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RESUMO

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) tém maior prevaléncia nas regides tropicais e
subtropicais e afetam mais de um bilhdo de pessoas em todo o mundo. Uma lista de 20 DTNs
inclui as doencas transmitidas por insetos vetores como leishmaniose e doenca de Chagas.
Ambas as doencas sdo endémicas em paises em desenvolvimento e embora existam
medicamentos disponiveis para o seu tratamento, os farmacos presente exibem limitacGes por
um ou mais fatores como: desenvolvimento de resisténcia a medicamentos, toxicidade e
efeitos colaterais, falta de seletividade, indices terapéuticos estreitos, rota de administracéo e
biodisponibilidade. Como tal, ha uma necessidade urgente de desenvolver alternativas viaveis
para superar essas limitacfes. A Isatina e o Tiazol sdo estruturas privilegiadas que a literatura
demonstra ser eficaz em diversas atividades bioldgicas, destacando a atividade antiparasitaria.
Nesse sentido, a proposta do presente trabalho consistiu em planejar, sintetizar e avaliar uma
série de 11 compostos derivados da isatina-tiazol. Os compostos foram avaliados frente
formas amastigota e tripomastigota de T. cruzi e frente a formas amastigotas e promastigotas
de L. amazonensis e L. infantum. Para a avaliagcdo da atividade anti-T.cruzi, foi utilizada a
cepa Tulahuen, e a toxicidade avaliada em fibroblastos L929. A série testada ndo apresentou
efeitos significativos quando comparados ao farmaco de referéncia. No entanto, os testes
realizados para analisar o efeito leishmanicida e toxicidade em macrofagos RAW 264.7 se
destacaram. Para a forma promastigota os compostos SN-1A (IC50 3,62uM), SN-1F (1C50
3,05uM) e SN-1G (IC50 3,57uM) para espécies de L. infantum se destacaram. Para a espécie
L. amazonensis o composto SN-1F (IC50 17,63uM) se destaca mais uma vez apresentando
valores superiores ao do farmaco de referéncia (Miltefosina — 1IC50 26,74uM). Diante do
exposto, muitos dos compostos se mostraram promissores para estudos mais aprofundados

frente & atividade leishmanicida.

Palavras-chave: doengas negligenciadas; tripanocida; leishmanicida; isatina; tiazol.



ABSTRACT

Neglected Tropical Diseases (NTDs) are most prevalent in tropical and subtropical regions
and affect more than one billion people worldwide. A list of 20 NTDs includes diseases
transmitted by insect vectors such as leishmaniasis and Chagas disease. Both diseases are
endemic in developing countries and although there are drugs available for their treatment, the
present drugs exhibit limitations by one or more factors such as: development of drug
resistance, toxicity and side effects, lack of selectivity, narrow therapeutic indexes, route of
administration and bioavailability. As such, there is an urgent need to develop viable
alternatives to overcome these limitations. Isatin and Thiazol are privileged structures that the
literature demonstrates to be effective in various biological activities, highlighting the
antiparasitic activity. In this sense, the proposal of the present work consisted of planning,
synthesizing and evaluating a series of 11 compounds derived from isatin-thiazole. The
compounds were evaluated against forms amastigotes and trypomastigotes of T. cruzi and
against forms amastigotes and promastigotes of L. amazonensis and L. infantum. For the
evaluation of the anti-T.cruzi activity, the Tulahuen strain was used, and the toxicity evaluated
in L929 fibroblasts. Unfortunately, the compounds in the series did not show significant
effects when compared to the reference drug. However, the tests carried out to analyze the
leishmanicidal effect and toxicity in RAW 264.7 macrophages stood out. For the promastigote
form, the compounds SN-1A (IC50 3.62uM), SN 1F (IC50 3.05uM) and SN-1G (IC50
3.57uM) for L. infantum species stood out. For the species L. amazonensis, the compound
SN-1F (IC50 17.63uM) stands out once again, showing values higher than the reference drug
(Miltefosine - IC50 26.74uM). In view of the above, many of the compounds showed promise

for further studies regarding their leishmanicidal activity.

Keywords: neglected diseases; trypanocide; leishmanicidal; isatin; thiazole.
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1 INTRODUCAO

A quimica medicinal compreende a integracdo de diversas areas da ciéncia e
tecnologia, sua principal funcdo € a descoberta de farmacos com potencial ativo que possam
se tornar um medicamento. Esse processo também é conhecido como planejamento racional
de medicamentos, atuando como chave na descoberta de inovagOes terapéuticas para uma
ampla variedade de doencas (SOUSA et al., 2021).

As doencas tropicais negligenciadas (DTNSs) referem-se a uma variedade de doencas
infecciosas que sdo mais comuns em regides tropicais e subtropicais do mundo (CHANDA,
2021). A doenca de Chagas e a leishmaniose sdo doencas tropicais negligenciadas que afetam
mais de 15 milhGes de pessoas em todo o mundo, representando um importante problema de

salide publica, especialmente nos paises da América Latina (ROSA et al., 2017).

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, €
categorizada pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) como uma doenca negligenciada e
que apresenta poucas op¢oes de tratamento disponiveis até 0 momento. O Trypanosoma cruzi,
causador da doenca de Chagas, infecta cerca de 6 a 8 milhdes de pessoas em todo o mundo
(OPAS-OMS, 2021). No Brasil, apenas o Benzonidazol encontra-se disponivel para o
tratamento da doenca de Chagas. Esse medicamento é eficaz contra a forma ativa do parasita
(tripomastigotas) nas fases iniciais da doenga, mas ndo na fase crénica (NHAVENE et al.,
2018).

A leishmaniose é uma doenca causada por parasitas pertencentes a mais de 20 espécies
de Leishmania, que sdo transmitidas aos mamiferos através da picada de fémeas de
flebotomineos durante sua alimentacdo. O tratamento utilizado é através de medicamentos
antimoniais pentavalente, anfotericina B, miltefosina e pentamidina (ROSA et al., 2017). No
entanto, as opcdes terapéuticas disponiveis enfrentam restricbes causadas por um ou mais dos
seguintes fatores: desenvolvimento de resisténcia a medicamentos, efeitos toxicos e colaterais,
falta de seletividade, indices terapéuticos estreitos, limitacdes na rota de administracdo e
biodisponibilidade. Consequentemente, ha uma necessidade premente de se desenvolver

alternativas viaveis para superar essas limitacdes (ONG et al, 2018).

A atividade bioldgica dos compostos depende de suas estruturas moleculares. Devido
as suas amplas aplicacbes no desenvolvimento e descoberta de farmacos, 0os compostos
heterociclicos tém sido amplamente utilizados na quimica medicinal. Alem disso, o

desenvolvimento de novos farmacos baseados em "estrutura privilegiada" é uma estratégia


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/leishmania
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promissora para a descoberta de novas moléculas como principais candidatos a farmacos
(WANG et al., 2021).

A lsatina € identificada como um ndcleo privilegiado. Amplamente distribuida em
plantas e produtos naturais de origem marinha, incluindo metabolitos fangicos (SINGH et al.,
2022). Possui uma ampla gama de atividades bioldgicas, incluindo anticancerigena (ELDEEB
et al., 2022; TENG et al., 2016), antibacteriana, antifingica (SALEEM et al., 2022;
TANGADANCHU, SUI, ZHOU, 2021), anti-inflamatorio, antinociceptivo (DANTAS, 2020),
anticonvulsivante (EMAMI et al., 2021), anti-tubeculose (YAN et al., 2018) entre outras.

Outro importante nacleo é o tiazol, heterociclo derivado da tiossemicarbazona.
Apresenta amplo espectro de atividades farmacolodgicas, inclusive em medicamentos
disponiveis no mercado como Sulfatiazol (antimicrobiano), Tiazfurina (antineoplésica),
Ritonavir (antirretroviral) e Abafungina (antifingico). Compostos biologicamente ativos
contendo nucleo tiazol foram amplamente estudados e incluidos na sintese de muitos
medicamentos (SANTANA et al., 2018; ABU-MELHA et al., 2022).

Uma estratégia bastante utilizada para o planejamento de farmacos € a hibridizacéo
molecular, onde duas frac6es bioativas sdo combinadas para obter uma Gnica molécula hibrida
com propriedades de ambas as fragdes, com maior poténcia, toxicidade reduzida e resisténcia
minimizada (SINGH et al., 2022).

Visando um possivel sinergismo do tiazol com a isatina em uma molécula hibrida e a
necessidade de identificar novos candidatos a farmacos Uteis no tratamento de DTNs, e por
outro lado, em virtude das propriedades multi alvo atribuidas aos tiazdis e as isatinas, este
trabalho descreve o planejamento estrutural, a sintese e a avaliacdo farmacoldgica das
propriedades anti-Leishmania e anti-Trypanosoma cruzi de derivados hibridos isatina-tiazol.


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/thiazole
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/thiazole
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/thiosemicarbazone

15

2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Desenvolvimento de novos candidatos a farmacos para o tratamento da leishmaniose e

da doenca de Chagas, através do planejamento estrutural e da sintese de inéditas isatinas-

tiazol.

2.2 Objetivos especificos

Sintetizar uma série de compostos isatina-tiazol;

Caracterizar todos 0s compostos por técnicas espectroscopicas de Ressonancia Magnética
Nuclear de Protons (*H-RMN), Carbono (13C-RMN);

Avaliar a citotoxicidade in vitro dos compostos em macréfagos RAW 264.7 e fibroblastos
L929;

Avaliar a atividade anti-T.cruzi dos tiazois frente as formas amastigota e tripomastigota do
parasita;

Avaliar a atividade anti-Leishmania dos tiazois frente as formas amastigota e promastigota

das espécies L. amazonensis e L. infantum.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 Doencas Negligenciadas

As doencas tropicais negligenciadas sdo temas importantes de interesse mundial.
Consistem em uma série de doencas infecciosas e parasitarias que sao prevalentes em regioes
tropicais ou subtropicais, geralmente encontradas em populagbes com condi¢des de vida
precarias. S&o chamados de negligenciadas devido a menor atencdo que recebem das
industrias de medicamentos e formuladores de politicas publicas, apesar das altas taxas de
mortalidade (CORDEIRO et al., 2021).

Apesar de contribuirem com cerca de 11% da carga global de doengas, as doencas
negligenciadas ainda carecem de desenvolvimento terapéutico adequado, 0 que se deve, em
grande parte, a falta de interesse das empresas farmacéuticas em investir na pesquisa e
desenvolvimento de novos medicamentos para tratar essas doencas, devido a baixa
rentabilidade financeira. Embora algumas empresas estejam trabalhando em parceria com
organizagOes globais, como a iniciativa Drugs for Neglected Diseases (DNDi), para
desenvolver hits, leads e candidatos a farmacos, ainda ha muito a ser feito para enfrentar esse
desafio adequadamente (SANTOS et al, 2020; FERREIRA, ANDRICOPULO, 2019).

