mantida
sob refluxo (90 °C) durante 15 horas (monitorada por CCD). Apds esse tempo, 0
precipitado branco (sal) foi filtrado em papel de filtro, o sobrenadante foi evaporado a
vacuo pela metade. O precipitado amarelo formado foi filtrado em funil de Blchner.
Posteriormente o produto foi purificado por recristalizacdo em etanol a quente.
Cristais amarelos; PF.: 157-159 °C; Rend.: 0.55 g (46%); Ry 0.51 (Tolueno / Acetato
de etila 6:4).

5.2.21.2 Analise elementar para C13H13CIoN3S: Teodrico: C, 49.69; H, 4.17; N, 13.37;
S, 10.20. Calculado: C, 49.35; H, 4.28; N, 13.27; S, 10.30.

5.2.21.3 IV, principais sinais: 3197 (NH), 2918 (CH), 1546 (C=N) cm™,

5.2.21.4 RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): 8 2.04 (s, 3H, CHa), 2.12 (s, 3H, CHs),
2.25 (s, 3H, CHa), 7.63 (d, 1H, Ar), 7.71 (dd, 1H, Ar), 7.90 (d, 1H, Ar), 11.525 (s, 1H,
NH).

5.2.21.5 RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 11.3 (CHs), 13.8 (CH3), 21.5
(CH3), 112.0 (N-C—CHs), 125.9 (CH, Ar), 127.3 (CH, Ar), 130.90 (CH, Ar), 130.98 (C,

Ar), 131.6 (3CIC, Ar), 139.4 (4CIC, Ar), 145.2 (S—C~CHj3), 167.4 (C=N), 172.5 (S—
C=N).
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5.2.22 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazinil]-4-fenil-1,3-tiazol (24d; GT-12)

Cl
Cl

5.2.22.1 Ultrassom: em um baldo de 100 mL, foram adicionados 3.81 mmol (0.758
g) da 2-bromoacetofenona e 25 mL de isopropanol, a mistura foi sonicada a
temperatura ambiente até total solubilizacdo dos reagentes. Em seguida foi
adicionado 3.81 mmol (1.0 g) do composto (GT-01). Logo apés a adigéo, verificou-se
total solubilizacdo e mudanca da coloragdo da mistura reacional de amarelo claro
para cinza. A mistura foi mantida sob banho de ultrassom a temperatura ambiente
por 2 horas. Apos isso, o precipitado formado foi filtrado, lavado com isopropanol e
seco no dessecador sob vacuo. O produto foi recristalizado a quente em mistura de
etanol / metanol 2:1.

Cristais cinza; P.F: 259-261 °C; Rend.: 0.98 g (71%); R= 0.62.

5.2.22.2 Analise elementar para C17H13CIoN3S: Tedrico: C, 56.36; H, 3.62; N, 11.60;
S, 8.85. Calculado: C, 56.34; H, 3.69; N, 11.51; S, 8.84.

5.2.22.3 |V, principais sinais: 2918 (CH), 1612 (C=N) cm™.

5.2.22.4 RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): & 2.31 (s, 3H, CHs), 7.30-7.43 (m, 4H, Ar),
7.65-7.94 (m, 5H, Ar), 11.25 (s largo, 1H, NH).

5.2.22.5 RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 11.5 (CHs), 102.1 (CH tiazol),
123.2 (CH, Ar), 123.4 (CH, Ar), 124.9 (CH, Ar), 125.3 (CH, Ar), 126.3 (CH, Ar), 128.2
(CH, Ar), 130.98 (C, Ar), 131.6 (3CIC, Ar), 135.0 (C, Ar), 139.4 (4CIC, Ar), 143.9 (C,
Ar), 150.0 (C=N), 170.0 (5—C=N).

5.2.22.6 EMAR (ESI): Calculado para C;7H14Cl.NsS [M+H]": 362,03; encontrado
361.9579.
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5.2.23 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazona]-3-metil-4-fenil-1,3-tiazol (24e;
GT-28)

Cl /

Cl

5.2.23.1 Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 2.22.1, 3.62 mmol
(0.758 g) da 2-bromoacetofenona, 25 mL de isopropanol e 3.62 mmol (1.0 g) do
composto (GT-03). O produto foi recristalizado em etanol a quente.

Cristais amarelos; PF: 247-248 °C; Rend.: 1.12 g (82%); R= 0.93 (Tolueno / Acetato
de etila 6:4).

5.2.23.2 Analise elementar para C1gH15CIoN3S: Teodrico: C, 57.45; H, 4.02; N, 11.17;
S, 8.52. Calculado: C, 57.51; H, 3.98; N, 11.43; S, 8.55.

5.2.23.3 IV, principais sinais: 3035 (CH), 1593 (C=N) cm™.

5.2.23.4 RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): & 2.40 (s, 3H, CHs), 3.40 (s, 3H, N-CHj),
6.59 (s, 1H, CH tiazol), 7.51 (m, 5H, Ar), 7.67 (d, 1H, Ar), 7.80 (d, 1H, Ar), 7.98 (s, 1H,
Ar).

5.2.23.5 RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 14.2 (CHs), 34.1 (N-CHs),
101.8 (CH tiazol), 125.9 (CH, Ar), 127.4 (CH, Ar), 128.8 (CH, Ar), 129.4 (CH, Ar),
130.0 (CH, Ar), 130.6 (C, Ar), 131.3 (3CIC, Ar), 138.8 (4CIC, Ar), 141.0 (C, Ar), 152.5
(C=N), 170.1 (S—C=N).
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5.2.24 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazinil]-5-metil-4-fenil-1,3-tiazol (24f;, GT-
16)

Cl
Cl

5.2.24.1 Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 2.22.1, 3.81 mmol
(0.811 g) da 2-bromopropiofenona, 25 mL de isopropanol e 3.81 mmol (1.0 g) do
composto (GT-01). O produto foi recristalizado em etanol a quente.

