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Resumo

Figueira, Kelly Lopes; Limberger, Jones. Sintese de derivados arilados de tiazol
e avaliacdo preliminar da toxicidade e atividade anti T. cruzi. Rio de Janeiro,
2020. 116p. Dissertacdo de Mestrado - Departamento de Quimica, Pontificia
Universidade Catélica do Rio de Janeiro.

As doencas negligenciadas sdo causadas por agentes infecciosos ou parasitas,
gerando altas taxas de morbidade e mortalidade em todo o0 mundo. Os investimentos dos
paises desenvolvidos em pesquisa, producdo de medicamentos e controle dessas
enfermidades sdo muito reduzidos, pois elas afetam, majoritariamente, as populacées com
baixo indice de Desenvolvimento Humano. Uma dessas enfermidades é a Doenca de
Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi. Apresenta-se na forma de uma infeccao
parasitaria crénica e altamente debilitante, acometendo mais de 6 milhdes de pessoas na
América Latina e este numero pode ter um incremento, de aproximadamente 25% nos
préximos anos. O farmaco referéncia para o tratamento da Doenca de Chagas disponivel
no Brasil é o0 benznidazol, extremamente eficaz na fase aguda da doenca, mas sua eficacia
na fase crbnica € limitada, o que torna essencial a busca por novos compostos que atuem
também nesta fase. No presente trabalho, foram descritas rotas sintéticas para uma série
de 12 derivados de tiazol, destes 8 sdo inéditos. Posteriormente, 10 deles foram avaliados
guanto a sua atividade tripanocida e toxicidade em modelos in vitro. Os compostos
possuindo o anel tiazélico foram estruturalmente planejados, a partir do levantamento
bibliogréafico, onde verificou-se que certos compostos com um centro tiazélico apresentam
propriedade tripanocida. Nas sinteses, a 4-bromoacetofenona (55) foi utilizada como
material de partida para a obtengcdo dos intermediarios tiazélicos 4-(4-bromofenil)-2-
metiltiazol (56) e 4-(4-bromofenil)-2-aminotiazol (57). A partir desses, diversas
modificacBes foram feitas para se chegar as moléculas alvo. A elucidag&o estrutural dos
compostos foi realizada por RMN de 'H e RMN de *3C. A avaliacdo preliminar da atividade
tripanocida foi realizada na forma amastigota intracelular da Cepa Tulahuen e a toxicidade
aguda (LCso) foi feita in vitro em células hospedeiras de mamiferos (linhagem celular L929).
Dentre os compostos sintetizados, a maioria apresentou baixa toxicidade, com valores de
LCso maiores que 400 umol.L™. O composto tiazdlico piridil-substituido 59¢ apresentou os

melhores resultados em termos de atividade tripanocida, tendo reduzido 76% da infeccdo
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em células hospedeiras em concentracdo de 20 umol.L* Esse composto servird como
base para otimizagdes estruturais visando a melhoria da atividade tripanocida.

Palavras chave

Doenca de Chagas; tiazol; rea¢do de Suzuki; moléculas bioativas; modelo in vitro.
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Abstract

Figueira, Kelly Lopes; Limberger, Jones (Advisor). Synthesis of arylated thiazole
derivatives and preliminary evaluation of their toxicity and anti T. cruzi
activity. Rio de Janeiro, 2020. 116p. Dissertacdo de Mestrado - Departamento de
Quimica, Pontificia Universidade Catélica do Rio de Janeiro.

Neglected diseases are mainly caused by infectious agents or parasites, generating
high morbidity and mortality rates worldwide. The investments from developed countries in
research, production of drugs/medicines and control of these diseases are small, since they
mainly affect populations with low Human Development Index. One of these illnesses is
Chagas disease, caused by Trypanosoma cruzi. It presents as a chronic and highly
debilitating parasitic infection, affecting more than 6 million people only in Latin America
with a perspective of increasing approximately 25% in few years. The reference drug for the
treatment of Chagas disease in Brazil is benznidazole, which is extremely effective in the
acute phase of the disease, but its efficacy in the chronic phase is limited, which makes
essential the search for new compounds that also act in this phase. In the present work,
synthetic routes were developed for a series of 12 thiazole derivatives, from which eight
have been described for the first time. These molecules had their preliminary trypanocidal
activity and toxicity evaluated in in vitro models. The compounds with the thiazole ring were
structurally planned, based on the bibliographic review, where it was found that certain
compounds with this heterocycle display trypanocidal properties. In the synthesis, 1-(4-
bromophenyl)ethenone (54) was used as a starting material to obtain the thiazole
intermediates 4-(4-bromophenyl)-2-methylthiazole (56) and 4-(4-bromophenyl)thiazol-2-
amine (57). Several modifications were performed on these intermediates to produce the
target molecules. The structural elucidation of the compounds was performed by *H NMR
and C NMR. Preliminary evaluation of trypanocidal activity was performed in the
amastigotes intracellular form of the Tulahuen strain and the acute toxicity (LCso) was tested
in vitro in mammalian host cells (cell line L929). Among the synthesized compounds, most
of them presented low toxicity, with LCso values greater than 400 umol.Lt. The thiazole
compound pyridil-substituted 59¢ showed the best results in terms of trypanocidal activity,
reducing 76% of the infection in host cells in a concentration of 20 ymol.L™. This thia\ole
derivative will be used as a lead compound for structural optimizations aiming at improving

trypanocidal activity.
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“Somos assim: sonhamos o voo, mas tememos a
altura. Para voar é preciso ter coragem para enfrentar
o terror do vazio. Porque é s6 no vazio que 0 Voo
acontece. O vazio é o espaco da liberdade, a auséncia
de certezas. Mas € isso 0 que tememos: 0 nao ter
certezas. Por isso trocamos 0 voo por gaiolas. As
gaiolas séo o lugar onde as certezas moram”.

Rubem Alves
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1. Introducéo

As doencas negligenciadas sdo endémicas nas regides mais pobres do mundo, em
consequéncia disso elas ndo atraem um grande investimento da industria farmacéutica,
mesmo estando presentes em mais de 70% dos paises e afetando aproximadamente 6
milhdes de pessoas na américa latina'?>. Uma dessas enfermidades é a Doenca de Chagas
(DC), também conhecida como tripanossomiase americana, caracteriza-se por uma
infeccdo parasitaria causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e sua principal via de
transmicdo aos seres humanos ocorre pelo deposito das fezes de insetos triatomineos®?®
sobre a pele lesionada.

O benznidazol e o nifurtimox sdo os Unicos medicamentos até entdo disponiveis
para tratar a DC, quando utilizados na fase aguda chegam a alcancar uma taxa de 70% de
cura, porém apresentam baixa eficacia na fase crénica da doenca (menos de 20%), além
de causarem diversos efeitos colaterais que levam grande parte dos pacientes a abandonar
o tratamento®2, Por isso, € urgente a busca por novos farmacos que apresentem efeitos
colaterais reduzidos e levem ao aumento na taxa de cura, principalmente dos pacientes
cronicos.

Mais recentemente, o anel tiazélico associado a grupamentos arila ou biarila vem
sendo amplamente citado, em modelos in vitro e in vivo, como importante por¢cdo na
estrutura de compostos com altas atividades tripanocidas e baixa toxicidade*8 (Figura 1),
tal fato pode alavancar o desenvolvimento de novos candidatos a farmacos aumentando

assim o arsenal terapéutico de combate a essa enfermidade negligenciada.
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Figura 1 — Estruturas com anel tiazdlico ativas anti T.cruzi em testes preliminares

encontradas na literatura.

Num desses estudos?® foi apresentado um composto biarilado nao substituido
contendo o anel tiazdlico que apresentou elevada atividade tripanocida, baixa
citotoxicidade, além de alto indice de seletividade frente a forma infectiva (tripomastigota)
do T.cruzi. Nesse sentido, as reacdes de acoplamento carbono-carbono catalisadas por
paladio, em especial a reacdo de Suzuki, se mostram alternativas simples e efetivas de
obter diversos compostos biarilados de acordo com o acido arilborénico empregado?®22,

Uma substituicdo amplamente utilizada nos compostos disponiveis na literatura é
hidrazona devido a sua reconhecida atividade biol6gica?*?3, o que tem levado a compostos
com alta atividade anti T.cruzi em ensaios preliminares, principalmente quando associada
ao anel tiazolico'**® (Figura 1). As iminas — estruturalmente similares as hidrazonas -
também costumam apresentar simultaneamente atividade biolégica notavel e baixa
toxicidade®?’, por isso elas se apresentam como potencial substituintes a porcdo
hidrazona na sintese de tiazois ativos anti T.cruzi.

Nesse sentido, o foco desta dissertacdo foi 0 emprego de intermediarios tiazoélicos
na sintese de compostos com substituicbes diversificadas nas posicdes C2 do anel
tiazolico, bem como na posicdo C4 da arila ligada ao tiazol (Figura 2) levando assim a
estruturas similares aquelas ativas anti T.cruzi, em modelos in vitro e in vivo, disponiveis

na literatura.
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Figura 2 - Estrutura geral dos compostos sintetizados.
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2. Revisdo bibliogréafica

2.1. Doencas Negligenciadas

As Doencas Negligenciadas (DNs) sé&o condi¢des infecciosas agudas ou crénicas
cuja contaminagdo pode se dar por transmissédo direta ou através um vetor?®. Estima-se
gue 1 bilhdo de pessoas no mundo inteiro apresentem alguma dessas enfermidades, sendo
as areas mais afetadas aquelas onde indice de Desenvolvimento Humano (IDH) ¢ baixo.
Destacam-se assim as regides tropicais e subtropicais dos continentes da Africa, Asia e
América Latina®. A Figura 3 exibe um mapa para incidéncia dessas doencas no globo, em
uma escala que vai do cinza nos paises que apresentam apenas 1 dessas doencas até o

vermelho onde 6 ou mais doencas séo identificadas®..

[J1doenga [} 4 doengas
7] 2doengas [0 5 doengas
B 3doengas W 6 doengas ou mais

Figura 3 - Distribuicdo global das DNs. Adaptado de Molyneux®..

Nestas localidades o saneamento basico e a infraestrutura geral sdo precarios ou
ausentes, 0 que acarreta grande necessidade de medidas de vigilancia epidemiolégica,
politicas de controle e profilaxia, além de a¢Bes educativas e acesso facilitado a diagndstico
e tratamento®2. No ano de 2017, a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) reformulou a lista

dessas doencas, assim o0 envenenamento por picada de cobra e outras dezenove
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enfermidades foram classificadas como negligenciadas, para uma melhor visualizacdo elas

sdo apresentadas no quadro a seguir (quadro 1),

Quadro 1 - Doencgas Negligenciadas segundo a OMS

Doencas Negligenciadas segundo a OMS (2017)

Dengue e

Chikungunha

Trematodiases de

origem alimentar

Ulcera de Buruli Doenca de Chagas Leishmaniose Hanseniase
Dracunculiase Equinococose Filariose linfatica Oncocercose
Tripanossomiase Micetoma,

humana africana

(doencga do sono)

cromoblastomicose e
micoses profundas

Treponematoses Sarna e outros ) Envenenamento por
. ) Esquistossomose ]
endémicas ectoparasitas picada de cobra
Raiva Tracoma Teniase Helmintiases

Adaptado de: <https://www.who.int/neglected_diseases/diseases/en/>?

No Brasil, as popula¢cdes mais propensas a contaminag¢do vivem nas areas mais
pobres do Nordeste e da regido Amazonica. Nesse contexto, a populacado indigena por sua
vulnerabilidade abarca risco acentuado de infecgdo!. Voltando a observar a Figura 3 e
tendo como base as informacdes do Ministério da Saude, constata-se que o territorio
brasileiro reine mais de 6 doencas negligenciadas, dentre elas, o governo prioriza
erradicacdo da doenca de Chagas, esquistossomose, hanseniase, filariose linfatica,
leishmaniose tegumentar, leishmaniose visceral, raiva humana e tracoma®+=¢, o Quadro 2
dispde o numero de casos confirmados de algumas das DNs gque tém seu combate como

prioritario.

Quadro 2 — Estatisticas de Notificacdes de casos confirmados de DN no Brasil.

Doencas Negligenciadas Ano de Centro- | Nordeste | Norte | Sudeste Sul
notificacédo oeste
Doenca de Chagas Aguda 2018 1 29 350 0 0
Esquistossomose 2017 66 1.220 100 2.911 62
Leishmaniose Visceral 2017 283 2.199 854 1.096 17
Leishmaniose Tegumentar 2017 2.795 4.926 8.835 2.114 293
Raiva 2017 0 2 4 0 0

Fonte: SINAN, 2019. Adaptado de ¥’

Segundo Valverde (2013), apesar dessas enfermidades estarem presentes no

planeta ha milhares de anos, ainda assim, elas seguem sem ser erradicadas®. De acordo


http://www.who.int/neglected_diseases/diseases/en/
DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1821068/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1821068/CA

23

com a Iniciativa Medicamentos para Doencas Negligenciadas (DNDi), o Brasil, no ano de 2017, foi
lider de mortes no mundo por doenca de Chagas, além de ser o recordista em nimeros de novos
casos de hanseniase e leishmaniose visceral do continente latino americano™®.

Pode-se afirmar que as doencas negligenciadas sdo problemas criticos na saude
publica. Porém, a industria farmacéutica, que poderia auxiliar nesse combate, ndo o faz,
pois tem como principio o incremento de sua receita, 0 que ocorre com a producao e
comercializagdo de medicamentos para as doencas globais (cancer, doencas
cardiovasculares, estresse, entre outras)*.

Nesse contexto, 0s pacientes com baixo poder aquisitivo e sem influéncia politica
nao conseguem gerar o retorno financeiro buscado pela maior parte das empresas. Um
estudo feito pelo Instituto de Pesquisa G-finder constatou que menos de 5% do
investimento mundial da industria farmacéutica é direcionado ao tratamento de doencas
extremamente negligenciadas, doenca do sono, leishmaniose visceral e doenca de

Chagas, mesmo que estas atinjam mais de 500 milhdes de pessoas no planeta®..

2.2. Doencade Chagas

Uma das enfermidades negligenciadas que frequentemente acomete as
populacdes mais desfavorecidas € a Doenca de Chagas (DC) ou tripanossomiase
americana. Foi descoberta pelo médico brasileiro Carlos Justiniano Ribeiro Chagas ao
observar a presenca de numerosos protozodrios no conteldo intestinal de um inseto
hematdéfago, o “barbeiro” (Figura 4), chamado assim pois seu foco de hematofagia costuma

ser a face®.

Figura 4 - "barbeiro", vetor da T.cruzi. Adaptado de*?.

E considerada endémica na América Latina (América Central e do Sul e México),
sendo responsavel por mais mortes do que qualquer outra doenca parasitaria, com o
agravante de poder acometer qualquer individuo independentemente da idade e do sexo?.
Na Figura 5 pode ser observado o mapa que mostra a distribuicdo da doenca de Chagas

no planeta, mostrando em quais paises ela é endémica e o0s paises em que nao €


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1821068/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1821068/CA

24

endémica, mas esta presente??,

© Nao endémica mas presente

Figura 5 - Distribuicdo da Doenca de Chagas no planeta. Adaptado de

<https://www.dndial.org/doencas/doenca-chagas/>**

Existem aproximadamente um milhdo de portadores da doenca de Chagas no
Brasil, predominando os casos cronicos. Entretanto, recentemente a ocorréncia da fase
aguda, por transmissao oral e vetorial, vem sendo observada nos estados que compdem
a Amazobnia. Os surtos da doenca séo relacionados a ingestdo de alimentos populares
contaminados, dos mais de mil e duzentos casos registrados nessa regidao 70% ocorreram
por transmisséo oral no periodo de 2000 a 2011%4.

A tripanosomiase também tem sido crescentemente relatada em regides néo
endémicas, como na América do Norte, mais especificamente no sul dos Estados Unidos
e no Canada, assim como em varios paises da Europa e Asia. E possivel que essa
contaminacgdo contaminacgao se dé pelo aumento da migragédo entre a América Latina e os
continentes citados. Estima-se que atualmente aproximadamente 6 milhées de pessoas
estejam infectadas pelo T.cruzi, s6 na América latina, estando outros 70 milhdes sob
elevado risco de infecgdo?.

Seu agente etiolégico € o Trypanosoma cruzi e sua transmissdo acontece
majoritariamente via vetor. Nela, o inseto (“barbeiro” ou “bicudo”), ao picar o hospedeiro
vertebrado defeca ao lado da picada, deste modo, conforme o individuo coca essa regiao
arrasta os parasitas presentes nas fezes para o local da lesdo na pele e/ou para as
mucosas infectando as células presentes no sitio de ingresso?’.