3.1.1 Doenga de Chagas

A doenca de Chagas (DC) ou tripanossomiase americana como também é conhecida, é
uma das 20 doengas tropicais negligenciadas listadas pela OMS. A doenca foi descoberta ha
109 anos por Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas, médico e cientista brasileiro que na época
trabalhava como pesquisador no Instituto Oswaldo Cruz. Carlos Chagas mudou-se para a
cidade de Lassance-MG com o intuito de combater a malaria que acometia os trabalhadores
envolvidos na construcdo dos ramais da estrada de ferro central do Brasil. Durante este
periodo, ele utilizou um vagdo de trem como moradia, laboratério e consultério, onde
examinava animais e pessoas, ficando em contato direto com as doencas e a fauna daguela
regido. Sua dedicacdo o levou a descobrir um flagelado de mico, que ele denominou
Trypanosoma minasense, exclusivo de micos. Apds mais estudos, ele identificou outro
tripanossoma, presente no tubo digestivo de barbeiros, insetos muito frequentes em casas da
regido e causadores de varias enfermidades (WHO, [S.D]; FITARELLI, HORN, 2008).

Em 1909, diante da descoberta, Carlos Chagas remeteu amostras de barbeiros
infectados ao laboratério de Oswaldo Cruz, localizado no Rio de Janeiro. Por meio da

infeccdo de micos, comprovou-se a hipdtese de Chagas de que este tripanossoma representava
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uma nova espécie que circulava entre barbeiros, mamiferos e, possivelmente, seres humanos.
A partir deste momento, Carlos Chagas dedicou-se incansavelmente a busca deste protozoario
no sangue de pessoas residentes em casas infestadas por barbeiros e denominou a nova
espécie como Trypanosoma cruzi, em homenagem a Oswaldo Cruz. Carlos Chagas foi um
dos poucos cientistas a descobrir uma patologia, descrever o agente causador da doenca,
identificar o vetor, dissertar sobre os dados epidemioldgicos, clinicos e sociais de sua nova
descoberta (KROPF, AZEVEDO, FERREIRA, 2000; MALAFAIA, RODRIGUES, 2010).

A DC é uma zoonose endémica em 21 paises americanos, e se dissemina em paises
europeus, Australia e Japdo. Acomete aproximadamente 6 a 8 milhdes de pessoas, com
incidéncia anual de 30 mil casos novos na regido, ocasionando, em média, 14.000 mortes/ano
e 8.600 recém-nascidos infectados durante a gravidez. Estima-se que cerca de 75 milhdes de
pessoas vivem em areas de risco, aumentando assim as chances de contrair a doenca. Como
decorréncia das elevadas incidéncias ao longo do século XX, estima-se que existam
atualmente pelo menos um milhdo de pessoas infectadas no Brasil (OPAS-OMS, 2021; SVS-
MS, 2022 BRINDHA, BALAMURALI, CHANDA, 2021; SCARIM et al., 2019).

O parasita responsavel pela doenca é o Trypanosoma cruzi (T. cruzi), um protozoario
hemoflagelado da ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. O T. cruzi é transmitido
por insetos vetores chamados triatomineos. Os principais hospedeiros do parasita sdo as
espécies Triatoma dimidiata, Rhodnius prolixus e Triatoma infestans como demonstrado na
figura 1. Esses invertebrados defecam apds a alimentacdo, liberando tripomastigotas
infecciosos em suas fezes que penetram no hospedeiro. A infeccdo pelo T. cruzi também pode
ocorrer por transmissao vertical, ingestdo oral de alimentos ou bebidas contaminados, bem
como por transfusdo de sangue ou transplante de 6rgdos (SCARIM et al., 2018; BRINDHA,
BALAMURALI, CHANDA, 2021; LA HOZ, MORRIS, 2019).

Figura 1 - Espécies com maior prevaléncia na América.

Triatoma dimidiata Rhodnius prolixus Triatoma infestan

Fonte: OLIVEIRA et al., 2020 (Adaptado).
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Seu ciclo reprodutivo (figura 2) permite que ele exista em trés formas distintas
(epimastigota, amastigota e tripomastigota). Os tripomastigotas metaciclicos (forma
infecciosa) sdo transmitidos aos humanos por meio de fezes de triatomineos; enquanto os
triatomineos se alimentam de sangue, eles defecam na pele do hospedeiro, e 0 T. cruzi penetra
no hospedeiro. J& dentro do corpo as tripomastigotas sdo fagocitadas por macro6fagos no
tecido celular subcutaneo no local da infecgdo. No citosol desse tecido eles se diferenciam em
amastigotas. As amastigotas se multiplicam por fissdo binaria e se transformam em
tripomastigotas novamente, provocando a lise celular, possibilitando assim que percorreram a
circulacdo sanguinea e linfatica para penetrar em qualquer célula do corpo. Nesse estagio,
podem ser ingeridos por outro vetor. Dentro dos triatomineos, os tripomastigotas avangam em
direcdo ao segmento medial do trato gastrointestinal. Eles se diferenciam ali tornando-se
epimastigotas, que sdo mais bem adaptados para sobreviver no ambiente e se reproduzir por
fissdo binaria. As epimastigotas migram para o segmento distal do trato gastrointestinal, onde
se fixam no epitélio do colon por meio de seus flagelos, transformam-se em tripomastigotas
metaciclicos novamente para serem entdo expelidos nas fezes durante a posterior ingestao de
sangue e infectam outro ser humano, completando o ciclo de transmissdo (ALVAREZ-
HERNANDEZ, 2018).

Figura 2 - Ciclo de vida do T.cruzi.
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3.1.1.1 Manifestacdes clinica e diagnostico

O curso clinico da DC normalmente envolve uma fase aguda e uma fase crbnica. A
fase aguda da doenca inicia apds o periodo de incubacdo de 1 a 2 semanas ap0s a inoculacéo.
Os sintomas incluem febre, inflamacgéo no local da inoculacdo e linfadenopatia na fase aguda,
por esse motivo, muitos individuos infectados ndo sdo diagnosticados, pois muitas vezes ndo
buscam atendimento médico. Ainda na fase aguda, o infectado pode apresentar edema
palpebral unilateral (sinal de Romarfia; quando a conjuntiva é a porta de entrada) e
hepatoesplenomegalia ou auséncia de sintomas (assintomatico). Apos a fase aguda, cerca de
30% dos pacientes entram no estagio determinado (estagio final), porém a maioria (70%)
prossegue para a fase indeterminada (MALIK, 2015).

A chamada forma indeterminada (fase cronica) da DC é assintomatica, porém, cerca
de 30-40% dos pacientes cronicamente infectados podem desenvolver envolvimento de
6rgdos 10-30 anos apds a infeccdo aguda. O envolvimento cardiaco € o tipo mais frequente e
grave de envolvimento de 6rgaos, ocorre em 14-45% dos pacientes cronicamente infectados,
enquanto que o envolvimento gastrointestinal ocorre 10-21% dos infectados (PEREZ-
MOLINA, MOLINA, 2018).

Na fase aguda, tripomastigotas moveis podem ser identificadas por meio de exame
microscopico de sangue anticoagulado ou outros fluidos corporais, como o liquido
cefalorraquidiano, utilizando métodos como esfregacos de sangue fino e espesso, ou métodos
de concentracdo, como o0 microhematdcrito e 0 método de Strout. Métodos parasitoldgicos
indiretos, que € mais sensivel que hemocultura, xenodiagndstico e as técnicas de concentracdo
ou métodos moleculares como PCR, que tem se mostrado muito Gtil no diagnéstico da
transmissdo vertical (ECHEVERRIA, MORILLO, 2019; PEREZ-MOLINA, MOLINA,
2018).

Como a carga parasitaria na fase cronica da DC é geralmente baixa, a menos que a
reativacdo seja demonstrada, o diagnostico recomendado sdo os testes sorologicos, como
ensaio imunoenzimatico (ELISA), ensaio de anticorpos imunofluorescentes (IFA) e
hemaglutinacdo indireta (HAI), no entanto, nenhum teste realizado para infeccdo crénica por
T. cruzi tem sensibilidade e especificidade suficientemente altas para ser usado isoladamente;
resultados positivos de dois testes, preferencialmente baseados em antigenos diferentes (por
exemplo, lisado de parasita total e antigenos recombinantes), Sd0 necessarios para
confirmacdo (GUARNER, 2019; BERN, 2015).
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3.1.1.2 Tratamento

A quimioterapia atual para a DC é restrita a dois farmacos nitroheterociclicos, o
nifurtimox (NFX) e benznidazol (BZN), descobertos nas décadas de 1960 e 1970,
respectivamente. Ambos tém atividade tripanocida alta durante a fase aguda da doenca: até
100% em recém-nascidos e até 80-90% em criancas e adultos diagnosticados e tratados em
tempo habil variando de acordo com as cepas do T. cruzi. No entanto, na fase cronica da
doenca, o efeito tripanocida é reduzido. Além disso, podem resultar em uma série de efeitos
colaterais, como anorexia, alteracbes psiquicas, manifestacbes digestivas, depressao da
medula d&ssea, polineuropatia periférica, hipersensibilidade, linfadenopatia, purpura
trombocitopénica e agranulocitose (SCARIM et al., 2018; ALVAREZ-HERNANDEZ, 2018).

No Brasil, o unico farmaco disponivel para o combate da DC é 0 BZN, o que contribui
para que a doenca seja considerada negligenciada no pais. Além disso, a dificuldade em
diagnosticar individuos na fase inicial da infeccdo, impacta negativamente na eficacia da

terapia, o que representa um grande desafio.

Benznidazol ou N-Benzyl-2-nitro-1H-imidazole-1-acetamide (figura 3), é um derivado
de 2-nitroimidazol usado no tratamento da DC. De acordo com a sua baixa solubilidade em
agua, o BZN é classificado como pertencente a classe quatro no sistema biofarmacéutico.
Com base na posologia, o tratamento com BZN é realizado por via oral durante 60 dias
diariamente com uma dose de 5-7mg/kg para adultos e 10mg/kg para criancas. A baixa
solubilidade do BZN associado a um tratamento com doses elevadas por um longo periodo de
tempo desencadeiam reacdes adversas. Além de influenciar na biodisponibilidade, reduzindo
sua eficacia durante a fase crénica da infeccdo, quando os parasitas estdo localizados
principalmente nas células esqueléticas e do musculo cardiaco (BERMUDEZ et al., 2016).