Cristais beges; PF: 234-236 °C; Rend.: 1.16 g (81%); R= 0.54(Tolueno / Acetato de
etila 6:4)..

5.2.24.2 Analise elementar para C1gH15CIoN3S: Teodrico: C, 57.45; H, 4.02; N, 11.17;
S, 8.52. Calculado: C, 57.34; H, 3.95; N, 11.21; S, 8.58.

5.2.24.3 |V, principais sinais: 3022 (CH), 1619 (C=N) cm™.

5.2.24.4 RMN de 'H (300 MHz, DMSO-de): & 2.35 (s, 3H, CHa), 2.38 (s, 3H, CHa),
7.42-7.62 (m, 5H, Ar), 7.67-7.91 (m, 2H, Ar), 8.06 (s, 1H, Ar), 10.32 (s, 1H, NH).

5.2.24.5 RMN de *3C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): 8 12.4 (CHs), 14.7 (CH3), 117.9
(C5 tiazol), 126.1 (CH, Ar), 127.6 (CH, Ar), 128.1 (CH, Ar), 128.4 (CH, Ar), 128.5 (CH,
Ar), 130.5 (CH, Ar), 131.0 (C, Ar), 131.8 (C, Ar), 132.0 (C, Ar), 138.4 (C, Ar), 165.9
(C=N), 167.2 (S—C=N).
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5.2.25 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazona]-3,4-difenil-1,3-tiazol (24g; GT-
27)

Cl
Cl

5.2.25.1 Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 2.22.1, 0.88 mmol
(0.175 g) da 2-bromoacetofenona, 7 mL de isopropanol e 0.88 mmol (0.3 g) do
composto (GT-02). O produto foi recristalizado em tolueno a quente.

Cristais beges escuros; P.F.: 170-172 °C; Rend.: 0.23 g (61%); R~= 0.96 (Tolueno /
Acetato de etila 6:4).

5.2.25.2 Andlise elementar para Cy3H17CIoN3S: Tedrico: C, 63.02; H, 3.91; N, 9.59;
S, 7.31. Calculado: C, 62.45; H, 4.08; N, 9.63; S, 6.86.

5.2.25.3 IV, principais sinais: 1597 e 1515 (C=N) cm™.

5.2.25.4 RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): & 2.16 (s, 3H, CHs), 6.67 (s, 1H, CH
tiazol), 7.16-7.52 (m, 10H, Ar), 7.65 (d, 1H, Ar), 7.76 (dd, 1H, Ar), 7.95 (d, 1H, Ar).

5.2.25.5 RMN de **C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 14.1 (CHs), 102.1 (CH tiazol),
125.6 (CH, Ar), 125.8 (CH, Ar), 126.5 (CH, Ar), 127.0 (CH, Ar), 127.3 (CH, Ar), 127.7
(CH, Ar), 128.1 (CH, Ar), 128.2 (CH, Ar), 128.4 (CH, Ar), 128.7 (CH, Ar), 130.2 (CH,
Ar), 130.5 (CH, Ar), 130.6 (CH, Ar), 131.1 (C, Ar), 131.2 (C, Ar), 137.5 (C, Ar), 138.9
(C, Ar), 139.6 (C, Ar), 153.2 (C=N), 169.9 (S—C=N).
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5.2.26 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazinil]-4-(piridin-2-il)-1,3-tiazol (24h; GT-
24)

Cl
Cl

5.2.26.1 Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 2.22.1, 5.71 mmol
(1.222 g) da 2-bromo-1-(2-piridinil)etanona, 25 mL de isopropanol e 3.81 mmol (1.0 g)
do composto (GT-01). O produto foi recristalizado em etanol a quente.

Cristais verdes; PF: 227 °C; Rend.: 1.0 g (72%); R= 0.46 (Tolueno / Acetato de etila
6:4).

5.2.26.2 Analise elementar para C16H12CIoN4S: Teodrico: C, 52.90; H, 3.33; N, 15.42;
S, 8.83. Calculado: C, 52.85; H, 3.38; N, 15.72; S, 8.88.

5.2.26.3 IV, principais sinais: 3360 (NH), 3165 (CH), 1615 e 1597 (C=N) cm™.

5.2.26.4 RMN de *H (300 MHz, DMSO-de): & 2.35 (s, 3H, CHs), 7.68-7.79 (m, 3H, Ar),
7.97-8.10 (m, 2H, Ar), 8.24-8.36 (m, 2H, Ar), 8.64-8.72 (m, 1H, Ar), 11.00 (s, 1H, NH).

5.2.26.5 RMN de **C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 14.0 (CH3), 117.1 (CH tiazol),
124.3 (CH, Ar), 125.8 (CH, Ar), 127.3 (CH, Ar), 130.6 (CH, Ar), 131.3 (CH, Ar), 138.2
(C, Ar), 138.9 (C, Ar), 139.6 (C, Ar), 145.5 (C, Ar), 153.2 (C=N), 169.9 (S—C=N).
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5.2.27 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazinil]-4-(piridin-4-il)-1,3-tiazol (24i; GT-
23)

Cl

Cl /\

—

N

5.2.27.1 Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 2.22.1, 5.71 mmol
(1.222 g) da 2-bromo-1-(4-piridinil)etanona, 25 mL de isopropanol e 3.81 mmol (1.0 g)
do composto (GT-01). O produto foi recristalizado em etanol a quente.

Cristais verdes; PF: 197 °C; Rend.: 1.05 g (75%); R= 0.5 (Tolueno / Acetato de etila
6:4).

5.2.27.2 Analise elementar para C;6H12CI2N4S: Tedrico: C, 52.90; H, 3.33; N, 15.42;
S, 8.83. Calculado: C, 52.70; H, 3.37; N, 15.41; S, 8.88.
5.2.27.3 IV, principais sinais: 1630 e 1561 (C=N) cm™.