Outros tipos de contaminagdo sdo0 menos comuns, mas podem acontecer, coOmo
a transmissédo de mée para filho, que se destaca como rota de infeccdo mais significativa

em paises ndo endémicos e naqueles que j& conseguiram controlar o vetor. Em paises
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como Argentina e Bolivia a taxa de infeccdo congénita em recém-nascidos de méaes
chagésicas oscila entre 1,6% e 10,5%. A formulacdo pediatrica de benznidazol mostra alta
eficacia no tratamento de bebés recém-nascidos contaminados®®.

Uma das formas de contagio que teve maior queda na transmissédo nos ultimos
anos foi a via transfusdo de sangue e transplantes de érgaos, isso se deve ao melhor
controle nos bancos de sangue. Por outro lado, com a popularizacdo de algumas bebidas
oriundas da bacia amazodnica como acai, caldo de cana e suco tapereba, a contaminacao
via transmissao oral esta aumentando em diversas regides do Brasil. Este um fator
importante epidemiologicamente, pois essa forma de contagio pode ser particularmente
grave, uma vez que através da ingestdo de bebidas contaminadas um alto nimero de
triatomineos podem entrar no organismo®“°. Em menor proporcéo, acidentes de laboratério
também podem resultar em transmisséo da DC.

O T.cruzi tem duas fases de infeccdo bem distintas a) aguda: onde na maioria dos
casos, permanece assintomatica, ndo havendo sinais clinicamente identificaveis, por isso
conforme observa-se no quadro 2, o nimero de registros oficiais de pacientes na fase
aguda sdo reduzidos quando comparado ao das outras DNs. E, em casos raros, quando
paciente manifesta sintomas, eles incluem febre, cefaléia, edema subcutaneo, aumento de
volume dos ganglios linfaticos, cardiomegalia, alteracbes do sistema nervoso central, e
inflamacado no tecido muscular; b) crénica: a infeccdo pode ser descoberta por sorologia

e/ou métodos parasitolégicos e exames clinicos, como eletrocardiogramas e raios-x'°,

2.2.1. OTrypanosomacruzi e seu ciclo evolutivo

O Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado com estrutura celular eucaridtica:
membrana plasmatica, citoplasma e ndcleo. Apresenta um Unico flagelo e uma mitocondria,
onde se localiza o cinetoplasto (kDNA) que contém seu DNA mitocondrial®?.

Ha uma gama de cepas que apresentam grande diversidade genética. As suas
formas parasitarias evolutivas (Figura 6) sdo: (i) amastigota, encontrada no citoplasma de
células do hospedeiro vertebrado; (ii) epimastigota que é forma evolutiva, presente no tubo
digestivo do inseto hospedeiro, onde ocorre a sua multiplicacéo por divisdo binéria levando
a forma (iii) tripomastigota, presente no sangue periférico, bem como no intestino posterior

do inseto vetor, ndo se replica, porém leva a infeccdo ao ser humano®3,
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Figura 6 - Formas celulares do parasito T.cruzi: a) amastigota; b) epimastigota; e
c) tripomastigotas no barbeiro. Adaptado da referéncia 30%*.

O ciclo de vida deste organismo pode ser classificado em silvestre, peridomiciliar
e domiciliar, conforme os habitos de seus hospedeiro®®.

Através do vetor (barbeiro) o ciclo biolégico do T.cruzi comeca pela ingestédo de
sangue do mamifero que esté infectado com as formas tripomastigotas (Figura 7). Ao longo
dos dias, as formas tripomastigotas se transformam em epimastigotas no estémago do
triatomineo, entdo elas migram para o intestino médio, onde se replicam intensamente por
fissdo binaria, culminando no aumento da populacdo de parasitas. Dessa forma, os
nutrientes ficam escassos causando estresse no parasita, fazendo-os aderir ao epitélio do
intestino posterior do triatomineo se diferenciando em formas tripomastigotas metaciclicas,
por um processo de metaciclogénese®’,

Durante o novo repasto sanguineo, o barbeiro elimina em suas fezes e urina as
formas epimastigotas que ndo se transformaram, bem como as formas tripomastigotas
metaciclicas, que sdo causadoras da infeccdo no vertebrado através de lesdes na pele
causadas pela picada*’®®%°, Ao penetrar na célula hospedeira, as formas tripomastigotas
metaciclicas, através de mudancas morfoldégicas e bioquimicas se diferenciam em
amastigotas, estas por sua vez se multiplicam por diviséo binaria®. Ao final de 2 a 9 ciclos
de divisdo, os parasitos passam por diferenciacdo evoluindo para forma tripomastigotas,
essas por sua vez sao liberadas na corrente sanguinea, linfatica, 6rgdos e tecidos
disseminando a infec¢édo, quando a célula parasitada se rompe, e/ou serem ingeridas pelo

barbeiro ao se alimentar do sangue contaminado®.
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@ Urinomastiootas metaciclicos que entram @9 Tripomastigotas metacicicos penetram varios

pela ferica ou por membranas mUcosas tipos celulares no local de entrada. Dertro des

célulaz, =& transformam em amastigotas

tripomastiaotas metaciclicos
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Crtees At
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Trinomastiootas fizz=@0 bindria dentro das células

podem infectar outras do= tecidos infectados
células & se transfarmar em

amastigotaz intracelulares
&m novos locais

Amastigotas intracelulares
=e transformam em tripomastigotas,
gue entram No sangue a0
estourarem az células

Figura 7 - Ciclo de Vida do T.cruzi. Adaptado de de CDC (Centers for Disease

Control and Prevention)®.

2.2.2. Tratamento atual e perspectivas

O tratamento disponivel atualmente para esta tripanossomiase, mesmo apés mais
de 100 anos de sua descoberta, é a quimioterapia com os farmacos benznidazol (BZ) e o
Nifurtimox (NF), cujas estruturas sdo mostradas na Figura 8. Lancados nas décadas de
1960/70, tais medicamentos sdo mais efetivos na fase aguda da infec¢do por T. cruzi,
principalmente, no tratamento de criancas onde o indice de cura é de cerca de 70%°%. Ja
para os adultos, principalmente na fase cronica, a eficacia desses farmacos é reduzida a
menos de 20%, além de se mostrarem mais toxicos causando varios efeitos colaterais, que
vdo de perturbacGes no trato digestério até a severa perda de peso®. Além disso, a
medicacgdo falha na eliminagdo dos parasitas, por isso muitos pacientes abandonam o

tratamento®*©3.
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Benznidazol Nifurtimox
Figura 8: Estrutura dos farmacos disponiveis para o tratamento da doenca de
chagas.

A comercializacdo do NF chegou a ser suspensa em alguns paises da América
do Sul na década 1980, inclusive no Brasil. A Bayer interrompeu a fabricacdo do farmaco
no ano de 1997, entretanto, ele voltou a ser produzido a partir de 2000, em El Salvador,
para dar suporte ao tratamento da tripanossomiase africana (doenca do sono). Atualmente,
o nifurtimox pode ser adquirido por iniciativas da Organizacdo Mundial da Salde®+0.
Ademais, o Nifurtimox pode ser uma alternativa ao BZ, quando este causa graves efeitos
colaterais nos pacientes em tratamento®.

Os laboratérios privados tém demonstrado pouco interesse na pesquisa da
doenca de Chagas, principalmente, pelo baixo retorno financeiro, uma vez que essa € uma
enfermidade que afeta majoritariamente pessoas com baixo poder aquisitivo. No que tange
as pesquisas em centros universitarios, ainda sdo impostas muitas restricbes de
financiamento, tal fato retarda o desenvolvimento de novos medicamentos e estratégias de
tratamento. Esse cendrio gera a situacao atual, em que os medicamentos disponiveis sédo
0s mesmos desde 1970, apresentam efeitos adversos e sdo praticamente ineficazes na
fase cronica da doenca**®°.

As acOes terapéuticas classicas, usadas para tratar a tripanossomiase, a grosso
modo, atuam com trés mecanismos: via estresse oxidativo, interacdo parasita-hospedeiro
e no metabolismo®. O mecanismo de acdo do Benznidazol ndo esta totalmente elucidado,
porém acredita-se que este se baseia na producéo radicais nitrorreduzidos, principalmente
pelas enzimas citocromo P450 redutase, xantina oxidorredutase e aldeido-oxidase, que
sdo capazes de se ligar a lipidios e proteinas do parasito causando ainda danos aos seus
acidos nucleicos™ "2,

Nas ultimas décadas, os avangos no conhecimento da quimica medicinal e da
bioquimica do T. cruzi permitiram a identificacdo de novos alvos terapéuticos possibilitando
o planejamento de novos inibidores potencialmente mais eficientes e menos toxicos, além
disso, tem-se considerado o reposicionamento de farmacos usados no tratamento de

outras doencas’®.
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Nesse sentido, farmacos antifingicos, como o posaconazol, VNI e fluconazol
(Figura 9) tém sido testados, principalmente, para verificar sua interferéncia na biossintese
do ergoesterol, esterol vital ao crescimento do parasita. Este medicamento tem levado
ratos infectados a cura parasitolégica nas fases aguda e cronica’ >,

N
72\
N—/
OH
F
N
&N
N
F 3
Fluconazol

Figura 9 - Estrutura do fluconazol.

Outras classes de alvos sao: (i) a via glicolitica das formas tripomastigotas, que
vem sendo muito estudada, pois as formas infectivas do parasita a usam “como fonte de
energia através de producdo de ATP"7%8, e (ii) a via das proteases - enzimas com a funcdo
de catalisar a hidrélise de ligacGes peptidicas de outras proteinas, levando a fragmentos
de amino&cidos menores - vitais a sobrevivéncia e a replicagdo dos parasitos’”’8,

A cruzaina é a cisteina protease mais abundante e essencial para o
desenvolvimento e sobrevivéncia do Trypanosoma cruzi, é expressa em todas as suas
formas, ainda que em diferentes compartimentos (Figura 10). Esse fato a torna um bom
alvo para o desenvolvimento de fArmacos que possam ser usados no tratamento da doenca

de Chagas™*®.
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localizagao da cruzaina () no T. cruzi

epimastigotas tripomastigotas amastigotas
(lisossomos) (bolsa flagelar) (superficie)

Figura 10 - Localizagdo da Cruzaina durante o ciclo evolutivo do T. cruzi. Retirado

de®®.

O desenvolvimento de candidatos a farmacos também pode partir da similaridade
estrutural com os compostos ja disponiveis para o tratamento dessa enfermidade. Nesse
contexto, diferentes classes de possiveis inibidores vém sendo estudadas, dentre elas
destacam-se os derivados ndo peptidicos como os tiazdis, pirimidinas, tiossemicarbazonas
e chalconas®’3.

Uma das moléculas teste que mais se destacou nos ultimos anos foi o tiazol
ravuconazol (Figura 11), que apresentou boa atividade nos modelos in vitro e in vivo,
principalmente frente a forma amastigota, sendo até entdo um candidato promissor para o
tratamento da Doenca de Chagas. No entanto, infelizmente a molécula nao foi eficaz no

tratamento de pacientes cronicos*®365:81,

N
Y
N—N

HO,

Sx _
SaWa
N

F 4

Ravuconazol

Figura 11 - Férmula estrutural do candidato a farmaco.

Apesar das restricbes, a Academia vem concentrando esforgos e conseguindo
avancos na identificagdo de alvos e na producdo de possiveis hovos medicamentos que
sejam aprovados nos testes terapéuticos e possam ser utilizados no tratamento da DC

tanto na sua fase cronica quanto na sua fase aguda.
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A quimica medicinal com sua multidisciplinaridade é essencial no processo de
planejamento e desenvolvimento de novos farmacos, indo desde a identificagdo de alvos
até as relacdes entre estrutura e atividade biolégica envolvidas no mecanismo de acgéo de
uma molécula®®3,

O pontapé inicial das pesquisas € a identificacdo e otimizacdo de moléculas
prototipos de baixa massa molecular que apresentam potencial aplicacao clinica para um
determinado alvo. Nesse momento, é importante investigar as propriedades fisico-
guimicas relacionadas aos processos farmacocinéticos ADMET (Absorcao, Distribuicéo,
Metabolismo, Excrecao e Toxicidade) destas moléculas e suas intera¢cdes com o ligante
alvo, em especial a solubilidade e a permeabilidade, pois quando estas sdo baixas
normalmente ha falha no desenvolvimento do medicamento®®°, Atrelado a isso, o
coeficiente de particdo, log P, uma medida quantitativa relacionada a lipofilicidade de
compostos bioativos, € essencial para prever como sera o transporte e a atividade do
candidato a farmaco, mostrando seu perfil de afinidade no 6leo ou a 4gua®. De posse
dessas informacdes, as novas moléculas podem passar por testes biolégicos adequados
(in vitro e in vivo)®4. E posteriormente, passa por testes clinicos até ser aprovado pelas
reguladoras farmacéuticas e ser disponibilizado no mercado®’.

A quimica de heterociclicos, atualmente, se destaca na concepcdo e no
desenvolvimento de novos compostos farmacologicamente ativos que ocorre ho mundo
inteiro®, uma vez que é tdo fundamentada quanto a quimica de compostos aromaticos
e/ou alifaticos, engloba amplo espectro de diversidade estrutural e tem propriedades fisico-
guimicas que podem viabilizar os mais diversos processos de intera¢des intermoleculares
com alvos biolégicos®%°. Nesse sentido, a aplicacdo de porcdes heterociclicas na sintese
de compostos com atividade tripanocida € de grande importancia tanto do ponto de vista

tedrico como do pratico.

2.3. Tiazois

O tiazol (Figura 12) é um heterociclo aromatico de cinco membros contendo um
atomo de enxofre na posicéo 1 e um atomo de nitrogénio na posicdo 3°+%1, Apresenta maior
aromaticidade que seu isOstero oxazol, uma vez que seus elétrons n estdo mais
deslocalizados. O atomo de N do tiazol atrai elétrons para si o que leva a diminuigdo da
densidade de elétrons em C-2, assim o ataque nucleofilico deve ocorrer na posicao 2,
favorecido por reagentes de Grignard ou organolitios, quanto a substituicdo eletrofilica
ocorre preferencialmente na posi¢cdo C-5, caso isso ndo seja possivel a substituicdo

ocorrera na posicdo C-421, essas duas reacdes estdo representadas no esquema 1.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1821068/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1821068/CA

32

2
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5%{[\'3

Figura 12 - A estrutura numerada do nucleo tiazélico (5).

Em termos de planejamento de farmacos, os tiazéis, assim como os demais azoéis
do grupo de heterociclos de cinco membros, mostram-se excelentes blocos de construcao,
pois modificagbes nas suas estruturas podem dar origem a diferentes propriedades
guimicas que podem levar a baixos ou nenhum efeito colateral quando usados area

terapéutica®®s,

Substituicdo Nucleofilica em tiazois

Nu

Nu Y

_—

Substituicdo Eletrofilica em tiazdis
F
N r-EN

O - _JON
E\J\ " H :

Esquema 1 — Reacbes de substituicdo nucleofilica e eletrofilica em um anel

SEAN
I~

tiazdlico genérico.

De acordo com Mcinnes e colaboradores (2004), a presencga de azois, como
oxazois e tiazbis na estrutura de um composto podem levar a inibicdo das proteinas
guinases, que sdo essenciais no controle intracelular, regulacdo e transducéo de sinais em
células eucariotas®4,

Pelas razdes anteriormente citadas, o nucleo tiazol é frequentemente encontrado
como uma subunidade em farmacos®>, como por exemplo, no sulfatiazol um
antimicrobiano, do ritonavir que combate o virus HIV e Desatinibe utilizado no

tratamento de leucemia mieloide crénica®, estes sdo mostrados na Figura 13.
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Sulfatiazol Ritonavir Desatinibe

Figura 13 - Estrutura dos farmacos contendo anel tiazélico.

O método classico para a producao deste heterociclo com diferentes padrées de
substituicdo é a sintese de tiazois de Hantzsch do ano de 1887, baseada na condensacao
entre tioamidas primarias ou tiouréias (substituidas ou nao) com compostos a-

halocarbonilicos (Esquema 2)%.

o Ra
R i EtOH s
R 2 v M <N
! Ry™ NH 78°, 3h R
X 2 , 2 R1

R: e Rz = grupos alquilicos e arilicos
Rz = NHz, grupo alquilico, NHR

Esquema 2 - Preparacgao de tiazéis, a partir de a-bromocetonas e tioamidas (ou

tioureias) via metodologia de Hantzsch.

