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RESUMO

LEITES, H.B. Sintese de derivados do megazol: um potente farmaco
antiparasitario. 2018. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&ao Paulo, Sdo Paulo, 2018.

As doencgas negligengiadas s&do uma classe de doencgas causadas, em sua
maioria, por parasitas, e que abrangem aproximadamente 1 bilh&o de pessoas
ao redor do mundo. A esquistossomose e a Doenga de Chagas fazem parte
dessa classe, e ambas apresentam muitos problemas relacionados ao
tratamento farmacoldgico, sobretudo em relacdo a resisténcia e toxicidade.
Dessa forma, faz-se necessario o desenvolvimento de novos compostos
esquistossomicidas e antichagasicos. Em vista disso, em 1968, Asato e
Berkelhammer sintetizaram o megazol, um composto do tipo 5-nitroimidazol
que apresentou elevada atividade antiparasitaria. Entretanto, este composto
também apresentou atividade mutagénica, ndo podendo ser inserido na
terapéutica. Contudo, por meio de modificagdes moleculares planjedas, podem
ser obtidos derivados mais seguros e mais potentes. Compostos do tipo
tiossemicarbazona, amidicos e contendo diferentes heterociclicos foram
sintetizados, para se avaliar a influencia destes grupos frente a atividade
esquistossomicida e antichagasica. Ao afinal, foi observado que a insergéo da
tiossermicarbazona no lugar no anel 1,3,4-tiadiazdlico ndo contribuiu para a
atividade antichagasica, entretanto, frente ao Schistosoma mansoni, o
composto mostrou-se mais ativo. A troca do imidazol pelo heterociclico furano
também piorou a atividade frente ao Trypanosoma cruzi, mas melhorou a
atividade frente ao Schistosoma mansoni. Ja a insercdo do tiofeno néo
contribuiu para a atividade frente a ambos os parasitas. Os compostos sem
grupo nitro foram os piores da seérie, indicando que este substituinte
possivelmente pertence ao grupo farmacoférico. A formagdo das amidas,
planejadas para agirem como pro-farmacos, n&do promoveram melhora da
atividade esquistossomida, uma vez que o composto ativo também néo
apresentou resultados expressivos. Porém, estes compostos obtiveram
resultados antichagasicos promissores, com o 1-metil-2—(5-acetamida-1,3,4-
tiadiazol)-5-nitroimidazol (3) apresentando ICso no valor médio de 0,375 uM, e o
1- metil- 2- (5-propionamida-1,3,4-tiadiazolil)-5-nitroimidazol (5) obtendo 1Csg
meédio no valor de 2,085 uM. Estudos adicionais de inibicdo frente as formas
amastigotas do Trypanosoma cruzi, bem como estudos “in vivo®’, se fazem
necessarios para validar os resultados de ambos os compostos.

Palavras-chave: 5-nitroimidazois, megazol, Trypanosoma cruzi, Schistosoma
mansoni, atividade antiparasitaria.



ABSTRACT

LEITES, H.B. Synthesis of megazol derivatives: a potent antiparasitic drug.
2018. Master's thesis (Biotechnology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2018.

Neglected diseases are a class of diseases caused mostly by parasites, and
they affect approximately 1 billion people around the world. Schistosomiasis
and Chagas disease are part of this class, and both present many problems
related to pharmacological treatment, especially in relation to resistance and
toxicity. Therefore, it's necessary to develop new schistosomicidal and
antichagasic compounds. In view of this, in 1968, Asato and Berkelhammer
synthesized megazol, which is a 5-nitroimidazole derivative that has a high
antiparasitic activity. However, this compound also presented mutagenic activity
and could not be used for therapy purposes. However, by means of planar
molecular modifications, safer and more potent derivatives can be obtained.
Amidic thiosemicarbazones containing different heterocyclic moieties were
synthesized to evaluate the influence of these groups on the schistosomicidal
and antichagasic activity. At the end, it was observed that substituting the 1,3,4-
thiadiazolic ring with the thiosermicarbazone group didn’t contribute to the
antichagasic activity; but enhanced the drug effect against Schistosoma
mansoni. Substituting the imidazole by the furan also worsened the
antichagasic activity, but improved the schistosomicidal activity. However, the
substitution of the imidazole by thiophene worsened the activity against both
parasites. Compounds without the nitro group were the least effective of all the
synthesized derivatives, indicating that this group possibly belongs to the
pharmacophoric group. The formation of the amides, designed to act as
prodrugs, produced promising antichagasic results, where 1-methyl-2-(5-
acetamide-1,3,4-thiadiazole)-5-nitroimidazole (3) had an 1C5,=0,375 yM, and 1-
2-(5-propionamide-1,3,4-thiadiazolyl)-5-nitroimidazole (5) had an 1C5,=2,085
WM. Further studies of inhibition against amastigote forms of Trypanosoma cruzi
as well as in vivo studies are needed to validate the results obtained from both
compounds.

Keywords: 5-nitroimidazoles, megazol, Schistosoma mansoni, Trypanosoma
cruzi, antiparasitic activity.
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1.1- Parasitoses

Os seres humanos vém sofrendo consideravelmente devido a doencgas
causadas por parasitas, principalmente apds o século dezessete, quando
enfermidades como a malaria, esquistossomose e a Doenga do Sono
contribuiram para devastar um terco da populagdo europeia (ROBERTS,
JANOVY, 2009).

Apesar dos avangos da civilizagdo ao longo dos anos, as parasitoses
ainda possuem muitos problemas relacionados ao diagndstico e a terapéutica.
Muitas vezes, as pessoas infectadas ficam sem opc¢ao de tratamento, nao
havendo também interesse da industria farmacéutica em desenvolver novos
farmacos. Devido a isso, as doencgas dessa classe sdo consideradas doencas
‘negligenciadas” (TROUILLER et al., 2002; TOGERSON et al., 2014;
ANDREWS et al., 2014).

1.2- Esquistossomose

1.2.1- Descrigao

A esquistossomose € uma parasitose causada por trematédeos do
género Schistosoma. Atualmente, cinco espécies s&o conhecidas, sendo elas
o S. mansoni, S. japonicum, S. haematobium, S.mekongi e S.intercalatum
(ROSS et al., 2007).

Ao contrario da maioria das doengas causadas por parasitas, que
tiveram seus casos diminuidos em funcdo do desenvolvimento econémico e
métodos de controle, esta helmintose ainda se encontra em expansao,
responsavel por mais de 200 mil mortes anualmente (WHO, 2012). Segundo a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS), aproximadamente 240 milhdes de
pessoas estido infectadas ao redor do mundo e mais de 800 milhdées vivem em
areas endémicas, que abrangem 78 paises. Essas areas caracterizam-se por
estarem na regido dos tropicos, normalmente possuem uma populagcdo de
baixa renda e ha pouca quantidade de agua potavel (WHO, 2016).

Na América do Sul (sobretudo Brasil e Venezuela), a espécie
transmissora da doenga é o S. mansoni (Figura 1), portanto nesses locais a
doenca recebe o nome de esquistossomose mansodnica. Essa distribuicdo
geografica esta associada devido ao parasita necessitar de um hospedeiro
intermediario que vive em aguas doces: o molusco do género Biomphalaria
(REY, 2011).
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Figura 1: Vermes adultos de S.mansoni. Foto tirada por microscopia eletrénica de varredura.
Fonte: www.intechopen.com/books/show/title/schistosomiasis.

Os vermes possuem dimorfismo sexual, sendo o macho de cor
esbranquigcada, medindo de 6 a 13 mm de comprimento por 1,1mm de largura.
Ja a fémea é cilindrica, mais fina e mais comprida que o macho, medindo de 10
a 20 mm de comprimento por 0,16 mm de largura. O macho também possui um
canal ginecoforo, em que a fémea permanece alojada e é facilmente fecundada
(KATZ E ALMEIDA, 2003).

No Brasil, a esquistossomose foi detectada pela primeira vez em 1907,
no estado da Bahia (AMARAL et al., 2006). Entdo o parasita comegou a migrar
para outros locais do pais, atingindo a costa litordnea da regido Nordeste,
desde o Rio Grande do Norte, até a Bahia, alcangcando Minas Gerais. Os dois
ultimos séo os estados mais endémicos. A doenga também abrange o estado
do Para, Goias e Distrito Federal, além das regides sudeste e sul (Figura 2)
(ARAUJO et al., 2006; MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Atualmente, estima-se
haver 8 milhdes de pessoas infectadas, e 25 a 30 milhdes em area endémicas
(PIMENTA et al., 2012).
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Figura 2: Distribuicdo da esquistossomose no Brasil.
Fonte: Sistema de Informag&o do Programa de Vigilancia e Controle da Esquistossomose-
BRASIL, 2012.

1.2.2- Transmissao

A infecgao por esquistossomose se da quando o hospedeiro vertebrado
entra em contato com as cercarias eliminadas pelos caramujos do género
Biomphalaria, que compreende vinte e quatro espécies na América Latina.
Porém, até o presente momento, sabe-se que apenas quatro podem ser
infectadas naturalmente pelo parasita: B.glabrata, B.tenagophila, B.straminea e
B.prona (CALDEIRA, et al., 2016).

Na maioria dos estados brasileiros, o molusco que atua como
hospedeiro intermediario pertence a espécie B.glabrata, exceto no Rio Grande
do Sul e Santa Catarina, onde a espécie B.tenagophila € a mais comum
(SIMOES et al., 2013).

O processo de transmissdo acontece em locais com agua doce
contaminada, e ocorre casualmente, ndo havendo atracdo especifica da
cercaria pelo hospedeiro. Em vista disso, o processo de infecgao vai depender
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do tempo que o mesmo fica dentro da agua, e de sua superficie corporea
exposta. Porém, uma vez que a cercaria adere a pele, inicia o processo de
penetracéo (REY, 2011).

1.2.3- Sintomatologia e diagnéstico

A esquistossomose € uma doenga que apresenta trés fases, onde os
sintomas podem variar e se tornar mais graves. A fase migratéria é
praticamente assintomatica. Nos casos sintomaticos, o mais comum € a
chamada “dermatite cercariana”, consequéncia da penetracdo da cercaria na
pele do hospedeiro. Se o sistema imunologico estiver sensivel devido a uma
infeccdo anterior, essa dermatite tende a ser mais grave (ROBERTS E
JANOVY, 2009). Geralmente dura de 2 a 3 dias, e as vezes pode vir
acompanhada de febre e episodios transitérios de urticaria (FERREIRA, 2012).

A fase aguda ocorre de 16 a 90 dias apos a infecgdo, e normalmente os
sintomas se manifestam em individuos que visitaram areas endémicas, mas
gque nunca haviam entrado em contato com o Schistosoma mansoni
(LAMBERTUCCI, 2010). Dentre os mais comuns estdo febre, cefaleia,
anorexia, mal-estar, diarreia, dor abdominal e prostracédo, e ocorrem devido ao
crescimento dos vermes, produgdo dos ovos e antigenos. Esse quadro é
conhecido como sindrome de Katayama. O hemograma mostra leucocitose e
intensa eosinofilia. Nessa fase, antes das 6 primeiras semanas de infecgao,
praticamente ndo ha ovos nas fezes do hospedeiro, entdo o diagnostico é feito
com base em dados clinicos, epidemiologicos e em exames sorologicos. Apos
esse periodo, pode-se realizar o exame de fezes (S.mansoni e S.japonicum) ou
urina (S.haematobium), com o objetivo de se isolar os ovos do S. mansoni, que
se caracterizam, sobretudo, por apresentarem um espiculo lateral, o que facilita
sua identificacdo (JAUREGUIBERRY et al., 2010; COLLEY et al., 2014).

A fase cronica avanga gradualmente. Os ovos depositados pelo verme
adulto acumulam-se no lumen intestinal, o que vai desencadear a resposta
inflamatoria, resultando na formag&do de granulomas ricos em fibroblastos
(MARKELL et al., 2003; FERREIRA, 2012). A esquistossomose intestinal pode
ser assintomatica por anos, evoluindo para dores abdominais, diarreia
sanguinolenta e letargia (ROBERTS E JANOVY, 2009). Porém, muitos ovos
continuam no fluxo sanguineo e ficam retidos nos capilares do espago porta
hepatico, levando a um acumulo de granulomas no mesmo, causando fibrose
periportal (“pipe stem fibroses”). Esse processo reduz o fluxo sanguineo
drenado pela veia porta, resultando em hipertensdo portal e
hepatoesplenomegalia (principalmente do lado esquerdo), o que pode
ocasionar a formagéo de ascites (acumulo anormal de liquido), que originou o
nome popular da doenga no Brasil: barriga d’agua (REY, 2011). Em casos mais
raros, os ovos podem seguir para o tecido pulmonar e para o sistema nervoso
central, ocasionando outras complicagdes (ROSS et al., 2012). E importante
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ressaltar que a ocorréncia dos sintomas depende da carga parasitaria e da
resisténcia do hospedeiro (LAMBERTUCCI, 2010).

Quanto ao diagnostico, a melhor metodologia a ser utilizada € a bidpsia
retal, uma vez que a quantidade de ovos eliminada pelo hospedeiro é bem
reduzida, sendo inutil a realizagdo do exame de fezes. A bidpsia permite
localizar os ovos no tecido (MARKELL et al., 2003).

1.2.4- Ciclo biolégico do parasita
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A\ = Estégio Diagnéstico
e As cercérias séo liberadas pelo caramujo,
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Esporocisto em caramuloso

(sucessivas geragdes) ﬁ,
@ As cercérias perdem a cauda
durante a penetragéo e
transformam-se em esgistossomulos

/\

(8 Circulagéo

=, Penetram
na pele

94

e Os miracidios penetram nos
tecidos do caramujo A

A R

o Mas fezes A Maurina C ?
Ovos eclodem _e\ [ /\\/:\)\ f
liberam miracidios / & / rg;“ I,;(N% 10}

d Migrag&o para o sangue portal
do figado e amdurecimento da
e fOrma adutta @

’\‘-;f; ] Pares de vermes migram para:
o, \-‘ *;" Al venulqs mesentéricas plo intestinofreto
N (A (depositam ovos gque circulam
S. mansoni S haematobium para o figado e caem nas fezes)
C C Plexo venoso da bexiga

Figura 3: Ciclo biologico do Schistosoma mansoni
Fonte: www.cve.saude.sp.gov.br/htm/hidrica/IF_ESQUI05.htm

O ciclo (Figura 3) € composto por duas fases, sendo uma no hospedeiro
definitivo  (vertebrado-homem), e outra no hospedeiro intermediario
(invertebrado-molusco do género Biomphalaria) (REY, 2011).

Uma fémea coloca cerca de 300 ovos por dia, que s6 amadurecem uma
semana depois. Apos atravessarem a mucosa intestinal do hospedeiro
vertebrado e serem eliminados junto com as fezes, entrando em contato com a
agua, os ovos maduros incham, eclodem e Iliberam larvas ciliadas
denominadas miracidios. Para o processo de eclosao ocorrer é fundamental
que o teor de cloreto de s6dio na agua seja baixo (KATZ E ALMEIDA, 2003;
FERREIRA, 2012).
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Os miracidios medem cerca de 160 um de comprimento por 60 um de
largura, e apos eclodirem dos ovos, nadam ativamente até encontrarem o
hospedeiro intermediario. Quando conseguem localiza-lo, as larvas iniciam o
processo de penetracdo, perdendo parte de suas estruturas e transformando-
se em esporocistos primarios, apos 48 horas. Eles originardo os esporocistos
secundarios, que por fim, originardo as cercarias (KATZ E ALMEIDA, 2003;
CARVALHO et al., 2008).

Apods 30 dias, devido a estimulos como luz e calor, as cercarias sao
liberadas na agua, e vao procurar pelo hospedeiro vertebrado. Ocorrendo a
penetracdo na pele do mesmo, ela perde a cauda e passa a se chamar
esquistossébmulo, que vai acessar os vasos e a circulagado sistémica. Muitos
sdo vencidos pelo sistema imune, porém os que sobrevivem irdo para o0s
pulmdes e depois para o figado, onde se alimentam de sangue e tornam-se
adultos. Por fim, apds aproximadamente 5 semanas de infec¢do, os parasitas
migram para os vasos mesentéricos, onde atingem a maturidade sexual e
inicia-se a oviposigao. Os primeiros ovos sao encontrados nas fezes de 6 a 8
semanas apoés a infecgdo, e os vermes adultos vivem em média de 3 a 10
anos, embora alguns possam viver mais de 40 anos eliminando ovos (ROSS et
al., 2002; FERREIRA, 2012; COLLEY et al., 2014).

1.2.5- Prevencgao e controle

A esquistossomose € uma doenga que ocorre principalmente em paises
menos desenvolvidos, e isso pode ser visto na falta de agua limpa e educacéo
sanitaria. O controle da doenga permanece um desafio nos paises endémicos,
e as medidas utilizadas baseiam-se em duas estratégias: evitar o contato dos
individuos com a agua contaminada, e evitar a contaminagcédo da agua com os
ovos de Schistosoma mansoni. 1sso é feito por meio de programas publicos de
saneamento basico, instalagdo de agua e esgoto nas casas, mudangas no
meio ambiente, educagdo sanitaria, controle do caramujo Biomphalaria e
tratamento de pessoas infectadas (BLANCHARD, 2004; MORAES, 2011;
FERREIRA, 2012).

Obras de engenharia sanitaria seriam as mais eficientes para o controle
dessa parasitose, evitando a eliminagdo inadequada de dejetos e impedindo a
propagacéo da doenga por esgoto a céu aberto. Entretanto, nos paises menos
desenvolvidos essa tarefa nao é facil. No Brasil, apenas metade das cidades
tem algum tipo de sistema adequado para a coleta de dejetos, sendo a maioria
delas localizadas na zona urbana (KATZ E ALMEIDA, 2003).

Além disso, conscientizar a populagdo a mudar seus habitos é dificil,
sobretudo mulheres e criangas, uma vez que dependem de cole¢des hidricas
para atividades domeésticas e pessoais, além de lazer (MORAES, 2011).
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1.2.6- Tratamento

O farmaco de primeira escolha a ser utilizado no tratamento da
esquistossomose é o praziquantel (Figura 4), que age contra todas as espécies
de Schistosoma. Sua dose padréo € de 40 a 60 mg/kg de peso corporal, e seu
mecanismo de agao ainda nao € totalmente conhecido. Sabe-se apenas que
ele aumenta a permeabilidade da membrana do helminto a cations,
principalmente o calcio, que vai promover a contragdo e consequente
paralisacdo do musculo do parasita. Com isso, ele se separa do tecido do
hospedeiro e é rapidamente expelido (NOVAES et al., 1999; BLANCHARD,
2004; DOENHOFF, 2008). Na esquistossomose aguda com intensos sintomas,
recomendam-se adicionar ao tratamento, corticoides como a prednisona
(1mg/kg de peso) (LAMBERTUCCI, 2010).

N
@)

Figura 4: estrutura quimica do Praziquantel

Contudo, essa substédncia age apenas contra os vermes adultos, e
apesar de reverter levemente os danos no figado, as sequelas causadas pela
fibrose séo irreversiveis. Além disso, ja se comprovou a existéncia de linhagens
resistentes ao praziquantel, sobretudo em paises endémicos. Entre os
principais efeitos adversos, destacam-se dor abdominal, dor de cabecga,
diarreia sanguinolenta e vertigem (BLANCHARD, 2004; DOENHOFF, 2008;
COLLEY et al., 2014).

Outro farmaco que ja foi utilizado no tratamento da esquistossomose foi
o niridazol (Figura 5), um nitrocomposto derivado das imidazolidinas
(LAMBERT, 1964). Seu mecanismo de acao n&o foi completamente elucidado.
Alguns estudos mostram que esse farmaco age diminuindo a quantidade de
glicogénio nos musculos do parasita, por meio da inibicdo da enzima
fosforilase-fosfatase (dessa forma, a enzima glicogénio-fosforilase, responsavel
por degradar o glicogénio do parasita, mantém-se ativa constantemente)
(BUEDING, FISHER, 1970; NELSON, COX, 2014).

Ja outros trabalhos levam a crer que em condi¢gdes anaerodbias, o grupo
nitro do farmaco sofre biorredugdo enzimatica, gerando intermediarios que véo
se ligar covalentemente a macromoléculas do helminto, impedindo que ele
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realize importantes reagbes metabdlicas, levando-o a morte (TRACY, 1983,
CATTO, 1984; CIOLI, 1995).

[\
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Figura 5: estrutura qumica do Niridazol

A substancia era ministrada na dose de 25mg/kg de peso 2x ao dia, e
apresentou um indice de cura muito amplo, de 12,2 a 90,2%. Apesar da
toxicidade central (hepato, nefro e cardiotoxicidade), os danos
neuropsiquiatricos (cefaleia, tonturas, tremores, psicose toxica, convulséo,
coma e consequente 6bito) foram o que descontinuaram o uso desse farmaco
(CARVALHO, 1982).

No Brasil, até pouco tempo atras empregava-se a oxamniquina, eficaz
apenas contra o S. mansoni. Apesar de ser um nitrocomposto, acredita-se que
seu mecanismo de agdo n&o esteja ligado a redugdo do grupo nitro, e sim na
formacéo de um éster a partir de sulfotranferases, com consequente alquilagao
do DNA do parasita, causando inibicdo de sua sintese (PICA-MATTOCCIA et
al., 2006; DOENHOFF et al., 2009). Esse farmaco foi muito bem tolerado e
apresentou eficacia, ja que a dose unica de 15mg/kg em adultos curou 80-90%
dos pacientes, e a dose unica de 20-25mg/kg em criangas curou 65-90%
(SILVA et al., 1974; KATZ et al., 1974; ZICKER E PEREIRA, 1977). Porém, o
alto custo limitou seu uso, e hoje ela ndo é mais utilizada (KATZ, 2008).