5.2.27.4 RMN de 'H (300 MHz, DMSO-de): & 2.31 (s, 3H, CHs), 7.62-7.72 (m, 2H, Ar),
7.89 (s, 1H, Ar), 8.25-8.58 (m, 3H, Ar), 8.92-8.94 (m, 2H, Ar), 11.72 (s, 1H, NH).

5.2.27.5 RMN de C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 14.0 (CH3), 117.0 (CH tiazol),
122.0 (CH, Ar), 125.7 (CH, Ar), 127.3 (CH, Ar), 130.6 (CH, Ar), 131.3 (CH, Ar), 138.1
(C, Ar), 142.1 (C, Ar), 145.1 (C, Ar), 145.9 (C, Ar), 149.1 (C, Ar), 153.2 (C=N), 170.3
(S—C=N).
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5.2.28 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazinil]-4-p-toluil-1,3-tiazol (24j; GT-25)

Cl
Cl

5.2.28.1 Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 2.22.1, 3.81 mmol
(0.811 g) da 2-bromo-4’-metilacetofenona, 25 mL de isopropanol e 3.81 mmol (1.0 g)
do composto (GT-01). O produto foi recristalizado em etanol a quente.

Cristais beges; PF: 256-258 °C; Rend.: 1.21 g (84%); R= 0.75 (Tolueno / Acetato de
etila 6:4).

5.2.28.2 Analise elementar para C1gH15CIoN3S: Teodrico: C, 57.45; H, 4.02; N, 11.17;
S, 8.52. Calculado: C, 57.15; H, 4.00; N, 10.86; S, 8.42.

5.2.28.3 IV, principais sinais: 3030 (CH), 1608 (C=N) cm™.

5.2.28.4 RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): & 2.30 (s, 3H, CHa), 2.31 (s, 3H, CHs),
7.19-7.26 (m, 3H, Ar), 7.63-7.76 (m, 4H, Ar), 7.94 (s, 1H, Ar), 11.50 (s, 1H, NH).

5.2.28.5 RMN de **C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): 8 13.9 (CH3), 20.8 (CHs), 103.6
(CH tiazol), 125.6 (CH, Ar), 125.8 (CH, Ar), 127.3 (CH, Ar), 129.2 (CH, Ar), 130.6 (CH,
Ar), 131.2 (C, Ar), 131.3 (C, Ar), 137.1 (C, Ar), 138.3 (C, Ar), 144.8 (C, Ar), 149.4 (C,
Ar), 169.3 (C=N), 172.2 (S—C=N).
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5.2.29 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazinil]-4-(4-fluorofenil)-1,3-tiazol (24k;
GT-19)

Cl
Cl

F

5.2.29.1 Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 2.22.1, 2.79 mmol
(0.606 g) da 2-bromo-4’-fluoroacetofenona, 13 mL de isopropanol e 2.79 mmol (0.730
g) do composto (GT-01). O produto ndo precisou de posterior purificacao.

Cristais beges; P.F.: 267-269 °C; Rend.: 0.85 g (80%); R= 0.66 (Tolueno / Acetato de
etila 6:4).

5.2.29.2 Anédlise elementar para Ci7H12CI,FN3S: Tedrico: C, 53.69; H, 3.18; N,
11.05; S, 8.43. Calculado: C, 53.53; H, 3.52; N, 10.95; S, 8.42.

5.2.29.3 IV, principais sinais: 2923 (CH), 1615 (C=N) cm™.

5.2.29.4 RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): & 2.29 (s, 3H, CHz), 7.20-7.31 (m, 3H, Ar),
7.61-7.73 (m, 2H, Ar), 7.87-7.91 (m, 3H, Ar), 11.00 (s, 1H, NH).

5.2.29.5 RMN de **C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 13.9 (CH3), 104.3 (CH tiazol),
115.4 (CH, Ar), 115.7 (CH, Ar), 125.7 (CH, Ar), 127.3 (CH, Ar), 127.6 (CH, Ar), 127.7
(CH, Ar), 130.6 (CH, Ar), 131.2 (C, Ar), 131.3 (C, Ar), 138.3 (C, Ar), 144.8 (C, Ar),
148.6 (C, Ar), 160.1 (C—F, Ar), 163.3 (C=N), 169.5 (S—C=N).
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5.2.30 4-(4-clorofenil)-2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazinil]-1,3-tiazol  (24l;
GT-10)

Cl
Cl

Cl

5.2.30.1 Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 2.22.1, 3.81 mmol
(0.889 g) da 2-bromo-4’-cloroacetofenona, 25 mL de isopropanol e 3.81 mmol (1.0 g)
do composto (GT-01). O produto n&o precisou de posterior purificacao.

Cristais beges; PF: 266-268 °C; Rend.: 1.2 g (79%); Ri= 0.72 (Tolueno / Acetato de
etila 6:4).

5.2.30.2 Analise elementar para C;7H12CI3N3S: Tedrico: C, 51.47; H, 3.05; N, 10.59;
S, 8.08. Calculado: C, 51.35; H, 3.22; N, 10.58; S, 7.93.

5.2.30.3 IV, principais sinais: 3047 (CH), 1611 (C=N) cm™.

5.2.30.4 RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): & 2.28 (s, 3H, CHa), 7.38-7.45 (m, 3H, Ar),
7.60-7.71 (m, 2H, Ar), 7.82-7.90 (m, 3H, Ar), 10.59 (s, 1H, NH).

5.2.30.5 RMN de C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 13.9 (CH3), 105.3 (CH tiazol),
125.7 (CH, Ar), 127.3 (CH, Ar), 128.4 (CH, Ar), 128.6 (CH, Ar), 128.7 (CH, Ar), 129.5
(CH, Ar), 130.6 (CH, Ar), 131.2 (C, Ar), 131.3 (C, Ar), 132.1 (C, Ar), 133.1 (C, Ar),
138.3 (C, Ar), 144.6 (C—Cl, Ar), 148.3 (C=N), 169.5 (S—C=N).