No mecanismo dessa reacdo (Esquema 3) observa-se na primeira etapa o ataque
do enxofre no carbono halogenado do a-halo aldeido ou da a-halo cetona ocorrendo entéo
a substituicdo nucleofilica. Em seguida, ocorre transferéncia protdnica no sal S-alquiliminio
formado e por fim ha a ciclizagdo produzindo um sal de 4-hidroxi-2-tiazolina, que é
convertido no tiazol 2,5 dissubstituido, em solvente protico com eliminagdo de agua

catalisada por 4cido.
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Rz
[ X R1
-HX
-H20
+ —
o NH2X "{6 X~ NH R';'O H,
—_— \\_/ —_— \_R3
S A L
1 1 R;
R> R2

Esquema 3 — Proposta de mecanismo para a formacao de um tiazol pelo método
de Hantzsch.

Uma metodologia desenvolvida pelo grupo de Erlenmeyer (Esquema 4) em 1945
dispensou o uso das tioamidas comerciais, elas passaram a ser formadas in situ, porém
esse método apresenta muitas desvantagens, uma vez que exige 0 excesso de
pentassulfeto de fésforo (P4S10), atmosfera inerte, o uso de solvente anidro (dioxano ou
THF), além do tempo reacional elevado e baixo rendimento global que varia entre 40% a
70%°%,

o R3
R Q P4S10 S/\<
R N | . N
! R NH  THR66°C Ry
X 2 R1

R:1 e Rz = H, grupos alquilicos, grupos arilicos;
Rs = NH2, grupo alquilico;

Esquema 4 — Método reacional com formacéao de tioamidas in situ.

Uma adaptacédo recente do método de Hantzsch foi desenvolvida por Kocabas e
colaboradores (2010)' com objetivo de sinterizar tiazois substituidos nas posicdes 2 e 5.
Nele, diversos tiazois foram obtidos a partir da reacédo entre acetofenonas o-bromadas
substituidas com grupos doadores e retiradores de eletrons e derivados de
tioureia/tioamidas na presenca de hexafluorfosfato de tetrabutilaménio (BusNPFs) a
temperatura ambiente e sob intensa agitacdo (Esquema 5). Indepedentemente da
substituicdo nos brometos de fenila foram alcancados altos rendimentos, variando entre
81% e 96%.
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S BusNPFs, MeOH | >—r
XN

SN )k
| + R "NH2 rt, 15 min |
Br :
R/ Z

R'= Me; NH2 ;
NMez; Ph;

Esquema 5 -Sintese de derivados de tiazol na presenca de hexafluorfosfato de

tetrabutilamonio.

Um método alternativo para formacéo de tiazois foi descrito em 2016 por Tang e
colaboradores. Nessa reacdo ocorre uma condensacdo do tipo [3+1+1] catalisada por
cobre, entre uma oxima e o tiocianato de potassio (KSCN) na presenca de anidridos de
acidos carboxilicos (Esquema 6). Essa reacao leva a tiazéis com bons rendimentos sob

condicdes de reacdo moderadas®®.

N Cul, KSCN, S
I O O Tolueno N IN/>\
N
|/ P + )ko)k 120°C, 24h |/ _
R R

Esquema 6 -— Sintese de tiazdis via reacdo de condensacao do tipo [3+1+1]

catalisada por cobre

A explicacdo detalhada desta reacdo esta representada no Esquema 7, tendo
como base experimentos de controle reacional. Para iniciar a reacéo a cetoxima (9) reage
com o anidrido acético disponivel gerando o composto 10, em seguida, o radical livre imina
(11) é formado a partir da reducdo do composto 10 pelo mecanismo de transferéncia de
um Unico elétron (SET) do Cul. O composto 11 se converte rapidamente no isbmero 12, e
este Ultimo captura um elétron do Cu'" e entdo reage com o anion tiocianato fornecendo o
composto Cu"-alquila (13). O intermediario 14 é formado por eliminagdo redutiva do Cu"
em 13. ApOs isso, ocorre o0 processo de isomerizagdo levando ao intermediario 15 e em
seguida ocorre a acilacao deste gerando o intermediario 16. Logo ap6s, o intermediario 18
€ gerado por um processo de hidrélise em duas etapas em condigbes acidas. O
Intermediario 19 é formado quando o composto 18 perde didéxido de carbono e ambnia em
condi¢cbes de aquecimento. Finalmente, ocorre o ataque nucleofilico intramolecular do
enxofre na carbonila do composto 19, seguido de desidratacéo intramolecular de 20 dando
origem ao produto esperado (21). A reacao global ocorre sob condigbes redox-neutras e

para os autores isso € um novo caminho para a sintese de tiazoéis partindo de oximas.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1821068/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1821068/CA

36

N Ccu' NH cu'+-scN
R)l\ B )\ § R)J\

9 11 12

NH 1 NH: ﬂzg
R Ceen R J\/SCN — )\/SCN >

13

0
HN* _H2Q> HN* H20> )k
+
R)\/SCN " R)\/SY )\/ ~COONH4
17

16

19 20 21

Esquema 7 — Etapas da reacédo de formacgdo do tiazol via oxima pelo método
[3+1+1].

Atualmente uso das metodologias que levam em conta os principios da quimica
verde vém se tornando mais comuns e ganhando destaque, uma destas foi desenvolvida
por Rostamizadeh e colaboradores®®®, para a sintese de 2-amino-1,3-tiazois usando um
procedimento de baixo impacto ambiental, os melhores resultados desse estudo foram
alcancados quando a agua foi usada como solvente e NaHSO,4como catalisador, o tempo
reacional é inferior a 1h e o rendimento chegou a alcangar 81%, a reacao esta representada

no Esquema 8.

o)
Br S NaHSO4 30%mol | )—NHR:
N
* R2HN NH2 H20
R1
Ri= H, OMe, Br Ri
R2= H, Me, Ph;

Esquema 8 — Sintese de tiazois por protocolo verde.

Outra metodologia (Esquema 9) descrita na Ultima década por Donohoe e

colaboradores®’ consiste na sintese de 1,3-tiazois partindo de alcenos, para isso emprega-
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se o iodo molecular para promover a ciclizagéo, pois a halogenacao das a-melti-cetonas
nesse tipo de reacdo ocorre in situ, evitando assim o isolamento de a-halo-cetonas e
levando a altos rendimentos entre 67% e 83%. Neste tipo de reagdo o IBX que é um

oxidante age na conversao do alceno em cetona.

S
- | Ri_ s
Pa I2; IBX lew)\Rz R3 NH2 | >_R
R1 Rz pmso, rt o Y

3,5h O

Esquema 9 — Sintese de tiazéis a partir de alcenos.

Através destas e muitas outras metodologias, novos derivados de tiazol vém sendo
sintetizados e utilizados na composicao de potenciais farmacos que séo avaliados frente a
diversas doencas, e quando estes obtém resultados satisfatérios em todas as etapas,

passam a ser disponibilizados no mercado de farmacos.

2.3.1. Derivados detiazol com atividade anti T. cruzi

Uma das razbes para os tiaz0is serem interessantes estruturas prototipos sao
seus precursores quimicos de sintese acessivel e baixo custo. Soma-se a isso o fato das
reacdes de obtencdo destes compostos nhormalmente apresentarem bons rendimentos e
capacidade de diversidade quimica tanto em relacdo a a-halocetona quanto em relacéo
ao tiocomposto (RCSNH>) empregados na sintese®.

Pelo fato do anel tiazélico ser um isostero do anel imidazol presente no farmaco
benznidazol, como pode ser visto na Figura 14, muitos compostos com um nucleo tiazélico
tém sido avaliados contra T. cruzi*>'°2, Alguns deles, como o ravuconazol (Figura 11), tém
mostrado potencial tripanocida e viabilidade celular igual ou superior ao farmaco anti-
chagasico de referéncia®. Essas caracteristicas observadas sdo fundamentais no

planejamento de novos farmacos que combatam a tripanossomiase.

N
/A —\
<T\j)\NOz N_ S
SUBANES
e
1 5

Figura 14 - Semelhanca nas estruturas do imidazol do BZ e um tiazol genérico.
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Recentemente, Gomes e colaboradores (2016) descreveram uma série de
compostos derivados do tiazol com atividade tripanocida in vitro semelhante ao
benznidazol. O estudo visou comparar a atividade e a citotoxicidade de moléculas
contendo o anel tiazol com aril tiossemicarbazonas, ja amplamente investigadas como
potenciais inibidoras da cruzaina de T.cruzi'®. Além disso, também foi determinado o indice
de seletividade (IS), que relaciona a citotoxicidade de uma molécula as células de
mamiferos e sua atividade tripanocida, ou seja, quanto um composto é ativo contra o
parasito sem prejudicar as células de mamiferos!®410°,

Os compostos produzidos nesse estudo foram sintetizados em duas etapas, na
primeira a 3-bromofenil-1-propanona foi reagida com a tiossemicarbazida correspondente
em refluxo de etanol, catalisado por HCI, durante 3 horas e na etapa final o intermediario
tiossemicarbazona foi reagido com a halo-cetona correspondente, em 2-propanol, em

temperatura ambiente por 1 hora (Esquema 10).

=Br ou CI;
H R
H R3
| | O
HN/N\H/NH A >_< Br « Ny
2 N - N - Ar
Br o g Br \ N\[S]/N R a7 R | rj/
EtOH HCI 2-propanol, rt, 1 h R>
780C 2-3h R Comp Ar R2 R3
22 %%‘E:_ HM _ 24a Ph-Ph H H
S50 = Pf? 24b  NO2-Ph H H
’ 24c 2-Naph H H
24d Ph H H
24e MeO-Ph H H
25a Br-Ph Me H
26a MeO-Ph H Me
26b MeO-Ph H Ph

Esquema 10 — Sintese dos compostos empregados nesse estudo das
tiossemicarbazonas (23a-23c); e dos tiazéis (24a-24e; 25a; 26a-26b);

Em relacdo a citotoxicidade a célula hospedeira, a tiossemicarbazona e o 1,3-
tiazol que ndo apresentam substituicdo (23a e 24d) mostraram-se toxicos nas dosagens
de 35 pM e 64 uM respectivamente. Foi identificado que a inser¢do de um substituinte na
posicéo para da arila ligada a C5 do tiazol aumenta a tolerancia das células aos compostos
(Figura 15)*6.
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Figura 15 — Citotoxicidade de alguns derivados arilados de tiazol.

As moléculas sintetizadas com a estrutura hidrazinil-1,3-tiazbis dispostas no
Esquema 10 foram testadas em ensaios in vitro mostrando atividade antiparasitaria
substancial contra as formas epimastigota e tripomastigota de T. cruzi'®. Através da
pesquisa observou-se que compostos contendo o grupo metoxi (24e) como substituinte
apresentam importante atividade antiparasitaria, bem como a biarila (24a), que levou a um
composto 4 vezes mais seletivo que a fenila (24d). Por outro lado, compostos que contém
um grupo rigido, como o naftil (24c) (Figura 15), ndo apresentaram atividade tripanocida
tdo elevada quanto os compostos com substituicdo mais flexivel.

A adicao de metila na posicdo C5 do anel de tiazol, levou a uma dréastica elevagéo
na citotoxicidade (12uM) quando comparada aos compostos da série que nao apresentam
esta substituicdo, e a uma boa atividade tripanocida (4,79uM). Quando uma metila ou uma
fenila é inserida na posi¢cdo N3 no anel tiazolico (26a e 26b) e este é comparado ao seu
analogo 24e observa-se a reducdo da atividade antiparasitaria frente a forma
tripomastigota, indo de 3,84 UM em 24e para 76 UM e 56 uM, para 26a e 26b,
respectivamente. Além disso, os compostos 26a e 26b tem um baixo IS e sdo 50% mais
toxicos que 24e’. Os compostos com substiuicdes em C-4 e em N3 tem sua estrutura

apresentada na Figura 16.
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Figura 16 - Derivados com a estrutura hidrazinil-1,3-tiaz6is com substituices em

C5 e no N do anel tiazdlico.

Apesar dessas moléculas terem sido planejadas como potenciais inibidoras da
cruzaina, os derivados com maior acao tripanocida mataram o parasita, mas nao inibiram
a atuacéo da enzima, o que indica a atuacédo destes em outros alvos moleculares?®.

Os compostos com melhor atividade antiparasitaria foram 24e e 24a (Figura 17),
e para além disso, a molécula 24a apresentou indice de seletividade (IS) duas vezes
melhor para a forma tripomastigota que todos os compostos testados nessa série e que 0
BZ?S.

R, = Metil ou fenil reduzem a atividade tripanocida
|T| R2

Br SN Ri R, = Metoxi e fenila aumentam

s/ a atividade tripanocida

Rs
R3 = Metila aumenta a atividade tripanocida
G 0 0
OMe
Br S NN Br > . N__N Br s N_ N O

N = N = N =
- pe N ¥

24d 24e 24a

IS=11,7 1S=31,3 IS>64,5
Aumento no indice de Seletividade

D

Figura 17 - Andlise da atividade tripanocida de tiazéis e seletividade frente a T.

cruzi.

O mesmo grupo de pesquisa desenvolveu uma série hova com compostos com
potencial anti T.cruzi baseados na estrutura ftalimido-tiazol (Esquema 11) buscando alta
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atividade tripanocida e baixa toxicidade. Para isso foram analisados os efeitos de diferentes
grupos arila na posicéo 4 (R:) do tiazol*®’.

A nova série de compostos foi preparada seguindo duas etapas: reacdo de
anidrido ftalico (27) com tioamicarbazida, em DMF sob refluxo por 4h, com uma quantidade
catalitica de DMAP levando ao intermediario ftalimido; e sintese da porcéo tiazélica via
Ciclizacdo Hantzsch entre o composto 28 e a a-halo-cetona apropriada sob irradiacdo de

ultrassom, & temperatura ambiente por 1 hora.

=Br ou Cl;
NH2
O H.N NH 0 O>\ ( 0
H Comp R:
Ar R !
\g/ N N—NH _ N_N 29a Ph;
DMF 4h J—NHz EtOH 1h NS 29 4-Me-Ph;
0 Refluxo S ultrassom e} N/ Y 29¢c  4-MeO-Ph;
DMAP 29d 4-Ph-Ph;
27 28 29a-e 1 29e  2-Naph

Esquema 11 — Sintese dos ftalimido-tiazol.

Da primeira série, apenas o composto com o grupo nafitil (29e) substituido em R1
mostrou importante atividade tripocida (em epimastigotas ICso= 8.0uM e em tripomastigotas
ICso= 4.7 uM), atrelado a sua baixa citotoxicidade (>269,2 uM). Por isso, Gomes e
colaboradores (2016), passaram a investigar a influéncia da adicdo de um grupo espacador
(-CH2-CH=N) entre a ftalimida e o nucleo tiazélico (Figura 18) na atividade bioldgica, além

da adicdo de uma fenila em N3 no anel tiaz6lico®’.

O

Comp R: R2

30a Ph; Ph

NN s 30b  4-Me-Ph; Ph
N 30c  4-MeO-Ph; Ph

0 N_<N]\R 30d  4-Ph-Ph; Ph
308-e Il? i 1 30e 2-Naph Ph

Figura 18 — Nova série de ftalimido-tiazol com adi¢cdo de grupo espacador (-CH»-
CH=N).

Para esta nova série, a atividade tripanocida apresentou valores de ICs variando
entre 0,5 uM e 98 uM, mostrando excelente desempenho frente a forma tripomastigota da
cepa Y, levando a alteragdes estruturais na morfologia do parasito, como encurtamento do
flagelo, alteracdo nos reservossomos, condensacdo anormal de cromatina, vacuolizacéo
intensa no citoplasma, inchaco do cinetoplasto e dilatacéo do reticulo endoplasmaético®’.

Novamente, o grupo arila que levou ao composto com maior atividade foi o nattil


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1821068/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1821068/CA

42

(30e) (Figura 19) (em epimastigotas ICso= 11.9uM e em tripomastigotas ICso= 0.5uM)
apresentando um indice seletivo de 409, sendo 26 vezes mais seletivo do que BZ.
Ademais, todas as moléculas aril substituidas apresentaram alta tolerancia citotoxica na
concentracao tripanocida nas células do baco de camundongos infectadas com a forma
tripomastigota, mostrando-se mais seguras que o farmaco padrdo no uso clinico. Dessa
forma, os autores consideram que os ftalimido-tiazéis podem ser candidatos promissores
para tratar a tripanossomiase!?’. Diferente dos resultados do trabalho anterior, foi verificado
que a insercdo de uma ramificagdo no nitrogénio tiazélico do composto, em especifico

naquele com substituicdo naftil (29¢), leva a um aumento extra na atividade tripanocida.

O
29

Figura 19 - Estrutura do composto mais efetivo frente a forma tripomastigota da

Cepa Y do estudo realizado com a insercéo do espacador (-CH2-CH=N).

Nogueira e colaboradores (2018) analisaram por simulacdo molecular
(superposicdo molecular, docking e dindmica molecular) uma série de 4-
ariltiazolilhidrazonas (Figura 20) com potencial atividade tripanocida. Eles avaliaram os
efeitos tanto de modificacdes no grupo arila ligado ao aril tiazol (R4), quanto no anel

aromético ligado a porcéo hidrazona (com variacées de R, Rz e R3)™.