1.3- Doenca de Chagas

1.3.1- Descrigao

A Tripanossomiase Americana, que posteriormente teve seu nome
alterado para Doenga de Chagas, é causada pelo protozoario flagelado
Trypanosoma cruzi (Figura 6). Essa alteragdo foi uma homenagem para o
meédico e pesquisador brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano Chagas, que além de
descobrir a parasitose em 1909, também descreveu seu agente etioldgico,
hospedeiros e vetores, ciclo de transmissdo e sintomas da fase aguda
(KROPF, SA, 2009).

Baseado em fragmentos de DNA do parasita encontrados em tecidos de
mumias colombianas, acredita-se que ele infecte populacbées humanas ha
cerca de 9000 anos (AUFDERHEIDE et al., 2004).
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Figura 6: Trypanosoma cruzi em sua forma tripomastigota. Foto tirada por microscopia
eletrénica de varredura.

Fonte: http://revistapesquisa.fapesp.br/2014/05/15/walter-colli-arte-de-ser-cientista-brasil/

A Organizagdo Mundial da Saude classifica a Doenga de Chagas como
uma das treze doengas tropicais mais negligenciadas da América Latina,
porém, ao contrario da esquistossomose, podem-se perceber avangcos quanto
as politicas de controle e prevencado. Ha pouco mais de 10 anos, em 2005,
estimava-se um total de 16 a 18 milhdes de pessoas infectadas com a doenca.
Apdés 5 anos, em 2010, esse numero foi reduzido para 10 milhdes, e
atualmente, em 2018, estima-se que cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas
estejam infectadas. Com isso, a taxa de mortalidade, que era de
aproximadamente 50.000, caiu para 14.000 (SZAJNMAN et al., 2005;
SCHMUNIS, YADON, 2010; WHO; 2010; WHO, 2017).

Alguns casos da Doenga de Chagas ja foram notificados no sul dos
Estados Unidos e em alguns paises da Europa, principalmente devido a
migracédo (CROVATO, REBORA, 1997; DORN, et al., 2007), contudo as areas
endémicas se encontram em 21 paises da América Latina, por serem o habitat
do vetor da doencga. Estima-se que 90 milhdes de pessoas vivam nessas areas,
estando, portanto, em risco (Figura 7) (COURA, DIAS, 2009).
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No cases 200,001 to 500,000 cases
Fewer than 20,000 cases 500,001 to 999,999 cases

20,000 to 200,000 cases 1-2 million cases

Figura 7: Distribuigdo geografica da Doenca de Chagas
Fonte: http://unitingtocombatntds.org/reports/5th-report/chagas-disease-progress/

1.3.2- Transmissao

O Triatoma infestans é o principal vetor da Doenga de Chagas em
grande parte da América do Sul, porém, no Norte desse mesmo continente e
em diversos paises da América Central, Rhodnius prolixus e Triatoma dimidata
sdo os principais. No Brasil, além do T.infestans, outros dois vetores estédo
presentes, tendo grande importancia: Triatoma brasiliensis, encontrado
frequentemente no sertdo nordestino, e Panstrongylus megistus, encontrado
especialmente na Bahia e Minas Gerais (REY, 2011; FERREIRA, 2012).

A transmissdo da infecgdo chagasica ocorre tanto no homem quanto nos
animais. A primeira forma e de maior relevancia epidemioldgica,
correspondendo a 80% dos casos da doenca, € pela picada do vetor
contaminado com as formas tripomastigostas metaciclicas (ARAS et al., 2003).
Normalmente a picada ocorre no rosto devido a pele mais fina. Em seguida, o
inseto defeca no local, permitindo a passagem dos parasitas contidos nas fezes
para a corrente sanguinea do hospedeiro. O vetor possui habitos noturnos e
apresenta em sua saliva uma propriedade anestésica e anticoagulante, o que
torna sua picada indolor. Devido a picada no rosto, no Brasil o Triatoma é
chamado de “barbeiro”. Residéncias de pau-a-pique e madeira constituem
abrigos ideais para o mesmo (TARTAROTTI et al., 2004).

Os outros mecanismos de transmissédo s&o por transfusdo sanguinea e
transmissao congénita (REY, 2011). Também, ha relatos de casos da doenca
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cuja transmiss&o ocorreu por transplante de 6rgaos, alimentos contaminados
por triatomineos (particularmente caldo de cana e acai), leite materno e até
mesmo acidentes de laboratorio. No entanto, esses casos sdo mais raros
(DIAS, AMATO-NETO, LUNA, 2011).

1.3.3- Sintomas e diagnéstico

A fase aguda ¢ iniciada de 1 a 2 semanas apos a infecgéo pelas formas
tripomastigostas metaciclicas do Trypanosoma cruzi. No local da picada, os
organismos proliferam, formando um nédulo conhecido como chagoma. Caso a
picada ocorra proxima a regido do olho, os parasitas podem provocar
conjuntivite e edema unilateral nas palpebras, que pode se espalhar para
outros locais. Esse sintoma é conhecido como sinal de Romana (ROBERT E
JANOVY, 2009). Além desse sinal caracteristico, mal estar, calafrios, febre alta
e dores musculares também podem estar presentes (MARKELL,VOGUE,
2003). Esse estagio € mais comum em criangas menores de 5 anos, e em
muitos casos pode ser assintomatico (FERREIRA, 2012).

Apoés a fase aguda, inicia-se a fase cronica, que em grande parte dos
casos também pode permanecer assintomatica ou indeterminada (BARBOSA,
2009). Porém, apds alguns anos a infecgado pode evoluir e os sintomas podem
aparecer. A forma cardiaca € a mais perigosa e frequente manifestacdo da
doenca, e o individuo pode apresentar taquicardia, insuficiéncia cardiaca
congestiva (ICC), tromboembolismo, cardiomegalia e morte subita (RASSI JR,
RASSI, MARIN-NETO, 2010). Ha também a forma digestiva, que produz
alteragdes funcionais e morfolégicas no cdélon e esbéfago (condigdo de
megacoélon e megaesodfago) (SANCHEZ-LERMEN et al., 2007).

O diagndstico da fase aguda é feito principalmente por microscopia
(detecgao das formas tripomastigotas), devido a alta quantidade de parasitas
no sangue (RASSI JR, RASSI, MARIN-NETO, 2010). Na fase crénica, utilizam-
se imunodiagnosticos, ja que ha baixa parasitemia e elevada concentragéo de
imunoglobulinas especificas, principalmente IgG. Os ensaios mais comuns s&o
imunofluorescéncia indireta (IFl), hemaglutinagdo indireta (HAI) e testes
imunoenzimaticos (ELISA) (ALMEIDA, SANTILIANO, 2012).
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1.3.4- Ciclo biolégico
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Figura 8: Ciclo bioldgico do T.cruzi
Fonte: CAMPOS, 2007

O ciclo de vida do Trypanosoma cruzi (Figura 8) € digenético, com um
hospedeiro intermediario/vetor (inseto) e um hospedeiro definitivo (mamifero).
Em ambos os hospedeiros, o parasita apresenta uma forma infectante que nao
se reproduz, e uma forma reprodutiva que nao € infectante. Os mamiferos séo
parasitados pelas formas amastigota e tripomastigota, e os insetos pelas
formas epimastigota e tripomastigota metaciclico (REY, 2011; FERREIRA,
2012).

O vetor infecta-se apds ingerir sangue de um mamifero contaminado
com as formas tripomastigotas do parasita. Depois de ingeridas, essas formas
seguem para o intestino médio, onde perdem seu flagelo e vao se diferenciar
em esferomastigotas e epimastigotas, respectivamente. Em seguida, as formas
epimastigotas vao se reproduzir por fissdo binaria, colonizando a regido. Ja no
intestino posterior, atingindo o reto, elas se diferenciam nas formas
tripomastigotas metaciclicos, e posteriormente sdo eliminadas junto com as
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fezes e urina do vetor. O desenvolvimento completo dos parasitas nos
triatomineos requer pelo menos 7 dias (SOUZA, 1999; BERN et al., 2011).

A infecgdo no hospedeiro vertebrado se da pelo contato com as formas
tripomastigostas metaciclicas. Quando entram na corrente sanguinea do
mamifero, os parasitas invadem uma variedade de células, perdendo seu
flagelo e assumindo uma forma arredondada, tornando-se amastigotas. Essas
formas irdo se reproduzir dentro da célula por fissao binaria, e apds um numero
variavel de divisbes, que dura de 4 a 5 dias, irdo se diferenciar em
tripomastigotas. Por fim, estas irdo romper a membrana plasmatica da célula,
sendo liberadas na corrente sanguinea e podendo invadir outras células,
tecidos, bem como infectar outro vetor. Apds essas etapas, o ciclo se reinicia
(KROPF, SA, 2009; BRAZ, 2015).

1.3.5- Prevenc¢ao e controle

Atualmente, ndo ha vacinas disponiveis contra a Doenca de Chagas,
entdo primeiramente sua prevencgéo esta no controle do vetor, ja que € o meio
de transmissdao mais comum. Isso pode ser feito investindo-se em melhorias
nas moradias, uma vez que os triatomineos se desenvolvem em habitagdes
mais pobres. A aplicagcdo de inseticidas também deve ser feita, a fim de
eliminar os insetos. O inseticida organoclorado BHC ja foi o mais utilizado,
porém devido a sua elevada toxicidade, hoje se emprega os inseticidas
piretréides (ARGOLO et al., 2007; RASSI JR, RASSI, MARIN NETO, 2010).

Quanto a prevencédo da transmissao congénita, ndo ha uma medida
especifica, mas a deteccéo precoce da doenca, bem como seu tratamento, € o
mais recomendado (DIAS, AMATO-NETO, LUNA, 2011).

A realizagdo de exames sanguineos em individuos que forem realizar
transfusdes, a fim de se observar a presenca ou auséncia do parasita, e
normas de biosseguranga, para evitar contaminagdo caso haja eventuais
acidentes em laboratérios de analises clinicas, também sdo medidas que
devem ser utilizadas (SILVEIRA, 2000; DIAS, AMATO-NETO, LUNA, 2011).

Diversos programas para o controle da Doenga de Chagas surgiram em
varios paises, principalmente com o foco na eliminagdo de vetores, e estdo
tendo resultados satisfatérios. No Brasil, o primeiro programa foi
institucionalizado em 1950, pelo Servigo Nacional da Malaria, mas s6 em 1975
ele se tornou de alcance nacional (VINHAES, DIAS, 2000).

1.3.6- Tratamento

Hoje em dia, ha apenas dois medicamentos disponiveis no mercado
para se tratar da Doenga de Chagas: os nitrocompostos nifurtimox, langado em
1967, e o benzonidazol, sintetizado em 1972 (Figura 9). No Brasil, apenas o
benzonidazol esta disponivel (REY, 2011).
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Figura 9: Estruturas quimicas do benzonidazol e nifurtimox, respectivamente.

Assim que se descobriu o benzonidazol, estabeleceu-se que para
pacientes maiores de 12 anos, na fase aguda, o tratamento seria feito de 30 a
60 dias, na dose de 5 a 10 mg/kg, via oral, todo dia. Porém, novos estudos em
1983, definiram a dose de 5 a 7 mg/kg, 2 vezes ao dia, o tratamento padrdo. A
dose diaria n&o deve ultrapassar 300 mg (LAZZARI, FREILIJ, 1998; OLIVEIRA
et al., 2008; ANDREADE et al., 2011; GRAYSON et al., 2017).

Ja o nifurtimox, para individuos maiores de 17 anos e que estejam na
fase aguda da doenca, deve ser administrado de 3 a 4 vezes ao dia, na dose
de 8 a 10 mg/kg, por 90 a 120 dias (FORSYTH et al., 2016).

Sabe-se que 0 mecanismo de agao de ambos é por meio de biorreducao
enzimatica in vivo do grupo nitro ao grupo amino. A enzima responsavel por
essa redugao é a nitrorredutase do tipo I, uma flavoenzima dependente de
NADPH, e cada redugdo envolve a participagdo de 2 elétrons (Figura 10)
(HALL et al., 2011; HALL, WILKINSON, 2012).

O benzonidazol, heterociclico do tipo 2-nitroimidazol, segue via
anaerdbia, ndo ocorrendo danos oxidativos. O processo se inicia com a
reducdo do grupo nitro ao intermediario nitroso, que em seguida reduz a
hidroxilamina, principal intermediario formado, dando origem entdo ao grupo
amina. Esses intermediarios formados podem interagir com macromoléculas do
parasita por meio de ligagbes covalentes, impedindo que ele realize reagdes
metabdlicas, levando-o a morte (PATTERSON, WYLLIE, 2014). Ha relatos que
o benzonidazol também age estimulando a fagocitose do T.cruzi, em um
mecanismo dependente da citocina interferon-gama (IFN-y). (MAYA et al.,
2007; DIAS et al., 2009).

Na via aerbbia, o grupo nitro é reduzido ao radical nitro aniénico, porém
este &€ muito instavel, entdo o oxigénio do meio promove sua reoxidagao,
regenerando o grupo nitro, mas formando também o ion superoxido (Oz’). Este
ion sofre agao da enzima superéxido dismutase (S.0.D), formando peréxido de
hidrogénio (H20;). Este é altamente reativo e vai desestruturar as membranas
biolégicas do invasor. O peréxido de hidrogénio ainda pode sofrer agao de
ferrodoximas (reagdo de Haber-Weiss), liberando mais espécies reativas, como
o radical hidroxil (OH"), que pode se ligar a lipidios, proteinas e DNA do
parasita, lesando as células. Nesse caso, ha dano oxidativo, havendo formacao
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de radicais livres. O nifurtimox, um 5-nitrofurano, segue essa via (MAYA et al.,
2007; BUSCHINI et al., 2009).
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Figura 10: Esquema de biorredugéo enzimatica de nitrocompostos, por ambas as vias
Fonte: MAYA et al., 2007.

Porém, tanto o benzonidazol como o nifurtimox ndo séo seletivos apenas
para o T.cruzi. Seus intermediarios podem atacar os tecidos do hospedeiro,
com isso seus efeitos adversos sdo bem numerosos. Dentre os efeitos do
benzonidazol, pode-se destacar dermatite com erupcdo cutanea, dores
musculares e nas articulagcdes, depressdo da medula dssea, trombocitopenia
(diminuicdo das plaquetas), dentre outros (RAETHER, HANEL, 2003; URBINA,
DO CAMPO, 2003). Ja os efeitos adversos mais comuns do nifurtimox sao
digestivos (anorexia, nausea, dor abdominal), neurolégicos (dores de cabega e
alteragdes de humor), fadiga e insonia (JACKSON et al., 2010)

Os farmacos sao amplamente utilizados na fase aguda, com uma
porcentagem de cura de aproximadamente 70% (PEDRA et al., 2011).

Ja na fase crbnica, a utilizacdo também ¢é indicada, pois evita que o
paciente se torne um reservatério da doenca. Além disso, estudos
demonstraram que os farmacos reduziram as formas tripomastigotas
sanguineas e as formas amastigotas nos tecidos do hospedeiro, contribuindo
para a melhora dos sintomas cardiacos (COURA, BORGES-PEREIRA, 2014).
Corroborando esses resultados, outro grupo de pesquisadores observou uma
melhora nos resultados de testes sorolégicos em pacientes que se
encontravam nesse estagio da doenca (MORILLO et al., 2015)

Porém, a porcentagem de cura nessa fase é baixa (8-30%), o que faz
com que o paciente deva ingerir uma dose maior do farmaco para obter o
mesmo resultado, aumentando sua toxicidade (PEDRA et al., 2011). Isso
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reforga a necessidade de se encontrar novos compostos com maior atividade e
potencialmente menos toxicos.

1.4- Megazol

Como pdde ser visto, o arsenal terapéutico da esquistossomose e da
Doenga de Chagas é limitado. Os farmacos disponiveis atualmente possuem
uma seérie de problemas em relacdo a resisténcia e, principalmente, a
toxicidade.

Entretanto, em 1968, em um projeto da industria quimica americana
American Cyanamid, sintetizou-se uma série de produtos do tipo 5-
nitroimidazol, entre ele 0 megazol, que surgiu como uma alternativa promissora
(ASATO, BERKELHAMMER, 1968).

1.4.1- Caracteristicas quimicas

A designagdo quimica do megazol (Figura 11) & 1-metil-2-(5-amino-
1,3,4-tiadiazol)-5-nitroimidazol, e foi sintetizado pela primeira vez por Asato e
Berkelhammer. E um composto sélido cristalino amarelo forte, sendo pouco
soluvel em dimetilformamida (DMF) e acetona, e soluvel em tetrahidrofurano
(THF) e dimetilsulféxido (DMSO). Apresenta faixa de fusdo no valor de 270-
275°C, e potencial redox no valor de -438mV (ASATO, BERKELHAMMER,
1968; ALBUQUERQUE, 1995).
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Figura 11: Estrutura quimica do megazol.

O megazol contém um imidazol, um heterociclico que pode sofrer uma
série de reacdes. A posicao 2 do anel é muito favoravel de sofrer reacdes de
alquilagdo e acilagdo em meio basico. A base desprotona o proéton pirrdlico,
desta forma, os pares de elétrons remanescentes s&o compartilhados apenas
com o carbono 2, deixando-o parcialmente negativo, e muito reativo para uma
reacado de alquilagcdo. Como toda a carga negativa € compartilhada apenas
com o carbono 2, as posi¢cdes 4 e 5 do imidazol ndo sofrem este tipo de
reacao. Os principais agentes alquilantes utilizados sao haletos de alquila e o
dimetilsulfato (Figura 12) (JOULE, MILLS, 2010; EICHER et al., 2012).
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Figura 12: Reagéo de alquilagdo do carbono 2 do imidazol utilizando dimetilsulfato.

O nitrogénio em posicdo 1 do anel imidazolico também pode ser
alquilado em meio basico, devido a remogado do préton acido pela mesma
(Figura 13) (KHABNADIDEH, 2003; JOULE, MILLS, 2010).
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Figura 13: Reagéao de alquilagéo do nitrogénio 1 do imidazol utilizando dimetilsulfato.

O imidazol também pode ser facilmente nitrado em meio acido. A
posicdo 5 (Figura 14) € mais favorecida que a posigao 4 (Figura 15), pois
formam-se mais intermediarios de ressonancia, contribuindo para maior
estabilidade do produto formado. O rendimento desse processo € em torno de
90% e o reagente mais usado € o acido nitrico (JOULE, MILLS, 2010; TRUNZ
et al., 2011; BHATNAGAR et al., 2011).
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Figura 14: Intermediarios de ressonancia do 5-nitro-imidazol
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Figura 15: intermediarios de ressonancia do 4-nitro-imidazol
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A posicéo 2 do imidazol (Figura 16) nao sofre reagao de nitragc&o. Isso
porque, em meio acido, a densidade eletrdénica do carbono 2 € baixa, devido a
ele se localizar entre dois atomos eletronegativos. Além disso, ha também a
formacdo de um intermediario de ressonancia que nao contribui para a
estabilidade do produto final, devido ao octeto incompleto do nitrogénio
(BHATNAGAR et al., 2011; BRUICE, 2014; EICHER et al., 2014).
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Figura 16: Intermediarios de ressonéancia do 2-nitro-imidazol.

O megazol, assim como todos os 5-nitroimidazéis, precisa estar
substituido por um grupo alquil no nitrogénio 1, e por um substituinte no
carbono 2 para apresentar atividade biologica. Acredita-se que a protecéo
estérica causada pelos grupos substuintes ao redor do grupo nitro (principal
grupo responsavel pela atividade biologica) melhora a intragdo farmaco-
receptor (TRIVEDI et al., 2011).

1.4.3- Atividade biolégica

Este composto, quando sintetizado, atraiu a atencédo dos pesquisadores,
demonstrando em testes bioldgicos in vivo e in vitro um amplo espectro de
acao. Primeiramente, apresentou atividade frente bactérias gram positivas e
gram negativas, e parasitas do género Trichomonas, causador da tricomoniase
(BURDEN, RACETTE; 1968, ASATO, BERKELHAMMER, 1972; WILKELMANN
et al.,, 1977; NAIR, NAGARAJAN, 1983).

Em seguida, foi testado contra o protozoario Trypanosoma cruzi,
obtendo resultados expressivos (ALBUQUERQUE, PERRIE, 1999). No inicio
dos anos 90, pesquisadores da FIOCRUZ realizaram um experimento em que
trataram camundongos infectados com a cepa Y utilizando 500 mg/kg em dose
unica, via oral, de nifurtimox, benzonidazol e megazol. O objetivo era comparar
a capacidade de inducdo da fagocitose pelos macrofagos, além da atividade
antichagasica. Ao final do teste, concluiu-se que o megazol foi o composto que
induziu a maior fagocitose das formas sanguineas, in vitro, pelos macréfagos,
bem como promoveu a destruicdo das formas intracelulares do parasita
(LAGES-SILVA; FILARDI; BRENNER, 1990).

Os dados obtidos neste experimento corroboraram com os resultados de
um ensaio realizado alguns anos antes, em que o megazol curou uma alta
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porcentagem de infecgbes causadas por linhagens resistentes ao nifurtimox e
ao benzonidazol (FILARDI, BRENNER, 1982).

Posteriormente, outro estudo comparou novamente o megazol com o0s
dois farmacos utilizados para tratar a doenca, medindo a dose de cada um
necessaria para inibir 50% das cepas epimastigotas do T.cruzi (ICsg). Dois tipos
de cepas e um clone foram utilizados (Quadro 1) (MAYA et al., 2003).

Quadro 1: Valores de ICsy para cada nitrocomposto frente as cepas e o clone estudados
Fonte: MAYA et al., 2003.

Farmaco Tulahuen (pM) Clone CL- LQ (uM)
Brener (uM)
benzonidazol 11,44 +- 0,1 12,77 +- 1,1 16,95 +- 0,7
nifurtimox 9,91 +-0,2 10,44 +- 0,3 12,28 +- 0,2
megazol 3,75 +- 0,1 291 +-0,2 4,24 + 0,6

Analisando-se os valores do quadro, percebe-se que o 5-nitroimidazol foi
0 que apresentou a melhor atividade antichagasica, o que poderia resultar em
um tratamento mais curto (MAYA et al., 2003).