5.2.30.6 EMAR (ESI): Calculado para Ci7H13ClsNsS [M+H]": 395.99; encontrado
395.9470.
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5.2.31 4-(2,4-diclorofenil)-2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazinil]-1,3-tiazol
(24m; GT-11)

Cl

Cl
Cl

Cl

5.2.31.1 Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 2.22.1, 3.81 mmol
(0.851 g) da 2,2’ ,4’-tricloroacetofenona, 25 mL de isopropanol e 3.81 mmol (1.0 g) do
composto (GT-01). O produto foi recristalizado em etanol a quente.

Cristais cinza; PF: 244-246 °C; Rend.: 0.9 g (54%); R 0.65 (Tolueno / Acetato de
etila 6:4).

5.2.31.2 Anédlise elementar para C;7H;;CI4N3S: Tedrico: C, 47.36; H, 2.57; N, 9.75;
S, 7.44. Calculado: C, 47.60; H, 2.61; N, 9.71; S, 7.50.
5.2.31.3 IV, principais sinais: 2923 (CH), 1623 (C=N) cm™.

5.2.31.4 RMN de *H (300 MHz, DMSO-de): & 2.31 (s, 3H, CHs), 7.44-7.53 (m, 2H, Ar),
7.67-7.77 (M, 3H, Ar), 7.91-7.95 (m, 2H, Ar), 11.51 (s, 1H, NH).

5.2.31.5 RMN de C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 17.0 (CH3), 105.0 (CH tiazol),
128.3 (CH, Ar), 128.4 (CH, Ar), 128.6 (CH, Ar), 128.7 (CH, Ar), 129.5 (CH, Ar), 132.6
(CH, Ar), 131.2 (C, Ar), 131.3 (C, Ar), 132.1 (C, Ar), 133.1 (C, Ar), 138.3 (C, Ar), 144.6
(C, Ar), 168.3 (C=N), 171.5 (S—C=N).

5.2.31.6 EMAR (ESI): Calculado para Ci7H1,CI4LN3S [M+H]": 429.95; encontrado
429.9246.
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5.2.32 4-(3,4-diclorofenil)-2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazinil]-1,3-tiazol
(24n; GT-08)

Cl
Cl

Cl Cl

5.2.32.1 Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 2.22.1, 3.81 mmol
(1.02 g) da 2-bromo-3’,4’-dicloroacetofenona, 25 mL de isopropanol e 3.81 mmol (1.0
g) do composto (GT-01). O produto foi recristalizado em etanol a quente.

Cristais beges; PF: 266-268 °C; Rend.: 1.2 g (79%); R= 0.76.

5.2.32.2 Anédlise elementar para C,7H11CI4N3S: Tedrico: C, 47.36; H, 2.57; N, 9.75;
S, 7.44. Calculado: C, 47.34; H, 2.30; N, 9.71; S, 7.43.

5.2.32.3 IV, principais sinais: 3043 (CH), 1616 (C=N) cm™.

5.2.32.4 RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): 8 2.29 (s, 3H, CHa), 7.56-7.73 (m, 4H, Ar),
7.81-8.08 (m, 3H, Ar), 9.10 (s, 1H, NH).

5.2.32.5 RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 14.5 (CH3), 107.3 (CH tiazol),
126.2 (CH, Ar), 126.3 (CH, Ar), 127.9 (CH, Ar), 130.3 (CH, Ar), 131.2 (CH, Ar), 131.5
(CH, Ar), 131.8 (C, Ar), 132.0 (C, Ar), 132.0 (C, Ar), 132.1 (C, Ar), 135.8 (C, Ar), 139.0
(C, Ar), 144.9 (C, Ar), 148.6 (C=N), 170.3 (S—C=N).

5.2.32.6 EMAR (ESI): Calculado para C;7H1,ClsNsS [M+H]": 429.95; encontrado
429.8872.
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5.2.33  2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazinil]-4-(2,3,4-triclorofenil)-1,3-tiazol
(240; GT-22)

Cl

Cl cl

Cl Cl

5.2.33.1 Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 2.22.1, 3.81 mmol
(1.152 g) da 2-bromo-2’,3’,4’-tricloroacetofenona, 25 mL de isopropanol e 3.81 mmol
(1.0 g) do composto (GT-01). O produto foi recristalizado em etanol a quente.

Cristais laranjas escuros; PF: 214-217 °C; Rend.: 0.23 g (13%); R= 0.55.

5.2.33.2 Anélise elementar para C;7H1oClsN3S: Tedrico: C, 43.85; H, 2.16; N, 9.02;
S, 6.89. Calculado: C, 43.90; H, 1.94; N, 9.06; S, 6.81.

5.2.33.3 IV, principais sinais: 2922 (CH), 1621 e 1567 (C=N) cm™.

5.2.33.4 RMN de *H (300 MHz, DMSO-de): & 2.27 (s, 3H, CHs), 7.59-7.89 (m, 3H, Ar),
8.19-8.37 (m, 3H, Ar), 10.31 (s, 1H, NH).

5.2.33.5 RMN de **C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 13.8 (CH3), 117.3 (CH tiazol),
126.2 (CH, Ar), 126.3 (CH, Ar), 126.8 (CH, Ar), 128.2 (CH, Ar), 130.2 (CH, Ar), 131.3
(C, Ar), 131.6 (C, Ar), 132.0 (C, Ar), 132.1 (C, Ar), 135.8 (C, Ar), 138.2 (C, Ar), 145.3
(C, Ar), 160.6 (C=N), 179.3 (S—C=N).
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5.2.34 4-(4-bromofenil)-2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazinil]-1,3-tiazol (24p;
GT-09)

Cl
Cl

Br

5.2.34.1 Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 2.22.1, 3.81 mmol
(1.05 g) da 2,4’-dibromoacetofenona, 25 mL de isopropanol e 3.81 mmol (1.0 g) do
composto (GT-01). O produto ndo precisou de posterior purificacao.