Figura 3 - Estrutura do Benznidazol.
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Fonte: Propria autora, 2023.
Dado o desempenho farmacéutico insatisfatério das drogas atualmente disponiveis,

benznidazol e nifurtimox, embora Uteis quando administradas na fase aguda da doenca, séo

ineficazes na fase cronica e exibem efeitos adversos devido a sua toxicidade. Portanto, sdo
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necessarias mais pesquisas para descobrir e desenvolver novos medicamentos para curar o

estagio crénico da infecgo.
3.1.2 Leishmaniose

O patologista William Boog Leishman (1865-1926) em 1990 estava servindo o
exército britanico na india. Leishman observou no bago de um soldado morto, pequenos
corpos com cromatina destacada entre as manchas. Discernivel das células sanguineas, elas
possuiam duas massas de cromatina regularmente padronizadas. Atualmente, essas duas
estruturas da cromatina tém nomes rotulados: um nucleo maior e um cinetoplasto. Mas
Leishman ndo conseguiu rotuld-los na época e guardou as anotagcdes para referéncia
futura. Em maio de 1903, ele observou os mesmos corpos no sangue de um rato morto com
tripanossomiase. Relembrando as anotagdes de 1900, Leishman sugeriu que a infame “febre
Dum-Dum” (Dum Dum era uma esta¢do militar britinica perto de Calcuta, india) era causada
por uma espécie distinta. Dois meses depois, Charles Donovan (1863-1951), um médico
irlandés na India, também relatou os mesmos corpos descritos por Leishman. Em novembro
de 1903, Ronald Ross (1857-1932), um oficial médico britanico autorizado a investigar
calazar na india, publicou um artigo confirmando a natureza idéntica de ambas as descobertas
e propés o nome cientifico Leishmania donovani. Desde entdo, vérias outras espécies
de Leishmania foram relatadas por médicos (SASIDHARAN, SAUDAGAR, 2021).

As leishmanioses representam um grupo de doengas infecciosas, causadas por
diferentes espécies de protozoarios incluidos na familia Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastidae, género Leishmania e subgénero Leishmania e Viannia. Atualmente, mais de
20 espécies patogénicas ao homem foram descritas, atingindo principalmente a pele e 6rgéos
como figado, bago, medula 6ssea e ganglios linfaticos (WHO, 2022; NORCLIFFE et al.,
2018; OLIVEIRA et al., 2014).

Existem trés formas principais de leishmanioses: visceral (forma mais grave da
doenca), cutanea (a mais comum) e mucocutanea. Os paises com mais casos de leishmaniose
visceral sdo India, Suddo do Sul, Suddo, Brasil, Etiopia e Somalia. A leishmaniose esta entre
as dez principais doencas tropicais negligenciadas, com mais de 12 milhdes de pessoas
infectadas, 0,9-1,6 milh&o de novos casos a cada ano, entre 20.000-30.000 mortes e 350
milhdes de pessoas em risco de infec¢do. (WHO, 2022; PAHO, [S.D]).

Os flebotomineos (também conhecidos como mosquito-palha, tatuquira, cangalhinha e

birigui) sdo os hospedeiros invertebrados responsaveis pela leishmaniose. Pertencentes a
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ordem Diptera, familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae, esses insetos apresentam
coloragdo amarelada, corpo pequeno e piloso, asas que se mantém eretas sobre o corpo em
formato de “V” (figura 4). Os insetos adultos de ambos os sexos se alimentam dos acucares de
plantas, entretanto as fémeas apresentam habitos hematofagicos, necessarios para a maturacao
dos ovos. Em geral, os flebotomineos sdo altamente suscetiveis & desidratacdo, portanto,
costumam se alimentar durante o crepusculo e a noite, abrigando-se durante o dia (FIOCRUZ,
2019; ALEMAYEHU; ALEMAYEHU, 2017; VILELA et al., 2014).

Figura 4 - Mosquito-palha.

Os parasitas Leishmania sdo transmitidos aos vertebrados pela picada de fémeas de
flebotomineos infectados. Alguns flebotomineos tém uma ampla variedade de hospedeiros,
incluindo canideos, roedores, marsupiais, mangustos, morcegos e hiraxes, enquanto outros se
alimentam principalmente de humanos. Assim, a doenca pode ser zoondtica,
antropozoondticas ou antroponética, embora poucas espécies sejam estritamente
antropondticas (STEVERDING, 2017; AKHOUNDI et al., 2017).

Leishmania sp. apresenta duas fases distintas em seu ciclo de vida: promastigota e
amastigota. O ciclo bioldgico das leishmanioses se inicia a partir do momento em que as
fémeas do inseto vetor ingerem macréfagos parasitados na forma amastigota de Leishmania
presentes no sangue de animais infectados. Apds isso, ocorre 0 rompimento dos macrofagos
para liberar o parasita ainda na forma amastigota, o qual se reproduz e se desenvolve no trato
digestivo do inseto, transformando-se em promastigota, a qual é flagelada e extracelular. Esta
forma se reproduz no esofago e faringe do vetor, até se diferenciarem em promastigotas
metaciclicas (forma infectante). Com isso, ao picar novamente um hospedeiro vertebrado,
estas formas sdo liberadas. Na epiderme do hospedeiro, sdo fagocitadas por macréfagos e se
diferenciam na forma amastigota novamente. Estas se multiplicam até romper os macrofagos

para serem fagocitadas por outros macrofagos e repetirem o processo (figura 5). Desta forma
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ocorre a infec¢do do patdgeno pelo sangue para outros tecidos, como os do figado, baco e
medula 6ssea (MINISTERIO DA SAUDE, 2019; MANN, 2021).

Figura 5 - Ciclo bioldgico das leishmanioses.
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3.1.2.1Manifestacdes clinicas e diagnostico

A leishmaniose apresenta um espectro completo de manifestacfes clinicas, variando
de assintomatica a letal. Isso depende da espécie infectante, vetor, estado imunolégico do
hospedeiro, idade, estado nutricional, local e dose de inoculagdo e antecedentes genéticos do
hospedeiro (KEVRIC, CAPPEL, KEELING, 2015). Como supracitado, as leishmanioses
podem se manifestar no hospedeiro vertebrado de trés formas clinicas: Leishmaniose Visceral
(LV), Leishmaniose Cuténea (LC) e Leishmaniose Mucocutanea (LMC) (PODINOVSKAIA,
DESCOTEAUX, 2015).

A leishmaniose visceral, também conhecida como calazar, é fatal se ndo tratada em
mais de 95% dos casos. Caracterizada por episddios febris irregulares, perda de peso,
esplenomegalia, hepatomegalia e anemia. A maioria dos casos ocorre no Brasil, na Africa
Oriental e na India. Estima-se que 50.000 a 90.000 novos casos de LV ocorram anualmente
em todo o mundo, com apenas 25 a 45% notificadas a OMS. Continua sendo uma das

principais doencas parasitarias com potencial de surto e mortalidade. Mais de 90% dos novos
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casos notificados a OMS em 2020 ocorreram em 10 paises: Brasil, China, Etiopia, Eritreia,
india, Quénia, Somalia, Sud&o do Sul, Suddo e I1émen (WHO, 2022).

A leishmaniose cutédnea é a forma mais comum de leishmaniose e causa lesdes
cutaneas, provocando Ulceras, em partes expostas do corpo e cicatrizes para toda a vida. Cerca
de 95% dos casos de LC ocorrem nas Américas, na bacia do Mediterraneo, no Oriente Médio
e na Asia Central. Mais de 85% dos novos casos de LC em 2020 ocorreram em 10 paises:
Afeganistio, Argélia, Brasil, Coldmbia, Iraque, Libia, Paquistdo, Peru, Republica Arabe da
Siria e Tunisia. Estima-se que entre 600 000 a 1 milhdo de novos casos ocorram anualmente
em todo o mundo (WHO, 2022).

A leishmaniose mucocutanea provoca destruicdo parcial ou total das membranas
mucosas do nariz, boca e garganta. Mais de 90% dos casos de leishmaniose mucocutanea

ocorrem na Bolivia, Brasil, Etiopia e Peru (WHO, 2022).

Na leishmaniose visceral, o diagnostico é feito combinando sinais clinicos com testes
parasitoldgicos ou soroldgicos (como testes rapidos). Na leishmaniose cutdnea e mucocutanea
os testes soroldgicos tém valor limitado, necessitando da combinacdo de informacdes sobre as

manifestacdes clinicas com testes parasitologicos para confirmar o diagnostico (WHO, 2022).

3.1.2.2 Tratamento

O tratamento da leishmaniose baseia-se exclusivamente no uso de medicamentos,
Esses farmacos apresentam algumas limitacGes, como toxicidade, alto custo de producéo e,
consequentemente, comercializacdo, eficacia reduzida, dificuldade de administracdo e, mais
importante, o surgimento de cepas resistentes. Houve varias tentativas de desenvolver uma
vacina contra o parasita, mas ndo houve avangos nessa area. Portanto, o método de tratamento
atual é a terapia convencional, ou seja, antimoniais pentavalentes (estibogluconato de sédio e
antimoniato de meglumina), miltefosina, anfotericina B e pentamidina (SASIDHARAN,
SAUDAGAR, 2021; TORRES-GUERRERO, 2017).
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Figura 6 - Estrutura dos principais farmacos usados no tratamento da leishmaniose.
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Fonte: Prépria autora, 2023.

3.2 Estruturas Privilegiadas

As estruturas privilegiadas séo estruturas ou fragmentos moleculares que possuem a
capacidade de interagir com uma variedade de receptores bioldgicos e exibindo inimeras
propriedades farmacoldgicas, atuando como ligantes ativos e seletivos para uma variedade de
alvos biologicos. Além disso, estruturas privilegiadas constantemente apresentam boas
propriedades bioldgicas, tornando-as adequadas para criagdo de novos compostos ativos.
Consequentemente, as estruturas privilegiadas permitem que quimicos medicinais busquem
compostos com potencial medicamentoso para inimeras doencas, a fim de acelerar a pesquisa

e 0 desenvolvimento de novos medicamentos (ZHANG, 2021).

O termo “estruturas privilegiadas" foi publicado pela primeira vez por Evans (1988),
descrevendo-as como subunidades estruturais frequentemente encontradas nas moléeculas de
diversos farmacos, aplicados no tratamento de muitas doencas e com afinidade para varios
receptores. Desde entdo, um dos métodos mais utilizados na quimica medicinal para descobrir
novos farmacos € o uso das estruturas privilegiadas (EVANS et al., 1988; ZONOUZ,
GHAFFARI, POURREZA, 2022).
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3.2.1 Isatina

A isatina, quimicamente conhecida como indolina-2,3-diona ou indole-1H-2,3-diona €
considerada um bloco de construcdo privilegiado, foi obtido pela primeira vez por Erdmann e
Laurent em 1840 como um produto da oxidacdo do corante indigo por acido e acido crdomico
(ERDMANN, 1840; LAURENT, 1840), além disso, é onipresente na natureza, e Seus
derivados possuem diversas propriedades farmacoldgicas (GUO 2019).