Apos os excelentes resultados frente ao Trypanosoma cruzi, foram feitos
ensaios frente ao Trypanosoma brucei, causador da chamada “Doenga do
Sono” ou Tripanossomiase Africana. O farmaco também se mostrou eficiente,
sendo capaz de reduzir a carga parasitaria na fase aguda da doencga. Sua agéo
€ potencializada quando associado aos farmacos suramin ou melarsoprol, duas
das principais substancias utilizadas no tratamento da parasitose. Estudos
realizados mostraram que a associacdo de megazol (100mg/kg) e suramin
(20mg/kg) foi capaz de combater a infeccdo em ratos que ja estavam no
estagio mais grave da doenga, havendo envolvimento do sistema nervoso
central (SNC). Ap6s uma semana de tratamento, a quantidade de parasitas foi
reduzida e os animais apresentaram melhora (ENANGA et al, 1998).
Corroborando com esses dados, Darsaud e colaboradores (2004) realizaram
outro experimento, em que associaram os mesmos farmacos, porém a dose de
megazol foi diminuida (80mg/kg). Ao final do ensaio, a parasitemia foi
completamente eliminada em 10 dos 12 animais tratados.

Em outro estudo, em que se associou megazol e melarsoprol, os
animais também apresentaram significativa melhora, também quanto aos
sintomas neurologicos (JENNINGS, 1996).

O megazol também demonstrou atividade frente a Leishmania infantum,
reduzindo 95% do total de parasitas a 6,2 uyM, e 99% a 12,5 uM. Ainda,
moléculas derivadas desse composto contendo diferentes substituintes na
posicdo 2 do anel tiadiazolico foram testadas contra cepas das formas
amastigostas de Leishmania donovani, obtendo-se resultados promissores.
(RIENTE, 2009).
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1.4.4 — Mecanismo de agao

Os compostos do tipo 5-nitroimidazol quase nao sio reduzidos por via
aerobia. Normalmente seguem a via anaerdbia, formando os intermediarios
ativos que véo interagir com as macromoléculas e o DNA do parasita. Eles
induzem a liberagéo do fosfato de timidina, que vai desestabilizar a estrutura e
destruir a dupla hélice do DNA. Estruturas contendo maior quantidade de bases
adenina e timina tendem a ser lesionadas mais rapidamente, devido a estarem
ligadas por apenas duas ligagdes de hidrogénio (guanina e citosina est&o
ligadas por trés), sendo mais facil de serem rompidas (PAULA, SERRANO,
TAVARES, 2009; NELSON, COX, 2014).

Entretanto, estudos foram realizados e demonstraram que o megazol
sofre biorredugdo enzimatica aerdbia, sendo capaz de gerar radicais livres e
levar o parasita ao stress oxidativo, através do rompimento de seu DNA,
inativagdo de proteinas e enzimas, e destruicdo de suas membranas
(CADENA, 1989; FERREIRA, MATSUBARA, 1997; VIODE et al, 1999). O
composto também tem a capacidade de provocar a inibicdo da sintese proteica
e de DNA nas formas amastigotas do parasita (CASTRO, MEIRELLES, 1990;
MELLO et al., 2013).

Posteriormente, um grupo de pesquisadores descobriu que esse
uma flavoenzima essencial para a sobrevivéncia do parasita. Ela é
responsavel por converter a tripanotiona dissulfeto (T(S)2), forma oxidada e
formada nas reacgdes redox, em tripanotiona ditiol (T(SH)2), forma reduzida.
Com a enzima inibida, havera falta da forma T(SH),, responsavel por sintetizar
desoxirribonucleotidios, manter o equilibrio tidlico nas células, e principalmente,
proteger o parasita de espécies reativas de oxigénio (ERQO’s). Dessa forma, as
membranas, DNA e outras macromoléculas ficardo susceptiveis a essas
ERO’s, levando o parasita a morte (VIODE et al.,, 1999; FAIRLAMB, 2001;
MAYA et al., 2003; MAYA et al., 2007) (Figura 17).

A T(SH), também é responsavel por converter a glutationa dissulfeto
(GSSG) em glutationa reduzida (GSH), devido aos parasitas, ao contrario dos
mamiferos, ndo possuirem a enzima glutationa redutase. A GSH também age
combatendo as ERO’s formadas nas reagdes redox (MAYA et al., 2007;
ULRICH et al., 2017).
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Figura 17: esquema de converséo da TS, em T(SH), pela tripanotiona redutase.

1.4.5- Toxicidade

Efeitos toxicos do megazol também foram determinados em estudos da
American Cyanamid (BURDEN, 1968).

Apods uma série de testes realizados em camundongos, ratos e cadelas,
o farmaco pareceu estar ligado a alteragdes na medula dssea e calculo renal.
Portanto, foi contraindicado a individuos que apresentam discrasias
sanguineas e doencgas renais (BURDEN, 1968).

Estudos de teratogenia também foram realizados, e mostrou que o
megazol foi ndo deveria ser ingerido por mulheres gravidas ou em idade feértil
(BURDEN, 1968)

Porém, o maior problema relacionado a toxicidade foram os danos
causados ao DNA do hospedeiro. Em 1986, o teste de Ames determinou o
megazol como um agente mutagénico, alterando os pares de bases,
modificando, portanto, o quadro de leitura. Os estudos levaram a crer que as
ERO’s como o peréxido de hidrogénio e o radical hidroxil, formados a partir da
reducdo do grupo nitro, foram os responsaveis pela mutagenicidade
(FERREIRA, FERREIRA, 1986a).

Trabalhos mais recentes comprovaram os dados obtidos em relagao as
mutagbes “frameshift’ (VIODE et al, 1999; BUSCHINI et al., 2007).
Posteriormente, outro estudo foi feito utilizando-se cepas de Salmonella
entérica, e o megazol foi capaz de alterar os pares de bases de seu DNA de
trés maneiras diferentes: foi capaz de adicionar, como também deletar pares de
guanina-citosina (G:C), e também pdde substitui-los por pares de adenina-
timina (A:T) (MELLO el al., 2013). As bactérias sdo mais sensiveis a sofrerem
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mutacdes, devido a maior presenca de nitrorredutases. Os mamiferos também
podem sofrer alteracbes em seu DNA, mas apresentam menor risco, devido a
menor quantidade dessas enzimas (POLI et al., 2002; BUSCHINI el al., 2007;
MELLO el al., 2013).

Sendo assim, mesmo com a elevada atividade antichgasica, a alta
toxicidade torna o uso do megazol inviavel. Desta forma, faz-se necessario
investir em derivados.

1.5 — Desenvolvimento de farmacos e derivados do megazol

A Quimica Medicinal € uma ciéncia que envolve a descoberta de
compostos com atividade biolégica, bem como a elucidagédo de suas estruturas
por meio de técnicas especificas e a caracterizacdo de suas propriedades
fisico-quimicas (MASSI et al., 2013).

A sintese orgéanica é a técnica utilizada mais comum na obteng&o de
novos derivados (61% de novos compostos sao obtidos por meio desse
processo), pois permite a construgdo de moléculas em seus diversos niveis de
complexidade. A rota sintética empregada vai influenciar na pureza dos
intermediarios, influenciando entédo, na pureza do produto final. Por conta disso
ela deve ser bem avaliada (MENEGATTI et al., 2001; BADE et al., 2010).
Muitas vezes, a reagao entre duas substéncias pode gerar dois isbmeros,
sendo que apenas 1 tera atividade biolégica, sendo o intermediario de
interesse (MASSI et al., 2013).

Apds a obtencido da molécula, passa-se para os ensaios pré-clinicos, em
que séao realizados testes “in vitro”, e “in vivo’, em animais. Apos essa etapa,
inicia-se o0s enaios clinicos em humanos, que sido divididos em fases. Esses
ensaios tém o objetivo de se analisar a seguranga, eficacia terapéutica,
farmacocinética, interagdes medicamentosas, dentre outros. Ao final, demora
cerca de 10 anos para um unico farmaco ser desenvolvido completamente
(KOROLKOVAS, BURCKHALTER, 1988; QUENTAL, SALLES FILHO, 2006).

O processo de sintese, bem como os ensaios pré-clinicos e clinicos tém
um custo elevado. Estima-se que as principais industrias farmacéuticas
invistam de 8-9 bilhdes de dolares anuais no setor de Pesquisa e
Desenvolvimento (P&D), e isso ndo € garantia da produgdo de moléculas
bioativas (SCHUHMACHER et al., 2013). Além disso, ha o impacto ambiental,
devido aos residuos gerados. Por isso, os processos estdo sempre sendo
estudados e otimizados, para que a busca por novos farmacos ocorra da
melhor forma possivel (FERREIRA et al, 2008). Os paises em
desenvolvimento, como € o caso do Brasil, ainda estdo na busca por farmacos
antiparasitarios, devido as doengas causadas por parasitas ainda
permanecerem no pais.
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A busca por esta classe de compostos inicialmente & feita de forma
aleatdria, pois pouco se conhece sobre parasitas. Muitas vezes, quando nao se
tem um alvo especifico, o objetivo € tentar melhorar a atividade biologica da
substancia (VERJOVSKI-ALMEIDA el al., 2003).

A partir do estudo da relagcdo entre a estrutura quimica do composto
protétipo (megazol) e a atividade biologica (REA), podem-se distinguir quais
partes da molécula sdo importantes para a acdo. Essas informagdes sao
obtidas por meio de modificagbes moleculares introduzidas de forma planejada,
obtendo-se derivados. Muitas vezes, pequenas modificagdes feitas na molécula
promovem grande alteragdo na resposta farmacoldgica. Isso porque para
promover a agao, o farmaco precisa realizar interagbes com o alvo biolégico
(SILVERMAN, 2004; BARREIRO, FRAGA, 2008)

Além disso, o outro principal objetivo da modificagdo € descobrir o grupo
farmacoforico, que pode ser definifido como um conjunto de caracteristicas
eletrbnicas e estéricas que caracterizam um ou mais grupos pertencentes a
uma molécula, que melhoram sua interagdo com o receptor, proporcionando
assim, sua atividade biolégica. Por outro lado, ha grupos que podem
desencadear uma resposta toxica quando reconhecidos pelo receptor; esses
grupos sao chamados de grupos toxicoforicos (BARREIRO, FRAGA, 2008;
LEMNKE et al., 2012).

1.5.1- Tiossemicarbazona

As tiossemicarbazonas sdo estruturas de grande interesse na quimica
medicinal, devido a ampla acdo farmacologica. Este grupo ja demonstrou
atividade antimicrobiana, antitumoral, antiviral, anticonvulsivante, anti-
inflamatoria, dentre outras (TEITZ et al., 1994; FEUN et al., 2002; DUARTRE,
FRAGA, FRAGA, 2007; CARDOSO, 2008).

Ademais, muitos trabalhos vém demonstrando a atividade
esquistossomicida e antichgasica das tiossemicarbazonas, por meio da inibigdo
das enzimas catepsina B1 (SmCB1), presente no Schistosoma mansoni, e
cruzaina, no Trypanosoma cruzi (GREENBAUM et al., 2004; FUJII et al., 2005;
CARDOSO, 2008; DU et al., 2012; FONSECA et al., 2015).

A SmCB1 é a principal enzima do Schistosoma mansoni, pertencendo
ao grupo das cisteino-proteinases. Isso porque contém em sua triade catalitica,
um residuo de cisteina (Cys-100), além de uma de histidina (His-270) e uma
Asparagina (Asn-290). Esta localizada no intestino do parasita, portanto esta
relacionada principalmente a degradacdo de macromoléculas do sangue do
hospedeiro, sobretudo a hemoglobina. A partir dela, o helminto obtém
nutrientes necessarios para o seu desenvolvimento, reproducao e crescimento.
(BUATHONG et al., 2014). A SmCB1 ainda é responsavel pela degradagéo de
outras proteinas importantes como a imunoglobulina igG e albumina sérica
(DELCROIX et al., 2007; KASNY et al., 2009).
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A inibicdo da SmCB1 frente a derivados contendo tioseemicarbazonas
foi comprovada em um estudo recente. O melhor composto, contendo um
radical dimetilamino-benzeno em sua estrutura, apresentou 100% de inibicéo e
ICs0= 1,5 +- 0,4pM. O segundo melhor, contendo um pirrol, apresentou 86,1 +-
4,4% de inibicdo, e 1C5= 6,8+- 2,1uM. O estudo concluiu que um grupo
aromatico ligado a tiossemicarbazona é muito importante para a inibicdo da
enzima, e a substituicdo da mesma por uma semicarbazona prejudica muito a
atividade dos compostos sintetizados. Nesse trabalho, entretanto, ndo foram
realizados estudos de modelagem molecular (FONSECA et al., 2015).

Ja a cruzaina é a principal enzima presente no Trypanosoma cruzi,
também pertencente a classe das cisteino proteinases, contendo em seu sitio
catalitico os aminoacidos Cys-25, His-159 e Asn-175 (CHEN et al., 2010). Esta
enzima esta presente em todos os estagios do ciclo de vida do parasita, e se
localiza nos lisossomos das formas amastigotas e epimastigotas. Nas formas
tripomastigotas, além de se apresentar nesta organela, se localiza também na
bolsa flagelar (JAGER, KOCH, FLOHE, 2013). A cruzaina também tem papel
crucial na invasdo do parasita nos tecidos humanos. Além disso, degrada a
regido Fc dos anticorpos (dessa forma, o sistema complemento n&do é ativado,
sendo mais dificil combater o parasita), estimula a liberagdo de peptideos pro-
inflamatérios como a bradicinina, é responsavel pelo processamento de
nutrientes do protozoario, dentre outras agdes (SAJID et al., 2011; ROBINSON,
DALTON, 2011).

Um trabalho realizado recentemente mostrou que compostos contendo
tiossemicarbazonas foram capazes de inibir a cruzaina, e que assim como na
catepsina B1, a presencga de um grupo aromatico € muito importante para essa
inibicdo. Porém, um estudo mostrou que n&o necessariamente os compostos
com maior capacidade de inibigado foram os mais potentes da série: o derivado
que apresentou 65% de inibicao obteve 1Cs0= 239,3uM, um valor ruim. Outro
derivado apresentou 55%, e se mostrou inativo frente ao T. cruzi. Ja os
compostos mais potentes, que apresentaram ICsy nos valores de 6,3uM e
12,0uM, inibiram a enzima em 20% e 50%, respectivamente (BLAU et al.,
2013).

Trabalhos de modelagem molecular mostraram que a inibicdo da
cruzaina pela porgao tiossemicarbazona ocorre através do ataque nucleofilico
da Cys-25 ao carbono eletrofilico tiocarbonilado, e transferéncia de um proéton
da His-159 ao enxofre do mesmo, formando um intermediario tetraédrico. A
ligacdo estabelecida € do tipo covalente (DU et al., 2002; TROSSINI et al.,
2010).

Dessa forma, as cisteino-proteases s&o um alvo biolégico em comum
nesses parasitas, podendo-se entdo, avaliar a contribuicdo do anel aberto e do
anel fechado para a atividade, e estabelecer uma relag&o-estrutura-atividade
(REA) (Figura 18).
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Figura 18: estrutura do anel 1,3,4- tiadiazdlico e da tiossemicarbazona.

1.5.2- Grupo amino e latenciagao

A amina presente no anel tiadiazélico do megazol também €& outro grupo
a partir do qual se podem obter derivados. A partir deste grupamento, podem-
se sintetizar amidas, grupos mais lipofilicos devido ao aumento da cadeia
lateral. Essa caracteristica facilita a absorcdo pelas membranas celulares,
aumentando a biodisponibilidade dos compostos. Uma vez absorvidos,
enzimas dos parasitas denominadas peptidases promovem a hidrdlise entre o
nitrogénio e o carbono carbonilico, e os derivados voltam a ser novamente o
megazol (CHUNG, 2005).

Esta técnica € chamada de latenciagdo, um processo de modificagcao
molecular em que se insere um transportador no farmaco de interesse por uma
ligagdo labil, tornando-o inativo. Dessa forma, ele s6 sera liberado mediante
uma reagao, quimica ou enzimatica, no local de agéo, ou proximo a ele, in vivo
(CHUNG, FERREIRA, 1999; LIMA et al., 2012).

O conceito de latenciacao foi proposto por Harper, em 1959, e por meio
dela, problemas farmacocinéticos, efeitos tdxicos, caracteristicas
organolépticas indesejaveis, tempo de atividade, formulagdes de dificil preparo
e falta de seletividade podem ser resolvidos. A partir do momento em que a
modificagao é feita, através da inser¢cao do transportador, obtém-se entdo um
pro-farmaco (CHOI, JO, 2004; AVER, KREUTZ, SUYENAGA, 2015).

1.5.2.1- Biodisponibilidade (F%)

Para se conseguir aumento da biodisponibilidade por meio da
latenciacdo, devem-se inserir transportadores lipofilicos na molécula ativa. Com
o aumento da lipofilicidade dos compostos, ha o aumento da permeabilidade
destes pelas membranas celulares, uma vez que estas sido estruturas
lipoproteicas. Desta forma, obtém-se melhor absorgdo. (CHUNG, FERREIRA,
1999; CHUNG et al., 2005; PEREIRA, 2007).

A lipofilicidade de um composto é comumente expressa pelo coeficiente
de partigao (logP) entre dois liquidos imisciveis, sendo um a fase orgénica (n-
octanol) e um a fase aquosa (agua). Para um farmaco conseguir atingir boa
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permeabilidade pela membrana de uma célula e consequentemente boa
absorgao, o ideal é o logP nado ultrapassar 5 (KOKATE, LI, JASTE, 2008;
LEESON, 2012). Caso o valor seja maior, significa que o composto € altamente
lipofilico, o que faz com que ele ndo se dissolva nos fluidos biolégicos. Ha
ainda o risco de o composto ficar preso entre as membranas biologicas, n&o
conseguindo ser absorvido. Ao contrario, se o logP for muito baixo, ele ndo
consegue ultrapassar essas membranas devido a falta de afinidade, e a
absorcado também n&o ocorre (SMITH et al., 2012).

Atingindo-se uma maior absor¢do e, portanto, uma maior
biodisponibilidade, uma menor dose do farmaco pode ser administrada,
diminuindo os efeitos adversos do mesmo, tornando-o mais seguro (HETAL,
BINDESH, SNEHA, 2010).

Além disso, o desenvolvimento de um pro-farmaco antiparasitario com
maior biodisponibilidade, além de maior eficacia e seguranga, tem impactos
econdmicos. Isso porque estima-se que a Doenga de Chagas gere custos
individuais no valor de US$ 383,00 na América Latina para o Sistema de
Saude. No total, sdo US$ 7,19 bilhdes gastos no mundo todo com a doenca
entre medicacdo, internagcbes, monitoramento dos pacientes, além da
produtividade perdida e gastos com as mortes (LEE et al., 2013).

Ja para a esquistossomose, no Brasil, estima-se que em 2010 o Sistema
Unico de Saude gastou cerca de R$ 1.010.278,79, apenas com internagdes
dos pacientes que estavam no estagio mais grave da doencga. Ainda, estima-se
um gasto de R$ 82.897,08 com exames de diagndstico, além dos gastos com
medicagdo, que somou R$ 885, 60. Ha ainda gastos com consultas médicas de
acompanhamento, alimentacdo adequada aos pacientes, transporte, dentre
outros (NASCIMENTO, 2013).

O desenvolvimento de compostos mais ativos e seguros tende a reduzir
esses custos com menos internagdes, monitoramento, melhorando a qualidade
de vida dos pacientes (0 que aumenta a produtividade dos mesmos), dentre
outros.

1.5.3- Derivados heterociclicos

O megazol é constituido por dois anéis heterociclicos: imidazol e o anel
tiadiazodlico, portanto, podem-se obter derivados a partir da substituicdo de
ambos (ALBUQUERQUE, 1995).

O imidazol possui dois homologos estruturais que podem ser utilizados
para sintetizar derivados: furano e tiofeno (Figura 19) (JOULE, MILLS, 2014).
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Furano Tiofeno

Figura 19: Estruturas do furano e tiofeno, respectivamente

Compostos do tipo 5-nitrofuranos foram os primeiros a serem usados na
quimioterapia. Além de exibirem propriedades antimicriobianas e antifungicas,
seus derivados possuem também acdo antiparasitarias (CAPOBIANCO-
PEREZ, CORDERO DE TROCONIS, 2001). Dois farmacos muito conhecidos
dessa classe sdo o nifurtimox, ja mencionado, e a nitrofurazona, que também
possui atividade antimicrobiana (BOSQUESI et al., 2008). Essa classe também
ja foi amplamente utilizada como esquistossomicida. Em 1960, foi sintetizado
um derivado contendo o grupo propionamida, que frente ao S.japonicum,
provocou a eliminagcdo de 100% dos parasitas, em ratos. Em coelhos, a
eliminacdo foi de 97-100%, e em caes, 81-95%. Quando testado em
esquistossomulos de S.mansoni, em 1966, a atividade foi confirmada (LEI| et
al.,, 1944; HILL et al., 1966). Em 1970 outro composto, contendo um anel
oxadiazdlico, foi sintetizado. Diferentemente da maioria dos farmacos dessa
classe, este derivado apresentou atividade frente as formas jovens do
S.mansoni, em dose unica, por via intramuscular (Figura 20) (DUNSFORD et
al.,, 1984). Ainda, muitos outros nitrofuranos foram sintetizados depois,
apresentando boa acdo esquistossomicida, entretanto, nenhum nunca teve
sucesso no uso terapéutico (PITTA et al., 2013).
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Figura 20: estrutura dos compostos contendo a propionamida e o anel oxadiazélico,
respectivamente.

Ja o b5-nitrotiofeno € um bioiséstero do furano. Em 1974, este
heterociclico foi usado como substituinte no planejamento de derivados do
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niridazol, e o composto obtido mostrou boa agdo frente ao Schistosoma
mansoni (Figura 21) (BENAZET, LERQOY, 1974; PITTA et al., 2013).

O,N_S
Q.

Figura 21: estrutura do derivado contendo o nitro-tiofeno.