Cristais cinza escuro; PF: 265-267 °C; Rend.: 1.10 g (65%); R~= 0.71 (Tolueno /
Acetato de etila 6:4).

5.2.34.2 Analise elementar para C;7H12BrCI;N3S: Teodrico: C, 46.28; H, 2.74; N,
9.52; S, 7.27. Calculado: C, 46.29; H, 2.92; N, 8.55; S, 7.30.

5.2.34.3 IV, principais sinais: 2925 (CH), 1616 (C=N) cm™.

5.2.34.4 RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): & 2.30 (s, 3H, CHs), 5.19 (s, 1H, NH),
7.42 (s, 1H, CH tiazol), 7.59 (d, 2H, Ar), 7.65 (d, 1H, Ar), 7.73 (dd, 1H, Ar), 7.80 (d,
2H, Ar), 7.92 (d, 1H, Ar).

5.2.34.5 RMN de **C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 13.8 (CH3), 105.3 (CH tiazol),
120.6 (C, Ar), 125.7 (CH, Ar), 127.3 (CH, Ar), 127.6 (CH, Ar), 129.8 (CH, Ar), 130.6
(CH, Ar), 131.1 (C, Ar), 131.3 (CH, Ar), 131.5 (CH, Ar), 133.7 (C, Ar), 138.4 (C, Ar),
144.2 (C, Ar), 149.1 (C=N), 169.5 (S—C=N).

5.2.34.6 EMAR (ESI): Calculado para C;7H1:BrCILN3S [M-H]": 437,92; encontrado
437.9016.
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5.2.35 4-(4-bromofenil)-2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazinil]-5-metil-1,3-
tiazol (24q; GT-17)

Cl
Cl

Br

5.2.35.1 Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 2.22.1, 3.81 mmol
(1.112 g) da 2,4’-dibromopropiofenona, 25 mL de isopropanol e 3.81 mmol (1.0 g) do
composto (GT-01). O produto ndo precisou de posterior purificacao.

Cristais beges; PF: 270 °C; Rend.: 1.20 g (69%); R= 0.65 (Tolueno / Acetato de etila
6:4).

5.2.35.2 Analise elementar para CigH14BrCI;NsS: Teodrico: C, 47.49; H, 3.10; N,
9.23; S, 7.04. Calculado: C, 47.52; H, 3.02; N, 9.83; S, 7.05.

5.2.35.3 IV, principais sinais: 2923 (CH), 1622 (C=N) cm™.

5.2.35.4 RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): & 2.31 (s, 3H, CHa), 2.38 (s, 3H, CHs),
7.54-7.67 (m, 5H, Ar), 7.75-7.78 (m, 1H, Ar), 7.97 (s, 1H, Ar), 10.51 (s, 1H, NH).

5.2.35.5 RMN de 3C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): 8 12.1 (CH3), 14.0 (CHs), 118.4
(C5 tiazol), 120.8 (C, Ar), 125.9 (CH, Ar), 127.4 (CH, Ar), 130.2 (CH, Ar), 130.5 (CH,
Ar), 131.3 (CH, Ar), 131.5 (CH, Ar), 133.7 (C, Ar), 138.2 (C, Ar), 144.2 (C, Ar), 149.1
(C=N), 165.5 (S—C=N).
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5.2.36 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazinil]-4-(4-nitrofenil)-1,3-tiazol  (24r;
GT-13)

Cl
Cl

NO;

5.2.36.1 Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 2.22.1, 3.81 mmol
(0.929 g) da 2-bromo-4’-nitroacetofenona, 25 mL de isopropanol e 3.81 mmol (1.0 g)
do composto (GT-01). O produto foi recristalizado em etanol a quente.

Cristais laranja vivo; PF: 226-228 °C; Rend.: 1.11 g (71%); R= 0.61.

5.2.36.2 Analise elementar para C;7H1,CIoN4O,S: Tedrico: C, 50.13; H, 2.97; N,
13.76; S, 7.87. Calculado: C, 50.12; H, 3.00; N, 13.69; S, 8.07.

5.2.36.3 IV, principais sinais: 3304 (NH), 1597 e 1565 (C=N) cm™.

5.2.36.4 RMN de 'H (300 MHz, DMSO-d¢): & 2.32 (s, 3H, CHs), 4.00 (s, 1H, NH),
7.67 (s, 1H, Ar), 7.70-7.78 (m, 2H, Ar), 7.95 (s, 1H, Ar), 8.13 (d, 2H, Ar), 8.29 (d, 2H,
Ar).

5.2.36.5 RMN de 3C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 16.2 (CH3), 106.5 (CH tiazol),
121.4 (CH, Ar), 123.4 (CH, Ar), 127.0 (CH, Ar), 128.6 (CH, Ar), 131.6 (CH, Ar), 131.9
(CH, Ar), 132.5 (CH, Ar), 132.7 (C, Ar), 132.9 (C, Ar), 137.6 (C, Ar), 139.8 (C, Ar),
144.5 (C, Ar), 158.6 (C=N), 171.1 (S—C=N).

5.2.36.6 EMAR (ESI): Calculado para C;7H11CIbN4O,S [M-H]*: 405,00; encontrado
404.9496.
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5.2.37 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazinil]-4-(3-nitrofenil)-1,3-tiazol  (24s;
GT-15)

Cl
Cl

O2N

5.2.37.1 Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 2.22.1, 3.81 mmol
(0.929 g) da 2-bromo-3’-nitroacetofenona, 25 mL de isopropanol e 3.81 mmol (1.0 g)
do composto (GT-01). O produto n&o precisou de posterior purificacao.