Derivada do indol, a isatina apresenta em sua estrutura um atomo de nitrogénio na
posicdo 1 e dois grupos carbonila nas posi¢bes 2 e 3. O conjunto de aneis da isatina consiste
em dois anéis ciclicos, um dos quais é de seis membros e o outro € de cinco membros como
mostrado na Figura 7 (CHAHAL, NIRWAN, KAKKAR, 2019).

Figura 7 - Estrutura da Isatina.
Ty
Fonte: Prépria autora, 2023.

Dentre os registros de bioatividade das isatinas encontrados na literatura, destacam-se
as anticancerigena (ELDEEB et al., 2022; TENG et al., 2016), antibacterianas e antifingicas
(SALEEM et al., 2022; TANGADANCHU, SUIl, ZHOU, 2021), anti-inflamatério e
antinociceptivo (DANTAS, 2020), anticonvulsivante (EMAMI et al., 2021), anti-tuberculose
(YAN et al., 2018) entre outras. Esse amplo espectro de atividades farmacoldgicas é possivel
gracas a versatilidade sintética da isatina causando um ressurgimento do interesse na quimica,

levando a aperfeicoamento em procedimentos de varias ja conhecidas reacdes e

desenvolvimento de metodologias estereosseletivas (DANTAS, 2020).
3.2.2 Isatina nas doencas negligenciadas

Estudos publicados recentemente tém demonstrado aplicagdo da isatina na sintese para
novas moléculas com potenciais efeitos antiparasitarias (LEITE et al., 2019; BRANDAO et
al., 2021). Dentre os compostos contendo isatina produzidos pelo Laboratério de
planejamento em Quimica Medicinal (LpQM) com atividade antiparasitaria identificada é
possivel citar a serie de FREITAS et al. (2021), onde os resultados presentes no trabalho
indicam uma importante atividade tripanocida e leishmanicida especialmente para o0s

compostos 21 e 2m (figura 8).



27

Figura 8 - Derivados da Isatina com atividade anti-T. cruzi.
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3.2.3 Tiazol

Tiazol € um composto organico heterociclico, apresenta uma estrutura de anel
molecular de cinco membros com férmula molecular C3H3NS (figura 9). possui um grupo
doador de elétrons (-S-) e um grupo receptor de elétrons (C =N). Denominado como 1,3-
tiazol, foi descoberto pela primeira vez por Hantzsch e Waber em 1887, enquanto Popp
confirmou sua estrutura em 1889. O anel tiazol estd presente em muitos produtos naturais e
sintéticos com um amplo espectro de atividades farmacoldgicas (CHHABRIA, 2016;
MISHRA et al., 2015) como anticancerigena (SAYED et al., 2020; SANTANA et al., 2018),
antimalarico (BUENO et al., 2016; KUMAWAT, 2018), antifingica (GUO et al., 2019),
antibacteriano (TROTSKO et al., 2018), antiviral (KE et al., 2018), anticonvulsivante
(MISHCHENKO et al., 2020), anti-inflamatéria (MAGHRABY et al., 2020), antidiabética
(ABDELLATIF et al., 2019), antitubercular (MORASKI et al., 2020) entre outras.

Figura 9 - Estrutura do Tiazol.
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Fonte: Prépria autora, 2023.

3.2.4 Tiazol nas doencas negligenciadas

Compostos contendo o anel tiazol vem sendo bastante relatado na literatura para

doencas negligenciadas como, a doenca de Chagas, leishmaniose, tricomoniase e giardiase
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(AYATI et al., 2015). O tratamento para algumas doengas parasitaria como giardiase e
tricomoniase compreende 0 uso de drogas 5-nitroheterociclicas,
como metronidazol, secnidazol e, recentemente, nitazoxanida como representadas na figura
10 (NAVARRETE-VAZQUEZ et al., 2015).

Figura 10 - Drogas 5-nitroheterociclicas com atividade antiparasitarias.
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Fonte: Prépria autora, 2023.

O LpQM vem demonstrando atividade antiparasitarias de derivados do tiazol. Dentre
0s compostos contendo o anel tiazol produzidos pelo grupo LpQM é possivel citar as séries de
GOMES et al. (2016) em que relata o efeito de ftalimidas-tiaz6is potenciais contra o T. cruzi,
SILVA et al. (2017) onde expbem os resultados tripanocida de piridinas-tiazois e, por fim,
FREITAS et al. (2021) os resultados presentes no trabalho indicam uma importante atividade

tripanocida e leishmanicida em diferentes isatinas-tiazois (figura 11).

Figura 11 - Derivados da tiazol com atividade anti-T. cruzi.
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Fonte: Prépria autora, 2023.
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4 PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

O desenvolvimento de farmacos é desafiador devido a uma variedade de fatores,
incluindo longos ciclos de desenvolvimento e altas taxas de rejeicdo de candidatos em todos
os estagios. O controle das propriedades fisico-quimicas durante a formulacdo do composto é
fundamental para melhorar a qualidade dos candidatos. Sendo assim, mais atencdo da
pesquisa estd sendo empregada no estagio do planejamento de medicamentos e modificacdo
de compostos para se assemelhar mais a drogas existentes, proporcionando uma maior
“semelhanca as drogas” (WEI et al., 2020).

A busca por moléculas bioativas é a base da Quimica Medicinal. Seja por meio de
reaproveitamento de drogas, design baseado em estrutura, modificacfes e aplicacdo de
estruturas privilegiadas, sdo inimeras as opcdes empregadas por quimicos medicinais para
atingir seus objetivos (BRANDAO et al., 2021).

Uma abordagem frequentemente aplicada por quimicos sintéticos na descoberta de
drogas € investigar a reatividade de estruturas privilegiadas, incorporando-as em estruturas
mais complexas proporcionando um possivel aumento a respeito do seu potencial bioativo.
No entanto, devido a problemas com ADMET (Absorcdo, Distribuicdo, Metabolismo,
Excrecdo e Toxicidade) muitas moléculas promissoras falham em estagios posteriores da
descoberta e desenvolvimento. Desta forma, a detec¢do precoce desses fendmenos é vital para
0s quimicos sintéticos tanto em laboratérios académicos quanto na inddstria farmacéutica
(BRANDAO et al., 2021).

Muitos modelos computacionais predizem as propriedades fisico-quimicas,
farmacocinética e medicinais de moléculas (BAKCHI et al., 2022). Um dos sites mais
abrangentes é o SwissADME, administrado pelo Instituto Suico de Bioinformatica (SIB), que
oferta servicos e recursos de bioinformatica para cientistas em todo o mundo. Permitindo a
avaliacdo dos parametros ADME de candidatos a farmacos e fornece informacdes necessarias
para processo de descoberta de drogas (RANJITH, RAVIKUMAR, 2019) A ferramenta é
simples de usar e interpretar, sua disponibilidade gratuita oferece aos pesquisadores a
oportunidade de realizar de forma rapida e eficaz uma variedade de estudos in silico
(BAKCHI et al., 2022). Como resultado de muitos anos de estudos sobre drogas, regras de
similaridade de drogas, como Lipinski e Veber para possivel capacidade de se tornar novos
medicamentos sdo aplicados no planejamento de moléculas.

Neste trabalho, o planejamento das moléculas foi realizado partindo de moléculas

anteriormente desenvolvidas pelo grupo LpQM. Os resultados obtidos dos derivados isatina
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sintetizados por Gomes (2016) e Freitas (2021) foram norteadores, as isatina-
tiossemicarbazonas presentes apresentaram uma promissora atividade antitumoral e
antiparasitaria. O grupamento farmacoforico tiazol também foi escolhido, considerando a
conhecida atividade antiparasitaria de derivados que contém o nucleo.

Justim e colaboradores (2021) relatam as moléculas que contém o grupo nitro sdo
conhecidas por apresentar uma expressiva versatilidade. Essas moléculas tém sido utilizadas
com sucesso como agentes antineoplasicos, antibioticos, antiparasitarios, bem como
inseticidas e herbicidas. E notavel que este substituinte pode interagir com espécies bioldgicas
presentes em sistemas vivos por transferéncia de elétrons envolvendo transformagdes. Desta
forma, foi escolhida a 5-nitroisatina como composto de partida para obtencdo da série.

Com os grupos farmacoféricos escolhidos, foi utilizada a estratégia quimica de
hibridizacdo molecular (Figura 12), onde duas estruturas bioativas distintas foram unidas em
uma nova estrutura. Esta juncdo permite potencializar a atividade bioldgica. Foram utilizados
varios grupos quimicos na posicdo C4 do anel tiazol, como, por exemplo, grupo metil,
metoxi, nitro e halogénios (F, Cl, Br), mantendo o grupo fenil em N4, como sugerido no
trabalho de Gomes (2016) e Freitas (2021).

Figura 12 - Emprego da hibridagdo molecular para o planejamento estrutural das tiazolil-isatinas.
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Fonte: Propria autora, 2023.

De acordo com a "Regra dos 5" de Lipinsk et al. (2012), que discute abordagens
experimentais e computacionais para estimar a solubilidade e permeabilidade em

configuracbes de farmacos em processo de desenvolvimento, as caracteristicas dos 11
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compostos planejados foram previamente avaliados. A "Regra dos 5" prediz que candidatos
bioativos devem apresentar quatro caracteristicas fisico-quimicas que sdo tipicamente
observadas em medicamentos orais ja existentes. Outros parametros observados nos
compostos foram propostos por Veber et al. (2002), utilizando como referéncia complementar
a area de superficie polar (ASP) e o nimero de ligagdes rotaveis para estudar a absorgéo oral
dos mesmos compostos. A Figura 13 e a Tabela 1 mostram 0s pardmetros propostos por

Lipinsk e Veber para os farmacos.

Figura 13 - Regra dos 5 proposta por Lipinski e parametros propostos por Veber.
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Fonte: Prépria autora, 2023.

Tabela 1 - Dados dos compostos planejados aplicados a regra de Lipinsk e Veber.