Ambos sofrem reacdo de Substituicdo Eletrofilica Aromatica (SEAr),
entretanto, o furano é mais reativo. Isso ocorre devido ao tiofeno possuir maior
energia de ressonancia (diferenca de energia da forma real da molécula e da
forma com menor energia), estabilizando menos os cabocations formados,
diminuindo a reatividade do composto (STEFANI, 2009).

48



2 OBJETIVO E JUSTIFICATIVA
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As doengas negligenciadas constituem um grupo de 20 doengas que
afetam mais de 1 bilhdo de pessoas em todo o mundo, estando presente
atualmente em 149 paises (MOLYNEUX, 2013; WHO, 2017).

A populagdo de menor nivel socio-economico, normalmente residentes na
América Latina e Africa, sempre foi a mais afetada por essa classe de doencas,
devido a falta de saneamento basico, agua limpa e dificuldade de acesso aos
servicos de saude. Entretanto, com as mudangas climaticas, migragdes
populacionais e o aquecimento global, os vetores das doengas tém se
espalhado, tornando as doengas negligenciadas um problema mundial
(GITHEKO et al., 2000; HOTEZ, 2016; MITRA, MAWSON, 2017).

A Doencga de Chagas e a Esquistossomose pertencem a esse grupo de
doengas, e ambas ainda possuem muitas dificuldades relacionadas ao
diagndstico, e principalmente, a terapéutica. Nao ha interesse da industria
farmacéutica em investir no desenvolvimento de farmacos antiparasitarios, e
devido a isso, os compostos existentes no mercado possuem muitos problemas
(ANDREWS et al., 2014). No caso da Doenga de Chagas, a baixa atividade do
benzonidazol na fase cronica faz com que o hospedeiro deva ingerir uma alta
dose deste farmaco, contribuindo para o aumento de sua toxicidade (COURA,
BORGES- PEREIRA, 2014). Ja o praziquantel, utilizado no tratamento na
esquistossomose, possui muitos casos de resisténcia, além de possuir
atividade apenas frente ao verme adulto do Schistosoma mansoni (COLLEY et
al., 2014).

Em vista disso, torna-se necessario o desenvolvimento de novos
compostos antichagasicos e esquistossomicidas.

Entdo, em 1968, foi sintetizado o megazol, um composto do tipo 5-nitro
imidazol, que apresentou excelente atividade antiparasitaria (ASATO,
BERKLHAMMER, 1968). Entretanto, apresentou propriedades mutagénicas,
nao podendo ser introduzido na terapéutica (MELLO el al., 2013). Contudo, a
partir dele podem ser obtidos derivados, por meio de modificagdes moleculares
planejadas.

1.1- Geral

Desta forma, os principais objetivos deste trabalho s&o:

- Sintetizar derivados do megazol, a partir dos grupos quimicos
interessantes presentes na molécula;

- Avaliar a atividade bioldgica frente aos parasitas Trypanosoma cruzi e
Schistosoma mansoni, causadores da Doenga de Chagas e Esquistossomose,
duas importantes parasitoses, relacionando também os grupos quimicos
importantes para essa atividade.
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1.2- Especificos

- Testar um derivado contendo o grupamento tiossemicarbazona;

- Sintetizar derivados obtidos a patir do grupo amino, obtendo-se a
amida correspondente;

- Sintetizar analogos estruturais do megazol com os anéis heterociclicos
furano e tiofeno.

Os compostos sintetizados, apos identificagao estrutural, serdo testados
com relagdo a inibicdo do crescimento do Trypanosoma cruzi e Schistosoma
mansoni, em cultura celular (Figura 22).

Os dados obtidos serdo empregados tanto para ampliar o estudo de
novos farmacos antichagasicos e esquistossomicidas, como também para uma
melhor compreensdo dos processos quimicos envolvidos na sintese de
intermediarios do tipo 5-nitroheterociclicos.
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Figura 22: Resumo dos derivados obtidos.
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3 PARTE EXPERIMENTAL
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3.1- Materiais
3.1.1- Reagente e solventes para a sintese

* 1-metil-2-imidazol-carboxialdeido (Sigma- Aldrich)
* 2-tiofeno-carboxaldeido (Sigma- Aldrich)

* 5-nitro-2-furaldeido (Sigma- Aldrich)

* 5-nitro-2-tiofeno-carboxaldeido (Sigma- Aldrich)
* Acetato de etila (Synth)

* Acetona (Synth)

 Acido acético (Sigma-Aldrich)

+ Acido cloridrico (Synth)

« Acido nitrico (Synth)

* Anidrido acético (Synth)

* Cloreto de miristil (Sigma-Aldrich)

* Cloreto de nonanoila (Sigma-Aldrich)

* Cloreto de propanoila (Sigma-Aldrich)

* Dimetilsulféxido deuterado (Sigma-Aldrich)
* Etanol (Synth)

* Hidroxido de amoénio (Synth)

* Sulfato de sodio anidro (Synth)

* Tetrahidrofurano (Synth)

* Tiossemicarbazida (Sigma-Aldrich)

* Tricloroetileno (Synth)

* Trietilamina (Sigma-Aldrich)

3.1.2- Equipamentos e outros utensilios

* Agitadores magnéticos

* Analisador elementar Perkin Elmer 2400

* Aparelho para faixa de fusdo (Buchi)

* Cromatofolhas de aluminio recobertas com silica (Merck)

* Espectrometro de RMN Bruker Avance-DPX 300/75 MHz com sonda de
5mm multinuclear

* Evaporador Rotatério (Marconi)

* Revelador UV

3.1.3- Utensilios utilizados nos ensaios biolégicos

* Anfotericina B 2 ug/ml
* Antimicina 0,5 yM
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* Dimetilsulféxido (Merck)

* Eppendorfs

* Estereomicroscopio (SMZ 1000, Nikon)

* Estreptomicina 200 pg/ml

* Estufa com controle de temperatura, umidade e CO»
* Leitor de ELISA

* Meio Liver Infusion Tryptose (LIT)

* Meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Cultilab)
* Microscépio invertido (SMZ 1000, Nikon)

* Penicilina 200U/ml

* Placas de cultura

* Placas de petri

* Praziquantel 3 ug/ml

* Rotenona 60 uM

* Soro fetal bovino (Cultilab)

3.2- Métodos analiticos
3.2.1- Faixa de fusao

A faixa de fusao foi medida em aparelho Buchi, localizado no Laboratério
de Sintese de Otimizagdo de Farmacos da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas (FCF) da USP, com o objetivo de se determinar a pureza dos
compostos sintetizados, ajudando a caracteriza-los.

3.2.2- Analise elementar

A analise elementar, técnica na qual se determina as porcentagens de
carbono, hidrogénio e nitrogénio em uma amostra, foi realizada no Instituto de
Quimica (IQ) da USP, também com o objetivo de se caracterizar e determinar a
pureza dos compostos sintetizados.

3.2.3- Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para maior caracterizacdo das estruturas, foi feita a analise
espectroscopica de 'H e "*C, utilizando-se o Espectrdmetro de RMN Bruker
Avance-DPX 300 MHz, localizado no bloco 13 da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP.
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3.2.4- Calculo do cLogP

O clLogP dos compostos foi calculado através do programa de
computador Marvin Sketch.

3.3- Métodos de sintese

Os compostos foram sintetizados no laboratério de Sintese e Otimizacao
de Farmacos da FCF. Posteriormente, foram identificados pelos métodos
analiticos ja mencionados.

Todos os residuos que foram gerados durante as sinteses foram
devidamente classificados, identificados e enviados ao tratamento adequado
no Setor de Residuos da FCF, para depois serem incinerados.

3.3.1- Sintese do megazol

O processo de sintese total do megazol foi realizado em quatro etapas,
sendo elas a substituicdo nucleofilica (formagdo da tiossemicarbazona),
ciclizagdo, nitragdo/protegcdo do grupo amino e desprote¢do do grupo amino
(Figura 23).
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Figura 23: esquema da sintese total do megazol.

3.3.1.1.- Substituicdo nucleofilica (formacgao da tiossemicarbazona) (1)

Reagiu-se 10 mmol (1,1g) de 1-metil-2-imidazol-carboxaldeido com 10
mmol (0,91g) de TSC, em uma mistura de 30 ml de etanol com 2 ml de acido
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acético. A reacao foi colocada em refluxo a uma temperatura de 80°C por 5
horas. Em seguida, foi resfriada a temperatura ambiente, formando-se um
soélido que foi filtrado a vacuo e lavado com etanol. Recristalizagao: etanol.

3.3.1.2- Ciclizagao (2)

Adicionou-se 1,65 mmol (0,3 g) do composto 1 a 5 ml de acido cloridrico
(HCI), e deixou-se reagindo a temperatura ambiente por 1 hora. Passado esse
tempo, a mistura foi resfriada em gelo picado e neutralizada com hidréxido de
amoénio. Em seguida, extraiu-se com a fase aquosa com tricloroetileno (3x20
ml). A fase organica obtida foi lavada 3 vezes com 20 ml de agua e 1 vez com
20 ml de NaCl, e em seguida, seca com sulfato de sédio anidro. Apés filtragéo,
o solvente foi evaporado em rotaevaporador, obtendo-se o produto final.
Recristalizacao: etanol.

3.3.1.3- Nitragao/proteg¢ao do grupo amino (3)

A um baldo de fundo redondo, adicionou-se 1,1 mmol (0,2 g) do
composto 2 em 5 ml de anidrido acético, e aqueceu-se a 50°C sob refluxo por
1h. Passado o tempo, adicionou-se 2 ml de acido nitrico 70%, e o refluxo foi
retomado por mais 2 horas. Nesta etapa, a temperatura atingiu cerca de 60°C.
ApOs isso, verteu-se o meio em gelo picado e neutralizou-se com solugédo de
hidréxido de aménio. Durante a reacao, foi feito acompanhamento com CCD.
Ao final, obteve-se um solido bege, que foi seco em estufa. Recristalizagao:
acetona.

3.3.1.4- Desprotecao do grupo amino (4)

A um baldo de fundo redondo, adicionou-se 0,75 mmol (0,2 g) do
composto 3, e 5 ml de acido cloridrico concentrado. A mistura foi colocada em
refluxo por 6 horas. Apds esse tempo, resfriou-se o meio com gelo picado e
neutralizou-se com hidréxido de aménio, ocorrendo a precipitacdo de um solido
amarelo intenso, que foi recristalizado em acetona.

3.3.2- Sintese das amidas

Os derivados amidicos foram obtidos por meio da reacdo do megazol
com o respectivo cloreto de acido. Primeiramente, dissolveu-se 5 mmol de
megazol e 5,5 mmol de trietilamina (EtsN) em 20 ml de THF anidro. Em
seguida, a mistura foi colocada em agitacdo a temperatura ambiente e
atmosfera inerte de nitrogénio, adicionando-se em seguida, com auxilio de
seringa e gota a gota, 55 mmol do respectivo cloreto de acido. Apos
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aproximadamente 30 minutos, foi possivel observar a formacdo de um
precipitado. A reagdo foi mantida por 1 hora para a obtencdo da
propanoilamida (5) e nonanoilamida (6), e 6 horas para a obtengdo da
miristamida (7). Ao final, filtrou-se e os compostos foram recistalizados em
etanol (Figura 24).

RCOCI o
Me NN Et,N Me \-N .
O,N N)/Q D~NH, @ onN_ N DR
ﬂ\ / S THF anidr. ﬂ\ / S H
N t.a N
1-6h

R1 = CH20H3 (5)
R>=(CH3)7CH3 (6)
R3=(CH3)12CH3 (7)

Figura 24: esquema geral da sintese dos derivados amidicos.

3.3.3-Sintese dos derivados heterociclicos

Os derivados heterociclicos contendo furano e tiofeno no lugar do anel
imidazolico foram obtidos em duas etapas sintéticas. Primeiro, por meio de
uma substituicdo nucleofilica, obteve-se a tiossemicarbazona correspondente,
que em seguida foi ciclizada, obtendo-se o derivado.

3.3.3.1- Substituicao nucleofilica (formacao da tiossemicarbazona)

Reagiu-se 10 mmol do aldeido correspondente com 10 mmol de TSC em
30 ml de etanol. Acido acetico foi utilizado como catalisador, na quantidade de
2 ml. Apds 5 horas em refluxo, foi observada a formacdo de um precipitado,
que foi filtrado a vacuo e lavado com etanol (Figura 25).

Recristalizagao: etanol.

o NH,NHC(S)NH,
R A AcOH A H
H —> R X N - NH2
\ /) EtOH \(\_/7/\N i
80°C S
5h
R=NO,, A=0 (8)
R=H, A=S (10)

R=NO, A=S (12)

Figura 25: esquema geral da sintese das tiossemicarbazonas.
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3.3.3.2- Ciclizagao

Em seguida, adicionou-se 0,1 g do produto correspondente obtido na
primeira etapa, a 2 ml de HCI, deixando-se reagir a temperatura ambiente por 1
hora. Entdo, a mistura foi colocada em banho de gelo picado e neutralizada
com hidréxido de amdnio. Entéo, extraiu-se com tricloroetileno (3x20), e a fase
organica obtida foi lavada 3 vezes com 20 ml de agua e 1 vez com 20 ml de
NaCl. Ao final, adicionou-se sulfato de sodio anidro, filtrou-se, e o solvente foi
evaporado a pressao reduzida, obtendo-se os respectivos produtos finais
(Figura 26).

Recristalizagc&o: acetona (9); acetona:agua (11,13).

HCI
e o e
R=N02 A=0 (8) R:NOZ, A=0 (9)
R=H, A=S (10) R=H, A=S (11)
R=NO, A=S (12) R=NO, A=S (13)

Figura 26: esquema geral da ciclizagdo das tiossemicarbazonas.

3.4- Ensaios biolégicos

Apoés as sinteses, alguns dos compostos foram selecionados para os
testes (Quadro 2). Inicialmente, realizaram-se ensaios frente ao Trypanosoma
cruzi. Em seguida, testou-se contra o Schistosoma mansoni.

Dentre as substancias selecionadas, o composto 13 foi testado apenas
frente ao S.mansoni.

Quadro 2: compostos selecionados para os testes.

N° Composto Nome

Me

I N-N
2 1-metil- 2- (5-amino-1,3,4- tiadiazolil)-
‘ 7/k S>\ NH, 5-imidazol
Me ’N

. N )L 1-metil- 2 — (5-acetamida-1,3,4-

3 Me
O2N \( 7/k B tiadiazol)-5-nitroimidazol
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4 05N : YKS%NHZ megazol
)\‘CH CH 1- metil-2-(5-propionamida-1,3,4-
5| o,N \( Yk S)\ 2>773 tiadiazolil)-5-nitroimidazol
)\\ 1- metil-2- (5-nonanoilamida- 1,3,4-
6 OZN\( Yk S (CH2)7CH; tiadiazolil)-5-nitroimidazol
N—N : N
2-(5-amino-1,3,4-tiadiazolil)-5-
? Os5N O/ / S»\NH2 nitrofurano
\
N-N
11 SN S»\NHZ 2-(5-amino-1,3 4-tiadiazolil)-5-tiofeno
\ /
N-N
S ]\ 2- (5- amino-1,3,4-tiadiazolil)-5-
13 O2N \@AS)\ NH, nitrotiofeno
Me
[l\j H NH 1-metil-2-imidazolil-5-nitro
N B e I -
14 O2N ‘“ / N \n/ 2 tiossemicarbazona
N S

3.4.1- Trypanosoma cruzi

Os ensaios frente as formas epimastigotas do Trypanosoma cruzi foram
feitos em uma parceria com o Laboratério de Bioquimica de
Tripanossomatideos (LaBTryps) (ICB-1I/USP), que desenvolveu o protocolo. A
cepa utilizada no ensaio foi a Cepa CL-clone 14 (BRENER, CHIARI, 1963), que
foi gentilmente disponibilizada pelo prof.Dr.Ariel Mariano Silber.
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3.4.1.1- Cultivo das formas epimastigotas

As formas epimastigotas extracelulares foram cultivadas em meio Liver
Infusion Tryptose (LIT), que contém infusdo de figado (5,0 g/l), Triptose (5,0
g/l), NaCl (4,0 g/l), KCI (0,4 g/l), NaoHPO4 (8,0 g/l), glicose (2,0 g/l), hemina
(10,0 g/l) e suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) a pH=7,2. O
meio foi mantido a 28°C (CAMARGO, 1964).

3.4.1.2- Avaliacao da proliferagao celular

Primeiramente, foi feito o ensaio de proliferacdo celular (analise da
densidade celular). Os parasitas foram tratados com os compostos na
concentracéo final de 5 yM. Como controle negativo, utilizou-se DMSO. Ja para
controle positivo (inibigao), foi utilizada uma combina¢cdo de Rotenona (60 uM)
e Antimicina (0,5 uM). Os parasitas (2,5 x 10° células mL™") foram cultivados em
placas de cultura de 96 pogos (200 ul/pogo) e mantidos a 28°C. A proliferagcéo
celular foi estimada por leitura da absorbancia da densidade ¢ética (DO) em 620
nm durante 8 dias. A absorbancia foi transformada em valores de densidade
celular (células/ml), utilizando uma equacgao de regresséao linear que foi obtida
previamente sob as mesmas condicbes (DAMASCENO et al, 2014). O
programa GraphPadPrism5 foi utilizado para a constru¢ao dos graficos.

O ensaio foi feito duas vezes, em réplica.

3.4.1.3- Calculo da concentragao inibitéria 50% (ICso)

Em seguida, os compostos que apresentaram boa atividade frente ao
Trypanosoma cruzi passaram por um novo ensaio, cujo objetivo foi avaliar a
concentragao inibitéria 50% (ICso). Os protozoarios (2,5 x 10° mL™1) também
foram incubados em placas de 96 pogos (200 ul/pogo) a 28°C, por 8 dias. O
ICso foi determinado no quinto dia, devido aos parasitas entrarem em fase
exponencial de crescimento. Os compostos foram utilizados nas concentragdes
de 0,5 uyM- 1,0 uM- 2,0 uM- 3,0 uM- 4,0 yM- 5,0 yM, obtendo-se uma curva
dose-resposta. A concentracdo que inibe 50% foi determinada por meio do
ajuste dos dados dessa curva, feita pelo programa OriginPro 8 (DAMASCENO
et al., 2014).

Este ensaio foi feito em réplica.

3.4.2- Schistosoma mansoni

Os testes frente ao S. mansoni foram feitos em uma parceria com o
Laboratorio de Parasitologia e Malacologia do Instituto Butantan.
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3.4.2.1- Linhagem do parasita e animais hospedeiros

O ciclo do Schistosoma mansoni (Sambon, 1907) utilizado nesse
trabalho foi mantido em caramujos Biomphalaria glabrata (Say, 1818),
utilizados como hospedeiro intermediario, e hamsters Cricetus auratus,
utilizados como hospedeiro definitivo. A linhagem BH do parasita vem sendo
mantida, ha muitos anos, no Laboratério de Parasitologia do Instituto Butantan,
Séo Paulo.

Os caramujos descendem de espécimes de Barreiro de Baixo, Belo
Horizonte, Minas Gerais. Os moluscos s&o mantidos em aquarios de polietileno
(22 x 55 x 17 cm) com cerca de 20 litros de agua filtrada e aeracdo em
temperatura ambiente, e sdo alimentados com alface fresca. Os hamsters,
fornecidos pelo Biotério Central do Instituto Butantan, sdo mantidos em caixas
de polipropileno (40 x 34 x 16 cm) com tampa metalica, acomodados em
maravalha, que é trocada duas vezes por semana, e alimentados com racéo e
agua ad libitum. Os roedores usados nos experimentos s&o do sexo feminino,
recém-desmamados, pesando aproximadamente 20 gramas e com 21 dias de
idade (MORAES, 2011).

3.4.2.2- Manutencgao do ciclo do Schistosoma mansoni

Para a manutengdo do ciclo do Schistosoma mansoni, os hamsters
foram infectados subcutaneamente com seringa de 1 ml, contendo
aproximadamente 250 cercarias. Apds cerca de 45 dias, esses hamsters foram
sacrificados em cédmara de CO, para a retirada do figado e obtengcdo dos
miracidios. Os figados foram triturados com solu¢do salina (0,85%), e a
suspensao desses tecidos triturados foi deixada para sedimentar na geladeira,
protegida da luz. Apds lavagens com decantagdes sucessivas, o sedimento foi
suspenso com agua desclorada e exposta a luz, obtendo-se entdo, os
miracidios. O numero e a viabilidade dos miracidios e cercarias foram
determinados com o auxilio de um estereomicroscopio (PELLEGRINO, KATZ,
1968).

Apds esse procedimento, iniciou-se o processo de infeccdo do
hospedeiro intermediario pelos miracidios. Os moluscos sexualmente maduros
foram colocados, individualmente, em placas de células contendo 24 pocos,
juntamente com agua filtrada e 10 miracidios. A exposicdo do molusco ao
miracidio foi realizada sob luz artificial (incandescente de 60 W) durante 4
horas. Apdés 35-40 dias, os moluscos foram colocados novamente sob luz
artificial para se avaliar a eliminagédo das cercarias. Os caramujos que estavam
infectados foram protegidos da luz com a colocagéo de papel aluminio ao redor
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do aquario, para evitar a eliminagdo das cercarias (PELLEGRINO, KATZ,
1968).

Para a infeccdo do hospedeiro definitivo, cerca de 30 caramujos
infectados foram transferidos para um béquer contendo agua desclorada, e
expostos a luz para a eliminagao das cercarias. Para concentragao cercariana,
os parasitas foram transferidos para tubos de ensaio de vidro parcialmente
protegidos da luz com papel aluminio, de modo que a entrada de luz foi
somente no apice. As cercarias foram utilizadas para infectar os hamsters
(PELLEGRINO, KATZ, 1968).

3.4.2.3- Compostos a serem testados e preparo das amostras

Os compostos sintetizados foram conservados a temperatura ambiente e
em local livre de umidade, em frascos de vidro ambar. Para preparar cada um
dos compostos para o teste, transferiu-se 1 mg dos mesmos para “eppendorfs”
e dissolveu-os em 3% de DSMO (p/v). Entédo, adicionou-se o meio “Roswell
Memorial Park Institute” (RPMI 1640) até se obter uma solu¢do mae para cada
analogo, com cada substancia na concentragdao de 1mg/ml. Em seguida, a
partir de cada solucdo mae, preparou-se as solug¢des para os testes, com o
analogo na concentracéo final de 100 uM.