Cristais laranja; PF: 234-236 °C; Rend.: 1.30 g (83%); R= 0.63.

5.2.37.2 Analise elementar para C;7H1,CI,N4O,S: Teorico: C, 50.13; H, 2.97; N,
13.76; S, 7.87. Calculado: C, 50.33; H, 2.87; N, 13.77; S, 7.88.

5.2.37.3 IV, principais sinais: 3089 (CH), 1614 e 1565 (C=N) cm™.

5.2.37.4 RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): & 2.32 (s, 3H, CH3), 7.69 (m, 5H, Ar), 7.91
(d, 1H, Ar), 8.13 (dd, 1H, Ar), 8.30 (d, 1H, Ar), 10.51 (s largo, 1H, NH).

5.2.37.5 RMN de **C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 14.2 (CH3), 107.5 (CH tiazol),
120.4 (CH, Ar), 122.4 (CH, Ar), 126.0 (CH, Ar), 127.6 (CH, Ar), 130.6 (CH, Ar), 130.9
(CH, Ar), 131.5 (CH, Ar), 131.7 (C, Ar), 131.9 (C, Ar), 136.6 (C, Ar), 138.8 (C, Ar),
144.5 (C, Ar), 148.6 (C=N), 170.1 (S—C=N).
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5.2.38 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazinil]-4-(4-metoxifenil)-1,3-tiazol (24t;
GT-14)

Cl
C

OCHg3;

5.2.38.1 Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 2.22.1, 3.81 mmol
(0.872 g) da 2-bromo-4’-metoxiacetofenona, 25 mL de isopropanol e 3.81 mmol (1.0
g) do composto (GT-01). O produto ndo precisou de posterior purificacao.

Cristais amarelos; PF: 216-218 °C; Rend.: 1.22 g (81%); Ri= 0.6 (Tolueno / Acetato
de etila 6:4).

5.2.38.2 Andlise elementar para C,gH;5CIoN3OS: Tedrico: C, 55.11; H, 3.85; N,
10.71; S, 8.17. Calculado: C, 55.09; H, 3.62; N, 10.50; S, 8.23.

5.2.38.3 IV, principais sinais: 2914 (CH), 1611 (C=N) cm™.

5.2.38.4 RMN de 'H (300 MHz, DMSO-dg): 8 2.31 (s, 3H, CHz), 3.77 (s, 3H, O—CHy),
6.97 (d, 2H, Ar), 7.17 (s, 1H, CH tiazol), 7.58-7.89 (m, 4H, Ar), 7.95 (s, 1H, Ar), 10.29
(s largo, 1H, NH).

5.2.38.5 RMN de *C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 13.8 (CHs), 55.1 (O-CHy),
102.2 (CH tiazol), 114.0 (CH, Ar), 125.7 (CH, Ar), 126.9 (CH, Ar), 127.2 (CH, Ar),
130.6 (CH, Ar), 131.1 (C, Ar), 131.3 (C, Ar), 138.4 (C, Ar), 144.4 (C, Ar), 149.5 (C, Ar),
158.9 (C=N), 169.3 (S—C=N).
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5.2.39 4-(bifenil-4-il)-2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazinil]-1,3-tiazol (24u; GT-
26)

Cl
Cl

5.2.39.1 Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 2.22.1, 3.81 mmol
(1.047 g) da 2-bromo-4’-fenilacetofenona, 25 mL de isopropanol e 3.81 mmol (1.0 g)
do composto (GT-01). O produto foi recristalizado em tolueno.

Cristais beges; PF: 269-271 °C; Rend.: 1.15 g (61%); R= 0.78 (Tolueno / Acetato de
etila 6:4).

5.2.39.2 Andlise elementar para Cy3H17CIoN3S: Tedrico: C, 63.02; H, 3.91; N, 9.59;
S, 7.31. Calculado: C, 63.08; H, 3.98; N, 9.55; S, 7.21.

5.2.39.3 IV, principais sinais: 2925 (CH), 1608 (C=N) cm™.

5.2.39.4 RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): & 2.32 (s, 3H, CHa), 7.33-7.48 (m, 5H, Ar),
7.66-7.78 (m, 6H, Ar), 7.93 (s largo, 2H, Ar), 7.96 (s largo, 1H, NH).

5.2.39.5 RMN de **C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 15.0 (CH3), 104.7 (CH tiazol),
125.8 (CH, Ar), 126.2 (CH, Ar), 126.5 (CH, Ar), 126.9 (CH, Ar), 127.3 (CH, Ar), 127.5
(CH, Ar), 128.8 (CH, Ar), 129.0 (CH, Ar), 130.6 (C, Ar), 131.2 (C, Ar), 131.3 (C, Ar),
133.2 (C, Ar), 138.4 (C, Ar), 139.2 (C, Ar), 139.6 (C, Ar), 150.0 (C=N), 169.4 (S-C=N).
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5.2.40 2-[1-(3,4-diclorofenil)etilideno-hidrazinil]-4-(naftalen-2-il)-1,3-tiazol (24v;
GT-18)

Cl
Cl

5.2.40.1 Procedimento reacional semelhante ao descrito no item 2.22.1, 3.81 mmol
(0.948 g) da 2-bromo-1-(naftil)etanona, 25 mL de isopropanol e 3.81 mmol (1.0 g) do
composto (GT-01). O produto foi recristalizado em tolueno.

Cristais beges; PF: 259-260 °C; Rend.: 1.14 g (72%); R= 0.68.

5.2.40.2 Analise elementar para C,;H;15CI;N3S: Tedrico: C, 61.17; H, 3.67; N, 10.19;
S, 7.78. Calculado: C, 61.18; H, 3.94; N, 10.21; S, 7.99.