H
N-N
R, I \7¢N R1 = CHs, H, OCHs3s
SJ\Q R> = H
R4 Rs=H, CH3
Rz R4 =H, Cl, CHs

R1

Figura 20 - Estrutura base de 4-ariltiazolil-hidrazonas

Esses compostos apresentaram atividades promissoras contra a forma
epimastigota de T. cruzi. O mecanismo de agdo desses derivados de tiazol esta

relacionado a inibicdo da esqualeno epoxidase (SE), o que diminui a producdo de

ergosterol, composto essencial na constituicdo da membrana celular em parasitas
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tripanossomas, desempenhando papel estrutural analogo ao colesterol em humanos,
sendo que ndo havia relatos sobre esta avaliagdo experimental na literatura até a
realizacdo do presente estudo®®. Cabe ressaltar que a inibicdo dessa enzima leva ao
acumulo de esqualeno, que é um intermediario da rota de produc¢éo do ergosterol. A andlise
do modelo 3D mostrou que a presenca de dois grupos hidrofébicos (cloroarila e para-tolil)
e um aceptor de ligacdo de hidrogénio (nitrogénio do anel tiazélico) é essencial a inibicéo
da SE.

Assim, através de modelagem os autores concluiram que ha correlacdo entre a
atividade anti T.cruzi e o acimulo de esqualeno para a maioria das moléculas analisadas,
sendo o composto mais ativo, aquele que levou a maior acimulo de esqualeno (30) (Figura
21)%8,

Figura 21 - Derivado de tiazol (30) que levou a maior acumulo de esqualeno,

através da inibicao da esqualeno oxidase.

Adicionalmente, foram realizados estudos in silico que confirmaram a capacidade
das 4-ariltiazolil-hidrazonas de acumular esqualeno e consequentemente inibir a esqualeno
epoxidase de T. cruzi, o que para 0s autores, sao dados importantes para a concep¢ao de
novos inibidores de SE e posteriormente podem se tornar medicamentos viaveis no
tratamento da doenca de Chagas?®é.

No trabalho de Cardoso e colaboradores (2014), derivados de tiazéis substituidos
com grupos arila na posi¢éo 4 e com grupos hidrazdnicos na posi¢do 2 (Esquema 12) séo
apresentados como inibidores em potencial da cruzaina, sendo sua atividade comparada
a da tiossemicarbazona intermediaria (33)*.

Os compostos dessa série foram preparados reagindo tiossemicarbazidas com o
aldeido (compostos sem substituicdo) ou cetona (para adicdo da ramificacdo metilica) via
condensacao para base de Schiff usando irradiacdo de ultrassom na presenca de AcOH.
A Ciclizacdo de Hantzsch foi usada para a formacéo do anel tiazol em refluxo de etanol por

2 horas.
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ss0™
SN 33 34a-d
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=N Me a)
\ H H Comp Ar
X, -N NH3 b) XN S -Cl-
N N N N 36a 2,4-Cl-Ph
3lou32 | il — | T / 36b  23-Cl-Ph
N S =N N 36¢c  2-Naph
Ar 36d  4-Br-Ph
35

36a-d
Esquema 12 — Sintese de tiossemicarbazonas com anel piridino e da série 2-
(piridin-2-il)-imino-tiazol (34a-d; 36a-d)

O estudo mostrou novas relacdes estruturais de acado anti T.cruzi em relagdo a
substituicdo na porcao arilica de 2-(piridin-2-il)-1,3-tiaz6is no desenvolvimento de novos
medicamentos para tratar a doenca de Chagas, sendo os compostos 34a e 34b (Figura
22) os mais potentes com valores ICso de 1,2 mM. Porém, estes apresentaram indice de
inibicdo da cruzaina proximo a zero, mostrando que o mecanismo de atuacdo das
moléculas 34a e 34b no parasito se da por outra via. Cabe ressaltar que todos 0s novos

tiazois desta série foram tanto ou mais eficazes que o Benznidazol*3,

H H
_N N
Xy SN S XY SN S
D | B
— N_/ N N_/
Cl Cl
34a 34b

Figura 22 - Estrutura dos tiaz6is mais potentes que o Benznidazol nos testes in vitro.

Por isso, o0 grupo realizou adaptacéo na estrutura destas moléculas adicionando a
ramificacdo metila (36a-d), a sintese destes esta disposta no Esquema 12. Ao realizar os
testes para essa nova série observou-se gue a cruzaina é potentemente inibida por varios
compostos chegando a uma porcentagem de inibicdo proxima a 90%. Os compostos
contendo a porcdo tiazolica mostraram atividade tripanocida superior a das

tiossemicarbazonas de partida, mostrando poténcia semelhante ao benznidazol frente as
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formas tripomastigotas e epimastigotas (Tabela 1)*3. Para efeito de ilustracdo, na Figura
23 sdo mostradas as estruturas dos compostos que obtiveram os resultados mais
relevantes nesse estudo, além dos compostos 34a e 34b.

Tabela 1: Comparacao da atividade tripanocida dos principais 2-(piridin2-il)-1,3-

tiazois com e sem substituicdo no carbono c6 da hidrazona.

% de
Composto inibicdo da | IC?O | IC?O HepG2®

cruzaina | tripomastigostas® | epimastigotas®

em 100puM
33 1 17 119 ND
35 5 2,8 4,5 ND
34a 0 1,2 4,8 100
36a 81 1,9 14,9 100
34b 21 1,2 4 100
36b 89 3.1 5,0 100
34c 2,1 18,3 10 100
36¢ 2,3 2,3 27 85,1
34d 3 2,1 8,3 100
36d 94 2 4,1 100
BZ ND 6,2 6,6 ND

a: tempo de incubacéo de 24 horas; b: tempo de incubacéo de 72 horas;
Fonte: Adaptado de Cardoso (2014)%3

Outro aspecto importante é que adicdo da metila na semicarbazona melhorou a
atividade tripanocida do composto de partida, além de incrementar seu potencial de
inibicdo da cruzaina. Quanto a citotoxicidade, a maioria dos compostos demonstrou baixa
citotoxicidade para HepG2 (linhagem celular hepéatica que secreta uma variedade de

grandes proteinas plasmaticas)*®.
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Figura 23 — Estrutura dos compostos mais relevantes do estudo

A andlise das estruturas ndo revelou uma correlacdo entre ligantes com
substituintes doadores ou receptores de elétrons em termos de atividade tripanocida. Os
estudos em silico apontaram para inibicdo in vitro da cruzaina, mostrando que moléculas
com maior afinidade ao silico também s&o potentes inibidoras para cruzaina'®. Um
esquema geral sobre os efeitos dos grupos ligados ao anel tiazélico estdo resumidos na

Figura 24.

Metila aumenta a atividade tripanocida

A presenca do grupo piridila N N~ 7/8
aumentaaatividadetripanocida<::I | _N /

Grupo arila aumenta
a atividade tripanocida (R

Figura 24 - Andlise do efeito dos grupos ligados ao tiazol na atividade tripanocida.

Retirado de®®

Sabendo da elevada atividade tripanocida dos compostos contendo o grupo
piridina, metoxila, biarila e naftila, o mesmo grupo realizou um novo estudo sobre a

efetividade das subtituicdes na posicdo C5 do tiazol, utilizando a mesma rota do trabalho
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anterior (Esquema 13)%8, Assim, verificaram que ao trocar uma fenila (38a) que apresenta
ICs0 contra a forma tripomastigota > 50 uM pelo heterociclo 2-piridil (38b), o ICso caiu para
excelente valor de 0,37 pM, ja para o anel 4-piridil (38c), o ICs foi 16,8uM, se mantendo
relativamente baixo em comparagdo a substituicdo fenila, mostrando entdo que estes

heterociclos levam a um excelente incremento na atividade antiparasitaria.

H oy O\_ H Comp Ar
—NH N 38a Ph
\N/NI(N ’ Ar> % SN \(/N Ar 38b  2-Piridil
sj 38c  4-Piridil
Cl 37 EtOH,78°C  Cl 38d 4-MeO-Ph
‘ é R
38y  Br-Ph

Esquema 13 — Sintese da série de ariltiaz6is com substituicdo em Cb.

O heterociclo 2-piridil € uma substituicdo importante, pois tem reconhecida
atividade biolégica uma vez que facilita a ligacdo de com um possivel alvo biol6gico por
possuir um aceptor de ligacdo de hidrogénio!®®. Com esses resultados identificou-se que o
composto 38b foi 27 vezes mais potente do que o benznidazol, induzindo as células
parasitarias a morte por apoptose. Outra susbtituicdo que mostrou importante atividade
tripanocida foi a metoxila (38d) que culminou num ICso= 17,1 uM. Por outro lado, a troca
por biarila (38e), naftila (38f) ou 4-bromofenila (38g) n&o resultou em aumento da atividade
tripanocida, tendo os trés compostos ICs,>50 pM.

Em relacdo a citotoxicidade os compostos com substituicdo piridina (38b e 38c)
se mostraram téxicos em concentra¢cdes menores que 50 uM tanto para os macréfagos
guanto para o cardiomioblasto de rato H9c2. JA os compostos 38d, 38e, 38f e 38g
apresentaram baixos niveis toxicicidade (>50 pM) mostrando que as vias podem ser
modificadas afim de melhorar a atividade tripanocida destes compostos.

Assim, os autores identificaram que os compostos 38c e 38d apresentam
atividade tripanocida similar a do farmaco referéncia (BZ). Além disso, ao combinar 38b (o
composto mais efetivo da série) e BZ observaram que estes levam a efeitos sinérgicos,
diminuindo significativamente a parasitemia sanguinea nos ratos, mostrando um perfil
promissor para combinacéo de drogas!®,

Nesse sentido, 0 avango nos estudos quimicos pode permitir a exploragéo e a
otimizacdo de propriedades fisico-quimicas de compostos contendo um nucleo tiazdlico,
viabilizando assim, a descoberta de novos candidatos a farmacos que possam auxiliar no
tratamento de diversas doencas infecciosas negligenciadas, dentre elas, a Doenca de

Chagas.
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Além disso, ndo foram encontrados estudos abordando moléculas similares ao
ravuconazole, que ndo apresenta por¢ao imino ou hidrazona ligada ao anel tiazélico. Dessa
forma cabe planejar moléculas que contenham as caracteristicas apontadas nos estudos
aqui apresentados (Figura 25) e, para mais, que possam ampliar a variedade de funcgdes
guimicas presentes em compostos que sejam aplicaveis no tratamento da

tripanossomiase.

fenila na posicéo
5 do tiazol

aumento da
atividade tripanocida

2_N

. S / 5
Literatura

R': OMe, piridila ou Ar
R' =

aumento da
atividade tripanocida

Figura 25 — Algumas substituicBes nos tiazois que os levam a aumento na
atividade contra T.cruzi.

2.4 ReacOes deacoplamento easintese defarmacos

A evolucédo na sintese organica ho mundo comecou a se intensificar na segunda
metade do século XX, especialmente com a descoberta de vias sintéticas empregando
compostos organometalicos, como o organopaladio, que possibilitaram além da formacéao
de ligacao do tipo C-C, até entdo complexa via metodologias tradicionais - a transformacéao
de grupos funcionais, aumentando sua aplicagdo na area medicinal, conferindo assim, um
carater ainda mais dinamico e interdisciplinar a quimica organica®109.110,

Nas reacOes de acoplamento, dois fragmentos organicos sdo acoplados na
presenca de um catalisador metalico formando liga¢gdes carbono-carbono ou carbono-
heterodtomo através da transmetalacdo de compostos organometélicos nucleofilicos com
eletréfilos organicos!!!. Esse tipo de reacéo foi impulsionada nas décadas de 1970/80,
guando Suzuki-Miyaura, Kumada-Tamao-Corriu, Mizoroki-Heck, Sonogashira, Stille,
Negishi e Hiyama apresentaram diversos trabalhos descrevendo o uso de metais de
transicdo como catalisadores na construcéo desse tipo de ligacdo'*?, e continua relevante
até hoje, com a larga aplicacéo do paléadio, tendo os professores Richard F. Heck, Ei-ichi

Negishi e Akira Suzuki sido laureados com o prémio Nobel de Quimica em 2010, pela
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Academia Real das Ciéncias da Suécia, por seus esfor¢cos na diversificacdo do emprego
deste metal de transigédo na sintese organica*.

Existem inlmeros sistemas cataliticos usados nas reacfes de acoplamento, cada
um contendo suas particularidades, porém, existem trés etapas consecutivas praticamente
invariaveis114115 - como visto no Esquema 14: i) adicdo oxidativa que normalmente
envolve um haleto organico (eletréfilo) e um complexo de niquel(0) ou paladio(0). ii)
transmetalacdo caracterizada pela transferéncia de ligantes de um metal para outro,
formando o intermediario RMetalR’ (dependente dos reagentes e das condi¢des reacionais
empregados), iii) eliminagéo redutiva leva a molécula alvo contendo a ligacdo C-C formada
nesta etapa e a “regeneragao da espécie catalitica”'2. O Esquema 14 também decreve as
reacdes de Mizoroki-Heck e Heck-Matsuda, onde, respectivamente haletos orgéanicos e
sais de arildiazénio sédo acoplados com olefinas. Nessas reacoes, além da adi¢cao oxidativa
e da eliminacdo redutiva, existem as etapas elementares de insercdo/migracdo e [-

eliminacao.

RR1 HX R2 /\/ R
Eliminagdo
redutiva /‘\ R2 ’Tx/ R
BN L,Pd0 base X-Pdl”L"
R . e H
Z Ac_ilga_o R-X $ sin B-eliminacéo de hidreto
LaPd" oxidativa
N R IPdLx__ R
R1 7 >
LnPgH
\ P 3 N R2 H
s X
ﬁ\ \—_fsjn insercées migratorias
g R'-M R2 X
Transmetalagido
Suzuki [M = B(OH), ou B(OR),] Heck-Mizorokil
Negishi (M = ZnR) Heck-Matsuda (com [LnPd"R]+ depois

Stille (M = SnRy) da adigéo oxidativa)

Sonogashira (M = Cu')

Esquema 14 - Ciclo catalitico das principais reagfes de acoplamento cruzado

catalisadas por paladio. Adaptado de'?3,

A eficiéncia de um sistema catalitico pode ser alcancada alterando um ou mais
reagentes envolvidos na reacdo'!®, principalmente os ligantes — geralmente fosfinas!’:118 -
empregados nesse tipo de reagdo por sua “capacidade de se coordenar e estabilizar o

precursor metalico™*.
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24.1. Reacéo de Acoplamento de Suzuki

O primeiro estudo do sistema catalitico para a reagéo entre haletos de arila e
acidos arilborénicos foi publicado em 1981 por Suzuki e Miyaura (Esquema 15). Esta
reacdo empregava haletos (brometos ou iodetos) de arila e &cidos arilbordnicos
usando Pd(PPhs)s como catalisador, levando a formacdo de compostos do tipo
bifenilas com rendimentos altos de até 98%'%0%°,

Pd(PPhs)4 - _
\ NazCOs, /1
B(OH), + X@—R‘ N 7 \_R
\_7 Benzeno; 80°C \ 7 —

Esquema 15 - Sistema catalitico desenvolvido por Suzuki.

O mecanismo classico para o acoplamento de Suzuki é mostrado no Esquema 16.
O processo se inicia pela pré-ativacao do precursor de Pd(ll), levando com a uma espécie
de Pd(0), e esta entra no ciclo catalitico, onde sofre a adicédo oxidativa, etapa determinante
da velocidade da reacdo, do haleto organico e gera o intermediario R'Pd"X. Na etapa
seguinte, a transmetalacao, o intermediario formado reage com um acido arilborénico que
foi ativado pela base. Por fim, o intermediario R*Pd"R? sofre a eliminacgéo redutiva, o que
ocasiona a formacao da nova ligacdo C-C e regeneragdo do Pd(0)!6120-122 A velocidade
global deste tipo de reacdo depende da interacdo entre o precursor catalitico, os ligantes
e da forma que os substratos interagem com a espécie ativa nas condi¢ées reacionais'?®,

Esse tipo de reacdo traz muitas vantagens em relacdo a outros acoplamentos
cruzados, uma vez que emprega reagentes organoboro, que sdo facilmente obtidos e
apresentam grande variedade estrutural'!! e trazem poucos problemas relacionados a

residuos quimicos*®.
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[Pd], base
-X o+ -BY, - - + X-BY,
ligante

Pd(Il)

R — Pd(D) RX
Eliminagao Adigao
redutiva oxidativa

R - Pd(ll) - R’ - Pd(ll) -

Transmetalagao
B(OH)z B(OH): + base

Esquema 16 — Esquema geral de uma reacdo de acoplamento de Suzuki e seu

ciclo catalitico.