MM

BT - S L e
SN-1A  H Ph 13281 4 1 5 44146 297

SN-1IB H  4-MeO-Ph 14204 5 1 6 47149 297

g, SNIC H o aMePh 13281 4 1 5 45549 297

S /\g_ SN-ID  H  3-NO2-Ph 17863 5 1 7 48646 -035

A AR SNAE H o 4No2Ph 17863 5 1 7 48646 -035
"ad SN-IF H  4FPh 13281 4 1 6 45045 313
g SN-1G  H  4ClPh 13281 5 1 5 51756 3.3
Yo, SN-IH  H  4Ph-Ph 13281 4 1 5 49152 3.3
SN-J H  4-BrPh 13281 4 1 5 520,36 3.3

SN-IL  Me Ph 13281 4 1 5 45549 3.3

SN-10 H  34diCl-Ph 13281 4 1 5 51035 3.3

Fonte: Prépria autora, 2023.
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De acordo com os dados dispostos na Tabela 1, observou-se que as moléculas SN-1B,
SN-1D e SN-1E apresentaram &rea de superficie polar acima dos limites esperados e 0s
compostos SN-1G SN-1J e SN-10 apresentam massa molecular maior que o permitido.
Apesar disso, todas as estruturas foram satisfeitas quanto as regras de Lipinsk e Veber, ja que

um anico pardmetro fora dos limites ndo desqualifica a molécula.
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5 METODOLOGIA
5.1 Local da pesquisa

O projeto foi desenvolvido no Laboratorio de planejamento em Quimica Medicinal
(LPQM) - Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Pernambuco
- UFPE, Campus de Recife-PE. As analises espectroscopicas de Ressonancia Magnética
Nuclear de 'H e **C foram realizadas na Central Analitica do Departamento de Quimica

Fundamental e a parte bioldgica no Instituto Aggeu Magalh&es (Fiocruz Pernambuco).
5.2 Materiais

As reacOes foram realizadas utilizando os solventes: hexano, acetato de etila, etanol,
isopropanol, Dimetilformamida (DMF) e tolueno, provenientes das marcas Dindmica,
Quimica moderna e F.Maia industria e Comércio Ltda. Ja os reagentes: 5-nitroisatina, 4-
feniltiossemicarbazida, 2-bromo-acetofenona, 2-bromo-4’-metil-acetofenona, 2-bromo-4’-
metoxi-acetofenona, 2-bromo-3’-nitro-acetofenona, 2-bromo-4’-nitro-acetofenona, 2-bromo-
4’-fluoracetofenona, 2-bromo-4’-cloro-acetofenona, 2-bromo-4’-fenilacetofenona, 2-bromo-
2-acetonaftona, 2,4’-dibromoacetofenona, 2,2’°,4’-tricloroacetofenona, 2-bromo-propilfenona,
1,3-dicloroacetona, 2-bromo-4’-hidroxiacetofenona e 2-bromo-3’4’-cloro-acetofenona das
marcas Sigma Aldrich e Alfa Aesar. O DMSO deuterado (DMSO-d6) das marcas Sigma-
Aldrich foram utilizados para a realizagdo de todos 0s RMNs.

O acompanhamento das reacGes foi realizado através de Cromatografia em Camada
Delgada (CCD), utilizando-se por fase silica-gel 60 da marca Alugram® com indicador
fluorescente F254. Para a leitura das placas cromatogréaficas foi utilizada uma camara de
radiacdo ultravioleta (com duplo comprimento de onda 365nm ou 254nm) da marca Vilber
Lourmat. Para auxiliar nos processos reacionais foi utilizado agitador magnético com
aquecimento da marca lon, modelo HJ-3. A determinacdo do ponto de fusdo dos produtos
sintetizados, foi realizada através do equipamento fusibmetro da marca Fisatom, modelo
430D.

As analises espectroscépicas de Ressonancia Magnética Nuclear (°C e 'H e DEPT)
realizada na Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE, utilizou
instrumentos da Varian, modelo Unit Plus (400MHz para *H e **C) Como padrao foi utilizado

o tetrametilsilano e o dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6) como solvente.
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5.3 Planejamento estrutural
5.3.1 Swiss ADME

Os valores de Log Po/w consensual (cLogP), massa molecular (MM), N° de doadores
de ligacdo de hidrogénio (nDLH), N° de aceptores de ligacdo de hidrogénio (nALH) da regra
de Lipinski e Area da Superficie Polar Topoldgica (TPSA), nimero de ligaghes rotaveis e N°
de violagOes da regra de Veber, foram obtidos através da plataforma digital de bioinformatica
SwissADME, a qual compila a contribuicdo de diferentes autores na area de quimica
medicinal e quimioinformatica para processar diferentes andlises in silico
(DAINA;MICHIELIN; ZOETE, 2017).

5.4 Rota Sintética

O processo de sintese foi desenvolvido em duas etapas, conforme descrito na figura

14. Depois de sintetizados, a estrutura dos compostos foi elucidada por RMN H' e C3.

Figura 14 - Sintese dos compostos.
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Fonte: Propria autora, 2023.

5.4.1 Sintese do intermediario (INT-SN)

Em bal&o de fundo redondo, adicionou-se a respectiva 5-nitroisatina (5-nitroindolina-
2,3-diona), a 4-feniltiossemicarbazida (na proporg¢éo 1:1), etanol (20ml) e HCI (7 gotas, cat.).
A mistura reacional foi mantida em agitacdo magnética e refluxo por 24 horas. As reacoes
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foram acompanhadas por CCD. Ao fim da reacéo, o precipitado formado foi filtrado em funil
sinterizado e utilizando etanol e ciclo-hexano para lavagem em sistema a vacuo. O funil
sinterizado contendo o produto foi acondicionado em dessecador por 24h e entdo pesado para

obtencéo dos dados de rendimento reacional.
5.4.2 Sintese da série isatina-hidrazona-tiaz6is SN-1A a SN-10

Em baldo de fundo redondo, adicionou-se o intermediario (INT-SN), uma das a-halo-
cetonas  (2-bromo-acetofenona,  2-bromo-4’-metil-acetofenona,  2-bromo-4’-metoxi-
acetofenona, 2-bromo-3’-nitro-acetofenona, 2-bromo-4’-nitro-acetofenona, 2-bromo-4’-
fluoracetofenona, 2-bromo-4’-cloro-acetofenona, 2-bromo-4’-fenilacetofenona, 2-bromo-2-
acetonaftona, 2,4’-dibromoacetofenona, 2,2°,4’-tricloroacetofenona, 2-bromo-propilfenona,
1,3-dicloroacetona, 2-bromo-4’-hidroxiacetofenona e 2-bromo-3’4’-cloro-acetofenona) (nha
proporcéo 1:1) e isopropanol (20ml). A mistura reacional foi mantida sob refluxo por 24h
horas. As reagdes foram acompanhadas por CCD. O precipitado formado foi filtrado em funil
sinterizado e submetido a lavagem com isopropanol e ciclo-hexano em sistema a vacuo. O
funil sinterizado contendo o produto foi acondicionado em dessecador por 24h e entdo pesado

para obtencdo dos dados de rendimento reacional.
5.4.3 Caracterizacao Estrutural

A verificagdo da estrutura quimica das moléculas foi realizada através de andlises
espectroscopicas dos compostos finais (RMN **C e *H). Além disso, também foi observado o

ponto de fusdo (PF) e o fator de retencdo (RF) em CCD destas moléculas (tabela 2).
5.5 Atividade bioldgica
5.5.1 Ensaio tripanocida

Foi utilizado o ensaio da beta-galactosidase desenvolvido por Buckner e colaboradores
(1996), com modificacBes (Romanha et al., 2010). Este ensaio utiliza a cepa Tulahuen de T.
cruzi que expressa 0 gene da beta-galactosidase de Escherichia coli. Esta cepa foi construida e

gentilmente cedida pelo Prof. Frederick Buckner, da Universidade de Washington.

Para a realizacdo dos ensaios, fibroblastos de camundongos da linhagem L929 foram
semeados em placas de 96 pogos e incubados por 24 horas a 37° C para a adesdo e, infecgéo
com 10 parasitas/célula. Ap6s 2 h, o meio contendo os parasitas extracelulares foi substituido
por meio novo e a placa novamente incubada a 37° C por 48 horas. Apds esse periodo, 0 meio

de cultura foi substituido por meio novo, além de compostos em concentracfes decrescentes,
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a partir de 100 pg/mL, até se chegar ao concentracéo inibitdria para 50% da populacgéo (ICsp).
Apos 96 horas de incubacéo, foi adicionado o substrato CPRG, a placa incubada a 37°C, e a
leitura realizada apds 16-20 h em espectrofotdometro utilizando um filtro de 570 nm. O
benzonidazol no seu ICsy (1 pg/mL = 3,81 uM) foi utilizado como controle positivo. Os

resultados foram expressos como a porcentagem de inibi¢do do crescimento parasitario.
5.5.2 Ensaio de citotoxicidade em fibroblastos L929

Os compostos com atividade tripanocida foram testados contra as células L929 para
determinacéo da citotoxicidade (Romanha et al., 2010). A viabilidade das células submetidas
aos tratamentos foi determinada utilizando-se o indicador de viabilidade celular
alamarBlue™. As amostras foram testadas em concentraces crescentes a partir da ICso
encontrada sobre o parasita, utilizando o mesmo ndmero de células, tempo de
desenvolvimento celular e tempo de exposicdo aos compostos usados no ensaio da
betagalactosidase. Ap6s a adicdo do alamarBlue™, a placa foi incubada por 6 h e a leitura
realizada a 570 e 600nm. Os resultados foram expressos como a diferenca na porcentagem de

reducdo entre células tratadas (CT) e células ndo tratadas (CNT), através da seguinte equacao:

(117,216) (Abs570 CT) — (80,586) (Abs600 CT)

(117,216) (Abs570 CNT) — (80,586) (Abs600 CNT) x 100
5.5.3 Indice de seletividade

O indice de Seletividade (IS) foi calculado dividindo-se a CCsq dos compostos sobre
as células L929 pela ICsq encontrado sobre o T. cruzi. Somente compostos que apresentam IS

> 50 sdo recomendados a ensaios in Vivo.
5.5.4 Ensaios com promastigotas de L. amazonensis e L.infantum

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis (cepa WHOM/00 LTB 0016) e
Leishmania infantum (cepa MHOM/MA/67/ITMAP-263) foram mantidas a 26° C em meio
Schneider’s (Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino (meio completo). Parasitas
na fase exponencial de crescimento foram utilizados em todos os experimentos. Para o ensaio
de atividade leishmanicida, os parasitas foram contados e diluidas em meio Schneider’s
(Sigma) completo a 1 x 10° células/mL. Os parasitas foram incubados a 26°C na presenca de
diferentes concentracdes dos compostos (1,5 a 200ug/mL) por 72h. Parasitas incubados
apenas com meio de cultura e com o veiculo foram utilizados como controle negativo. Apds a
incubagdo, os pocos foram lavados e foi adicionada solu¢do de CPRG (500uM, 0,5% de

Nonidet P-40, em PBS), seguida de nova incubacgdo por 10 minutos, a 22°C. Foi realizada a