5.2.40.3 IV, principais sinais: 3047 (CH), 1621 (C=N) cm™.

5.2.40.4 RMN de *H (300 MHz, DMSO-dg): 8 2.32 (s, 3H, CHa), 7.49 (m, 3H, Ar),
7.62-7.75 (m, 3H, Ar), 7.88-8.00 (m, 5H, Ar), 8.38 (s largo, 1H, NH).

5.2.40.5 RMN de *3C e DEPT (75.5 MHz, DMSO-dg): & 13.9 (CHs), 105.3 (CH tiazol),
123.9 (CH, Ar), 124.2 (CH, Ar), 125.7 (CH, Ar), 126.1 (CH, Ar), 126.5 (CH, Ar), 127.3
(CH, Ar), 127.6 (CH, Ar), 128.1 (CH, Ar), 130.6 (C, Ar), 131.1 (C, Ar), 131.3 (C, Ar),
131.6 (C, Ar), 132.4 (C. Ar), 133.1 (C, Ar), 138.4 (C, Ar), 144.6 (C, Ar), 149.7 (C=N),
169.5 (S—C=N).
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5.3 Protocolos da Avaliagdo Farmacoldgica

5.3.1 Animais

Para a determinacdo da citotoxicidade em esplendcitos e para o0s
experimentos de infeccdo in vitro e in vivo, camundongos BALB/c (fémeas entre 6 a
8 semanas) foram fornecidos pelo biotério do Centro de Pesquisas Goncalo Moniz
(CPqGM, Salvador, Brasil). Os animais foram mantidos em gaiolas esterilizadas, e
receberam alimentacdo e agua a vontade. Os experimentos foram aprovados pelos
comités de ética da FIOCRUZ.

5.3.2 Células, Enzimas e Inibidores Quimicos

O baco de camundongo foi macerado e o sobrenadante foi lavado em meio
RPMI-1640. O numero de macréfagos foi determinado com o auxilio de um
microscépio Optico e ajustado de acordo com o ensaio. Para os ensaios de infec¢céo
in vitro, macrofagos da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c, foram
sensibilizados com tioglicolato de sodio (3 %) e lavados em meio RPMI-1640 por
duas vezes e a densidade celular foi ajustada com o auxilio de um microscopio
optico. Epimastigotas da cepa Y foram coletadas e mantidas em meio axénico
usando o meio de cultura "liver infusion triptose” contendo 10% de SBF, 1% de
hemina, 1% de meio R9 e 50 pg/mL de gentamicina e mantidas sob 26 °C.
Tripomastigotas circulantes da cepa Y foram coletadas do sobrenadante de células
LLC-MK; infectadas. Os parasitas foram entdo mantidos em ambiente axénico
usando o meio RPMI-1640 contendo 10% de SBF, 1 % de hemina, 1 % de meio R9
e 50 pg/mL de gentamicina em estufa sob 37 °C e 5 % de CO,. Cruzaina
recombinante foi expressa e purificada seguindo o protocolo descrito por McKerrow
e col. ®%! e gentilmente fornecida pelo Prof. James H. McKerrow do Departamento
de Patologia da Universidade da Califérnia (Sado Francisco, CA, EUA). benznidazol
foi fornecido pelo LAFEPE (Recife, Brasil).
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5.3.3 Inibicdo da Enzima Cruzaina

A atividade enzimatica foi medida baseada na clivagem do substrato Z-Phe-
Arg-AMC (benzoil-fenilalanina-arginina-aminometilcumarina), que gera 0 grupo
repoOrter 7-amino-4-metilcumarina. Para a analise da fluorescéncia utilizaram-se 0s
comprimentos de onda de 340 nm para excitacdo e 440 nm para emissédo. O ensaio
foi realizado em tampéao acetato de sédio 100 mM pH 5,5 na presenca de 0,5 nM de
cruzaina, 2,5 uM de substrato (Km=1 uM), 1 mM de mercaptoetanol e 0,01% de
Triton X-100, em volume final de 200 pL. Os ensaios foram acompanhados por cinco
minutos e os calculos de atividade enzimética baseados na velocidade inicial de
reacdo. Inicialmente os compostos foram avaliados na concentracéo de 10 uM, e a
atividade foi comparada com o controle contendo apenas DMSO. Caso fosse
observado mais de 70% de inibicdo da enzima nesta concentracéo, foi determinado
o valor de Clsy, baseado em pelo menos sete concentracdes dos compostos,
utilizando o software GraphPad Prism 5.0 para analise dos dados. Todos 0s ensaios

foram realizados em triplicata, em placas em 96 pocos.

5.3.4 Toxicidade para Macrofagos j774

Foram plaqueadas 1x10* células/poco em placas de 96 pocos em meio RPMI
completo. Em seguida as placas foram incubadas a 37 °C e 5 % de CO, por 24
horas; os pocos foram lavados 2 vezes com salina estéril; a droga foi adicionada em
diferentes concentracdes nos pocos apos as lavagens (em triplicata). Como controle
positivo foi utilizado a Violeta de genciana (10 pg/mL ou 20 uM). O controle negativo
foi composto apenas por células em meio RPMI completo; Posteriormente as placas
foram novamente incubadas a 37 °C e 5 % de CO; por 72 horas. Os pogos foram
lavados mais 2 vezes com salina estéril. Em seguida foi adicionado o meio RPMI
sem phenol red e 10 % de Alamar Blue (volume final 200 pL). Foi acrescentada na
placa uma triplicata contendo apenas RPMI sem phenol red e 10 % de Alamar Blue
(Branco). Por fim as placas foram mais uma vez incubadas a 37 °C e 5 % de CO;

por 4 horas. A leitura da placa foi realizada em espectrofotémetro (570 nm; 600 nm).
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5.3.5 Toxicidade para a Forma Tripomastigota