A descoberta do acoplamento de Suzuki possibilitou e impulsionou o
desenvolvimento de muitos outros sistemas cataliticos, antes impossiveis, ampliando o
escopo de moléculas alvo*?®, Um exemplo da importancia do aprofundamento nos estudos
da reacdo de Suzuki é a otimizacdo reacional alcancada para a sintese do composto
D159687 (45), um modulador alostérico parcial da enzima fosfodiesterase-4 (PDE4)
relacionada principalmente a doencas inflamatorias respiratdrias, como a asma'?4. Burgin
e colaboradores reportaram uma sintese englobando 6 etapas para a obtencdo do
D159687, nela a reacdo de Suzuki foi empregada na quarta etapa reacional e o rendimento
global foi de 8,2% (Esquema 17)*25126,
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H B(OH) O OH
2
Pd(PPh
o (PPha)s e

NaBHa OH , KsPOs,
_—
MeO THF/HZO .. MeO Cl Rendimento 67% ‘
Br Rendimento 57% Br o
39 40 41
SR C
NBS/PPH Pd(PPhs)s MeO NO
—3> MeO K3PO4 o 2
+
CH,Cl, _
Rendimento 64% Rendimento 76%
cl NO2 cl
42 43
0
Fe, EtOH NaOCN Jj\
—————™ MeO NH, —— MeO N~ NH,
HOAc HOAG, Hz0 H
Rendimento 79% O Rendimento 56% O
Cl cl
44 45

Esquema 17 - Sintese classica do D159687 com rendimento global de 8,2%.
Adaptado de Burgin e cols (2010)!?°

No ano de 2013, Dalby e colaboradores mostraram uma metodologia'?’ mais
eficiente com apenas duas etapas, ambas sendo reacdes de Suzuki, para obter o D159687
(Esquema 18), esta foi baseada em outros estudos do controle da seletividade do processo
de acoplamento de Suzuki envolvendo brometos arilicos e benzilicos!?8. Assim, na primeira
etapa porcdo de brometo de benzila do dibrometo 46 foi acoplado com o borénico
adequado levando ao intermediario 47, jA na segunda etapa a outra por¢cdo brometo
restante do intermediario em conjunto a outro borénico foram acopladas também via reagéo
de Suzuki, modificando-se a temperatura e o tempo reacional, obtendo-se entdo o
D159687 (45) com rendimento global de 46,1%, um resultado cinco vezes maior que o

alcangado na metodologia apresentada por Burgin e colaboradores.
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o_0
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Br Pd(PPha), o
K3POq S
MeO + >  MeO N~ >NH,
Br Rendimento 66% Br H
HN.__O
46 N a7
NH
B(OH), o
Pd(PPhs)s L
47+ KsPOs MeO N~ “NH;
> H
Cl Rendimento 71% O
cl
45

Esquema 18 — Reacdes de Suzuki consecutivas empregadas na sintese do
D159687 com rendimento global de 46,1%

Nesse sentido, é vasto o nimero de trabalhos que reportam a aplicacdo da reacao
de acoplamento de Suzuki na sintese de candidatos a farmacos'? e de agroquimicos!?®,
dentre estes, pode-se citar, por exemplo a sintese de anti-hipertensivos, como o
valsartana® (48), a estrutura destes trés compostos esta presente na Figura 26, e
também, na sintese de fungicidas como o Boscalid (49), cuja sintese é mostrada no

Esquema 19, sendo o acoplamento utilizado na segunda etapa desta reagdo*®,

Figura 26 - Estrutura do farmaco valsartana (48).

Em suma, as reacdes acoplamento catalisadas por paladio sédo eficientes para a
sintese de potenciais farmacos, sendo a reacdo de Suzuki a mais explorada, devido como
ja dito anteriormente, a formac&o de diversificadas biarilas substituidas. Ademais, esta €
uma via que utiliza organobordnicos que sdo estaveis ao ar e a 4gua, atoxicos e de facil

manipulacio?.
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2) B(OMe)s B(OH): Pd(OAC), 02N | H
Cl

e @ PPHs, NaOH
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NO, Rendimento 71%

Cl

Cl
Cl

50 51 52 53 49
Esquema 19 — Sintese do fungicida Boscalid (49) utilizando acoplamento de

Suzuki

Dada a relevancia das pesquisas de potenciais tratamentos para a Doenca de
Chagas e o reduzido numero de trabalhos que empregam a reacdo de acoplamento de
Suzuki na sintese de novos candidatos a farmacos para esta enfermidade. Este trabalho
apresenta a sintese de doze derivados de tiazol, dos quais oito sdo inéditos,
marjoriatariamente por reacdo de acoplamento de Suzuki e avaliacdo preliminar da agéo
destes contra T.cruzi.
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3. Objetivos

Planejar, sintetizar e caracterizar derivados de tiazol com potencial atividade anti T.
cruzi e baixa toxicidade, avaliando-se o efeito de modificagdes nas posi¢des 2 e 5 do anel

tiazolico na atividade bioldgica e toxicidade dos compostos.

Abaixo estao listados os objetivos especificos:

* Viabilizar rotas para derivados de tiazol com potencial atividade biolégica;

* Sintetizar, via reacdo de acoplamento de Suzuki, novos derivados de tiazol biaril
e heteroaril-substituidos na posicdo 5 do nucleo tiazdlico.

* Sintetizar derivados de tiazol com diferentes substituintes na posi¢do 2 do anel
tiazolico.

* Avaliar a atividade tripanocida in vitro dos novos derivados de tiazol contra a
forma amastigota da Cepa Tulahuen.

« Estimar a toxicidade aguda (LCso) in vitro dos compostos sintetizados frente as

células hospedeiras de mamiferos da linhagem celular L929.

» Tendo como base 0s compostos mais promissores nas avaliacdes preliminares,

propor modificacbes estruturais nos compostos, buscando maior atividade frente

a T.cruzi.
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4.Resultados e discussao

Este capitulo divide-se em: i) planejamento (Secéo 4.1) onde € apresentado o plano
de sintese partindo da analise dos dos derivados de tiazol que tém se mostrado ativos
contra T.cruzi em trabalhos ja& descritos na Literatura; ii) sintese (Secao 4.2) onde sado
descritas as condi¢des reacionais que levaram a obtencdo dos derivados de tiazobis
partindo-se da 4-bromoacetofenona (54); iii) avaliacdo preliminar da atividade anti T. cruzi
das moléculas alvo (Sec¢éo 4.3), onde sado apresentados os dados dos experimentos in
vitro, que perimitram um estudo preliminar da relacdo entre estrutura dos tiazoéis

sintetizados com sua citotoxicidade e atividade tripanocida.

4.1 Planejamento dos derivados de tiazol

Conforme ja foi amplamente discutido até aqui, os nucleos tiazolicos e seus derivados
tém se mostrado uma opcao de bloco construtor no planejamento farmacos com diversas
atividades biolégicas como antimicrobiana, anticonvulsivante, antitumorais®® e
antichagasticos*1460.133-136  portanto, foi elaborado um esquema, apresentado na parte
superior da Figura 27, para mapear algumas das substituicbes que potencializam a
atividade tripanocida dos tiazdis, destacando-se as substituicdes de diversas hidrazonas
em C2 e a adicdo de arilas substituidas e/ou biarilas ndo substituidas na posi¢cdo C5 do
tiazol.

Partindo dessa premissa, planejou-se a sintese de tiazois (Figura 27) que pudessem
ser obtidos através de rotas ja estabelecidas, utilizando como reagente de partida a 4-
bromoacetofenona (54), reagente de baixo custo e que pode ser bromada facilmente.

A primeira classe de compostos planejados foram os iminotiazéis, (Figura 27a),
sintetizados a partir da reagéo de aldeidos arométicos com um intermediério 2-aminotiazol.
Escolheu-se realizar essa conversdo na amina presente na posi¢do C2 do ariltiazol a fim
de analisar se o efeito deste grupamento pode ser equivalente ao apresentado pela por¢éao
hidrazona, observado nos estudos de Gomes e colaboradores (2016)4, Nogueira e
colaboradores (2018)*8, Cardoso e colaboradores (2014)*2 e Oliveira Filho e colaboradores
(2017)8

Mantendo o foco na obtencdo de compostos tripanocidas potentes, uma vez que

Gomes e colaboradores (2014)"* apontaram que a presenca de uma biarila ligada ao anel
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tiazolico leva a uma boa atividade tripanocida e a um melhor indice de seletividade,
desenvolveram-se biariltiazois e heteroariltiazois através da reagcdo de acoplamento de
Suzuki levando a substituicdo do bromo da posi¢cdo para da fenila dos intermediarios
tiazoélicos, esbogco mostrado na Figura 27b.

Num esfor¢o adicional, considerou-se analisar se presenca de um heteroatomo
entre as duas arila (Figura 27c) € benéfica para a acado tripanocida. Para isso foram
realizadas reacdes de aminacdo de Bulchwald-Hartwig, bem como através de uma
metodologia alternativa mudando o precursor para a 4-fluoracetofenona via substituicéo
nucleofilica aromética, gerando uma oxima que através de condensacéo [3+1+1] forma o

anel tiazdlico.

fenila na posigcao
5 do tiazol

aumento da
atividade tripanocida
aumento da

|2/N
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S /5
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Figura 27 - Planejamento das moléculas alvo a partir do levantamento bibliogréafico
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4.2. Sintesedetiazobis
4.2.1 sintesedos intermediérios tiazélicos

A rota sintética utilizada para a obtencdo das moléculas alvo foi iniciada pela
bromacao da 4-bromoacetofenona (54) com bromo molecular e em &cido acético a
temperatura ambiente®’, resultando num sélido branco perolado com rendimento de 85%.
Em seguida, dependendo do derivado de tiazol a ser sintetizado, o composto 55 foi reagido
com a tioacetamida ou com a tioureia, levando aos intermediarios tiazélicos bromados 56

e 57 com excelentes rendimentos de 93% e 92%, respectivamente (Esquema 20).

CHs
s
S N
NH2
A
0 0\‘“?”@
© gAY 56
Br2, CH3:COOH S Br 93%
H2N NH
o
18h, 25°C é\/o NH, 3—< 2
54 55 Do, 5 )
Br Br 85% C % SN
57
Br 92%

Esquema 20 — Etapas que levam a formacéo dos intermediarios tiazolicos 56 e
57.

Com o objetivo de ilustrar a ciclizagéo e, consequente formacao do anel tiazélico, na
Figura 28 é mostrado o espectro de RMN *H do composto 57. Nele, além dos dois dubletes
arilicos em 7,74 e 7,55 ppm, pode ser observado um singlete em 7,07, integrando para 1H,
gue corresponde ao unico hidrogénio do nucleo tiazélico. A presenca desse sinal comprova
gue a ciclizacéo foi efetiva. Outro indicativo que a reacao foi produtiva é a auséncia nesse
espectro do sinal metilénico em 4,5 ppm caracteristico dos hidrogénios a-carbonila, que

estava presente no material de partida.
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Figura 28 - Espetro de RMN 'H (DMSO-d6, 400 MHZ) do intermedidrio tiazdlico
57.

4.2.2 Sintesedeiminas

Considerando a boa atividade tripanocida de derivados 1,3-tiazois ligados a
hidrazonas na posicdo C2, foram sintetizados compostos analogos, substituido a porcao
hidrazona, por grupos imina, uma vez que esses compostos tém apresentado atividade
bioldgica significativa na sintese de moléculas antiflingicas, antitumoral, dentre outras*®2s,

A sintese de iminas aromaticas é favorecida quando ocorre sob catalise &cida,
sendo mais rapidas em pH entre 4 e 6, nela o ion hidrogénio protonara o oxigénio da
carbonila diminuindo assim a energia de ativacdo!®’ e originara o acido conjugado do
aldeido que é mais eletrofilico que a molécula neutra de partida’>®!%°, Sem a presenca de
um catalisador a reagdo ocorre lentamente dependendo assim da saida do hidrogénio
acido da amina para se completar. O acido empregado ndo deve ser muito forte, pois
tornara a reacdo mais lenta diminuindo inclusive a nucleofilicidade da amina envolvida na

reacdo’®®. Uma proposta genérica de mecanismo é apresentada no Esquema 21.
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Esquema 21 — Mecanismo de formagao de iminas em catélise 4cida.

Nesse mecanismo, enquanto o estado de transicdo (ET) se forma o oxigénio da
carbonila comeca a receber os elétrons da dupla ligacéo culminando na formacéo da carga
negativa sobre o calcogénio. A eletronegatividade do oxigénio permite que os elétrons
recebidos se acomodem bem na sua huvem eletrdnica, sendo assim, a principal causa da
reatividade do grupo carbonila frente ao ataque nucleofilico®® 1%,

Ao analisar as estruturas de ressonancia de aldeidos aromaticos para substituidos
e o efeito de grupos doadores e retiradores de elétrons (Figura 29) verifica-se que grupos
fortemente doadores, como a metoxila, tornam a carbonila menos suscetivel ao ataque
nucleofilico, em comparacdo com o benzaldeido, uma vez que a doacdo de densidade
eletrbnica diminui a eletrofilicidade do carbono carbonilico. Para grupos retiradores, como
0 grupo nitro, o efeito é contrario, uma vez que eles tendem a aumentar o carater positivo
do carbono da carbonila facilitando assim a adi¢do do nucle6filo®7-1%,

o} Hw-O H-_-O H-_-O
l |
|
Q 9 o e

H

Grupo metoxila _-© ~
a) b) c) d)
H__O H_ O H~ O
|
Grupo nitro N IN
0”0 0"+0 00
a) b) C)

Figura 29 — Estruturas de ressonancia de benzaldeidos para substituidos.
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Para a sintese desses compostos, o tiazol 57 foi reagido com os benzaldeidos a-f
(Figura 30) em refluxo de etanol. De acordo com a literatura, iminas costumam ser obtidas
com grande facilidade, bastando apenas quantidades equimolares de benzaldeidos e uma
amina para que ocorra a condensacdo®®!4!, Porém, apenas quando foram utilizados o 4-
metoxibenzaldeido e o 4-dimetilaminobenzaldeido foram sintetizados os compostos
esperados. Assim, 58a e 58b foram obtidos com 33% e 19% de rendimento,

respectivamente (Esquema 22).

S
N L e
s« o 7
EtOH, 80°C: 4h Br 58a
N 33%
S
;b QL»N\_ |
R= OMe N D @ NMe:
57 N(Me) 58b
Br 19%

Esquema 22 - Sintese de iminas 58a e 58b.

Ja4 eram esperadas certas dificuldades no emprego destes benzaldeidos para
substituidos com grupos doadores de elétrons, pois como foi explicado anteriormente,
estes tornam a carbonila menos suscetivel ao ataque nucleofilico'®®. Por outro lado, ao
utilizar os demais aldeidos em condicdes acidas esperava-se que 0s produtos alvo fossem
obtidos com um maior rendimento, pois grupos retiradores de elétrons tendem a aumentar
o carater positivo do carbono da carbonila favorecendo a adig&o nuclecfilica. Infelizmente,
a tentativa de aumentar o escopo e obter analogos aos compostos 58a e 58b foi infrutifera,
uma vez que nao foi possivel isolar as demais iminas em quantidades que permitissem a
analise de sua estrutura em RMN de 1H, mesmo testando-se diferentes condiges

reacionais, como pode ser observado na Tabela 2,

Tabela 2 - Otimizacdo das condi¢des para formagéo de imina

Entrada  \jgeido  Solvente Catalisador '(I;%Tperatura (The)mpo Rendimento %
1 a Etanol - 78 5 33
2 b Etanol - 78 18 2
3 c Etanol - 78 5 5
4 b Etanol - 78 1,5 19
5 d Etanol - 78 3 NF
6 d Tolueno - 110 1 NF
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! d Etanol  * a%tige 78 4 NF
8 e Etanol - 78 2 NF
9 f Etanol ﬁz%%i 78 2 NF
10 e Etanol Hzi’ggaté 78 2 NF
1 f Etanol H;‘T’_'Ojgté 78 3 NF

*NF — N&o foi observada formacao de produto.

H (0] H (0] H O H O H O H (@)
F
O X
OMe N(Me). NO.
a b C d e f

Figura 30 — Grupos de entrada (benzaldeidos) utilizados na otimizacao da sintese

de iminas.