37

leitura da absorbancia a 570 nm no espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC.
A atividade leishmanicida dos compostos foi verificada pela diminuicdo no nimero de
promastigotas nas culturas tratadas em comparagdo com a cultura controle sem tratamento. A
Miltefosina foi utilizada como controle positivo. Os valores de ICsy foram calculados por
andlise de regressdo utilizando o software GraphPad Prism. Cada ensaio foi realizado em

duplicata
5.5.5 Ensaios com amastigotas de L. amazonensis e L.infantum

Para esta avaliacdo, macréfagos RAW 264.7 (3x10° células/mL) foram incubados para
aderéncia por 1h, a 37°C e atmosfera com 5% de CO,. Ap0s essa incubacgdo inicial foram
acrescentadas promastigotas de L. amazonensis e L.infantum na proporcdo de 15
parasitas/macréfago, por um periodo de 6h, a 37°C e 5% de CO,. Os parasitas nao
internalizados foram removidos por lavagem e a cultura foi incubada novamente na presenca
de diferentes concentragdes dos compostos (3,125 a 100 pg/mL) por 24h, a 37°C e 5% de
CO,. Amastigotas incubadas apenas com meio de cultura e com Miltefosina foram utilizados
como controle negativo e positivo, respectivamente. Apo6s a incubacdo, os pocos foram
lavados e foi adicionada solugdo de CPRG (500uM, 0,5% de Nonidet P-40, em PBS), seguida
de nova incubagdo por 18h, a 22°C. Foi realizada a leitura da absorbancia a 570 nm no
espectrofotometro THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. A atividade leishmanicida dos
compostos foi verificada pela diminuicdo no nimero de amastigotas intracelulares nas
culturas tratadas em comparacdo com a cultura controle sem tratamento. Os valores de IC 50
foram calculados por analise de regressao utilizando o software GraphPad Prism. Cada ensaio

foi realizado em duplicata.
5.5.6 Ensaio de citotoxicidade em macréfagos RAW 264.7

A citotoxicidade em células de mamiferos foi avaliada através de ensaios com MTT.
Esse ensaio baseia-se na reducdo dos sais amarelos de tetrazélio por redutases mitocondriais
de células metabolicamente ativas. Cristais de formazan séo formados no interior dessas
células, que deve ser lisadas para a solubilizagdo e posterior analise por espectrofotometria.
Uma vez que a quantidade de formazan produzida é diretamente proporcional ao nimero de
células viaveis, quanto maior for a viabilidade celular, maior sera a propor¢édo de reducdo do
MTT e maior sera a absorbancia. Os macréfagos da linhagem RAW 264.7 foram soltos das
garrafas de cultura e foram plaqueados em placas de 96 pocos, fundo reto e incubadas por
24h, a 37°C e atmosfera com 5% de CO,, para aderéncia. ApOs esse tempo, 0s compostos

foram adicionados nas concentragdes de 6,25 a 200 pg/mL e incubados novamente por um
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periodo de 48h. Foram utilizados pogos apenas com meio de cultura como controle negativo.
Apos a incubacgdo foi acrescentado 25uL de MTT (3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-brometo
difenil tetrazélio) a 5mg/mL em PBS, seguida de uma nova incubacao por 2h, a 37°C e ao
abrigo da luz. Parte do meio de cultura juntamente com o restante de MTT foi aspirado e
100puL de DMSO foi adicionado por pogo para solubilizagdo dos cristais de formazan
resultantes da reducdo do MTT. Foi realizada a leitura da absorbancia a 570nm no
espectrofotbmetro THERMO SCIENTIFIC Multiskan FC. A concentracdo citotoxica para
50% da cultura (CCsp) foi determinada por analise de regressdo pelo software GraphPad

Prism. Cada ensaio foi realizado em duplicata.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Parte Quimica

Todos os compostos da serie (SN-1A/SN-10) foram obtidos por meio de uma
metodologia simples, em duas etapas. Primeiramente foi obtido o intermediario isatina-
tiossemicarbazida (INT-SN), partindo da condensacdo entre a isatina com a
tiossemicarbazida.

O intermediario (INT-SN) foi obtido utilizando uma metodologia semelhante a de
Karah, que trabalhou com derivados de isatina em 2002. Neste trabalho, Karah reagiu
derivados de isatina com tiossemicarbazida para produzir tiossemicarbazonas de alto
rendimento. A sintese é realizado sob refluxo utilizando como solvente o etanol na presenca
de um catalisador &cido (KARAH, 2002). O composto foi obtido apds vinte horas com um

rendimento de 79% na forma de um pé com coloracdo amarelada.

Figura 15 - Esquema de sintese do intermediario da série SN
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*Reagentes e condi¢des: Etanol, HCI, refluxo, 20h.

Fonte: Prépria autora, 2023.

Uma vez sintetizado 0 (E)-2-(5-nitro-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-
fenilhidrazinacarbotioamida (INT-SN) foi realizada a Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN 'H) e Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (RMN C),

confirmando sua estrutura através dos dados demonstrados abaixo.

RMN *H (DMSO-d6, 300MHz), 5 ppm: 7.1 (d, 1H, ArH), 7.3 (t, 1H, ArH), 7.45 (t, 2H,
ArH), 7.6 (d, 2H, ArH), 8.25 (d, 1H, ArH), 8.66 (s, 1H, ArH), 11.06 (s, 1H, NH), 11.83 (s,
1H, NH), 12.53 (s, 1H, NH).

RMN **C (DMSO-d6, 75MHz) 6 ppm: 111.2 (CH, Ar), 116.7 (CH, Ar), 120.9 (C-Ar), 126.0
(CH, Ar), 126.4 (CH, Ar), 127.0 (2CH, Ar), 128.5 (2CH, Ar), 130.2 (Ph-C-NH), 138.3
(C=N), 142.7 (C-NO2, Ar), 147.4 (C-NH, Ar), 162.9 (C=0), 176.4 (C=S).
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Sintetizado e caracterizado o INT-SN, procedeu-se para a segunda etapa. A etapa dois
consistiu na obtencdo dos tiazois que compdem a série SN 1-11 (Figura 16). O intermediério
foi condensado com 11 diferentes a-halocetonas, seguindo o procedimento desenvolvido por
Hantzsch em 1887 (SOUZA et al., 2005). Nesta metodologia as reacdes sdo realizadas em

agitacdo magnética sob refluxo.

As tiossemicarbazonas, na presenga de a-halo-cetonas, funcionam como agentes
nucledfilos na sintese de tiazdis. Isto acontece porque as a-halocetonas sdo muito reativas
frente ao grupo tioamida nucleofilico presente nas tiossemicarbazonas e, consequentemente,

levam & ciclocondensagio para formar o heterociclo (TENORIO; GOES, 2005).

Figura 16 - Esquema de sintese da série SN

INT-SN SN-1A/SN-10
R,
(0] > S
/N~N)LNH o N 2 N R,
HN H Segunda etapa 2
» HN
a-halocetonas @
NO, NO,
Ry R,
SN-1A H Ph
SN-1B H 4-MeO-Ph
SN-1C H 4-Me-Ph
SN-ID  H  3-NO,Ph
SN-1E H 4-NO,-Ph
SN-1F H 4-F-Ph
SN-1G H 4-Cl-Ph
SN-1H H 4-Ph-Ph
SN-1J H 4-Br-Ph
SN-1L Me Ph
SN-10 H 3,4-diCl-Ph

*Reagentes e condi¢des: Diferentes a-halocetonas, Isopropanol, refluxo, 24h.
Fonte: Prépria autora, 2023.

Os derivados isatina-tiazol (SN.1A — 10) foram obtidos em forma de p6 amarelo ou
laranja. Ao final do processo, 0os compostos apresentaram um rendimento na faixa de 53% a
93%. Na Tabela 2 estdo relacionadas as principais propriedades desses derivados, como

estrutura molecular, PF, RF, e rendimento.
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Tabela 2 - Propriedades gerais dos compostos finais.

Codigo R; R, RF PF (°C) Rendimento (%6)

NO,
SN-12 H Ph 0,51 >300 82%
SN-1B H 4-MeO-Ph 0,51 298 84%
SN-1C H 4-Me-Ph 0,46 284 77%
SN-1D H 3-NO2-Ph 0,31 275-277 89%
SN-1E H 4-NO2-Ph 0,31 269-271 83%
SN-1F H 4-F-Ph 0,4 >300 88%
SN-1G H 4-Cl-Ph 0,51 >300 81%
SN-1H H 4-Ph-Ph 0,46 >300 93%
SN-1J H 4-Br-Ph 0,51 274-276 89%
SN-1L Me Ph 0,56 271-272 56%
SN-1° H 3,4-diCl-Ph 0,41 278-280 82%

Fonte: Prépria autora, 2023.

Todos os compostos obtidos foram estruturalmente caracterizados utilizando a técnica
de espectroscopia de RMN *H e RMN *3C para confirmagdo da formacdo dos produtos
planejados. Para representar a caracterizacdo dos compostos finais, foi escolhido o composto
SN-10. A Figura 17 apresenta os valores do espectro de RMN *H do composto SN-10, onde
foi constatada a presenca de um multipleto na regido de 6.95 a 7.56 ppm corresponde aos
hidrogénios aromaticos ligado ao anel tiazol. Destacando na regido de 7.26 ppm encontra-se
um singleto integrando para um hidrogénio, sinal caracteristico para indicar a formacéo do
anel tiazol. Em 8.13 a 8.29 ppm observa-se um multipleto referente aos trés hidrogénios
aromaticos préximos ao grupo nitro. Em 11.14 ppm aparece o singleto referente ao hidrogénio
da amina secundaria (NH).
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Figura 17 - Espectro de RMN *H para a molécula SN-10.
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Fonte: Prépria autora, 2023.

Para confirmacdo dos carbonos presentes na molécula SN-10, foi utilizada a
Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (Figura 18). O pico em 107.48 ppm € o sinal
caracteristico para indicar a formacdo do anel tiazol. Os picos entre 109.80 e 130.60 ppm
correspondem a carbonos aromaticos. O pico em 131.02 e 131.62 ppm corresponde aos 2C—
Cl. Em 136.17 ppm esta o pico do C=N, o C-N do fenil aparece na regido 137.07 ppm, logo
em seguida com o comprimento de onda de 138.42 ppm aparece o carbono ligado ao grupo
nitro, e em 141.85 e 146.52 ppm estdo os carbonos referentes aos grupos C—N do tiazol e C—
NH respectivamente. Em 158.48 ppm esta o carbono ligado ao nitrogénio e ao enxofre (N=C-

S). Por fim, o pico em 177.72 ppm corresponde ao carbono da carbonila (C=0).



43

Figura 18 - Espectro de RMN **C para a molécula SN-10.
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Fonte: Prépria autora, 2023.