O meio RPMI contém L-glutamina e vermelho de fenol (p6 para preparar
1 litro de solugao), e foi esterilizado por filtragdo.

3.4.1.4- Recuperagao dos vermes adultos e avaliacao da atividade
esquistossomicida

Os vermes adultos de S. mansoni apresentavam aproximadamente 45
dias de idade, e foram recuperados por perfusdo do sistema porta hepatico,
conforme descrito por Smithers e Terry (1965). A perfusao foi realizada com a
solugdo balanceada de RPMI 1640 e heparina sddica 5 Ul/ml. Os hamsters
foram sacrificados por inalacdo de CO; e, posteriormente, fez-se uma secgao
longitudinal na regido ventral, expondo-se os 6rgdos internos. A veia porta foi
cortada, e com o auxilio de uma agulha acoplada a uma bomba peristaltica,
injetou-se a solugdo diretamente no coragdo do animal, coletando-se os
vermes adultos (SMITHERS, TERRY, 1965).

Os ensaios ‘in vitro” com os vermes adultos foram realizados com
machos e fémeas acasalados. Os casais de vermes obtidos dos hamsters por
perfusdo foram lavados 3 vezes com o meio RPMI 1640 ja diluido em tubos
Falcon. O meio foi esterilizado por filtragcdo (Corning), e enriquecido com
penicilina 200 U/ml, estreptomicina 200 pg/ml e anfotericina B 2 pg/ml.
Posteriormente, os parasitas acasalados foram transferidos para placas de
Petri estéreis e incubados a 37°C.
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Em seguida, adicionou-se em cada pogo das placas de cultura, um casal
de vermes, e 2ml de meio RPMI 1640, suplementado com 10% de SFB,
penicilina 200 U/ml, estreptomicina 200 pg/ml e anfotericina B 2 pg/ml (DE
MORAES et al.,, 2011). Entdo, adicionou-se aos pog¢os 500 pL da solugdo
previamente preparada, na concentragdo de 100 pyM, contendo os analogos.
Cada analogo foi testado em 5 casais de vermes.

Praziquantel 3mg/ml foi utilizado como controle positivo, e pogos
contendo apenas DMSO 1,5% foram utilizados como controle negativo. As
culturas foram mantidas a 37°C em estufa a 5% de CO,, e foram monitoradas
diariamente por 96 horas, com auxilio de microscopio invertido e
estereomicroscopio. O objetivo desse teste foi observar a motilidade,
acasalamento e a taxa de mortalidade dos parasitas na presenca dos
analogos, durante esse periodo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
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4.1- Sintese do Megazol

1-metil-2-imidazolil-tiossemicarbazona (1)

Me
"\1 H NH
Ny 9
Cor vty
N S
Figura 27: estrutura do composto 1.

Solido branco. PF= 160-162,2°C. R= 81% (1,48g).

C=31,57; H=3,53; N=36,22 (% tedrica).
C=31,28; H=3,47; N=37,08 (% obtida).

O composto 1 (Figura 27) foi obtido a partir da condensagao do aldeido
com a tiossemicarbazida, formando a tiossemicarbazona correspondente,
caracterizada por conter uma imina. Essa reagao caracteriza uma substituicdo
nucleofilica em compostos carbonilicos. O processo comega com a protonagao
da carbonila do aldeido pelo acido acético, formando o ion oxénio. Em seguida,
ha o ataque nucleofilico do N-1 da tiossemicarbazida (Figura 28). A importancia
do acido, além de atuar como catalisador, estda em manter o pH controlado,
uma vez que esta reagao é reversivel e favorece a formagado do material de
partida (aldeidos), ja que a ligagao carbonilica € mais forte que a ligagdo C=N.
O pH deve ser mantido entre 4 e 5 para que se atinjam bons rendimentos. Em
pH’s muito acidos, o nitrogénio da tiossemicarbazida pode ser protonado em
excesso, diminuindo sua nucleofilicidade e atrapalhando a reatividade. Por
outro lado, em valores maiores que 5, a carbonila ndo sera protonada o
suficiente, diminuindo a velocidade da reagdo (SOLOMONS, FRYHLE, 2002;
COSTA et al., 2003; TENORIO et al., 2005).
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Figura 28: mecanismo da reagéo de condensagéo entre o 1-metil-2 imidazol-carboxialdeido e a
tiossemicarbazida.

Entretanto, além do N-1, o N-3 da tiossemicarbazida também apresenta
um par de elétrons disponivel, podendo atacar o carbono carbonilico do aldeido
e formar outro isbmero. Porém, este isbmero é formado em quantidade bem
menor, devido ao N-3 ser um nucledfilo mais fraco, pois seus elétrons estao
sendo compartilhados com o carbono tiocarbonilado, diminuindo sua
nucleofilicidade. A molécula formada também nao cicliza, pois formaria um
anel instavel.

Os isbmeros possuem solubilidade muito parecida, sendo que o 2 pode
ser considerado uma impureza. Esta teoria foi provada na tese de
Albuquerque, em 1995 (Figura 29).

Me 0) lf' AcOH Me |y|e s
. H
S I W1 N L g
H o+ HNTY YN 2 Y ONTONTT 2
/ 10 12 / + /
\ S s L7 T (O N
5h

(1) (2)

Figura 29: esquema de formag&o dos dois isdbmeros na reagdo de condensagio entre o 1- metil- 2-
imidazol- carboxialdeido e a tiossemicarbazida.

Devido as caracteristicas parecidas, ndo foi possivel separa-los nessa
etapa (formou-se uma mistura). Eles s6 foram separados na préxima, quando o
isdbmero 1 ciclizou, formando o produto de interesse.

O rendimento obtido (81%) esta de acordo com a literatura, que
descreve a formacao das tiossemicarbazonas no valor entre 80-90%.
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1-metil-2-(5-amino-1,3,4-tiadiazolil)-5-imidazol (2)

Me  N-N

szr/Q$}L~NH2

Figura 30: estrutura do composto 2.

Solido branco. PF=240,1-241°C. R=71% (0,219)

C=39,77; H=3,89; N=38,65 (% tedrica).
C=39,46; H=3,79; N=37,96 (% obtida).

A formagao do anel 1,3,4-tiadiazoélico a partir da tiossemicarbazona foi
feita pela acdo do acido cloridrico concentrado. Essa reac&o originou o
composto 2 (Figura 30).

Esse mecanismo foi proposto de acordo com em um estudo em que o
anel 1,3,4-tiadiazélico € formado a partir da tiossemicarbazida, acido cloridrico
e acido férmico. O acido organico tem o papel de doar um carbono para a
formagdo do anel tiadiazdlico, e reage primeiro com a tiossemicarbazida
através de uma condensacdo, caracterizando uma substituicdo nucleofilica
acilica, ocorrendo um processo semelhante a formagao da tiossemicarbazona.
Em seguida, o produto formado da condensagéo reage com o acido cloridrico,
que ira promover a ciclizagdo. Ela se inicia pelo ataque do hidrogénio do acido
a ligacao dupla do carbono carbonilico, dando origem ao carbocation. Este é
atacado pelo enxofre (nucledfilo), formando a estrutura ciclica hidroxilada.
Entado, os ions cloro provenientes da dissociagdo do acido retiram o hidrogénio
do anel, formando o heterociclico 1,3,4-tiadiazdlico. Agua e HCI sdo os
subprodutos formados dessa reacdo (HARISH et al., 2013; MANSOORY,
RAJPUT, 2015) (Figura 31).
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Figura 31: mecanismo da reacgao de ciclizagéo por acido cloridrico e acido férmico.

Na ciclizagdo dos derivados, o acido formico n&o foi necessario, pois 0s
dois carbonos ja haviam sido fornecidos pela tiossemicarbazona. Como
consequéncia, ndo ha formagédo de agua como subproduto, apenas HCI (Figura
32).

Me
]

|-

Me N-N Me HN’N

Q%S%NHZ - (_VQ D~H

Figura 32: mecanismo da reacgao de ciclizagéo proposto por acido cloridrico.

Segundo a literatura, o rendimento do processo esta em torno de 80-
82% (HARISH et al., 2013; RAJPUT, 2015), e o obtido na reacéo foi de 71%, o
que pode ser explicado pela formagdo do isébmero 2, que n&o reagiu,
acarretando queda de rendimento.

Essa metodologia de ciclizacdo apresenta-se muito mais vantajosa em
relagdo a primeira metodologia desenvolvida para sintetizar o megazol, na qual
utiliza-se sulfato de amdnio e ferro Il (NH4Fe(SO4)s3) ou clorreto férrico (FeCls).
Isso porque os sais de ferro utilizados s&o sais de acidos fortes e bases fracas,
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entdo ao final da reacdo o meio esta acido, o que faz com que esses
compostos formem como subproduto hidroxido de ferro Il (Fe(OH)s) (ASATO,
BERKELHAMMER, 1968). Essa base esta na forma de gel, o que dificulta
muito sua separagao do produto formado, podendo diminuir o rendimento do
processo se ela nao for feita corretamente.

Em relagdo ao ultimo método desenvolvido, no qual utiliza-se brometo
de cianogénio (CNBr), a ciclizagado por HCI apresentou-se mais vantajosa por
se tratar de um reagente de toxicidade muito menor, ja que o reagente cianado
€ um agente irritante para os olhos, além de provocar queimaduras na pele e
ser venenoso se inalado ou ingerido, apresentando risco a saude nivel 4. Este
reagente requer bastante cuidado no seu manuseio, bem como equipamentos
de protecado individual (EPI's) e equipamentos de protegdo coletiva (EPC’s)
especificos (PATNAIK, 2007).

1-metil-2—(5-acetamida-1,3,4-tiadiazol)-5-nitroimidazol (3)

@)
Me
N—N
['\1 »‘Me

OZN\&[{?/QS»\H

Figura 33: estrutura do composto 3.

Solido bege. PF= 235,3-236,2 °C. R= 74,3% (0,229).

C=35,82; H=2,98; N=31,34 (% teorica).
C=35,92; H=3,09; N=30,35 (% obtida).

Para a sintese do composto 3 (Figura 33), foi feita a reagdo de nitragao
optando-se por utilizar a mistura classica de acido nitrico 70% e anidrido
acético. O emprego do anidrido faz-se necessario para a protegcdo do grupo
amina presente no anel 1,3,4-tiadiazélico. Nesse processo, ocorre ainda a
formagdo de acido acético como subproduto, garantindo que o meio
permaneca acido, o que favorece o direcionamento do grupo nitro para a
posicdo 5 do imidazol, ja que o processo ocorre a temperatura favoravel. O
meio acido também evita que o grupo protetor acetil seja removido.

Todas as condigbes favoraveis ao processo de nitragdo permitiram a
utilizacdo de acido nitrico 70% ao invés de acido nitrico fumegante (99,5%),
diminuindo a toxicidade do procedimento. Obteve-se um rendimento de 74%,
provando que a metodologia, além de menos toxica, foi eficiente.
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Megazol (4)
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Figura 34: estrutura do composto 4.

Solido amarelo. PF=269,1-270,7°C. R=79,7% (0,14 g).

C=31,83; H=2,67; N=37,15 (% teorica).
C=31,61; H=2,60; N=36,44 (% obtida).

Na ultima etapa, utilizou-se o acido cloridrico para a remogao o grupo
protetor. Ele promove a hidrélise do grupo amida a amina, obtendo-se entdo o
megazol (Figura 34). O processo teve rendimento de 80%.

Ao final do processo de sintese do megazol, obteve-se um rendimento
global de 34,2%, sendo mais vantajosa que as primeiras rotas desenvolvidas.
Essa rota também apresenta menos etapas, minimizando a formacgao de
residuos. Com relagcéo a toxicidade dos reagentes utilizados, pode-se destacar
apenas o acido nitrico e o acido cloridrico, poréem o uso de EPI's e EPC’s
apropriados minimizam os riscos.

4.2- Sintese das amidas

As 3 amidas (excluindo o composto 3) foram obtidas pela reacdo da
amina localizada no anel 1,3,4-tiadiazdélico do megazol, com o respectivo
cloreto de acido. Para a obtencdo do 1-metil-2-(5-propionamida-1,3,4-
tiadiazolil)-5-nitroimidazol (composto 5) (Figura 35), utilizou-se o cloreto de
propanoila; para a sintese do 1-metil-2-(5-nonanoilamida-1,3,4-tiadiazolil)-5-
nitroimidazol (composto 6) (Figura 36), foi utilizado o cloreto de nonanoila e
para a obtencdo do 1-metil-2-(5-miristamido-1,3,4-tiadiazolil)-5-nitroimidazol
(composto 7) (Figura 37), utilizou-se o cloreto de miristil.
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Figura 35: estrutura do composto 5.
Solido amarelo claro. PF=235-237,2°C. R= 58% (0,081 g)

C=38,29; H=3,57; N=29,77 (% teodrica).
C=38,00; H=3,14; N=29,32 (% obtida).
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Figura 36: estrutura do composto 6.

Solido esbranquicado. PF= 246,2-247,1 °C. R=60% (0,11 g).

C=49,17; H=6,05; N=22,93 (% tedrica).
C=48,89; H=5,98; N=21,80 (% obtida).

NN C))\\CH CH
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Figura 37: estrutura do composto 7.

Solido esbranquicado. PF= 255,9-257 °C. R= 55% (0,24 g).

C=55,00; H=7,39; N=19,26 (% tedrica).
C=54,21; H=6,91; N=19,00 (% obtida).

A reagdo para a obtengao destes produtos segue o mecanismo de uma
substituicdo nucleofilica acilica, na qual reagem compostos carbonilicos e
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nucleofilos. Esse processo deve ser realizado em atmosfera inerte utilizando-se
solvente anidro (BRUICE, 2014). O cloreto € um bom grupo de saida, ja que
sua base conjugada é fraca; por sua vez, o grupo amina do megazol é um bom
nucledfilo, entdo desloca o ion cloreto e a reacdo ocorre facilmente. Como
subproduto dessa reacao, forma-se o HCI, que promove a protonacdo da
amina do megazol que ainda ndo havia reagido, transformando-o em um sal
nao reativo, diminuindo o rendimento. Para isso ndo ocorrer, emprega-se entéo
uma base nao nucleofilica, como a trietilamina, que captura o acido, impedindo
que ele reaja com a amina do megazol. Essa metodologia foi desenvolvida por
Schotten-Baumann, em 1884.

O tempo usado para a obtencdo de cada amida variou, devido a
diferenca no numero de carbonos do cloreto a partir de qual cada uma foi
obtida. O composto 5 foi obtido a partir do cloreto de proponoila, contendo 3
carbonos, portanto, seu tempo de reagao foi menor. Ja o cloreto de miristil, que
contém 14 carbonos, reage mais lentamente, necessitando de mais tempo.

Os rendimentos obtidos (58% para o composto 5, 60% para o composto
6 e 55% para o composto 7) foram abaixo do esperado, pois a literatura
descreve a formacg&o de amidas com rendimento entre 80-100% (BRUICE,
2014). Esse valor pode ser devido a falta de uso de catalisadores como o 1,4-
dimetilaminopiridina (DMAP), um catalisador nucleofilico que aumenta a
eletrofilicidade da carbonila do cloreto de acido, aumentando a velocidade da
reacao (TAYLOR et al., 2012). Essa técnica pode ser utilizada futuramente em
novas sinteses de amidas.

4.3- Sintese do 2-(5-amino-1,3,4-tiadiazolil)-5-nitrofurano

2-formil-5-nitrofurano-tiossemicarbazona (8)

Figura 38: estrutura do composto 8.

Solido amarelo. PF=250,9-251,3 °C. R= 80% (1,849)

C=33,64; H=2,82; N=26,16 (% teodrica).
C=33,30; H=2,60; N=25,92 (% obtida).

Para a obtengdo do composto 8 (Figura 38), partiu-se do reagente 5-
nitro-2-formil-carboxialdeido e da tiossemicarbazida. A reacdo que ocorre entre
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eles também foi uma condensacdo, as mesmas condi¢cdes, obtendo-se a
tiossemicarbazona. O rendimento do processo foi de 80%, e também obteve-
se uma mistura, com um isdmero de interesse e um isbmero nao ciclizante.

2-(5-amino-1,3,4-tiadiazolil)-5-nitrofurano (9)

N—N
0N O D~nH,
\ / S

Figura 39: estrutura do composto 9.

Solido amarelo escuro. PF= 280,3-281°C. R= 60% (0,0599)

C=33,96; H=1,90; N=26,40 (% tedrica).
C=33,80; H=1,76; N=25,85 (% obtida).

A ciclizagdo também foi feita com acido cloridrico, obtendo-se o analogo
(Figura 39) diretamente. O rendimento também diminuiu bastante em relagao a
reacao de obtencdo do composto 8 (60%), devido ao isbmero nao ciclizante
(impureza).

O rendimento global da reacédo foi de 45,5%, um valor maior que a
sintese do megazol. Isso pode ser explicado porque para obter esse produto,
nao foi necessario nitra-lo, uma vez que partiu-se de um reagente ja contendo
0 grupo nitro. Isso reduz duas etapas do processo (nitragdo/prote¢cao do grupo
amino e hidrdlise do grupo acetil), contribuindo para um aumento do
rendimento global, além de diminuir a quantidade de residuos gerados.

4.4- 2-(5-amino-1,3,4-tiadiazolil)-5-tiofeno

2-tiofenil-tiossemicarbazona (10)

Figura 40: estrutura do composto 10.

Solido amarelo escuro. PF= 184,1-185,3°C. R= 84% (1,559)
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C=38,91; H=3,78; N=22,70 (% teorica).
C=38,70; H=3,54; N=22,62 (% obtida).

Manteve-se a mesma metodologia, utilizando-se a reacdo de
condensagao, formando o composto 10 (Figura 40). O derivado heterociclico
empregado foi o aldeido ligado a um tiofeno. O rendimento do processo foi de
84%.

2-(5-amino-1,3,4-tiadiazolil)-5-tiofeno (11)

s. N
;N
@/QS)\NHQ

Figura 41: estrutura do composto 11.

Solido amarelo escuro. PF= 205,1-206,4°C. R= 73% (0,072g).

C=39,34; H=2,73; N=22,95 (% teorica).
C=39,14; H=2,52; N=22,80 (% obtida).

A ciclizagdo também foi feita com acido cloridrico, e as mesmas
condigdes. O composto 11 (Figura 41) foi obtido com rendimento de 73%.

O rendimento global desse processo foi de 61,6%, um valor acima da
meédia. Isso se deve também ao processo ter apenas duas etapas, e a valores
elevados nos rendimentos das reagdes individuais.

4.5- Sintese do 2-(5- amino- 1,3,4- tiadiazolil)-5-nitrotiofeno

2-tiofenil-5-nitro-tiossemicarbazona (12)

Figura 42: estrutura do composto 12.
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Solido amarelo escuro. PF= 204,3-205,6°C. R= 80% (1,849).

C=31,30%; H=2,60%; N=24,31% (% tedrica)
C=31,16%; H=2,51%; N=24,19% (% tedrica)

Novamente, utilizou-se a reacdo de condensagao para formar o
composto 12 (Figura 42), as mesmas condig¢des. Utilizou-se o 5-nitro-2-tiofeno-

carboxaldeido como reagente de partida, e obteve-se 80% de rendimento.

2-(5-amino-1,3,4-tiadiazolil)-5-nitrotiofeno (13)

N-N

OzN\C/?/(S»\NHz

Figura 43: estrutura do composto 13.

Solido amarelo escuro. PF= 245,8-246,1°C. R= 69% (0,0689).

C=31,57%; H=1,75%; N=24,56% (% tedrica)
C=31,42%; H=1,52%; N=24,40% (% obtida)

A ciclizagdo também foi feita com HCI, as mesmas condi¢des, obtendo-
se o composto 13 (Figura 43) com 69% de rendimento.

Obteve-se um rendimento global de $5,5%, um valor similar ao derivado
tiofénico. O processo de sintese dessa molécula foi realizado em duas etapas,
ja partindo de um reagente nitrado, otimizando o tempo, visando aumentar o
rendimento global e diminuir os residuos gerados.

4.6- Caracterizagao dos compostos

Apos a sintese e purificagdo, os compostos foram submetidos a
cromatografia em camada delgada (CCD) comparativa. O procedimento é feito
em placas de silica, em que a proépria silica age como a fase estacionaria. A
fase movel variou para cada composto. O processo € feito para se ter certeza
de que apareceria apenas uma mancha, indicando que ha apenas um produto
no meio.

Calculou-se também a faixa de fusdo dos compostos, para se avaliar o
grau de pureza dos mesmos. Para a total caracterizagdo das estruturas, foi
feita a RMN'H e RMN'C, complementada com a analise elementar.
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4.6.1- Identificagdo por RMN'H e RMN'*C dos derivados contendo anéis
heterociclicos

O solvente escolhido na realizacdo da RMN'H e RMN™C foi
dimetilsulféxido deuterado (DMSO-d6), por questdes de solubilidade, e foi
utilizado tetrametilsilano (TMS) como padréo interno. A legenda adotada para a
multiplicidade dos sinais dos hidrogénios foi: s-singleto; d-dubleto; dd-duplo
dupleto; sl-singleto largo, g-quarteto e m-multipleto, sendo J a constante de
acoplamento. Os arquivos foram abertos no programa de RMN intitulado
MestreReNova, em que também foram feitos os calculos de pardmetros como
0J.

A integral, parametro que mede a area de cada sinal, correspondendo
ao numero de hidrogénios presentes em cada atomo, também foi analisada.

O DMSO-d6 € um solvente altamente higroscopico e polar, portanto tem
a capacidade de realizar ligagées de hidrogénio intermoleculares com a agua.
Quando a ligagao é formada, o DMSO-d6 doa um de seus deutérios para a
agua, formando-se HDO (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE; 2005). Como as
duas substancias sdo misciveis, os sinais refentes a elas também aparecem
nos espectros, sendo o do solvente em aproximadamente 2,5 ppm, e o da agua
em aproximadamente 3,2 ppm.