A fim de ilustrar a obtencéo de dos imino-tiazéis, a Figura 31 apresenta o espectro
de RMN de *H do composto 58a. Nele, a presenca do grupo imina (-HC=N-) é atribuida ao
singlete em 8.93 ppm, integrando para 1H corresponde ao hidrogénio do grupo imina.
Constatam-se os quatro dubletes arilicos, referentes aos hidrogénios das duas arilas. Em
7.95 e 6.99 ppm, com constante de acoplamento entre esses CHs aromaticos J = 8.4 Hz, o
deslocamento em 7,95 é correspondente aos CHs proximos ao hitrogénio iminico e o em
6,99 pode ser atribuidos aos CHs mais préximos ao grupo metoxila. Os outros dois
dubletes de hidrogénios arilicos em 7.81 e 7.53 ppm, integrando para 4 hidrogénios,
apresentam a constante de acoplamento (J = 8.2 Hz) e podem ser atribuidos a arila ligada
ao anel tiazélico. Além disso, em 7,32 ppm existe um singlete, integrando para 1H que
corresponde ao hidrogénio do nucleo tiazélico, que no material de partida (57) apresentava
um deslocamento de 7,07 ppm. E, por fim, em 3,88 ppm h& um singlete, integrando para
3, que representa os 3 hidrogénios da metoxila da imina. Vale destacarm que os compostos
58a e 58b séo apresentados na conformacgdo do isémero E, pois esta confere um menor

impedimento estérico as iminas3®14°,
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Figura 31 - Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCl;) do composto 58a

A dificuldade de obtencéo de iminas a partir de 4-aril-2-aminotiazéis, foi descrita por
Periakaruppan e colaboradores (2017). Neste trabalho foi observada a formacao
guimiosseletiva de derivados arilbis(tiazol-2-imina) metano em detrimento das respectivas

iminas, como mostrado no Esquema 23.

S N
=N v o o Y’Q\&W/

SNPZ W\ 10> N

\\]\eo > Nao foi observado
+
Y R
Y
Y
Y= Me, OMe, F R= OMe; NO2 _

NSNS

Esquema 23 - Formagéo quimiosseletiva de diversos arilbis(2-imino-tiazois).

A explicacdo para o insucesso neste tipo de reagdo, pode vir do fato da porgéo 2-
amino do 1,3 tiazol se comportar como o tautdmero amino-imino (Figura 32)*3. Partindo
desse principio, os autores elaboraram um mecanismo provavel (Esquema 24) pelo qual o

2-aminotiazol substituido na sua forma imino pode se condensar com aldeido fornecendo
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um intermediério que se serd atacado pelo par de elétrons do nitrogénio do 1,3 tiazol

levando aos arilbis(2-imino- tiazdis) metano substituidos*.

S~
L5 e L
H

Figura 32 — par tautdbmero imino e amino do 1,3 tiazol genérico.

0 + S R* -H,0 F\ )\ R
e ]/ 0 ®I\II/) y TN
I =N NH HN
N
Intermediério

Esquema 24 — Mecanismo geral da sintese dos diversos arilbis(2-imino-tiazéis).

Pode-se considerar ainda que o baixo rendimento observado na formacdo de 58a e
58b esta relacionado a formacédo desse tipo de produto. Por isso, a busca pela sintese de
iminas pelo mecanismo classico foi interrompida e novos compostos foram planejados

partindo dos intermediarios 56 e 57, até aqui sintetizados.

4.2.3 Sintese de biaril e heteroaril tiazbis viaacoplamento de Suzuki

De acordo com a literatura, quando o anel tiazélico esta ligado a uma biarila, sua
atividade tripanocida e seu indice de seletividade tendem a ser aumentados (Figura 17,
p.36)%°. Baseado nisso, foi planejada a sintese de diversos biariltiazéis e heteroaril tiazdis,
empregando o acoplamento de Suzuki entre os intermediarios 56 ou 57 e os acidos
aril/héteroaril bordnicos g-p (Figura 33).

Os A&cidos arilbordnicos foram escolhidos considerando os resultados de
incremento na atividade tripanocida observados em outros estudos, bem como nas

propriedades fisico quimicas que podem conferir a biarila sintetizada.
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Segundo Razgulin e Mecozzi (2006) o atomo de fluor por sua interagcdo com o
carbono, contribui para o aumento das interacdes intermoleculares, criando um momento
dipolo que pode levar a ligacdes de hidrogénio através da interacdo da molécula com a
agua'®®, consequentemente, gerando moléculas mais sollveis. Ainda que o flior seja um
halogénio, que normalmente déo efeito hidrofébico as moléculas, ele contribui muito pouco
na hidrofobicidade de um composto!*®. Outro substituinte considerado relevante na sintese
de moléculas bioativas atualmente é o anel piridinico, principalmente por levar a compostos
com baixa citotoxicidade, estando presente em mais de 7000 nucleos dos compostos
bioativos disponiveis na indUstria farmacéutica’*’.

Assim, foram escolhidos os acidos arilborénicos que levariam a compostos com
potencial atividade tripanocida, entdo partiu-se para a otimizacdo das condi¢cdes de Suzuki
entre 56 e diferentes acidos arilbordnicos (Tabela 3). Inicialmente, foi escolhido um sistema
classico baseado em Pd(OAc),, PPhs;, KOH em uma mistura de THF e metanol, utilizando-
se 0 acido 4-(Dimetilamino)fenilborénico (g) durante 24 horas a 75°C (Entrada 1). Nessas
condicbes, ndo houve formacdo do produto desejado. Na sequéncia, uma nova condicéo
foi testada, nela o solvente foi trocado para uma mistura de tolueno e metanol e a base
utilizada foi K2COs. Infelizmente, também ndo houve consumo do substrato, resultado que
se manteve guando se testou diferentes acidos arilborénicos e variou-se a fosfina (entradas
2 a 5). Optou-se entdo por empregar uma condicdo mais drastica de temperatura,
adicionando-se também agua a mistura de solventes, buscando melhorar a solubilidade da
base. Nessas condicBes houve a formacdo do produto 59a com 23% de rendimento
(entrada 6). Apesar do rendimento ter sido baixo, resolveu-se estender essa condicao para
outros acidos arilborénicos. Assim, o produto 59b foi obtido com 65% de rendimento.
Infelizmente, a condicdo nao funcionou para todos os acidos arilbordnicos, uma vez que a
reacdo com g ndo levou a consumo do material de partida e com h levou a uma quantidade
significativa do produto de debromacéo. No entanto, ela foi produtiva para diversos acidos
parceiros de acoplamento, levando a uma série de mais oito compostos (59a-59h), dos
guais seis séo inéditos, com rendimentos entre 12 e 88%, como pode ser observado no

Esquema 25.

Tabela 3 - Otimizacdo das condi¢des do acoplamento de Suzuki entre 56 e acidos

arilborbnicos

R

S R/— N
s+ o)< —  O-OKT
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. Tempe-
ggtra Borénico Catdaglrsa- Ligante | Base Solvente Te(rr?)po ra(lsg;a Resultado

1 g Pd(OAc): PPhs KOH THF/Metanol 24 75 NF

2 g Pd(OAc): PPhs K2COs | Tolueno/Etanol 24 100 NF

3 h Pd(OAc): PPhs K2COs | Tolueno/Etanol 24 75 NF

4 i Pd(OAc): PPhs K2COs | Tolueno/Etanol 24 75 NF

5 i Pd(OAc). | BINAP | K:COs | Tolueno/Etanol 24 75 NF

6 i Pd(OAc): PPhs K2COs | Dioxano/Etanol/ 3 120 Rendimento
Agua 23%

7 i Pd(OAc): PPhs K2COs | Dioxano/Etanol/ 18 120 Rendimento
Agua 65%

8 g Pd(OAc): PPhs K2CO3 Dioxano/Etanol/ 3 120 NF
Agua

9 h Pd(OAc): PPhs K2COs3 Dioxano/Etanol/ 3 120 Debromacéao
Agua

*NF — Nenhum produto formado.

\
/NOB(OH)Z @B(OH» MeO@B(OH)z F@B(OH)z
g h i j
QB(OH)Z N@—B(OH)Z O B(OH),
| . L)

0
Qj%—a(om2 >—@—B(0H)2

OMe
o p

Figura 33 — Acidos bordnicos empregados nas reacdes de Suzuki.
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23%  65% 57%  12% 57%  55% 88% 51%

Esquema 25 - Estrutura e rendimento das reacdes de acoplamento de Suzuki.

*produtos inéditos na literatura.

Os compostos 59a-59h foram caracterizados por Ressonéncia Magnética Nuclear de
Hidrogénio e de Carbono (RMN de'H e RMN de®*C). Para ilustracéo dos espectros de RMN
dessa classe de compostos, na Figura 34 é mostrado o RMN de *H do composto 59a.Nesse
espectro, os singletes em 2,76 e 3,81 ppm, integrados para 3 hidrogénios, representam as
metilas da posicdo 2 do anel tiazolico e da metoxila, respectivamente. Em 7,20 ppm
localiza-se o singlete integrado para 1 hidrogénio caracteristico desse tiazol, os dubletes
em 7.80 e 6.89 ppm sao integrados para 2 hidrogénios arilicos. E por fim em 6.99ppm ha
um duplo dublete de hidrogénios arilicos com constante de acoplamento (J = 8.53 Hz),

integrando para 4 hidrogénios.
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Figura 34 - Espectro de *H RMN (CDCl3;, 400 MHz) do composto 59a.

Uma vez que os anéis piridinico e tiazélico vém sendo apontados como importantes
blocos na construcédo de candidatos a farmaco com atividade tripanocida®®, e ajudam na
baixa toxicidade dos compostos, um dos destaques desse trabalho foi a obtencéo do 2-
metil-4-(4-(piridin-4-il)feniltiazol) (59c¢) ilustrado no Esquema 26, com bom rendimento
reacional.

No espectro de RMN de *H do composto 59c¢ (Figura 35), podem-se observar dois
dubletes, integrando para 4 hidrogénios referentes aos CHs da piridila, em 8,67 e 7,55 ppm
com constante de acoplamento (J = 6,0 Hz), integrando para 2 hidrogénios. Ha outros dois
dubletes arilicos, integrando cada sinal para 2 hidrogénios referentes aos CHs da arila
ligada ao tiazol em 8,0 e 7,7 ppm, apresentando constante de acoplamento (J=8,4 Hz). O
hidrogénio pertencente ao tiazol esta presente no singlete em 7,4 integrado para 1H, e por
fim, o singlete em 2,8 ppm, integrado para 3, representa os 3 hidrogénios da metila ligada

a posicéo 2 do tiazol.
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Figura 35 - Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCl3) do composto 59¢

O sucesso na sintese desta série de compostos foi considerado de alta
importancia para este estudo uma vez que Gomes e colaboradores (2016) apontaram
excelentes atividades tripanocidas e indice de seletividade de um biariltiazol™, em
adicional, os compostos 59a e 59g com substituicAo metoxila e 59d com a presenca do
naftil podem ser relevantes na busca na melhoria da atividade tripanocida, uma vez que
em outros estudos foram substituicGes altamente eficientes®*13, Além disso, quis-se
avaliar se a presenca do grupo tolil (59e) e da acetila (59f) com caracteristica mais
hidrofébica e do atomo de flior (59b e 59h) que conferem interacBes intermoleculares a

um composto, apresentam boa atividade tripanocida.

4.2.4 Sintese do composto 60 via aminacéo de Buchwald-Hartwig

Considerando que a presenca do grupo metoxila ligado na posi¢ao 4 de ariltiazois
levou a compostos com boa atividade tripanocida®®, decidiu-se sintetizar novos derivados
de tiazol com outros grupos doadores de elétrons e que também possam atuar (assim
como a metoxila) como aceptores de ligacdo de hidrogénio. A proposicéo inicial foi a
inser¢éo nessa posicao de grupos nitrogenados ou oxigenados, mas que também possuam
anéis adicionais, uma vez que a presenca dessas arilas extras ja se mostrou benéfica para

a atividade tripanocida em ariltiaz6is'®,
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Existem diversos métodos classicos para a formagcdo da ligacdo C-N de
arilaminas, porém mais recentemente o desenvolvimento de reacdes de aminacao
empregando haletos de arila e aminas como par de acoplamento, paladio como catalisador
e quantidades estequiométricas de base permitiu a conversdo de um Unico substrato
diretamente num conjunto mais diversificado de anilinas N-substituidas em condi¢Ges
brandas, contribuindo para uma sintese mais eficiente de moléculas simples que podem
ser usadas em agentes farmacéuticos. Uma das metodologias mais aplicadas foi
desenvolvida independentemente por Buchwald e Hartwig!®%1®5, cujo esquema geral e ciclo

catalitico sdo mostrados no Esquema 26.

[Pd] Base
Ligante

NHRR' + Ar-X Ar-NRR' + Base.HX
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Ar-H +)| + LPd°
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H ‘SNR'

R/R' = alquil Ar X Ar
Y N \ /_\ /
" Ar =— L—Pd! = Pd=Pd,

Ar HR' r L x L
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Esquema 26 — Esquema geral e ciclo catalitico acoplamento Buchwald-Hartwig.
Em | ocorre a adi¢do oxidativa; em Il a coordena¢do da amina; em Ill a desprotonacgéo e

em |V a eliminacao redutiva.

O ciclo catalitico deste tipo de reacdo de acoplamento consiste numa primeira
etapa de adicdo oxidativa de haletos de arila a uma espécie Pd°. Na segunda etapa amina
é coordenada e logo em seguida ocorre a desprotonacdo mediada por uma base. A ultima
etapa é a eliminacdo redutiva onde se forma a ligagdo C-N no produto Ar-NRR’ e o Pd°® é
regenerado’®. Durante o planejamento destas reacdes é importante estar atento a escolha
do ligante, para isso devem-se considerar as propriedades estéricas e eletrbnicas dos
parceiros de acoplamento envolvidos na amina¢do, um bom ligante auxilia na rapidez da
adicdo oxidativa e ajuda a evitar a formagao de subprodutos de B-eliminag&o favorecendo
a maior interacdo areno-Pd*62167,

Assim, para a sintese do derivado de tiazol nitrogenado, o intermediario 56 foi

submetido a condi¢6es de aminagédo de Buchwald-Hartwig, utilizando a fenoxazina como
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parceiro de acoplamento e um sistema baseado em tBuONa, Pd(OAc). e HP(tBu)s:BF..
Nessas condic¢des, o produto inédito 60 foi obtido com rendimento de 31% (Esquema 27).

s e

X N
'T' tBuONa, Pd(OACc)z2,
N HP(tBu)sBF4
* Oi j@ Tolueno; 24h; 110°C
o N
r
(@]
56 60

31%

Esquema 27 - Reacdo de aminacgdo de Buchwald-Hartwig

Na Figura 36 esta o espectro de RMN de 'H do composto 60, nele pode-se observar
um singlete em 2,82 ppm, integrando para trés hidrogénios, referente aos hidrogénios da
metila ligada ao anel tiazélico. Em 7,39 ppm aparecem, o hidrogénio caracteristico do tiazol
e um dublete aromatico, dessa forma esse sinal esta integrado para 3 hidrogénios. Ainda
na regido aromatica, o multipleto centrado em 6,59 ppm integrando para 6 hidrogénios e o
dublete em 5,98 ppm, integrando para 2 hidrogénios, todos estes deslocamentos sao
referentes aos 8 hidrogénios da fenoxazina. Além disso, ha outro dublete na regido dos
aromaticos em 8,1 ppm, integrando para 2 hidrogénios, pertencentes a arila ligada ao

tiazol.
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Figura 36 - Espectro de RMN H (400 MHz, CDCl;) do composto 60

4.25 Sintese do composto 65 via condensacéao [3+1+1] catalisada por cobre com
intermediario oxima

Na sequéncia a reacdo de acoplamento C-N, decidiu-se inserir um grupo OAr na
mesma posicdo. Tentativas de obtencéo de um éter biarilico na posicao 4 foram realizadas
utilizando-se condicbes de Ullmann, Buchwald-Hartwig e Substituicdo Nucleofilica
Aromatica no composto 56, tendo o 4-metoxifenol como parceiro de acoplamento. No
entanto, em nenhuma das condicbes observou-se formacdo do produto. Dessa forma,
decidiu-se mudar a rota empregando uma metodologia onde o anel tiazélico é obtido
através da reagdo entre oximas e isotiocianato de potassio na presenca de Cul e anidrido
acético®®?,

Nessa rota, inicialmente, foi realizada uma reacdo de substituicdo nucleofilica
aromaética entre a 4-fluoracetofenona (62) e o 4-metoxifenol (51), o que levou a acetofenona
ariléxi-substituida (63) com 77% de rendimento. Na sequéncia, 63 foi reagido com
cloridrato de hidroxilamina, levando a oxima 64 com 60% de rendimento. Finalmente, na
Gltima etapa sintética, a oxima 64 foi reagida com KSCN e anidrido acético, na presenca
de Cul, utilizando-se metodologia de condensagéo [3+1+1] (cujo mecanismo genérico é
apresentado na p.35) o que levou ao derivado de tiazol inédito e de interesse 65 com 13%

de rendimento (Esquema 28).
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Esquema 28 - rota sintética para a obtencéo do tiazol 65 via condensacao [3+1+1]

catalisada por cobre.