6.1.1 Dados fisico-quimicos e elucidacao estrutural

SN-1A: (E)-3-((2)-(3,4-difeniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazona)-5-nitroindolin-2-ona

N/D—Q

Formula Molecular: Cy3Hi5NsO3S

Massa Molecular: 441,46

RMN 'H (DMSO-d6, 400 MHz,), 5 ppm: : 6.95 (t, 1H, ArH), 7.11 (s, 1H, ArH), 7.13-7.38
(m, 7H, ArH), 7.41-7.49 (m, 2H, ArH), 8.07-8.28 (m, 2H, ArH) 11,13 (s, 1H, NH).

RMN C (DMSO-d6, 400MHz) 6 ppm: 105.84 (CH, tiazol), 109.69 (C, Ar), 114.16-122.65
(5C, Ar), 125.71-129.86 (6C, Ar), 136.43-138.87 (3C, Ar), 141.03 (C=N), 141.80 (C-N),
146.43 (C-NO,), 147.35 (C-NH), 158.53 (C-N, tiazol), 165.60 (S-C=N), 177.79 (C=0).
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SN-1B: (E)-3-((Z2)-(4-(4-metoxifenil)-3-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazona)-5-nitroindolin-2-
ona

Formula Molecular: Cy4H17Ns04S

Massa Molecular: 471,49

RMN 'H (DMSO-d6, 400 MHz,), 6 ppm: 3.70 (s, 3H, ArH), 6.81 (t, 1H, ArH), 6.94-7,02
(m, 3H, ArH), 7,09-7,17 (m, 2H, ArH), 7.32-7,51 (m, 4H, ArH), 8,07-8,16 (m, 2H, ArH), 8.27
(m, 1H, ArH), 11.11 (s, 1H, NH).

RMN *C (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 55.17 (CH3), 104.65 (CH, tiazol), 109.65 (C, Ar),
113.71- 130.23 (9C, Ar), 136.40-138.66 (4C, Ar), 140.97(C=N), 141.80 (C—N), 146.31 (C—
NO,), 147.30 (C-NH), 158.53 (C-N, tiazol), 158.53 (C-O, Ar), 165.68 (S-C=N), 177.99
(C=0).

SN-1C: (E)-5-nitro-3-((2)-(3-fenil-4-(p-tolil)tiazol-2(3H)-ilideno)hidrazona)indolin-2-ona

N,)\W—Q—

Formula Molecular: Cy;H17N505S

Massa Molecular: 455,49

RMN 'H (DMSO-d6, 400 MHz,),  ppm: 2.24 (s, 3H, ArH), 6.96 (t, 1H, ArH), 7.05-7.15
(m, 4H, ArH), 7.34-7.50 (m, 5H, ArH),), 8.08-8,28 (m, 3H, ArH), 11.13 (s, 1H, NH)

RMN **C (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 20.71 (CH3), 105.26 (C, tiazol), 114.13 (C, Ar),
118.41-122.71 (6C, Ar), 125.68-129.38 (8C, Ar), 136.57(C=N), 138.49 (C—N), 141.21 (C-
NO,), 141.86 (C-NH), 146.39 (C—N, tiazol), 158.92 (S-C=N), 165.64 (C=0).

SN-1D:(E)-5-nitro-3-((2)-(4-(3-nitrofenil)-3-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazona)indolina-2-

ona
N
0 Nep 7
7
HN

NO,

NO,
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Formula Molecular: Cy3H14NgOsS

Massa Molecular: 486,46u.

RMN H (DMSO-d6, 400 MHz,), 6 ppm: : 6.94 (t, 1H, ArH), 7.20-7.43 (m, 4H, ArH), 7.48-
7.63 (m, 3H, ArH), 7.94-8.29 (m, 5H, ArH), 10.49 (s, 1H, NH)

RMN C (DMSO-d6, 400MHz) 6 ppm: 107.90 (CH, tiazol), 109.81 (C, Ar), 114.27 (C,
Ar), 121.35-128.96 (6C, Ar), 129.56-136.10 (6C, Ar), 137.13(C=N), 138.65 (C-N), 141.86
(C-NO,), 146.56 (C— NOy), 147.35 (C-N, tiazol), 147.49 (C-NH), 158.49 (S-C=N), 177.72
(C=0)

SN-1E: (E)-5-nitro-3-((Z)-(4-(4-nitrofenil)-3-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazona)indolin-2-
ona

H
S
0 ):\g—QfNOZ
NoZ N
2 ~N
NO,

Formula Molecular: Cy3H14NgOsS

Massa Molecular: 486,46

RMN 'H (DMSO-d6, 400MHz), 6 ppm: 6.95 (t, 1H, ArH), 7.35-7.53 (m, 6H, ArH), 7.95-
8.17 (m, 4H, ArH), 8.31-8.34 (m, 2H, ArH), 11.18 (s, 1H, NH).

RMN *C (DMSO-d6, 400MHz) 6 ppm: 106.50 (CH, tiazol), 109.36 (C, Ar), 117.22- 127.87
(7C, Ar), 128.28-136.30 (5C, Ar), 138.84 (C, Ar), 139.54(C=N), 141.81 (C-N), 146.60 (C—
NOy), 147.21 (C— NO,), 147.56 (C-N, tiazol), 149.52 (C-NH), 165.55 (S-C=N), 177.64
(C=0).

SN-1F: (E)-3-((Z2)-(4-(4-fluorofenil)-3-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazono)-5-nitroindolin-2-

Nﬂ@

Férmula Molecular: C3H14FN503S

Massa Molecular: 459,45

RMN H (DMSO-d6, 400MHz), 6 ppm: 6.95 (t, 1H, ArH), 7.09-7.16 (m, 3H, ArH), 7.23-
7.51 (m, 6H, ArH), 8.06-8.27 (m, 3H, ArH), 11.12 (s, 1H, NH).

RMN C (DMSO-d6, 400MHz) 6 ppm: 105.96 (CH, tiazol), 109.69 (C, Ar), 114.16-117.29
(5C, Ar), 121.03-138.93 (8C, Ar), 139.90(C=N), 140.03 (C—N), 141.79 (C-NO,), 146.43 (C-
N, tiazol), 147.37 (C-NH), 160.88 (C- F), 165.61 (S—C=N), 177.72 (C=0).

SN-1G: (E)-3-((Z)-(4-(4-clorofenil)-3-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazono)-5-nitroindolin-2-
ona



46

Nn@

Formula Molecular: Cy3H14CINsO3S

Massa Molecular: 475,91

RMN 'H (DMSO-d6, 400MHz), 6 ppm: 6.95 (t, 1H, ArH), 7.14-7.52 (m, 9H, ArH), 8.08-
8.29 (m, 3H, ArH), 11.13 (s, 1H, NH).

RMN *C (DMSO-d6, 400MHz) 6 ppm: 107.02 (CH, tiazol), 110.16 (C, Ar), 114.63-121.53
(3C, Ar), 127.09-131.03 (10C, Ar), 134.26 (C— Cl), 136.89(C=N), 139.53 (C-N), 140.20 (C-
NO,), 142.26 (C-N, tiazol), 147.88 (C-NH), 166.08 (S—C=N), 178.16 (C=0).

SN-1H: (E)-3-((2)-(4-([1,1'-bifenil]-4-il)-3-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazona)-5-
nitroindolin-2-ona
H

Formula Molecular: CogH19gN5O5S

Massa Molecular: 517,56

RMN *H (DMSO-d6, 400MHz), 5 ppm: 6.96 (t, 1H, ArH), 7.16 (s, 1H, ArH), 7.26-7.52 (m,
9H, ArH), 7.56-8.63 (m, 4H, ArH), 8.09-8.30 (m, 3H, ArH), 11.15 (s, 1H, NH).

RMN C (DMSO-d6, 400MHz) 6 ppm: 106.12 (CH, tiazol), 109.84 (C, Ar), 114.27-122.74
(6C, Ar), 125.86-136.83 (14C, Ar), 138.84(C=N), 140.33 (C-N), 141.84 (C-NO,), 141.95
(C-N, tiazol), 146.51 (C-NH), 163.39 (S-C=N), 177.97 (C=0).

SN-1J: (E)-3-((Z)-(4-(4-bromofenil)-3-feniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazona)-5-nitroindolin-2-

Nﬁ@

Férmula Molecular: C,3H14BrNsOsS
Massa Molecular: 520,36
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RMN ‘H (DMSO-d6, 400MHz), 5 ppm: 6.95 (t, 1H, ArH), 7.14-7.21 (m, 3H, ArH), 7.36-
7.53 (m, 7H, ArH), 8.09-8.29 (m, 2H, ArH), 11.13 (s, 1H, NH).
RMN C (DMSO-d6, 400MHz) & ppm: 106.53 (CH, tiazol), 109.69 (C, Ar), 117.28-122.50
(4C, Ar), 126.62-131.34 (10C, Ar), 136.41(C=N), 139.07 (C-N), 139.79 (C-NO,), 141.78
(C-N, tiazol), 147.41 (C-NH), 165.60 (S-C=N), 177.70 (C=0).

SN-1L: (E)-3-((2)-(5-metil-3,4-difeniltiazol-2(3H)-ilideno)hidrazono)-5-nitroindolin-2-ona

N/xJ*@

Formula Molecular: CosH17N505S

Massa Molecular: 455,49

RMN 'H (DMSO-d6, 400MHz), 5 ppm: 2.21 (s, 3H), 6.92 (t, 1H, ArH), 7.12

(d, 1H, ArH), 7.27-7.47 (m, 6H, ArH), 7.57-7.59 (m, 2H, ArH), 8.05-8.29 (m, 3H, ArH),
11.09 (s, 1H, NH).

RMN B¢ (DMSO-d6, 400MHz) 6 ppm: 15.03 (CH3), 109.48 (CH, tiazol), 114.69 (C, Ar),
118.57-120.89 (4C, Ar), 122.64-130.25 (10C, Ar), 137.49(C=N), 138.25 (C-N), 139.43 (C-
NO,), 141.78 (C—N, tiazol), 142.76 (C-NH), 162.99 (S-C=N), 176.44 (C=0).

6.2 Parte Biologica
6.2.1 Avaliacéo da atividade tripanocida da série SN

Os compostos sintetizados (SN-1A-SN-10) foram avaliados quanto a atividade anti-
T. cruzi contra as formas amastigotas e tripomastigotas do parasita. O método empregado é
recomendado pelas diretrizes da Drugs for Neglected Diseases Initiative (DNDi) (Romanha et
al., 2010) que compreende o uso simultaneo de formas amastigotas e tripomastigotas
intracelulares que estdo presentes tanto na fase aguda quanto na cronica da doenca
(ANDRADE et al., 2022). Como controle foi utilizado o farmaco de referéncia, o
benzonidazol. Paralelamente, foi determinada a viabilidade de células ndo infectadas,
expressa como valor CCsg, e 0 indice de seletividade foi calculado quando disponivel (tabela
3).
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Tabela 3 - Determinacdo da atividade tripanocida in vitro dos derivados SN-1A-SN-10 em comparagdo com a
droga padrdo Benzonidazol.