No Quadro 3, podem-se observar os deslocamentos quimicos dos
derivados contendo os diferentes anéis heterociclicos. Os substituintes sdo o
imidazol, furano e tiofeno, que diferem quanto ao deslocamento de seus
hidrogénios e carbonos.

Em comum, os compostos apresentam o anel tiadiazolico ligado a uma
amina primaria, portanto, no espectro de RMN'H devem-se observar apenas os
hidrogénios ligados a mesma, uma vez que o anel ndo apesenta nenhum. Em
relagdo as aminas primarias, é caracteristico o aparecimento de um singleto
largo, pois hidrogénios desse grupo tém a capacidade de realizar ligagdo de
hidrogénio intermolecular com o DMSO-d6, ocorrendo entdo, a troca pelo
deutério. Essa ligagado de hidrogénio contribui para desblindar os hidrogénios e
os carbonos dos compostos. Hidrogénios de aminas primarias costumam
apresentar deslocamentos quimicos de 0,5 a 4,0 ppm (RIBEIRO, SOUZA,
2007), porém as aminas em questdo sofrem o efeito de ressonancia do anel
tiadiazdlico, entdo seus protons sdo mais desblindados, apresentando sinais de
7,44 a 7,87 ppm.

Em relagdo ao numero de carbonos, o anel apresenta dois, muito
desblindados. Isso € devido a ligagdo com heteroatomos eletronegativos
(enxofre e nitrogénio), que diminuem a densidade eletrbnica dos carbonos,
aumentando o deslocamento quimico. Além disso, esses dois carbonos tém
hibridizagao sp2, o que desblinda mais.
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Quanto aos heterociclicos, cada um apresenta um padrdao de
deslocamento. A seguir, serdo discutidos alguns espectros para se observar a
diferenca dos sinais e comprovar a estrutura dos compostos.

O espectro abaixo é o RMN'H do composto 9, que apresenta um furano
em sua estrutura (Figura 44)

- RMN'H (DMS0-d6/300MHz) & (ppm) = 7,32 (d, 1H, H4, J= 4,03 Hz); 7,84 (d,
1H, H3, J= 3,96 Hz); 7,87 (sl, 2H, NH,).
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Figura 44: espectro de RMN'H do composto 9

O furano apresenta dois hidrogénios que acoplam entre si: 0 H3 e o H4.
Dessa forma, ambos devem apresentar sinal de dubleto. O H4 é mais blindado,
pois esta em posigao meta ao anel tiadiazélico, entdo o anel doa elétrons para
este proton, aumentando sua densidade eletrénica, contribuindo para a
blindagem. O sinal dele pode ser visto em 7,32 ppm, como um pequeno
dubleto. No espectro pode ser vista a integral no valor de 1,00, comprovando
que ha apenas 1 hidrogénio naquele local.
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O H3 é um pouco mais desblindado, pois ndo sofre influencia do anel
tiadiazolico. Apesar de estar em posicdo meta ao grupo nitro, que também doa
elétrons para este hidrogénio, a influéncia do anel € maior. O sinal apresentou
um dubleto com deslocamento quimico no valor de 7,84 ppm e integral no valor
de 1,05, comprovando a presencga de apenas 1 hidrogénio no local.

A constante de acoplamento (J) entre esses hidrogénios foi de 3,96 Hz e
4,03 Hz. Segundo Joule e Mills (2010), o valor médio de J entre o H3 e H4 de
um furano é de 3,5 Hz, um valor proximo ao obtido. Essa constante € a maior
dentre as existentes nesse heterociclico, pois os atomos nessa posi¢cao estédo
mais proximos na molécula, o que faz com que acoplem mais fortemente.

Bem préximo ao dubleto do H3, ve-se o singleto largo do hidrogénio da
amina, em 7,87 ppm. A integral apresentada foi no valor de 1,94, comprovando
a presenca de 2 hidrogénios.

Em 2,50 ppm observa-se o sinal do DMSO-d6, e em 3,30 ppm o sinal da
agua. Préoximo ao sinal do solvente ha-se um pequeno pico, que pode se tratar
de uma pequena impureza.

A seguir, observa-se o espectro de carbono do composto 9 (Figura 45).
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- RMN™C (DMSO-d6/75MHz) & (ppm) = 112,12 (C4); 115,61 (C3); 143,74
(C5); 148,32 (C2); 158, 97 (C*2); 170,54 (C*5).
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Figura 45: espectro de RMN'’C do composto 9

Analisando-se o espectro, nota-se em 170,54 ppm, o pico referente ao
C*5 do anel tiadiazolico. Como ja explicado, esse carbono é muito desblindado,
sofrendo influencia dos atomos eletronegativos. Ja em 158,97 ppm, observa-se
o sinal referente ao outro carbono do anel tiadiazdlico (C*2). E menos
desblindado que o C*5, pois esta ligado apenas a um nitrogénio, e ndo dois.
Em 148,32 ppm, ha o sinal do C2 do furano, seguido do C5, em 143,74 ppm. O
carbono mais blindado é o 4, pelo mesmo motivo de seu hidrogénio: esta em
posicdo meta ao anel tiadiazdlico. Seu sinal aparece em 112,12 ppm. Por fim,
em 115,61 ppm ha o sinal do C3.
A seguir, tem-se 0 RMN'H do composto 11, que contém um tiofeno em
sua estrutura (Figura 46).
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RMN'H (DMSO-d6/300MHz) 6 (ppm) = 7,11 (dd, 1H, H4, J:=5,1 Hz, J,= 3,7
Hz); 7,39 (sl,1H, NH); 7,40 (d, 1H, H3, J= 3,7 Hz); 7,61 (d, 1H, H5, J= 5,07
Hz).
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Figura 46: espectro de RMN'H do composto 11.
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O espectro do tiofeno € mais complicado de se analisar, pois nao é
muito bem definido devido a ser um espectro de segunda ordem. Sistemas
desse tipo sdo caracterizados por uma pequena diferengca no deslocamento
quimico dos hidrogénios, com isso os sinais podem se sobrepor, sendo mais
dificil de identifica-los. Outro fator que interfere na intensidade dos sinais € a
constante de acoplamento: se um hidrogénio apresenta um valor menor de J,
ha menos espago entre os sinais, dificultando a identificagdo (ABRAHAM,
BERSTEIN, 1959; SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2005).

Em 7,11 ppm, nota-se o sinal do H4, o mais blindado (anel tiadiazélico
doa elétrons). Este hidrogénio apresentou sinal de duplo dubleto, o que indica
que ele acoplou com o H5 e H3. Como o H4 acoplou com dois hidrogénios n&o
equivalentes, possui duas constantes de acoplamento: J1= 5,1 Hz e J,=3,7 Hz.
A constante no valor de 3,7 Hz condiz com o acoplamento entre o H3 e H4. No
tiofeno, ao contrario do furano, esses hidrogénios estdo mais longe na
molécula, com isso eles acoplam mais fracamente, o que faz com que o J seja
menor. O acoplamento entre H4 e H5 tem J no valor de 5,1 Hz, pois neste
heterociclico, devido a influencia do tamanho do atomo de enxofre, os
hidrogénios estdo mais proximos, o que faz com que acoplem mais fortemente
(JOULE, MILLS, 2010). O H4 apresentou integral no valor de 1,29,
comprovando a presenga de apenas 1 hidrogénio na area.

Em 7,39 ppm, ha o singleto referente ao hidrogénio da amina, muito
préximo ao dubleto do H3, em 7,40 ppm. Como ja discutido, os sinais do
espectro ndo sao muito bem definidos, e um dos motivos para isso € a baixa
diferenga de deslocamento quimico. Porém, observando-se os valores das
integrais apresentadas, € possivel diferenciar ambos os sinais e comprovar a
presencga dos grupos. O H3 apresentou integral no valor de 0,78, confirmando a
presencga de apenas 1 atomo, enquanto o grupo amino obteve 2,15, ratificando
a presenca de 2. Quanto a constante de acoplamento, H3 exibiu J=3,7 Hz,
comprovando o acoplamento com H4.

Por fim, em 7,61 ppm observa-se o sinal do H5, que aparece como um
dubleto, e € o mais desblindado devido a estar do lado do enxofre, que diminui
sua densidade eletrénica. Possui J=5,07 Hz, o que reafirma o acoplamento
com o H4, e integral no valor de 1,00, validando a presenga de 1 hidrogénio.

Abaixo, hd o RMN™C do composto 11 (Figura 47).
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RMN™C (DMSO-d6/75MHz) & (ppm) = 127,46 (C4); 127,49 (C3); 127,89 (C5);
133,24 (C2); 154,82 (C*2); 168,03 (C*5).
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Figura 47: espectro de RMN'>C do composto 11.

Em 168,03 ppm, ha o sinal correspondente ao C*5, o mais desblindado,
e em 154,82 ppm, tem-se o segundo mais desblindado, que equivale ao C*2.
Em 133,24 ppm, aparece o sinal do C2, que € desblindado pelo anel
tiadiazdlico. O C3, C4 e C5 possuem deslocamentos bem préximos, sendo o 4
0 mais blindado em 127,46 ppm. Os sinais em 127,89 ppm e 127,49 ppm
correspondem ao C5 e C3, respectivamente.

Por fim, ha o RMN'H do megazol, composto 4, que contém um nitro-
imidazol como heterociclico (Figura 48).
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RMN'H (DMSO-d6/300MHz) & (ppm) = 4,32 (s, 3H, CHs); 7,80 (sl, 2H, NH,);
8,18 (s, 1H, H4).
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Figura 48: espectro de RMN'H do composto 4.

O imidazol possui sistema de primeira ordem, portanto, a identificacao de
seus sinais € mais facil. Este anel possui apenas um hidrogénio (H4), sendo ele
o0 mais desblindado, com sinal em 8,18 ppm. A ressonancia do imidazol e a
ligagdo a um atomo eletronegativo contribuem para diminuir a densidade
eletrbnica deste hidrogénio, desblindando-o.

Em 7,80 ppm, tem-se o sinal do hidrogénio da amina. Ele aparece como
um singleto largo.

Por fim, o hidrogénio mais blindado € o do grupo metil, com o sinal em
4,32 ppm. Este hidrogénio esta ligado em um carbono sp3, e a diferenca de
eletronegatividade no sistema € baixa. Por conta disso, € o menos deslocado.

Abaixo, tem-se o espectro de RMN'C do composto 4 (Figura 49)
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RMN'*C (DMSO-d6/75MHz) & (ppm) = 35,02 (N-CH3); 133,11 (C4); 140,20
(C5); 141,47 (C2); 148,28 (C*2); 170,01 (C*5).
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Figura 49: espectro de RMN'>C do composto 4.

Em 170,01 ppm e 148, 28 ppm, podem-se ver os sinais do C*5 e C*2, os
mais desblindados da molécula, respectivamente. O sinal do C2 aparece em
141,47 ppm, seguido do C5 e C4, que apresentaram deslocamentos em 140,20
ppm e 133,10 ppm. Por fim, o mais blindado € o carbono do grupo metil (CHjs),
com sinal em 35,02 ppm, pois sofre poucas influéncias de grupos
eletronegativos, além de ser um carbono sp3.
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Quadro 3: valores dos deslocamentos quimicos dos derivados com diferentes heterociclicos

« S 5
R&« »5/NH2
N-N
Deslocamentos quimicos (8) do hidrogénio (ppm) 0 do carbono (ppm)
Composto (R) N-CH; NH: H3 H4 H5 C2 C3 C4 C5 N-CH; C*2 C*5
2-
Me
5 N72 3,96 (s) 7,72 (sl) - 6,0 (s) 7,3 (s) |137,7 - 1247 128,4 34,7 1498 16
L
4
4-
e 4,32 (s) 7,80 (sl) - 8,18 (s) - 141,47 - 133,11 140,2 35,02 148,2 170
\ N
4
9-
o)
O,NS
? Uz - 7,87 (sl) 7,84 (d) 7,32 (d) - 148,32 115,10 112,12 143,74 - 158,9 170
4 3
11-
5 \S/ 2
1; ® - 743(sl) 7,41(d) 7,13(dd) 7,62 (d) |133,25 127,49 127,46 127,90 - 150,61 168
4\ s - 7,77 (sl) 7,63 (d) 7,24 (d) - 147,17 130,66 129,50 145,88 - 153,2 170,
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4.6.2- Identificagio por RMN'H e RMN'C dos derivados contendo
tiossemicarbazonas

Os valores dos deslocamentos quimicos dos derivados contendo
tiossemicarbazonas podem ser vistos no Quadro 4. Analisando-se apenas essa
estrutura, comum a todos esses compostos, deve-se observar no espectro os
sinais referentes ao hidrogénio da amina primaria (NHz), da hidrazona (NH) e
do carbono iminico (CH).

Os hidrogénios da hidrazona (NH) sdo os mais desblindados,
apresentando sinais nas frequencias de 10,39 a 11,88 ppm. Este hidrogénio é
muito acido, sendo assim, muito deslocado.

Ja os hidrogénios iminicos aparecem de 8,04 a 8,56 ppm, e s&o
desblindados pelo carbono sp2 e pelo nitrogénio.

Por fim, tem-se os hidrogénios ligados a amina, com o0s sinais
aparecendo de 7,75 a 8,07 ppm.

Em relagdo ao espectro de carbono, ha o carbono iminico e o
tiocarbonilico. O carbono tiocarbonilico é bastante desblindado devido a
influencia da ligacdo dupla com o enxofre, fazendo com que os compostos
apresentem deslocamentos de 178,1 ppm a 179,4 ppm.

Ja o carbono iminico é menos desblindado, com os sinais aparecendo
na frequéncia de 128,5 a 133,3 ppm.

Abaixo, observa-se o espectro de RMN'H do composto 8, em que a
tiossemicarbazona esta ligada ao nitro-furano (2-formil-5-nitrofurano-
tiossemicarbazona) (Figura 50).
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RMN'H (DMSO-d6/300MHz) & (ppm) = 7,43 (d, 1H, H3, J=4,0 Hz); 7,84 (d, 1H,
H4, J= 4,0 Hz); 8,04 (s, 1H, NH,); 8,07 (s, 1H, NH,), 8,56 (s, 1H, C=N); 11,88
(s, 1H, NH).

0] & H NH
02N5 . 2
Oy

S
4 3

-8.04

96-1

1.00=—-11.88
8.56
® 7 788
4B
C_

Figura 50: espectro de RMN'H do composto 8.

Em 7,43 ppm, pode-se ver o dubleto correspondente ao HS3.
Diferentemente do que ocorre com a primeira classe de compostos, esse
hidrogénio € o mais blindado, pois 0 grupo nitro tem maior capacidade de doar
elétrons para a posicdo meta do anel do que a tiossemicarbazona, visto que é
o maior retirador de elétrons. Este hidrogénio apresentou J=4,0 Hz e integral no
valor de 1,00, confirmando apenas um atomo na area. Em 7,84 ppm, é visivel o
dubleto do H4, segundo mais blindado da molécula. Este hidrogénio também
apresentou J=4,0 Hz, o que comprova o acoplamento com H3.

Em 8,56 ppm, observa-se o singleto correspondente ao hidrogénio
ligado ao carbono iminico. Esse carbono € sp2, entdo contribui para a
desblindagem deste proton. A integral apresentada foi no valor de 0,96,
concluindo-se que ha apenas um hidrogénio no local.

Os dois hidrogénios ligados ao grupo amina apresentam dois sinais, na
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forma de singleto, em 8,04 ppm e 8,07 ppm. As integrais apresentadas foram
no valor de 1,06 e 0,91, ratificando-se a presencga destes protons.

Por fim, em 11,88 ppm, tem-se o singleto correspondente a hidrazona.
Este hidrogénio € o mais acido, por conta disso, € muito desblindado. Obteve-
se também integral no valor de 1,00. A presenca deste sinal confirma que o
produto foi, de fato, sintetizado.

Abaixo, tem-se o espectro de RMN'C do composto 8 (Figura 51).

RMN™C (DMSO-d6/75MHz) & (ppm) = 113,18 (C3); 115,07 (C4); 129,77
(CH=N); 151,52 (C2); 152, 56 (C5); 178,42 (C=S).

(@) \H NH
O,NS . 2
A ¢

S

4 3

40.37 DMSO
40.09 DMSO
39.82 DMSO
39-:54-bMSO
39.26 DMSO
38.98 DMSO
38.71 DMSO

g 88 X B2
© o~ o ) )
= 28 o cc
| N | N/ R N
| | | 1
| L | 1l
200 150 100 50 0

ppm
Figura 51: espectro de RMN13C do composto 8

Em 178,42 ppm, pode-se ver o sinal do carbono tiocarbonilico, o mais
desblindado. Em seguida, tem-se o sinal do C5 e C2, em 152,56 ppm e 151,52
ppm, respectivamente. Ambos s&o desblindados pelo oxigénio e ha o efeito de
ressonancia do anel furanico, que influencia na desblindagem. Em 129,77 ppm,
ha o sinal do carbono iminico, que € sp2. Por fim, em 113,18 ppm e 115,05
ppm obtém-se o sinal do C3 e C4, os mais blindados da molécula. Assim como
no espectro de hidrogénio, o C3 é mais blindado que o C4, ja que o grupo nitro
€ maior retirador de elétrons que a tiossemicarbazona.
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Quadro 4: valores dos deslocamentos quimicos dos derivados contendo tiossemicarbazona.

H
X, N _NH
RN 2
S
Deslocamentos quimicos () do hidrogénio (ppm) d do carbono (ppm)
Composto (R)] N-CH; HC=N NH NH; H3 H4 H5 C2 C3 C4 C5 N-CH; C=N C=S
1-
I}/Ie
5(_’\1»2 4,15 (s) 8,11 (s) 11,8(s) 7,75(s) - 71(d) 7,41(d) (1417 - 1248 1314 35,07 133,3 178,40
4\ N 7,85 (s)
8-
OzN‘s@Z . 856(s) 11,88(s) 804(s) 743(d) 7.84(d) - [1515 1131 1151 15256 - 12977 178,42
P 8,07 (s)
10-
S
5&\ /72 - 8,36 (s) 11,44 (s) 7,72(s) 7,43(d) 7,12(dd) 7,53 (d) |139,1 129,6 127,8 137,6 - 130,5 179,40
4 3 7,82 (s)
12-
0,N5SN »
\<\_/7 - 8,04 (s) 11,40 (s) 8,04 (s) 7,5(d) 8,00 (d) - 146,6 129,0 130,2 150,6 - 133,2 178,10
4 3

8,16 (s)
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4.6.3- Identificagdo por RMN'H e RMN'*C dos derivados contendo amidas

Foram sintetizados quatro derivados amidicos a partir da amina ligada
ao anel tiadiazolico. Os valores de seus deslocamentos quimicos podem ser
observados no Quadro 5.

Em relacdo ao RMN'H, devem-se observar os sinais referentes aos
hidrogénios da cadeia carbdnica da amida. Esses hidrogénios sdo pouco
desblindados, devido a baixa diferenga de eletronegatividade entre eles e os
carbonos.

Por fim, os hidrogénios de amidas, assim como os de aminas, também
tém a capacidade de realizar ligagdes de hidrogénio intermolecular com o
DMSO-d6, porém sua taxa de troca € mais baixa. Mesmo assim, o sinal emitido
pode ser um singleto largo, devido ao momento quadrupolo do nitrogénio
(SILVERSTEIN, WEBSTER, KIEMLE, 2005). Este pico, entretanto, as vezes
pode desaparecer da linha de base.

Quanto ao RMN'C, devem-se observar os sinais referentes a cadeia
carbdnica, que sdo os mais blindados, e o sinal do carbono carbonilico, 0 mais
desblindado.

Abaixo, pode-se observar o espectro de RMN'H do composto 3 (Figura
52).
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RMN'H (DMSO-d6/300MHz) & (ppm) = 2,25 (s, 3H, H4, CH;); 4,40 (s, 3H, N-
CHs); 8,27 (s, 1H, H4).

Me N-N %\Me

OZN\(S N2 L »*\N
N
4

-—4.40
——225

L

15 10 5 0
(ppm)

0.89=——-—8.27
L

3.00=
3.03«—

Figura 52: espectro de RMN'H do composto 3.

Em 2,25 ppm, ha o sinal correspondente ao hidrogénio do grupo metil da
cadeia alquilica. Este apresentou integral no valor de 3,03, confirmando a
presencga de 3 hidrogénios na area, comprovando a sintese desta amida. Este
atomo é o mais blindado devido a baixa diferenga de eletronegatividade do
sistema.

Ja em 4,40 ppm, pode-se observar o sinal dos hidrogénios do grupo
metil ligado ao nitrogénio do imidazol. Este grupo estda ligado a um
heteroatomo, estdo € um pouco mais desblindado. Observa-se a integral no
valor de 3, o que ratifica a presencga de 3 atomos de hidrogénio.

Por fim, em 8,27 ppm, ha o sinal pertencente ao H4 do anel imidazdlico,
o mais desblindado.

Por fim, abaixo, ha o espectro de RMN'C do composto 3 (Figura 53).
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RMN'C (DMSO-d6/75MHz) & (ppm) = 22,37 (C-CHs); 35,24 (N-CHs); 133,10
(C4); 140,67 (C5); 141,86 (C2); 159,77 (C*2), 170,40 (C*5); 176,90 (C=0).

|Y|e N-N (i\‘Me

N ] N
N5 2
Y PN
N
4

38 DMSO
10 DMSO
82 DMSO
55 DMSO
27 DMSO
99 DMSO
71 DMSO

40
40
39
—39
39
38
38
35

:
%

-—176.90
-—170.40
159.77
141.86
140.67
--133.10
22.37

Ry

T T T T
200 150 100 50
(ppm)

Figura 53: espectro de RMN'C do composto 3.