Na Figura 37 é mostrado o espectro de RMN de 'H do composto 65. Pode-se

observar um singlete em 2,76 ppm, integrando para trés hidrogénios, referente a metila do

tiazol.

Em 3,81 ppm outro singlete,

integrando para trés hidrogénios,

referente aos

hidrogénios da metoxila. Em 7,80 ppm aparece um dublete integrando para dois

hidrogénios aromaticos da arila ligada ao tiazol, centrado em 6,99 ha um multiplete

integrando para quatro hidrogénios aromaticos. E em 6,89 ppm estd o outro dublete

referente aos outros dois hidrogénios aromaticos mais proximos a metoxila.
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Figura 37 - Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) do composto 65
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4.3 Avaliagéo preliminar da atividade anti T. cruzi dos derivados de tiazol in vitro

Com o intuito de avaliar pelo modelo in vitro, a acdo dos derivados tiazdlicos 58a,
58b, 59a-f, 60 e 65 contra as formas amastigotas de Trypanosoma cruzi, foram realizados
0s ensaios de citotoxicidade e também de reducéo da atividade parasitaria em colaboragao
com o Laboratério de Biologia Celular do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz). O primeiro
teste realizado foi o de toxicidade in vitro, contra células hospedeiras de mamiferos
(linhagens celulares L929) para identificar qual a concentracédo dos tiazbis testados que
reduz em 50% a viabilidade celular. Esses dados s&o mostrados na Tabela 4.

Tabela 4 - Toxicidade in vitro (LCso) dos compostos estudados contra células

hospedeiras de mamiferos (linhagens celulares L929) apds incubacao por 96 horas a

37°C.
Composto Valores de LCsp em pM
Benznidazol >400

58a >400
58b >400
59a 311 +38
59b >400
59c¢ >400
59d ND
59%e ND
59f 175+ 100

60 >400

65 >400

ND: Né&o foi solivel em nenhuma concentragéo.

Dentre os derivados de tiazol sintetizados, 59d e 59e ndo puderam ser avaliados
devido a problemas de solubilidade. Isso pode ser explicado pela presenca dos grupos
naftila e 2-toluila e auséncia de grupos polares ligados nas arila, o que diminui a
solubilidade desses compostos no meio aquoso. Os compostos 58a-b, 59b-c, 60 e 65,
assim como o benznidazol apresentaram baixa toxicidade, com valores de LCso maiores
gue 400 pmol L. Os dois compostos que apresentaram valor de LCso um pouco menor
foram 59a (311 pmol L) e 59f (175 pumol L). No segundo caso, o aumento da toxicidade
pode estar relacionado a presenca do grupo acetila, que tem eletrofilicidade relativamente
alta e, portanto, pode interagir com espécies nucleofilicas do meio celular. Cabe ressaltar

gue os valores de LCso de 59a e 59f apesar de serem menores que os dos outros
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compostos, ainda estdo muito longe da concentracdo usual de substéncias com boa
atividade contra T. cruzi. Nesse sentido, considera-se que todos os compostos testados
apresentaram niveis adequados de toxicidade.

Na sequéncia, avaliou-se a atividade dos derivados de tiazol frente a forma
amastigota de T.cruzi. Foram feitos testes avaliando a porcentagem de redugéo no indice
de infeccdo de células hospedeiras, utilizando-se concentracoes fixas das moléculas (10
ou 20 um L) e o resultado dos ensaios de avaliagdo da reducdo na infeccdo de células
hospedeiras esta disposto na Tabela 5.

Tabela 5 - Efeito In vitro dos compostos estudados contra formas intracelulares de

T. cruzi (Cepa Tulahuen transfectada com B-galactosidase) apds tratamento por 96 horas

a 37°C.
Composto % de reducao no indice de infeccao das células hospedeiras®
Benznidazol® 83+0.4
58aP 41+24
58bP 51+1.6
59aP° 0+0
59b ¢ 0+0
59c ¢ 76 +2.24
59d © ND
59%e°¢ ND
59f ¢ 11 +16
60° 0.7+0.5
65° 0.9+0.9

@ média * desvio padréo de dois ensaios realizados em triplicata.
® usando uma concentracao fixa de 10 UM dos compostos analisados
¢ usando uma concentracgéo fixa de 20 pM dos compostos analisados

ND: Né&o foi solivel em nenhuma concentragéo, independentemente do solvente utilizado.

Como pode ser observado na Tabela, a maioria dos derivados de tiazol avaliados
apresentou baixa porcentagem de reducdo na infecgdo pelo parasito. A excegéo foi o
composto 59c, cuja reducdo foi de 76% em uma concentracdo de 20 pumol L. Nos
préximos paragrafos serdo comparados os dados da Tabela 3 com os resultados descritos
na literatura para compostos analogos.

Apesar das iminas sintetizadas (58a-b) terem suas estruturas bastante similares a
dos compostos 12a'® e 24c*3, como pode ser observado na Figura 38, néo foi observada

nelas atividade tripanocida equiparavel a dos modelos, mesmo na imina que contém o
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grupo metoxila (58a) que de acordo com os estudos é importante a atividade
antiparasitaria. Nesse sentido, pode-se considerar que para que haja a atividade

tripanocida é a funcéo hidrazona deve estar associada ao anel tiazolico, preferencialmente.

Da literatura
Br S H
| S N= , />_N\
2N N N=
o ke
Br 24a Br 36¢C N/

S S
Destetrabalho c —
N
\ ) —OMe N \—Q—NMez
59a 59b

Figura 38 — comparacgéo das estruturas das iminas sintetizadas com as dos

Br Br

compostos similares disponiveis na literatura com atividade contra T.cruzi

Passando a analise dos biariltiazois sintetizados, diferentemente do que apontou o
estudo com compostos ariltiazélicos feito por Gomes e colaboradores (2016)*°, quando
mostraram o efeito positivo na atividade anti T.cruzi causado pela insercdo de uma
segunda arila ndo substituida na posicdo C4 do ariltiazol n&do foi observado na série de
biariltiazbis que apresentaram solubilidade (59a, 59b e 59f). Mesmo com a presenca de
uma metoxila na posicdo para do biariltiazol (59a) ndo foi observada qualquer atividade
antiparasitaria relevante nestes compostos. Nesse sentido, reforca-se a importancia da
substituicdo hidrazona na por¢cdo C2 do tiazol, pois compostos com estrutura similar aos
aqui sintetizados (Figura 39) mostraram excelente atividade tripanocida.

Andalogo ao que foi proposto para as iminas, é importante buscar novas vias que
levem a estruturas similares as das moléculas propostas aqui, uma vez que a excegao de
59f, todas tém baixa citotoxicidade, apesar desta ter levado ao segundo melhor resultado

obtido por esta série.
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Figura 39 — comparacéo das estruturas dos biariltiazdis sintetizados aos

compostos da literatura.

Dentre todos os compostos testados, 59¢ foi 0 que mais se destacou em termos de
atividade anti parasitaria frente a forma amastigotas. O uso de uma concentracéo fixa de
20 pM resultou em mais de 76% de reducdo do parasitismo nas células hospedeiras,
mostrando que a insercdo do anel piridinico leva a altas atividades tripanocidas mesmo
guando ndo esta associado diretamente a hidrazona, como o0 que ocorre com as moléculas
24a ou ligado diretamente ao anel tiazolico em 26¢. As trés moléculas estao ilustradas na
Figura 40.

O composto apresenta mlog P = 3,88, enquanto o composto 24a tem mlog P = 5,44
e 26¢c tem mlog P = 4,58, mostrando que 59c portanto, pode apresentar maior equilibrio
entre as propriedades de permeabilidade e solubilidade. Em adicional ao compara-los ao
farmaco referéncia, esses trés compostos tém melhores resultados, uma vez que o log P
do BZ é aproximadamente 7, o que o enquadra na classe de farmacos com baixa

permeabilidade e solubilidade!*3-1%°,

! | XN
N N. = Cl
TN S N
| e s—(
Cl
AN 60c
36a 38c || =
N” -
I N
Da literatura Deste trabalho

Figura 40 — comparacao entre moléculas com porcao piridinica.

As tentativas adicionais de analisar a influéncia de heterodtomos, mostraram-se
infrutiferas, pois os compostos 60 e 65 ndo apresentaram atividade tripanocida relevante.
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Dessa forma cabe revisar o planejamento dos compostos empregando o intermediario
tiazélico 57, para observar se gera algum incremento na atividade tripanocida do composto,
melhorando também suas propriedades enquanto potenciais farmacos.

No gue tange o tiazol 59e buscavam-se os primeiros resultados quanto a influéncia
da substituicdo orto-tolil em tiazdis potencialmente ativos contra T.cruzi. Conforme falado
anteriormente, € preciso voltar ao planejamento e otimizar essa estrutura.

Cabe ressaltar que as moléculas 59g e 59h ainda ndo passaram pela avaliacdo em
laboratério, dessa forma existem grandes expectativas que elas apresentem um
desempenho mais eficiente que as testadas até o presente momento, uma vez que o
composto 599 apresenta a substituicdo metoxila, que pode levar ao aumento da atividade
tripanocida quando associada a um composto tiazélico. Nenhum dos estudos apresentou
informacdes sobre o efeito de substituicdes feitas na posicdo orto em arilas. O composto
59h apresenta o grupo amina, apresentando grande tendéncia a formacao de ligacbes de

hidrogénio, caracteristica importante em compostos biologicamente ativos.
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5. Concluséao

Ao longo do projeto foram sintetizados dez compostos alvo substituidos na posicéo
C4 do anel tiazdlico, dos quais oito sdo inéditos, um héteroaril tiazol 59c, cinco biaril tiazbis
59b, 59d, 59f, 59¢g e 59h sintetizados via reacéo de acoplamento de Suzuki, um biaril tiazol
com nitrogénio entre a biarila (60) obtido via reacdo de aminacdo de Buchwald-Hartwig e
um biaril tiazol com oxigénio entre a biarila (65) via conversao do intermediario oxima em
tiazol. Quanto a substituicdo na posicdo C2 do anel tiazélico foi possivel obter duas iminas
nado inéditas 58a e 58b. Todos os produtos tiveram suas estruturas comprovadas por
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono.

Dentre as moléculas sintetizadas, até o presente momento dez delas ja passaram
pela avalicdo preliminar da atividade tripanocida contra a forma amastigota da Cepa
Tulahuen e tiveram sua a toxicidade aguda (LCso) estimada em células hospedeiras de
mamiferos da linhagem celular L929. Apds analisar os resultados alcancados nestes dois
testes in vitro, constatou-se que a maior parte dos compostos obtidos ndo foi toxica as
células hopedeiras, mesmo quando ministradas em concentracfes elevadas, porém a
grande maioria delas ndo mostrou ser ativa frente a forma T.cruzi avaliada, por isso é
necessario fazer adequacdes no planejamento das moléculas, para que os resultados da
atividade tripanocida possam vir a ser mais promissores.

Apesar de serem dados preliminares e diversos outros testes se fazerem
necessarios, o composto piridil substituido (59c) servirA como base para nhovas
otimizagBes, uma vez que se destacou apresentando a melhor atividade tripanocida dentre
a série compostos. Assim seréo propostas mudangas estruturais que levem ao incremento
da atividade tripanocida.

Ademais, o estudo dos efeitos da adicdo de uma segunda arila substituida aos
tiazois na atividade tripanocida ainda é recente, bem como a aplicagdo do acoplamento de
Suzuki nas sinteses desses compostos, ndo existindo dados disponiveis para

comparagfes mais aprofundadas.
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6. Perspectivas

Podem ser destacadas como perspectivas desse trabalho, a continuacdo da
avaliacdo da atividade biolégica do composto 59c. Nesse sentido pretende-se,
inicialmente, determinar a relacdo dose/resposta in vitro. Caso esses dados sejam
promissores, a atividade in vivo desse composto sera avaliada.

Considerando a maior atividade do composto piridil-substituido, pretende-se fazer a
sintese de novos analogos contendo esse heterociclo nitrogenado, como pode ser
observado no Esquema 29, considerando também quenos estudos de Oliveira Filho, foi
demonstrado que a insercdo de diferentes anéis piridinicos em compostos causa
incremento na atividade tripanocidal’. Além disso, pretende-se avaliar o efeito da
substituicdo do anel tiazélico pelo anel oxazol, pois segundo Moura e colaboradores, este
tipo de molécula pode levar a boas atividades tripanocidas® e também a adicdo do
imidazol, grupo caracteristico do farmaco referéncia benznidazol. Outra modificacdo
planejada em busca da melhoria na atividade tripanocida € a adicdo de um anel piridinico
associado a funcéo imina na posicdo C2 do tiazol 59¢, uma vez que a associacao deste
heterociclo a hidrazona - similar a imina - ja tem seu papel reconhecido nos testes in vitro

e in vivo contra o parasito*1é,
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Esquema 29: Planejamento da sintese de novos analogos ao composto 59c¢

contendo heterociclos nitrogenados
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7. Procedimentos experimentais

7.1. Materiais e Métodos

Os reagentes usados neste trabalho foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co, os
solventes utilizados foram adiquiridos nas empresas Vetec Quimica Fina Ltda., Labsynth e
Isofar. Para as reagdes de Suzuki, Dioxano, Agua e Etanol, foram deaierados através de
fluxo de nitrogénio. Para a aminacdo de Buchwald-Hartwig empregou-se tolueno anidro,
destilado sob Na/Benzofenona em atmosfera de nitrogénio.

Para a identificacdo dos compostos sintetizados, os espectros de RMN *H e RMN
13C em solucéo foram obtidos em espectrometro Bruker Avance Il HD-400 MHz da Central
Analitica do Departamento de Quimica da PUC-Rio. Nesse processo também foram
realizados espectros de CG/MS da Central Analitica do Departamento de Quimica da PUC-
Rio, utilizando equipamento ThermoSientific, Cromatégrafo Modelo Trace 1300 MS-ISQ
SINGLE E QUADRUPOLE MS, utilizando coluna DB-5MS.

As andlises da reducao da atividade parasitaria e da citotoxicidade in vitro foram
feitas pelo Laboratério de Biologia Celular do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz) em

Manguinhos-RJ, conforme procedimento descrito no item 7.6.

7.2 Sintese dos intermediarios e novo derivados de tiazol
7.2.1 Bromacao da4-bromoacetofenona (54)

Em um baldo de 250mL foram adicionados a 4-bromoacetofenona 54 (10 mmol; 1,99
g) e 4mL de acido acético. A reacao foi colocada sob agitacdo a 25°C, em seguida uma
solucéo de Br, (10 mmol; 0,49 mL) em 4 mL de acido acético foi adicionada gota-a-gota no
baldo reacional durante 15 minutos. A reacao ficou sob agitagdo durante 18 horas a 25°C
até o desaparecimento da cor laranja caracteristica do bromo, quando foi observada a
formacgé&o de um sélido branco. Ao término, a mistura reacional foi filtrada a vacuo e lavada
com uma solucao gelada contendo dgua destilada e etanol na proporgdo de 50%. Assim,

foram obtidos 1,8 g de um sélido branco (55).
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0 2-bromo-1-(4-bromofenil)etanona (55): rendimento 85%. Sélido

/O)J\/Br branco. PF = 111°C. Reportado em®2.
Br

7.3 Sintese dos 4-bromotiazois (56 e 57) viareagdo de ciclocondensacao
7.3.1. Procedimento usando tioacetamida

Em um tubo de Schlenk reselavel foram adicionados 2-bromo-1-(4-
bromofenil)etanona (55) (695,4 mg, 2,5 mmol) a tioacetamida (200 mg, 2,6 mmol) em 4,5
mL de DMF colocou-se sob aquecimento por 2 horas a 70°C, sendo o progresso da reagao
acompanhado por cromatografia em camada delgada. Ao término da reacao adicionou-se
agua para precipitar o produto e em seguida o conteudo foi filtrado a vacuo e lavado com
agua. Foram obtidos 589 mg de um sdlido branco (56).