. CCs (UM)
Cadigo ICs (MM)  (Fibroblastos L929) IS
SN-1A 7,02 10,42 1,48
SN-1B 551 <1,65 <0,30
SN-1C 9,66 4,17 0,43
SN-1D 7,81 3,29 0,42
SN-1E 23,23 > 102,78 > 4,42
SN-1F 7,40 6,09 0,82
SN-1G 5,46 5,04 0,92
SN-1H 40,19 > 96,61 > 2,40
SN-1J 7,11 4,61 0,65
SN-1L 4,83 6,81 141
SN-10 6,66 9,99 1,50
Benzonidazol 3,80 2381,00 626,58

Fonte: Prépria autora, 2023.
No ensaio os compostos foram avaliados quanto a citotoxicidade frente a fibroblastos
L929. A partir dos resultados, observou-se que 0s novos isatina-tiazois apresentaram alta

atividade citotdxica em células fibroblastos.

Quanto a atividade tripanocida, os derivados isatina-tiazol apresentaram uma ICsg
sobre a forma amastigota e tripomastigota do T.cruzi maior que o farmaco de referéncia
(Benznidazol). O derivado SN-1L (ICsq 4,83uM) foi 0 composto que apresentou um valor
ICso mais proximo do farmaco de referéncia (ICsy 3,801M), no entanto, sua citotoxicidade foi

superior e indice de seletividade inferior ao do benzonidazol.
6.2.2 Avaliacdo da atividade leishmanicida da série SN

A capacidade dos novos derivados (SN-1A-SN-10) de inibir o crescimento das formas
promastigotas e amastigotas de Leishmania foi investigada para determinar seu efeito sobre
parasitas. Os valores da concentracdo citotoxica (CCsg), concentracdao inibitéria (ICsp)e 0
indice de seletividade (I1S) dos compostos foram determinados. A miltefosina,, foi usado
como farmaco controle (DORLO, 2012).

No presente estudo, foi avaliada a atividade frente a espécie L. infantum, o agente
etioldgico da leishmaniose visceral. Observamos também esses compostos quanto a atividade
contra L. amazonensis, que estd relacionada com a forma cutanea da doenca. Essas duas
espécies levam a diferentes manifestacBes clinicas, sugerindo diferentes metabolismos e,

consequentemente, diferentes sensibilidades as drogas. Essa observacdo destaca a importancia


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/miltefosine
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do uso de diferentes espécies de Leishmania na triagem de drogas (GUIMARAES et al.,
2013).

Tabela 4 - Determinacdo da atividade leishmanicida in vitro dos derivados SN-1A-SN-10 em compara¢do com
a droga padréo Miltefosina.

Promastigotas Amastigotas Promastigotas Amastigotas
CCs (UM) (L. infantum) (L. infantum) (L. amazonensis) (L. amazonensis)

Cédigo  (macroéfagos

RAW) I1Cs IS I1Cs IS ICso IS I1Cs IS

(LM) (LM) (UM) (UM)

SN-1A 28,8+5,2 3,62 7,94 3,62 7,94 69,32 0,42 19,71 1,46
SN-1B 10,4 7,42 1,40 3,82 2,72 Inativo N/D 14,21 0,73
SN-1C 7,20 13,83 0,52 9,66 0,75  Inativo N/D 39,3 0,18
SN-1D 9,70 23,43 0,41 9,46 1,02  Inativo N/D 23,85 0,41
SN-1E 7,20 32,89 0,22 4,73 1,52  Inativo N/D 37,00 0,19
SN-1F 39,0+6,5 3,05 12,79 3,48 11,19 17,63 2,21 11,97 3,25
SN-1G 29,0+0,8 3,57 8,12 5,25 552 109,05 0,26 11,35 2,56

SN-1H 705+42,1 >193,21 N/D Inativo N/D  Inativo N/D  >193,21 N/D

SN-1J 54,4 8,07 6,74 6,15 8,84  Inativo N/D 22,1 2,46
SN-1L 11,00 5,27 2,08 16,9 0,65 43,69 0,25 30,08 0,37
SN-10 27,40 Inativo N/D 6,07 4,52 Inativo N/D 24,1 1,14

Miltefosina 28,2 + 26,7 4,42 6,39 0,74 38,33 26,74 1,06 1,23 23,00

*N/D: Néo determinado.
Fonte: Prépria autora, 2023.
A atividade citotoxica dos compostos foi avaliada frente a macrofagos RAW 264.7. E
possivel notar que seis compostos (SN-1A, SN-1F, SN-1G, SN-1H, SN-1J e SN-10)
apresentaram valores de CCsp, maiores ou similares ao do composto de referéncia

(Miltefosina), demonstrando uma menor citotoxicidade frente as células testadas.

No estudo conduzido por Freitas e colaboradores (2021), que descreve a atividade
citotoxica de uma série de isatina-tiazol em macréfagos RAW 264.7, os compostos avaliados
demonstraram baixa citotoxicidade em relacdo aos resultados apresentados no presente
trabalho. E importante destacar que a série analisada pelos autores difere da utilizada na
presente pesquisa devido a auséncia do grupo nitro no anel isatina, o qual pode ter

influenciado no efeito toxico observado.
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De acordo com Olender, Zwawiak e Zaprutko (2018) o grupo nitro em sistemas
bioldgicos sofre reducdo enzimatica, que envolve um mecanismo de um ou dois elétrons. A
reducdo sequencial de dois elétrons do grupo NO, fornece aminas via intermediarios nitroso e
hidroxilamina. Os nitroaromaticos e aminas permanecem imutaveis, mas as vezes 0S
intermediérios nitroso e hidroxilamina podem reagir com biomoléculas para produzir
compostos com efeitos indesejados. A reducdo de um elétron do grupo nitro produz um anion
radical nitro, que é instavel. Em condicdes aerdbicas, é oxidado novamente para 0 grupo nitro
pelo oxigénio molecular, que por sua vez € reduzido para formar um anion superdxido
reativo. Esse processo ¢ chamado de “ciclo fatil”. Em muitos casos, esse ciclo est4 associado

a toxicidade de compostos contendo o grupo NO,.

Com relacao aos resultados de concentragdo citotoxica, para a forma promastigota da
L. infantum, pode-se observar que o composto SN-1A (ICsp 3,62uM e IS 7,94), SN-1F (ICs
3,05uM e IS 12,79) e SN-1G (ICsp 3,57uM e IS 8,12) se destacaram, com resultado superior
ao da Miltefosina (1Cso 4,42uM e IS 6,39). Observando os valores da forma promastigota da
L. amazonensis, 0 composto SN-1F se destacou mais uma vez com ICsy 17,63uM superiores
ao da Miltefosina (ICsy 26,74uM). A partir dos resultados obtidos, podemos inferir que o
substituinte 4-F-Ph em C-4 do anel tiazol presente no composto SN-1F, podem ser

responsaveis pelo incremento da atividade na forma promastigota da Leishmania.

Corroborando com a influencia do fldor obtido no presente trabalho, Khan et al.
(2015) perceberam que a presenca do atomo desempenha um papel significativo na atividade

anti-Leishmania.

Na literatura, séo relatados derivados da isatina com atividade anti-Leishmania,
podendo-se citar como exemplo o trabalho desenvolvido por Freitas e colaboradores (2021),
onde relatou a atividade de diferentes tiazois derivados da isatina, o melhor resultado
apresentado foi 0 composto 2m com ICsp 6,17uM e IS 14,15 para espécie L. amazonensis e
ICs0 6,04 uM IS 14,44 para L.infantum. Valores com potencial semelhantes aos relatados no

presente trabalho.

Como supracitado, os melhores resultados foram observados sobre a L.infantum
(leishmaniose visceral), manifestacdo clinica que apresenta maior nimero de mortalidade caso
ndo tratada. Nos Ultimos anos, muitos avancos no tratamento da LV foram realizados, embora
as opcbes medicamentosas ainda sejam insatisfatorias. Antimoniato de meglumina e
alopurinol, isoladamente ou em combinagdo, sdo farmacos para o tratamento da LV e sdo

capazes de alcangar a cura clinica. Outras drogas leishmanicidas, como miltefosina em



o1

combinacdo com alopurinol, também demonstraram eficacia leishmanicida. Infelizmente, o
tratamento medicamentoso ndo pode impedir a transmissdo da doenga, uma vez que 0S
animais tratados permanecem portadores do parasita. Além disso, outros fatores, como a
toxicidade e o surgimento de cepas de Leishmania resistentes aos medicamentos usados
atualmente, destacam a importancia do desenvolvimento de novos compostos seguros e

eficazes, capazes de tratar a LV e de fato eliminar a infec¢do (SOUZA et al., 2020).
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
7.1 Conclusoes

Foi obtido uma serie de 11 inéditos derivados da isatina-tiazol utilizando uma
metodologia simples com obtencdo de rendimentos entre 56 a 93%. Os compostos foram
devidamente elucidados utilizando a técnica de espectroscopia de RMN *H e RMN 23C. Todos
0s compostos foram testados para a atividade anti-T. cruzi (forma intracelular) e anti-
Leishmania (formas amastigota e promastigota), assim como a citotoxicidade em fibroblastos
L929 e macrofagos RAW.

Considerando os testes de atividade anti-T. cruzi, oS compostos demonstraram
citotoxicidade frente aos fibroblastos L929 e apresentaram valores de ICsy maiores que o

farmaco de referéncia.

Para a atividade leishmanicida, no estudo in vitro realizado frente a forma
promastigota, foi observado que o composto SN-1F apresentou valores de 1Csy de 17,63uM
para L. amazonensis e 1Csy 3,05uM para L. infantum, estes valores foram superiores ao
apresentado pela Miltefosina frente a L. amazonensis (ICsp 26,74uM) e a L. infantum (1Cs
4,42uM). Os compostos SN-1A (ICsp 3,62uM) e SN-1G (ICsq 3,57uM) também apresentaram
resultados frente a L.infantum equiparaveis ao farmaco padrdo. Dentre os compostos testados
frente a forma amastigota da Leishmania, nenhum apresentou ICsy e indice de seletividade
superior ao da Miltefosina.

7.2 Perspectivas

e Com base nos resultados anteriormente obtidos com derivados de isatina-tiazol,
fornecidos pelo nosso grupo de pesquisa, os compostos foram submetidos a experimentos
para avaliar seu potencial frente a células cancerigenas.

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

e Redigir artigos cientificos com as series SN-1A-SN-10.
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