Em 22,37 ppm pode-se ver o sinal do grupo metil ligado ao carbono
carbonilico. Este € o carbono mais blindado devido a ndo sofrer influencia de
grupos eletronegativos, e a sua presenga confirma a sintese desta amida. Em
35,24 ppm ha o sinal correspondente ao grupo metil ligado ao nitrogénio
imidazdlico, o segundo mais blindado. O sinal do C5 aparece em 140,67 ppm,
seguido do C2, em 141,86 ppm. Por fim, obtém-se os trés carbonos mais
desblindados, em 159,77 ppm, 170,40 ppm e 176,90, que equivalem ao C*2,
C*5 e a carbonila, respectivamente.
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Quadro 5: valores dos deslocamentos quimicos dos derivados contendo amidas.

v NN O»\R

N [
O-NS 2 ~
3 Pt

N

4

Deslocamentos quimicos (&) do hidrogénio (ppm)

® do carbono (ppm)

Composto (R) |N-CH; NH (CH2)n CH3 H4 C2 C4 C5 NCH; C2 C*5 C=0 (CH2)n ¢
3-
CHs 4,40 (s) - - 2,25(s) 8,27(s) 141,86 133,1 140,6 3524 159,7 170,4 176,9 - 22
5-
CH,CH, 432 (s) - 2,50 (q) 1,11(t) 8,27 (s)[153,8 133,14 1412 3502 1583 170,14 177,14 27,35 19
6-
CH,),CH
(CH2)7CHs 441 (s) - 1,26 (m) 0,88 (s) 8,27 (s)|151,33 133,16 141,8 3527 159,9 1722 176,7 23,8-347 1.
7-
(CH3)12CH3

438(s) - 1,25(m) 0,84 (s) 8,24(s)|151,2 132,96 140,6 3511 154,0 172,9 178,0 21,9-34,8 13
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4.7- Ensaios biolégicos

Apos a sintese dos compostos no Laboratério de Sintese e Otimizagao
de Farmacos, os de maior interesse foram selecionados para os testes

bioldgicos.

Outro composto que estava armazenado no Laboratério de Sintese foi
selecionado para o teste. A substéncia foi o 1-metil-2-imidazolil-5-nitro-
tiossemicarbazona (Figura 54). Optou-se por essa molécula para poder se
estabelecer uma comparagdo direta com o megazol, devido a ela ser a

tiossemicarbazona analoga a ele.

Me

I H
N X ..N_ _NH
OzN\&K?/\N \g/ 2

Figura 54: estrutura do composto 14.

Antes de testados frente aos parasitas, foi calculado o cLogP dos
compostos, através do programa Marvin Sketch (Quadro 6).

Quadro 6: valores de clogP dos compostos selecionados.

Composto cLogP
1-metil-2-(5-amino-1,3,4-tiadiazolil)-5-
imidazol - 2 0,11
1-metil-2—(5-acetamida-1,3,4-
tiadiazolil)-5-nitroimidazol - 3 0,21
Megazol - 4 0,14
1-metill-2-(5-propionamida-1,3,4-
tiadiazolil)-5-nitroimidazol — 5 0,91
1-metill-2-(5-nonailamida-1,3,4-
tiadiazolil)-5-nitroimidazol — 6 3,57
1-metil-2-(5-miristamido-1,3,4-
tiadiazolil)-5-nitroimidazol- 7 5,80
2- (5-amino-1,3,4-tiadiazolil)-5-
nitrofurano — 9 0,72
2-(5-amino-1,3,4-tiadiazolil)-5-tiofeno
-1 1,41
2-(5-amino-1,3,4-tiadiazolil)-5-
nitrotiofeno- 13 1,51
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1-metil-2-imidazolil-5-nitro-
tiossemicarbazona —14 0,47

4.7.1- Ensaios frente ao Trypanosoma cruzi

Os ensaios frente ao Trypanosoma cruzi foram realizados com a
colaboracéao do prof.Dr.Ariel Mariano Silba e da Dra.Flavia Damasceno.

Para os ensaios, utilizou-se a forma epimastigota do parasita, com o
intuito de se obter dados para estudos de relagdo estrtura atividade (REA)
neste tipo morfologico.

Inicialmente, realizou-se o ensaio de proliferacdo celular. Este ensaio &
amplamente utilizado para avaliar a atividade antichagasica de compostos. As
substancias que apresentaram os melhores resultados passaram por novos
testes, em que tiveram seu ICsg avaliado.

4.7.1.1- Ensaio de proliferagao celular

Os parasitas foram colocados em placas de cultura, adicionando-se
também os compostos na concentracédo de 5 yM. Em seguida, mediu-se a
absorbancia dos pogos durante 8 dias. Os valores obtidos foram convertidos
em numero de parasitas/ml (DAMASCENO et al., 2014). Os compostos foram
divididos, de forma aleatodria, em dois grupos para os testes, sendo testados
em dias diferentes, e em réplicas. Os resultados foram plotados em um sé
grafico (Figura 55).

Curva de crescimento

5

é - C-

- - C+

% -~ comp. 14
§ -¥- comp. 2
g - comp. 5
2 -&- comp. 4
. & comp. 6
;; - comp. 9
< . —e= comp. 11
e 9 = comp.3

Figura 55: curva de crescimento dos parasitas na presengca dos compostos.

96




A curva de crescimento do Trypanosoma cruzi € do tipo sigmoide. Os
parasitas comegam a multiplicagdo lentamente, e atingem a fase exponencial
no quinto dia (DAMASCENO et al., 2014).

Analisando-se a curva, pode-se observar que os compostos 2 e 11 nao
conseguiram conter a proliferacdo celular dos parasitas, nem na fase de
crescimento estacionario, obtendo os mesmos resultados que o controle
negativo. Isso confirma uma atividade muito ruim. Este resultado, de certa
forma, ja era esperado, pois nenhum dos dois compostos testados possui o
grupo nitro em sua estrutura. Como ja mencionado, este grupamento sofre
reducdo, gerando intermediarios e ERO’s que irdo atacar as macromoléculas
do parasita, provocando sua morte (VIODE et al, 1999). Em vista disso,
juntamente com os dados obtidos, a retirada do grupo nitro da estrutura implica
em total perda da atividade biologica, confirmando que ele pertence ao grupo
farmacofarico.

Em relacdo ao composto 9, € sabido que os 5-nitrofuranos possuem
ampla atividade antiparasitaria, como pode ser visto no nifurtimox e na
nitrofurazona, além de outros compostos que ndo sdo usados na terapéutica
(CAPOBIANCO-PEREZ, CORDERO DE TROCONIS, 2001; PITTA et al.,
2013). Entretanto, avaliando-se a curva de crescimento, nota-se que esta
atividade n&o foi vista neste derivado. Inicialmente, o composto 9 até
apresentou atividade antichagasica interessante, devido ao Trypanosoma cruzi
ainda estar na fase estacionaria. Porém, apdés o quinto dia, quando o
protozoario atingiu a fase exponencial, viu-se que houve grande aumento da
proliferagdo celular dos parasitas. Este composto apresentou cLogP 0,72,
sendo mais lipofilico que o megazol, portanto a falta de atividade n&o esta
relacionada a falta de absor¢ao pela célula do parasita. Portanto, neste caso, a
troca do imidazol pelo furano piorou a interagdo com o alvo, nao contribuindo
para a atividade antichgasica.

O composto 14 € o unico que contém uma tiossemicarbazona em sua
estrutura, portanto, atua como um possivel inibidor da enzima cruzaina do
parasita, causando grandes danos ao protozoario. O mecanismo de inibi¢ao,
como ja provado por estudos de modelagem molecular, ocorre por meio do
ataque nucleofilico da Cys-25 presente na cruzaina, ao carbono tiocarbonilico
da tiossemicarbazona. Em seguida, a His-159 da enzima, doa um préton ao
enxofre ligado ao carbono, formando um intermediario tetraédrico. Ha grupos
organicos que podem ser inseridos como substituinte, podendo otimizar a
atividade do composto sintetizado (TROSSINI, 2008).

Entretanto, ao testa-lo, viu-se que ele sé apresentou atividade
interessante até a fase estacionaria do Trypanosoma cruzi. Apés o quinto dia,
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quando o protozoario atingiu a fase exponencial, o composto ndo conseguiu
conter seu crescimento, ndo apresentando a atividade esperada.

Apesar do grupamento imidazol, presente no composto 14, ser um grupo
aromatico, estudos mostram que os melhores substituintes sdo o grupo aril
(anéis benzénicos), pois realizam uma ligagcado covalente com o subsitio s2 da
cruzaina, favorecendo mais a atividade antichagasica (GREENBAUM et al.,
2004; ESPINDOLA et al., 2015). Como o composto 14 ndo possui este ponto
de interagdo, ndo consegue se ligar ao subsitio s2, ndo favorecendo tanto a
atividade. Além disso, o estudo mostrou que outro ponto de interagdo com a
enzima s&o grupos alquilicos ligados ao carbono iminico (GREENBAUM et al.,
2004; BLAU et al., 2013). O composto 14 n&o apresenta nenhum grupo ligado
a tal carbono, o que pode reduzir mais ainda a agdo frente ao Trypanosoma
cruzi.

As amidas foram sintetizadas com o objetivo de se aumentar a
biodisponibilidade, por meio da técnica da latenciagdo. Este processo é muito
empregado no ramo da quimica medicinal, para a obtengdo de pro-farmacos.
Esses compostos sao inativos, devendo sofrer biotransformag¢ao quimica ou
enzimatica, proximo ao local de agédo para liberar o farmaco ativo (PARISE
FILHO et al., 2010). Aumentando-se a biodisponibilidade a partir de proé-
farmacos de megazol, a dose a ser administrada aos pacientes € menor,
devido a maior absorc¢éo, o que torna os compostos menos téxicos.

Dentre as amidas sintetizadas, o composto 7 ndo foi testado. Isso
porque o seu clogP obtido foi de 5,80. Como ja visto, esse valor ndo é
adequado dentro dos parametros quimico-farmacéuticos, pois haveria grande
chance de o composto n&o ser dissolvido nos fluidos biolégicos do parasita, ou
entdo ficar preso em suas membranas, ndo conseguindo entdo, ser absorvido.
Dessa forma, s6 os compostos 3, 5 e 6 foram testados, por possuirem valores
dentro dos parametros. Porém, do ponto de vista sintético, foi interessante
sintetiza-lo para observar as diferencas que ocorreram na sintese de cada
amida, principalmente com relagdo ao tempo, como ja discutido anteriormente.

O composto 6 obteve cLogP no valor de 3,57, o que indica que foi
absorvido. Entretanto, ao observar-se a curva de crescimento, nota-se que a
atividade do composto nao foi boa, pois 0 mesmo nao conseguiu conter a
proliferacdo dos parasitas. Este resultado pode indicar que as peptidades nao
conseguiram hidrolisar a ligacdo amidica (ligacdo labil), ndo conseguindo,
portanto, liberar o megazol (composto ativo) no tempo analisado. O tamanho
da cadeia carbbnica (relativamente longa, contendo 9 carbonos) pode ter
dificultado o processo de hidrélise por parte dessas enzimas. Porém, mais
estudos devem ser realizados para se confirmar esta hipotese.

Os compostos 3 e 5, como pode-se observar, foram os que
apresentaram as melhores atividades, portanto, passaram pelo ensaio de
concentracéo inibitoria 50% (ICso).
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4.7.1.2- Ensaio de concentragao inibitéria 50% (ICsp)

Os compostos 3 e 5 foram selecionados para o ensaio de ICsy, apos
apresentarem atividade antichagasica interessante (Figura 56 e Figura 57). O
megazol, como era de se esperar, também obteve agdo excelente frente ao
Trypanosoma cruzi, e também teve seu ICsy calculado para comparagao
(Figura 58). O ensaio é feito utilizando-se seis concentragbes conhecidas dos
compostos, de modo que cada uma vai inibir uma determinada quantidade de
protozoario. Entdo, o programa ajusta os dados, obtendo-se o valor de ICsg
(MAGDALENO et al., 2009; DAMASCENO et al., 2014) Este parametro é
calculado no quinto dia, devido aos protozoarios entrarem em fase exponencial.

Inicialmente, os testes seriam feitos na concentragdo minima de 0,5 pM,
e maxima de 5 yM. Porém, quando se testou o megazol e o composto 3, o
valor minimo ja mostrou inibigdo maior que 50%, tendo que ser reduzido. Para
esses compostos entdo, utilizou-se a concentracdo minima de 0,05 uM, e
maxima de 1 pM.

A curva obtida é uma sigmoide com seis pontos, cada um referente as
concentragdes utilizadas no experimento (o valor estda em log) e a porcentagem
de inibicdo. Como ja mencionado, o experimento foi feito em duplicata, mas
apenas uma das réplicas sera discutida.

Quadro 7: Valores da concentracdo ICs0

do composto 3 Composto 3
Concentragao 100,

(um) | Log (um) %
0,05 -1,3 ;3
0.1 1,0 2 ™
0,2 -0,69 8 -
0,3 -0,52 B »
0.5 0.3 ICsp= 0,354 uM
1,0 0,0 o T T ,

15 -1.0 45 00

composto 3 (M) log

Figura 56: Curva de inibicdo dos parasitas do
composto 3, em diferentes concentracGes (réplica 2).
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Quadro 8: Valores da concentracéo IC=o

do composto 5 Composto 5

Concentragao 100

(um) |Log (um) 30-
0,05 -1.3 2

0.1 1.0 3§01
£

0,2 -0.69 8 10
0,3 -0,52 2

0,5 -0,3 201 ICs0=2,13 uM
1.0 0,0 “
a5 0.0 05 10

composto5 (M)  log
Figura 57: Curva de inibicdo dos parasitas do

composto 5, em diferentes concentracées (réplica 2).

Quadro 9: Valores da concentracdo IC=0
do composto 4 Composto 4 (megazol)

Concentragao o0-
(um) [ Log (um)
0,5 -0,3 P
1 -0,0 £ o
2 -0,3 g .
3 -0.47 -
4 -0,6 204
5 0,69 . 1Cs0= 0,344 uM
45 10 a5 00

composto 4 (M) log

Figura 58: Curva de inibicdo dos parasitas do composto
4. em diferentes concentracGes (réplica 2).

Analisando-se os resultados do composto 5, nota-se que as peptidades
conseguiram hidrolisar a ligagdo amida, liberando o megazol. Em seguida, ao
avaliar juntamente seu cLogP e o ICsy, percebe-se que esta molécula
apresentou coeficiente de particdo no valor de 0,91, sendo, portanto, mais
lipofilica que o a substancia ativa (cLogP=0,14). Desta forma, o derivado
deveria ser melhor absorvido, ficando em maior concentracdo, possuindo
entdo, melhor atividade biolégica. Entretanto, ao observar o 1Cso de ambos os
compostos, nota-se que o megazol apresentou um valor mais baixo (0,344 uM,
enquanto que o composto 5 apresentou 2,13 uM), indicando uma melhor
atividade antichagasica. Desta forma, a insergdo do transportador propanoilico
nao contribuiu como o esperado para o aumento da biodisponibilidade do
megazol, pois este apresentou melhor atividade que o derivado.
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Sabe-se que a maior parte de megazol € internalizado para a célula por
difusdo passiva, portanto, o valor do cLogP tem grande influéncia. Porém outra
parte se liga ao transportador p2-amino-purina, que também transporta
melarsoprol, adeninas e adenosinas. O transportador se liga as quatro
substancias por meio da por¢do C=N-NH,, portanto, o grupo amina deve estar
livre (DE KONING E JARVIS, 1999; DIAS et al., 2009). A insergao de
transportadores por meio do processo de latenciagdo promove a conversao do
grupo amina em amida, desta forma o transportador ndo consegue mais
reconhecer os compostos. Isto pode ter atrapalhado a absorgdo por meio do
transportador, embora este mecanismo nao seja o principal.

Por fim, o composto 3 foi 0 que apresentou o melhor resultado da série,
apresentando atividade levemente mais baixa que a do megazol (1C5,=0,354
MM, enquanto o composto ativo apresentou 0,344 uM). Este derivado
apresentou o menor clogP dentre as amidas (0,21), com apenas dois carbonos
na cadeia lateral, indicando que a inser¢ao de um transportador muito lipofilico,
como ja mostrado, é irrelevante para se aumentar a absor¢édo do megazol.

Apesar da insercdo de transportadores lipofilicos n&o contribuirem
fortemente para o aumento da biodisponibilidade, os compostos 3 e 5
mostraram-se derivados promissores, obtendo resultados expressivos frente ao
Trypanosoma cruzi. Entretanto, estes testes devem ser complementados com
ensaios frente as formas amastigotas do parasita, bem como ensaios “in vivo”.

4.7.2- Ensaios frente ao Schistosoma mansoni

Apés os resultados obtidos frente ao T.cruzi, os compostos foram
testados frente ao Schistosoma mansoni. Neste experimento, foram avaliados
a motilidade dos parasitas, a taxa de mortalidade e o grau de acasalamento.
Os ensaios foram realizados com a colaboragdo da M?.Rafaela Freitas e da
prof.Dra.Eliana Nakano.

4.7.2.1- Analise da motilidade e taxa de mortalidade e acasalamento

A motilidade dos parasitas foi monitorada em microscopio invertido e
estereomicroscoépio diariamente, por 96 horas. Os casais de parasitas foram
adicionados em placas contendo 24 pocgos, que também continham meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino, penicilina 200 U/ml,
estreptomicina 200 ug/ml e anfotericina B 2 pg/ml. Praziquantel 3 pg/ml foi
como controle positivo, e DMSO 1,5%, como controle negativo. Entdo,
adicionou-se a solucao teste contendo os compostos.

Ao final do teste, os parasitas poderiam permanecer acasalados ou
separados, e ter sua motilidade avaliada como normal, “levemente reduzida”,
‘reducao significativa” ou estarem mortos. Para facilitar a classificagéo final do
composto, o Laboratério de Parasitologia e Malacologia adotou um sistema de
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“Scores”,

motilidade e acasalamento (Quadro 10).

atribuindo uma pontuagdo ao composto de acordo com sua

Quadro 10: pontuacao atribuida ao composto, de acordo com a motilidade e acasalamento.

Pontos | Motilidade
0 Normal
1 Levemente
2 Reducéo sig.
3 Morto
Pontos | Acasalamento
0 Casal
1 Separado

Os compostos que obtiveram, na soma dos 5 casais, uma pontuacio de
0-37, podem ser classificados como ruins; 38 a 80 classificam-se como
regulares, e maior que 81, enquadram-se como bons. A classificagdo pode ser
vista no Quadro 11.

Quadro 11: classificagdo dos compostos de acordo com os testes bioldgicos

Numero Composto Pontos | Classificagao
1 Me N-N

2 (_%S%NHZ 22 Ruim

e

N*N
3 )\‘Me 28 Ruim
O,N YL
s

) Me N-N
4 O,N , 7/ks)\NHz 42 Regular
5 35 Ruim

)LCH CH
O-N )\ 2 3
N 7/ks
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6 O,N Yks 36 Ruim
N—N
9 N O / »\NH2 63 Regular
\ /) S
N-N
1 S ! »\NH2 24 Ruim
\ /) S
N—N
13 N S ! »\NHZ 30 Ruim
\ / S
Iyle
14 N 80 Regular
O5N
2 \&»/\N
N
O
Praziquantel N 120 Bom
(Controle +) N\)
O
g
DMSO PN 14 Ruim
(Controle -) Me Me

A analise da motilidade do parasita foi realizada por meio da observagao
visual. Essa metodologia € eficiente, pois é rapida, de custo baixo, e direta. Os
parasitas adultos, sobretudo os machos, realizam movimentos ondulatérios e
rapidos, que vao de uma extremidade a outra, sendo muito faceis de identificar.

(DA SILVA, NOEL, 1995).

Esse tipo de movimento permite o uso de um
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método mais subjetivo, como € o caso, e que é normalmente empregado em
testes “in vitro” (XIAO et al., 2007).

Ao contrario do que ocorre com compostos antichagasicos, ha menos
relatos de nitro-compostos utilizados como esquistossomicidas. Porém, como
ja mencionado, algumas substancias como o niridazol ja foram introduzidas na
terapéutica (LAMBERT, 1964). Para se avaliar a importancia do grupo nitro
frente ao Schistosoma mansoni, os compostos 2 e 11 foram testados. Ambos
0os compostos apresentaram os piores resultados, porém, sua retirada nao
implicou em uma grande queda de atividade, tendo em vista que nenhum dos
compostos sintetizados foi classificado como bom. Portanto, diferentemente
dos antichagasicos, o grupo nitro n&o é o principal responsavel pela atividade
esquistossomicida. Porém, ao mesmo tempo, ele ndo pode ser descartado do
grupo farmacoférico.

O composto 14 foi o que obteve melhor resultado, sendo o Unico capaz
de levar dois parasitas fémeas a morte. Como ja mencionado, esta molécula é
a unica dentre as sintetizadas que possui em sua estrutura uma
tiossemicarbazona, e como ja visto, este grupo € capaz de inibir a cisteino-
protease SmCB1, enzima responsavel pela desgradagcao de igG, hemoglobina
e outras proteinas do hospedeiro, sendo essencial para a sobrevivéncia do
Schistosoma mansoni (FONSECA et al., 2015). Seguindo essas informagoes,
possivelmente o composto também causou a inibigdo da SmCB1, o que torna o
parasita mais susceptivel ao sistema imune do hospedeiro.

E sabido que a atividade da SmCB1 no Schistoma mansoni macho é de
50 a 100% menor que nas fémeas (DALTON et al., 1996). Portanto, sua
inibicdo vai afetar mais estas ultimas, o que pode ser comprovado nos
resultados, tendo em vista que o composto causou a morte apenas de fémeas
e nenhum macho. Além disso, a atividade esquistossomicida em geral foi mais
expressiva frente aos helmintos deste género.