Tripomastigotas da cepa Y foram coletadas do sobrenadante de células LLC-
MK e distribuidas em uma placa de 96 pocos para uma densidade final de 4x10°
células por poco. Cada inibidor quimico, dissolvidos como descrito no item 5.3.5,
foram adicionados nos respectivos pocos, em triplicatas. Bdz (1) e Nfx (2) foram
usados como controles positivos neste ensaio. A placa foi entdo cultivada por 24
horas em 37° C contendo 5 % de CO,. Apés esse tempo, aliquotas de cada poco
foram coletadas e o numero de parasitas viaveis (ou seja, com motilidade aparente)
foi contado em uma camara de Neubauer. Para 0s poc¢os que néo receberam 0s
inibidores quimicos, assumiu-se como 100% do numero de parasitas viaveis. As
curvas dose-respostas foram determinadas e os valores das Clso foram calculados
usando ao menos sete concentracdes (data-points) usando regressdao nao-linear

(Prism, versao 4.0).

5.3.6 Infeccdo de Tripomastigotas em Macréfagos

Macrofagos coletados do exsudado peritoneal de camundongos BALB/c
foram distribuidos em uma placa de 24 pocos para uma densidade final de 2x10°
células por poco, contendo meio RPMI em 10 % de SBF. A placa foi cultivada por 24
horas para obter adesdo celular. Em seguida, adicionou-se 2x10° tripomastigotas
suspensas em meio RPMI em cada poco. A placa foi mantida por 2 horas em estufa
a 37 °C e 5 % de CO,. ApGs esse tempo, a placa foi lavada com solu¢bes salina,
para remover tripomastigotas extracelulares. Logo em seguida, os inibidores
quimicos foram adicionados na concentracdo de 10 uM (previamente dissolvidos em
DMSO e meio RPMI) em duplicatas. Bdz (1) foi usado como controle positivo. Apos
a adicdo dos inibidores quimicos, a placa foi incubada por 6 horas, entdo o meio de
cultivo foi substituido por um meio de cultivo "fresh", e a placa foi mantida em estufa
por 96 horas. As células foram fixadas com metanol e observadas em microscopio
otico (Olympus, Toquio, Japdo). A taxa de macrofagos infectados foi contada em
cada poco. O percentual de inibicdo da infecgéo da cultura tratada com os inibidores
foi comparado com o controle negativo. Para a contagem de amastigotas, aliquotas

de cada poco foram marcadas com uma solucdo de Giemsa e as laminas foram
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observadas em um microscépio 6tico (Olympus, Toquio, Japao). O numero de
amastigotas / macrofagos foi determinado pela contagem de pelo menos 100
macrofagos por cada lamina analisada. O mesmo procedimento foi realizado para o
calculo da Clsp, usando ao menos cinco concentracdes diferentes de cada inibidor
quimico. Foram realizados dois experimentos independentes para os calculos da
Clso.

5.3.7 Analise Estatistica
Para o iten 3.6, a analise estatistica foi calculada usando o teste ANOVA "one-

way". As variaveis com P < 0.05 foram considerados com diferenga estatistica

significante.
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6. Conclusdes

A elaboragéo estrutural das aril-4-tiazolinonas (23a-0) foi fundamentada na
tentativa de identificar compostos que mantivessem a atividade tripanocida, com
menor toxidade que seus bioisésteros nao ciclicos, as tiossemicarbazonas. Ja a
construcdo dos aril-1,3-tiazois (24a—v) teve como fundamento averiguar o efeito na
atividade tripanocida ap0s a troca do anel tiazoliona pelo tiazolico.

Com estas metas, as aril-4-tiazolinonas (23a—0) e os aril-1,3-tiaz6is foram
sintetizados a partir das tiossemicarbazonas (Int-1-3), através de metodologias
sintéticas ja implementadas em nosso laboratério. As condi¢cfes reacionais utilizadas
resultaram em rendimentos satisfatorios (35-88%) e pureza adequada. As estruturas
foram confirmadas por I.V., RMN de *H e **C, analise elementar e massas.

As aril-4-tiazolinonas (23a—0), em particular os derivados contendo uma fenila
localizada na posicdo N3 no anel heterociclico (23k—0), apresentaram excelentes
propriedades tripanocidas, ja o0s 2-imino-1,3-tiaz6is (24a—v) apresentaram
propriedades tripanocidas mais modestas, quando comparados as 4-tiazolinonas.

Apés triagem das propriedades tripanocidas dos compostos (23a—Vv) e (24a—
0), foi possivel identificar os compostos (23d) e (24a, 24f, 24q e 24t) como agentes
tripanocidas com poténcia similar ao Bdz (1) em inibir a viabilidade celular de
tripomastigotas da cepa Y.

Os compostos (23, 23m e 23n) foram identificados como agentes
tripanocidas mais potentes que o Bdz (1) em inibir a viabilidade celular de
tripomastigotas da cepa Y. Estes compostos também foram capazes de erradicar a
infeccéo in vitro, com melhor poténcia do que o observado com o Bdz (1).

A aril-4-tiazolinona (23n) foi identificada como o composto tripanocida mais
potente dentre os compostos (23a—0). Esta aril-4-tiazolinona possui como
caracteristica estrutural a presenca de uma fenila em N3 e uma isopropila em C5.

Para nossa surpresa, a série de 4-tiazolinonas (23a-0) ndo apresentou
atividade pronunciada em inibir a cruzaina, como observado anteriormente em
trabalhos do nosso grupo. Ja a série de 1,3-tiazdis (24a-v) demonstrou excelente
atividade frente a enzima, podendo destacar os compostos (24a, 24c, 24f, 24h e

249), e sugerindo um possivel mecanismo de acio desses compostos.

136



Por fim, obtivemos sucesso, ja que identificamos duas séries de bioisésteros
ciclicos das tiossemicarbazonas, com menor toxidade para macrofagos, e com maior

atividade tripanocida.
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