Substituintes aromaticos ligados a tiossemicarbazona mostraram-se
importantes para a agao frente ao Schistosoma mansoni. Até o momento, n&o
€ sabido que anéis benzénicos sejam mais importantes para a atividade do que
qualquer outro grupo aromatico, diferentemente do que ocorre no Trypanosoma
cruzi (FONSECA et al., 2015). Isso indica que as enzimas cruzaina e catepsina
B1 tem um modo de acdo um pouco diferente, apesar de serem cisteino-
proteases. O composto apresentou atividade regular, atingindo 80 pontos,
mostrando que o imidazol ndo é o melhor dos grupos aromaticos a ser utilizado
como substituinte.

O modo com a SmCB1 ¢ inibida ndo pode ser proposto. Para isso, sdo
necessarios estudos de modelagem molecular, em que se pode obter o
comprimento e o angulo de ligagdo entre o ligante (composto) e o receptor
(enzima), além do tipo de ligagdo entre eles. Estes estudos sdo feitos por
computadores (RODRIGUES, 2001). A partir dessas informagdes, pode-se
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entdo realizar novas modificagcbes no composto, para melhorar sua atividade
bioldgica e diminuir sua toxicidade.

Em seguida, analisando-se os resultados do megazol, nota-se uma
atividade modesta, visto que obteve apenas 42 pontos. Este composto sempre
se destacou por seu amplo espectro de acdo frente a diversos organismos,
com destaque para o Trypanosoma cruzi, como ja visto (ASATO,
BERKELHAMMER, 1972; ALBUQUERUQE, PERRIE, 1999). Entretanto, agora
que testado frente ao Schistosoma mansoni, este 5-nitroimidazol né&o
apresentou resultados expressivos.

O composto 9 foi o unico 5-nitrofurano da série. Esta classe ja foi
amplamente utilizada como esquistossomicida, apresentando atividade frente
as formas jovens e adultas do parasita (HILL et al., 1966; CIOLI; PICCA-
MATOCCHIA; ARCHER, 1995; PITTA et al., 2013). Avaliando os resultados,
nota-se que este composto foi o que apresentou o segundo melhor
desempenho dentre os derivados sintetizados, obtendo 63 pontos. Neste caso,
a substituicdo do imidazol (presente no megazol) pelo furano favoreceu a
atividade esquistossomicida.

Ao contrario, ao analisar o resultado do composto 13, que possui um 5-
nitrotiofeno ligado ao anel 1,3,4-tiadiazol, nota-se que o mesmo obteve 30
pontos, um desempenho inferior ao megazol. Um composto dessa classe,
derivado do niridazol, ja foi sintetizado e se mostrou ativo frente ao
Schistosoma mansoni (BENAZET, LEROY, 1974). Porém, neste caso, a
substituicdo do imidazol pelo tiofeno diminui a atividade esquistossomicida.

Por fim, ha os compostos amidicos, que também nao corresponderam
ao teste, uma vez que o megazol, composto ativo, também nao apresentou
uma boa atividade. Ha uma grande possibilidade dos compostos 3 e 5 terem
sido hidrolisados pelas peptidases, pois inumeras dessas enzimas ja foram
descritas em diferentes fases do desenvolvimento do parasita (SILVA et al.,
2011), porém, isso ndo tem como ser provado.

Analisando os resultados referentes ao acasalamento, nota-se que o
composto 14 foi 0 unico capaz de separar todos os casais de parasitas. Sabe-
se que entre o tegumento e as células subtegumentares do parasita, esta
localizada a musculatura lisa, que ¢é dividida em camadas circulares e
longitudinais. A camada longitudinal estad associada a motilidade, e a camada
circular é responsavel pela manutencao do canal ginecoforo do macho (NOEL
et al., 2008), sendo importante para manter os helmintos pareados. Entdo, é
possivel que esse composto também tenha a capacidade de agir nas camadas
circulares, ocasionando a separagao dos parasitas.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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O trabalho em questdo consta da sintese e avaliagdo da atividade
antichagasica e esquistossomicida de derivados do megazol, um composto
sintetizado em 1968, que apresentou atividade antiparasitaria promissora.

* A metodologia de sintese para formar a tiossemicarbazona por meio da
condensagao com aldeido utilizando DMSO como solvente mostrou-se
adequada, obtendo-se rendimentos elevados, além de ser menos toxica;

e 0 processo de formacdo do anel 1,3,4 tiadiazdlico a partir da
tiossemicarbazona utilizando-se HCI também mostrou-se adequado, com bons
rendimentos;

* 0s rendimentos no processo de sintese das amidas foram satisfatérios,
podendo-se otimizar a metodologia para melhor aproveitamento dos reagentes;

* 0 composto 14, unico que possui uma tiossemicarbazona ligada ao
imidazol, foi o unico capaz de induzir a morte de dois parasitas Schistosoma
mansoni, obtendo 80 pontos. O megazol, composto analogo, obteve 42 pontos,
indicando que em uma comparacgao direta, a insercao da tiossemicarbazona
favorece a atividade esquistossomicida. A indugao da morte foi dependente do
tempo. Ja quanto a atividade antichagasica, a inser¢cao da tiossemicarbazona
mostrou-se desfavoravel;

* a troca do imidazol pelo heterociclico furano contribuiu para a atividade
esquistossomicida, de modo que o composto 9 obteve o segundo melhor
resultado da série. Entretando, para a atividade antichagasica, a troca foi
desfavoravel;

* ainsergdo do tiofeno no lugal do imidazol ndo contribuiu para a atividade
esquistossomicida;

* a retirada do grupo nitro nos derivados contendo imidazol e tiofeno
desfavoreceu a atividade esquistossomicida. Entretanto, a queda da mesma
nao foi muito expressiva, uma vez que os proprios compostos nitrados nao
apresentaram resultados promissores. Apesar disso, ndo se pode descartar o
grupo nitro do grupo farmacoférico. Ja para a atividade antichagasica, a
retirada do grupo nitro inativou totalmente o megazol, comprovando que o
grupo nitro pertence ao grupo farmacoforico;

* as amidas foram obtidas pelo processo de latenciagdo, um processo de
modificagdo molecular que foi realizado com sucesso em se tratando dos
compostos 3 e 5, com o composto ativo sendo liberado. Ja analisando-se o
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composto 6, a cadeia carbdnica longa impossibilitou a hidrolise da ligagao labil,
nao havendo a liberacdo do megazol. Os compostos 3 e 5 apresentaram boa
atividade frente ao Trypanosoma cruzi, entretanto, a inser¢ado do transportador
lipofilico ndo foi capaz de aumentar sua biodisponibilidade, uma vez que o
megazol obteve um desempenho superior a ambos. Ja frente ao Schistosoma
mansoni, nenhum dos trés compostos demonstrou atividade, ja que o
composto ativo também n&o obteve acao expressiva;

Como perspectivas deste trabalho, podem-se citar alguns tdpicos
interessantes que podem ajudar em trabalhos futuros:

* Estudos de modelagem molecular de compostos contendo
tiossemicarbazonas, sendo uteis no planejamento e sintese de novos inibidores
da enzima SmCB1;

* estudos de liberagdo dos compostos 3 e 5 (HPLC), visando obter
informagdes quanto ao tempo de acdo dos mesmo no organismo do
hospedeiro.

» avaliar a atividade bioldgica dos compostos frente as formas amastigotas
do Trypanosoma cruzi, devido a esta forma do parasita estar muito presente na
forma crénica da doenca, na qual ainda ndo ha medicamento disponivel;

* novos estudos utilizando-se a técnica de latenciacao, inserindo-se outros
transportadores;

* estudos utilizando a técnica de sintese de biosisoterismo;

e com o0 uso da nanotecnologia, pode-se também desenvolver
nanoparticulas dos compostos, como alternativa de melhorar a
biodisponibilidade.
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Efeito do composto 2 nos parametros analisados.

1 NN
s
N

1-metil-2-(5-amino-1,3,4-tiadiazolil)-imidazol

Casal Tempo de incubagao Morte‘l,lidade Vermes Motilidade
(h) (%) Separados Macho Fémea
1 2 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
24 0 NAO LEVEMENTE [ LEVEMENTE
48 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
72 0 NAO NORMAL NORMAL
96 0 NAO NORMAL NORMAL
2 2 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
24 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
48 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
72 0 NAO NORMAL NORMAL
96 0 NAO NORMAL NORMAL
3 2 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
24 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
48 0 NAO LEVEMENTE [ LEVEMENTE
72 0 NAO NORMAL NORMAL
96 0 NAO NORMAL NORMAL
4 2 0 NAO NORMAL NORMAL
24 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
48 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
72 0 NAO NORMAL NORMAL
96 0 NAO NORMAL NORMAL
5 2 0 NAO NORMAL NORMAL
24 0 NAO NORMAL NORMAL
48 0 NAO NORMAL NORMAL
72 0 NAO NORMAL NORMAL
96 0 NAO NORMAL NORMAL
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Efeito do composto 3 nos parametros analisados.

Oﬂ*ﬂi_?’l\s

I Me N’N

»*Me

1- metil- 2- (5- acetamida- 1,3,4- tiadiazolil)- 5-

nitroimidazol

Casal Tempo de incubacgao Morte‘l,lidade Vermes Motilidade
(h) (%) Separados Macho Fémea

1 2 0 NAO NORMAL NORMAL
24 0 NAO NORMAL NORMAL
48 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
72 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE

96 0 NAO NORMAL NORMAL

2 2 0 NAO NORMAL NORMAL
24 0 NAO NORMAL NORMAL
48 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
72 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE

96 0 NAO NORMAL NORMAL

3 2 0 NAO NORMAL NORMAL
24 0 NAO NORMAL NORMAL
48 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
72 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE

96 0 NAO NORMAL NORMAL

4 2 0 NAO NORMAL NORMAL
24 0 NAO NORMAL NORMAL
48 0 NAO LEVEMENTE [ LEVEMENTE
72 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
96 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
5 2 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
24 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
48 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
72 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
96 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
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Efeito do composto 4 nos parametro analisados.

Me N-N
OZN N7/Q )\NHZ
X 7 s
N

Megazol
Casal Tempo dt:r:)ncubagéo Mortg/lidade Vermes Motilidade

6) Separados | \1ocho Fémea
1 2 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
24 0 NAO LEVEMENTE [ LEVEMENTE

48 0 NAO NORMAL NORMAL
72 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE

96 0 NAO NORMAL NORMAL
2 2 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
24 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
48 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
72 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
96 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
3 2 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
24 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
48 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
72 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE

96 0 NAO NORMAL NORMAL
4 2 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
24 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
48 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
72 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE

96 0 NAO NORMAL NORMAL
5 2 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
24 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
48 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
72 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
96 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
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Efeito do composto 5 nos parametros analisados.

Me
]

N-N

OQLTC_7,J\S

)LCHZCH3

1- metil-2-(5-propionamida-1,3,4-
tiadiazolil)-5-nitroimidazol

Casal Tempo de incubacgao Morte‘l,lidade Vermes Motilidade
(h) (%) Separados Macho Fémea
1 2 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
24 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
48 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
72 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
96 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
2 2 0 NAO NORMAL NORMAL
24 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
48 0 NAO LEVEMENTE NORMAL
72 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
96 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
3 2 0 SIM LEVEMENTE | LEVEMENTE
24 0 SIM LEVEMENTE | LEVEMENTE
48 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
72 0 NAO NORMAL NORMAL
96 0 NAO NORMAL NORMAL
4 2 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
24 0 NAO NORMAL NORMAL
48 0 NAO LEVEMENTE [ LEVEMENTE
72 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
96 0 NAO NORMAL NORMAL
5 2 0 NAO NORMAL NORMAL
24 0 NAO NORMAL NORMAL
48 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
72 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
96 0 NAO NORMAL NORMAL
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Efeito do composto 6 nos parametros analisados.

o)
Me  N-N

ozN\(\_ND/QS»\N»ﬂCHZ»CHg
N

1- metil-2-(5-nonanoilamida-1,3,4-
tiadiazolil)-5-nitroimidazol

Casal Tempo de incubacgao Morte‘l,lidade Vermes Motilidade
(h) (%) Separados Macho Fémea
1 2 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
24 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE

48 0 NAO NORMAL NORMAL
72 0 SIM NORMAL | LEVEMENTE
96 0 SIM NORMAL LEVEMENTE
2 2 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
24 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE

48 0 NAO NORMAL NORMAL
72 0 SIM NORMAL LEVEMENTE
96 0 SIM LEVEMENTE | LEVEMENTE

3 2 0 NAO NORMAL NORMAL
24 0 NAO NORMAL NORMAL
48 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
72 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
96 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE

4 2 0 NAO NORMAL NORMAL
24 0 NAO NORMAL NORMAL

48 0 NAO LEVEMENTE NORMAL
72 0 NAO NORMAL | LEVEMENTE
96 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
5 2 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
24 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
48 0 NAO NORMAL LEVEMENTE
72 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
96 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
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Efeito do composto 9 nos parametro analisados.

N-N

o i ©
OzN\@/kS)\NHZ

2- (5- amino- 1,3,4- tiadiazolil)- 5- nitrofurano

Casal Tempo de incubacgao Morte‘l,lidade Vermes Motilidade

(h) (%) Separados Macho Fémea

1 2 0 NAO LEVEMENTE| LEVEMENTE
24 0 SIM LEVEMENTE| LEVEMENTE
48 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
72 0 SIM LEVEMENTE| LEVEMENTE
96 0 SIM LEVEMENTE | SIGNIFICATIVO

2 2 0 NAO LEVEMENTE| LEVEMENTE
24 0 SIM LEVEMENTE| LEVEMENTE
48 0 NAO LEVEMENTE| LEVEMENTE
72 0 SIM LEVEMENTE| LEVEMENTE
96 0 SIM LEVEMENTE | LEVEMENTE

3 2 0 NAO NORMAL LEVEMENTE
24 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
48 0 SIM LEVEMENTE| LEVEMENTE
72 0 SIM LEVEMENTE | LEVEMENTE
96 0 SIM LEVEMENTE [ SIGNIFICATIVO

4 2 0 NAO NORMAL LEVEMENTE
24 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
48 0 SIM LEVEMENTE| LEVEMENTE
72 0 SIM LEVEMENTE | LEVEMENTE
96 0 SIM LEVEMENTE | SIGNIFICATIVO

5 2 0 NAO NORMAL NORMAL
24 0 NAO LEVEMENTE| LEVEMENTE
48 0 SIM LEVEMENTE| LEVEMENTE
72 0 NAO LEVEMENTE| LEVEMENTE
96 0 SIM LEVEMENTE | LEVEMENTE
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Efeito do composto 11 nos parametros analisados.

N-N

Q/QS%NHZ

2- (5- amino- 1,3,4- tiadiazolil)- 5-tiofeno

Casal Tempo dt:r:)ncubagéo Mort(e‘lylidade Vermes Motilidade
6) Separados|  y1.cho Fémea
1 2 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
24 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
48 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
72 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
96 0 NAO NORMAL NORMAL
2 2 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
24 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
48 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
72 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
96 0 NAO NORMAL NORMAL
3 2 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
24 0 NAO LEVEMENTE [ LEVEMENTE
48 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
72 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
96 0 NAO NORMAL NORMAL
4 2 0 NAO NORMAL NORMAL
24 0 NAO NORMAL NORMAL
48 0 NAO NORMAL NORMAL
72 0 NAO NORMAL NORMAL
96 0 NAO NORMAL NORMAL
5 2 0 NAO NORMAL NORMAL
24 0 NAO NORMAL NORMAL
48 0 NAO NORMAL NORMAL
72 0 NAO NORMAL NORMAL
96 0 NAO NORMAL NORMAL
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Efeito do composto 13 nos parametros analisados.

N-N

s. I N
02N~x&_}rzi\s)“NH2

2- (5- amino- 1,3,4- tiadiazolil)- 5-nitrotiofeno

Casal Tempo dt:r:)ncubagéo Mort(e‘lylidade Vermes Motilidade
6) Separados|  y1.cho Fémea

1 2 0 NAO NORMAL NORMAL
24 0 SIM NORMAL NORMAL

48 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE

72 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE

96 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE

2 2 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
24 0 NAO NORMAL NORMAL

48 0 NAO NORMAL NORMAL

72 0 NAO NORMAL NORMAL

96 0 NAO NORMAL NORMAL

3 2 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
24 0 NAO LEVEMENTE [ LEVEMENTE

48 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE

72 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE

96 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE

4 2 0 NAO NORMAL NORMAL
24 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE

48 0 NAO NORMAL NORMAL

72 0 NAO NORMAL NORMAL

96 0 NAO NORMAL NORMAL

5 2 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
24 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE

48 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE

72 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE

96 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
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Efeito do composto 14 nos parametros analisados.

Me

! H
N X, .N_ _NH
OZN\&K?/\N \g/ 2

1-metil-2-imidazolil-5-nitro-tiossemicarbazona

Casal Tempo de incubacgao Morte‘l,lidade Vermes Motilidade

(h) (%) Separados Macho Fémea

1 2 0 SIM NORMAL NORMAL
24 0 SIM LEVEMENTE| LEVEMENTE
48 0 SIM LEVEMENTE| LEVEMENTE
72 0 SIM LEVEMENTE| LEVEMENTE
96 0 SIM LEVEMENTE | SIGNIFICATIVO

2 2 0 SIM LEVEMENTE| LEVEMENTE
24 0 SIM LEVEMENTE | LEVEMENTE
48 0 SIM LEVEMENTE| LEVEMENTE
72 0 SIM LEVEMENTE| LEVEMENTE
96 100 SIM LEVEMENTE MORTO

3 2 0 SIM LEVEMENTE| LEVEMENTE
24 0 SIM LEVEMENTE | LEVEMENTE
48 0 SIM LEVEMENTE| LEVEMENTE
72 0 SIM LEVEMENTE| LEVEMENTE
96 0 SIM LEVEMENTE | SIGNIFICATIVO

4 2 0 SIM LEVEMENTE| LEVEMENTE
24 0 SIM LEVEMENTE| LEVEMENTE
48 0 SIM LEVEMENTE| LEVEMENTE
72 0 SIM LEVEMENTE| LEVEMENTE
96 0 SIM LEVEMENTE | SIGNIFICATIVO

5 2 0 SIM NORMAL LEVEMENTE
24 0 SIM LEVEMENTE| LEVEMENTE
48 0 SIM LEVEMENTE | LEVEMENTE
72 0 SIM LEVEMENTE| LEVEMENTE
96 100 SIM LEVEMENTE MORTO
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Efeito do controle positivo nos parametros analisados

0
>
N
o)
Praziquantel (3ug/ml) + DMSO 3%
Tempo de Mortalidade Vermes Motilidade
Casal incubacao (h) (%) separados
Macho Fémea
1 2 0 NAO SIGNIFICATIVO | SIGNIFICATIVO
24 0 NAO SIGNIFICATIVO | SIGNIFICATIVO
48 50 NAO MORTO SIGNIFICATIVO
72 50 NAO MORTO SIGNIFICATIVO
96 50 NAO MORTO SIGNIFICATIVO
2 2 0 NAO SIGNIFICATIVO | SIGNIFICATIVO
24 50 NAO MORTO SIGNIFICATIVO
48 50 NAO MORTO SIGNIFICATIVO
72 50 NAO MORTO SIGNIFICATIVO
96 50 NAO MORTO SIGNIFICATIVO
3 2 0 NAO SIGNIFICATIVO | SIGNIFICATIVO
24 0 NAO SIGNIFICATIVO | SIGNIFICATIVO
48 0 NAO SIGNIFICATIVO | SIGNIFICATIVO
72 0 NAO SIGNIFICATIVO | SIGNIFICATIVO
96 50 NAO MORTO SIGNIFICATIVO
4 2 0 NAO SIGNIFICATIVO | SIGNIFICATIVO
24 50 NAO MORTO SIGNIFICATIVO
48 50 NAO MORTO SIGNIFICATIVO
72 50 NAO MORTO SIGNIFICATIVO
96 50 NAO MORTO SIGNIFICATIVO
5 2 0 NAO SIGNIFICATIVO | SIGNIFICATIVO
24 100 NAO MORTO MORTO
48 100 NAO MORTO MORTO
72 100 NAO MORTO MORTO
96 100 NAO MORTO MORTO
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Efeito do controle negativo nos parametros analisados.

0
/S\
Me Me DMSO-1,5%
Tempo de Mortalidade Vermes Motilidade
Casal incubacao (h) (%) separados
Macho Fémea
1 2 0 NAO NORMAL NORMAL
24 0 NAO NORMAL NORMAL
48 0 NAO NORMAL NORMAL
72 0 NAO NORMAL NORMAL
96 0 NAO NORMAL NORMAL
2 2 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
24 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
48 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
72 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
96 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
3 2 0 NAO NORMAL NORMAL
24 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
48 0 NAO LEVEMENTE | LEVEMENTE
72 0 NAO NORMAL NORMAL
96 0 NAO NORMAL NORMAL
4 2 0 NAO NORMAL NORMAL
24 0 NAO NORMAL NORMAL
48 0 NAO NORMAL NORMAL
72 0 NAO NORMAL NORMAL
96 0 NAO NORMAL NORMAL
5 2 0 NAO NORMAL NORMAL
24 0 NAO NORMAL NORMAL
48 0 NAO NORMAL NORMAL
72 0 NAO NORMAL NORMAL
96 0 NAO NORMAL NORMAL
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ANEXO 1

Ensaios de inibicao frente ao
Trypanosoma cruzi
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Curva de inibigao frente ao Trypanosoma cruzi — Primeiro ensaio e sua réplica
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Curva de inibigao frente ao Trypanosoma cruzi — segundo ensaio e sua réplica
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ANEXO 2

Ensaios de ICsgdos compostos 3,4 e 5
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Curva de inibicao (proliferagado celular) em diferentes concentragdes ao longo dos 8 dias
e curva dose-resposta no quinto dia (ICs) — composto 3 (réplica 1 e 2)
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Curva de inibicdo em diferentes concentragdes ao longo dos 8 dias e curva dose-
resposta no quinto dia (IC5) — composto 4 (réplica 1 e 2)
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Denddade celular parmd fis 110 ‘m 1Y)

Curva de inibicdo em diferentes concentragdes ao longo dos 8 dias e curva dose-
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resposta no quinto dia (IC5) — composto 5 (réplica 1 e 2)
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