4-(4-bromofenil)-2-metiltiazol (56): rendimento 93%.
S
| >—cH, Sélido branco. PF = 134°C. 'H NMR (400 MHz, CDClz)
N 07.78—7.75 (m, 2H), 7.56 — 7.53 (m, 2H), 7.32 (s, 1H),
Br

2.78 (s, 3H). Em concordancia com a literatura®*1¥7,

7.3.2. Procedimento utilizando tioureia

Em um tubo de Schlenk reselavel foram adicionados 2-bromo-1-(4-
bromofenil)etanona (55) (278 mg, 1 mmol) e tioureia (83mg, 1,1 mmol) em 10 mL de etanol.
A reacao foi aquecida a 80°C por 4h e seu progresso acompanhado por cromatografia em
camada delgada. Ao término, a reacao foi resfriada e vertida em um erlenmeyer contendo
20 mL de agua gelada. O frasco foi colocado em banho de gelo e agitagcéo por 30 minutos,
em seguida, foi feito o ajuste de pH da reacéo até 8 utilizando uma solugédo de Na,COs
1mol/L. Por fim, o contetdo do recipiente foi filtrado a vacuo e lavado com agua gelada e

seco sob vacuo, obtendo-se um sdlido levemente amarelado com massa de 235mg (57).

i S 4-(4-bromofenil)-2-aminotiazol  (57):  rendimento
N/>‘ NH; 92%. Solido amarelo claro. PF = 181°C. 'H NMR (400

5 MHz, DMSO-D6) & 7.74 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.55 (d, J
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Em um tubo de Schlenk reselavel foram adicionados 4-(4-bromofenil)tiazol-2-amina

(57) (50mg, 0,2mmol) e p-anisaldeido (35mg, 0,25 mmol) ou 4-(dimetilamino)benzadeido

(45 mg, 0,3mmol) em 2,5 mL de etanol. A mistura foi aquecida por 4 horas a 80°C, foram

adicionadas peneiras moleculares e o progresso da reacdo também foi acompanhado por

cromatografia em camada delgada. Ao término da reacéo o contetdo do Schlenk foi filtrado

com etanol gelado, sendo que sélidos amarelos, referentes a 58a e 58b foram obtidos.

Br

Br

S
| )N /-
SN o

S
| )N/
N N @ NMe:

(E)-N-4-(4-bromofenil)tiazol-2-il)-1-(4-
metoxifenil) metanoimina) (58a): rendimento
33%. Solido amarelo. *H NMR (400 MHz,
CDCl3) & 8.93 (s, 1H), 7.95 (d, J = 8.4 Hz, 2H),
7.81 (d,J=8.2 Hz, 2H), 7.53 (d, J= 8.2 Hz, 2H),
7.32 (s, 1H), 6.99 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 3.88 (s,
3H). Nao ha dados de RMN experimentais na

disponiveis na literatura até o momento.

(E)-N-4-(((4-(4-bromofenil)-tiazol-2-
iDimino)metil)-N,N-dimetilanilina) (58b):
rendimento 19%. Sélido amarelo.

H NMR (400 MHz, CDCls) 6 8.81 (s, 1H),
7.85 (dd, J =18.8, 8.6 Hz, 4H), 7.53 (d, J=8.4
Hz, 2H), 7.26 (s, 1H), 6.73 (d, J = 8.4 Hz, 2H),
3.09 (s, 6H). Reportado na literatura®™?,

7.5 Procedimento das reacdes de Suzuki

Em um tubo de Schlenk reselavel foram adicionados 4-(4-bromofenil)-2-metiltiazol

(56) ou 4-(4-bromofenil)-2-aminotiazol (57) (50mg, 0,2mmol), acido aril/heteroaril/naftil

borénico (0,22 mmol), carbonato de potassio (85mg, 0,6 mmol), trifenilfosfina (3,7mg,

6mol%) e acetato de Paladio (2,4mg, 3 mol%) sob atmosfera inerte em 1,2mL de


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1821068/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1821068/CA

85

dioxano/agua/etanol (7:1:1) deaierados por 18 horas a 120°C. Apés o término da reacao,
foi realizada cromatografia em camada delgada comprovando a formacéo do produto,
entdo foi feita extracdo basica utilizando uma solugédo 1 mol/L de NaOH, acetato de etila e
agua. O bruto da reacdo filtrado, seco e purificado em coluna cromatogréfica, utilizando
misturas de hexano/acetato de etila, com a porcentagem de acetato de etila variando de
5% até 4:1, dependendo do composto a ser purificado.

IS/>’ 4-(metoxi-[1,1-bifenil]-4-il)-2-metiltiazol)  (59a):

rendimento 23%. Soélido branco. *H NMR (400 MHz,

Q CDCl3): 8 7.80 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.20 (s, 1H), 6.99 (dd,

O J=11.0, 8.9 Hz,4H), 6.89 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 3.81 (s, 3H),
MeO 2.76 (s, 3H). Reportado em???

S 4-(4-fluor-[1,1-bifenil]-4-il)-2-metiltiazol)  (59b):

N rendimento 65%. Sdlido branco. *H NMR (400 MHz,

Q CDCls) 8 7.94 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.63 — 7.54 (m, 4H),
O 7.35 (s, 1H), 7.15 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 2.79 (s, 3H).

S 2-metil-4-(4-(piridin-4-il)fenil)tiazol) (59c¢):

N rendimento 63%. Sdlido branco. *H NMR (400 MHz,
CDCls) 6 8.67 (d, J=6.0 Hz, 2H), 8.00 (d, J =8.4 Hz, 2H),
7.70 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.55 (d, J = 6.0 Hz, 2H), 7.40 (s,
1H), 2.80 (s, 3H).

S 2-metil-4-(4-(naftalen-1-il)fenil)tiazol) (59d): rendimento 13%.

N Sélido branco. *H NMR (400 MHz, CDCls) 8 8.01 —7.97 (m, 2H),
X O 7.95 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.89 (d, J = 7.6 Hz, 1H), 7.85 (d, J =
= 8.2 Hz, 1H), 7.57 — 7.53 (m, 2H), 7.52 — 7.47 (m, 2H), 7.46 —
O 7.43 (m, 1H), 7.34 (s, 1H), 2.78 (s, 3H).

S 2-metil-4-(2-metil-[1,1-bifenil]-4-iDtiazol)  (59e):

N rendimento 57%. Sélido branco. *H NMR (400 MHz,

O CDCl3) 8 7.98 — 7.93 (m, 2H), 7.43 — 7.40 (m, 2H), 7.37 (s,

O 1H), 7.32 — 7.27 (m, 4H), 2.82 (s, 3H), 2.34 (s, 3H).
Reportado em???,
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S 1-(4-(2-metiltiazol-4-il)-[1,1-bifenil]-4-il)etanona)
‘ N (59f): rendimento 55%. Sélido branco. *H NMR (400 MHz,

O CDCls) 5 8.08 — 7.95 (m, 4H), 7.71 (dd, J = 15.6, 8.2 Hz,
2 4H), 7.38 (s, 1H), 2.80 (s, 3H), 2.63 (s, 3H).

S 4-(2-metoxi-[1,1-bifenil]-4-il)-2-metiltiazol) (599):

e rendimento 88%. Sélido branco. 'H NMR (400 MHz,

. CDCl3) 5 7.91 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.58 (t, J = 10.1 Hz, 2H),

S oMe 7.43 —7.28 (m, 3H), 7.03 (dt, J = 14.7, 10.2 Hz, 2H), 3.82

(s, 3H), 2.78 (s, 3H).

4-(4-fluor-[1,1-bifenil]-4-il)tiazol-2-amina) (59h):

O rendimento 51%. Sélido branco. *H NMR (400 MHz,

DMSO) 5 7.87 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.76 — 7.70 (m, 2H),

; O 7.65 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.28 (t, J = 8.9 Hz, 2H), 7.06 (s,
1H).

7.6.1 Sintese do derivado de tiazol 60 viaacoplamento de Buchwald-Hartwig

Em um tubo de Schlenk reselavel foram adicionados 4-(4-bromofenil)-2-metiltiazol 56
(99,5mg, 0,4mmol), fenoxazina (110,6mg, 0,6mmol), terc-butdéxido de sédio (58 mg, 0,6
mmol), acetato de paladio (2mg, 2mol%), tri-tert-butilfosofénio tetrafluorborato (8,4 mg,
6mol%) em 2,5 mL de tolueno anidro. A reacado ocorreu sob atmosfera inerte durante 24
horas a 110°C. Apds o término da reacéo, foi realizada cromatografia em camada delgada
comprovando a formacéo do produto, entdo o bruto da reacao foi filtrado, seco e purificado
em coluna cromatografica com uma mistura hexano/acetato de etila 1%, obtendo-se um

sélido marrom com massa de 62mg (60).

S%\ 10-(4-(2-metiltiazol-4-il)fenil)-10H-fenoxazina) (60):

N rendimento 31%. Sélido marrom. PF = 195°C. *H NMR (400 MHz,
CDCls) 6 8.10 (d, J =8.3 Hz, 2H), 7.39 (d, J = 7.0 Hz, 3H), 6.71 —
6.55 (m, 6H), 5.98 (d, J = 7.6 Hz, 2H), 2.82 (s, 3H).
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7.5.2 Sintese do derivado de tiazol 65 via condensacgéo [3+1+1] catalisadapor cobrecom
intermediario oxima

75.2.1 Sintese daFluoracetofenonabromada

Em um tubo de Schlenk foram adicionados 4-fluoroacetofenona (61) (500mg,
3,62mmol), 4-metoxifenol (62) (450,1mg, 3,62mmol), carbonato de potassio (600mg,
4,35mmol) em 3,6mL de DMF. A mistura foi aquecida por 7 horas a 150°C. O andamento
da reacdo foi acompanhado via cromatografia em camada delgada até a formacgéo do
produto desejado. Em seguida, a reacgéao foi diluida em acetato de etila e lavada com agua
e solucdo de hidréxido de sédio. A fase orgéanica foi seca sob sulfato de sédio, filtrada e

concentrada sob vacuo, obtendo-se um solido branco com massa de 679mg (63).

1-(4-(4-metoxifenoxi)fenil)etanona (63): rendimento 77%.
O s¢lido branco. *H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.94 (d, J = 8.9 Hz,

MeO 2H), 7.04 (d, J = 9.1 Hz, 2H), 6.96 (dd, J = 8.9, 6.1 Hz, 4H), 3.85
o) (s, 3H), 2.58 (s, 3H).

75.2.2 Sintesedaoxima 64 viaacetofenona 63

A reacdo posterior foi feita em tubo de Schlenk reselavel, no qual foram adicionados
1-(4-(4-metoxifenoxi)fenil)etanona (63) (339mg, 1,4mmol), cloridrato de hidroxilamina
(118mg, 1,65mmol) e trieilamina (428mg, 4,2mmol) em 10,8 mL de etanol, a mistura foi
aquecida por 29 horas a 60°C e o progresso da reacao, novamente, foi acompanhado por
cromatografia em camada delgada.

Ao ser constatado o término da reacdo o conteddo do Schlenk foi seco no
rotaevaporador e em seguida extraido utilizando acetato de etila e 4gua e seco, obtendo-
se um solido branco com massa de 187mg (64).

OH 1-[4-(4-metoxifenoxi)fenil]-oxima (64):
rendimento 60%. Sélido branco. *H NMR (400 MHz,

Meo@ CDCls) & 7.58 — 7.55 (m, 2H), 7.02 — 6.97 (m, 2H), 6.95
© — 6.88 (M, 4H), 3.81 (s, 3H), 2.27 (s, 3H), 1.65 (s, 1H).
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Na ultima etapa sintética, a 1-[4-(4-metoxifenoxi)fenil]-oxima (64) (186mg, 073mmol)
foi adicionada a um tubo de Schlenk reselavel juntamente com tiocianato de potassio
(143mg, 1,46 mmol), iodeto de cobre (15mg, 0,073mmol) e anidrido acético (224mg, 2,19
mmol) a mistura foi solubilizada em 4,4 mL de Tolueno e aquecida a 120°C por 24 horas.

Ao constatar o término da reacéo por cromatografia em camada delgada, foi realizada
extracao acetato de etila e &gua, em seguida, para purificar o bruto da reacéo, este foi seco
e purificado em coluna cromatografica com uma mistura hexano/acetato de etila 6:1
obtendo-se um sélido branco de massa 28mg (65).

S 4-(4-(4-metoxifenoxi)fenil)-2-metiltiazol (65): rendimento
| ’\/?/ 13%. Soélido branco.
1H NMR (400 MHz, CDCl3) 8 7.79 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.19
Me0\©\ (s, 1H), 6.98 (dd, J = 11.0, 8.9 Hz, 4H), 6.88 (d, J = 9.1 Hz,
0 2H), 3.80 (s, 3H), 2.75 (s, 3H).

7.6. Metodologiade avaliagdo da atividade tripanocida e da toxicidade
7.6.1. Preparacao das solucdes estoque

Todos os derivados de tiazol analisados foram solubilizados em DMSO, com
concentracdes variando entre 10 e 20uM, de modo que a concentracédo final de solvente

nunca excedesse 0,6%, ndo sendo toxico para as células parasitas e mamiferos'®,

7.6.2. Parasitos

Inicialmente 4x103 células/pocgo (L929) foram semeadas em uma placa de 96 pogos
em 80 ul de meio RPMI’s (suplementado com 10% de SFB, 2% de L-glutamina) e mantidas
a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. ApGs 24 h, as culturas foram infectadas por 2 horas
com formas de tripomastigotas de T. cruzi (cepa Tulahuen- gal) (raz&o parasito:célula de
10 parasito:1 célula), seguida de lavagem e incubac&o por 48 horas. Apos esse periodo,
foram adicionados os compostos (10uM ou 20uM) ou BZ (10uM) e as placas incubadas
por 96 horas. Apos tratamento, foram adicionados 50uL da solugao glicosideo vermelho
de clorofenol a 500uM diluido em 0,5% de Nonidet P40 e as culturas foram incubadas por
18 horas a 37°C. Finalmente, foi feita a leitura em espectrofotdmetro no comprimento de

570 nm. Os resultados foram expressos em porcentagem de reducdo da carga parasitaria
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comparando os dados obtidos entre culturas de células infectadas e tratadas, e com
culturas infectadas, mas que néo foram tratadas. Por fim foi feito o calculo dos valores de
EC50161.

Amastigotas de cultivo celular da cepa Tulahuen, que expressam 0 gene [-
galactosidase de Escherichia coli, foram recolhidas a partir do sobrenadante de culturas
celulares infectadas (células L929)%,

7.6.3. AndlisedaToxicidade dos Compostos Sobre Células de Mamiferos in vitro

As células L929 foram cultivadas a 37°C, incubadas por 96 horas, juntamente com
0s compostos em analise diluidos em meio de cultura. Dessa forma foram avaliados por
microscopia a morfologia, a densidade celular e a contratibilidade espontdnea e a sua
viabilidade celular determinada pelo teste Presto Blue. No teste colorimétrico com Alamar
Blue® (teste de deteccdo de viabilidade celular) a leitura foi realizada em um
espectrofotdmetro com absorbancia de 570 e 600 nm. Todos os ensaios foram feitos em

triplicata®°.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1821068/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1821068/CA

8. Referéncias bibliograficas

10.

11.

12.

13.

Lindoso, J. A. L. & Lindoso, A. A. B. P. Neglected tropical diseases in Brazil. Rev.
Inst. Med. Trop. Sao Paulo 51, 247-253 (2009).

WHO. Integrating Neglected tropical diseases into global health and development:
fourth WHO report on neglected tropical diseases. World Health Organization (2017).
Sangenis, L. H. C., Nielebock, M. A. P., da Silva Santos, C., da Silva, M. C. C. &
Bento, G. M. R. Transmiss&o da doenc¢a de Chagas por consumo de carne de caca:
Reviséo sistemética. Rev. Bras. Epidemiol. 19, 803-811 (2016).

Luquetti, A. etal. Doenca de Chagas - Triagem e diagnéstico sorolégico em unidades
hemoterapicas e de saude publica. 76 (1998).

Kropf, S. P. Carlos Chagas e os debates e controvérsias sobre a doenca do Brasil
(1909-1923). Histéria, Ciéncias, Saude-Manguinhos 16, 205—-227 (2009).

Coutinho, M. & Dias, C. J. P. A descoberta da doenca de Chagas. Cad. Ciéncias e
Tecnol. 16, 11-51 (1999).

Federal, U., Acre, D. O,, De, U. P., Ci, E. M. & Para, T. Panorama Epidemiol6gico
Da Doenca De Chagas No Estado Do Amazonas , No Periodo De 2004 a 2014
Panorama Epidemiologico Da Doenca De Chagas No Estado Do Amazonas , No
Periodo De 2004 a 2014. (2018).

Dias, L. C. et al. Quimioterapia da doenca de Chagas: estado da arte e perspectivas
no desenvolvimento de novos farmacos. Quim. Nova 32, 2444-2457 (2009).

Hall, B. S., Wu, X., Hu, L. & Wilkinson, S. R. Exploiting the drug-activating properties
of a novel trypanosomal nitroreductase. Antimicrob. Agents Chemother. 54, 1193—
1199 (2010).

Oliveira, M. de F. et al. Tratamento etiolégico da doenga de Chagas no Brasil. Rev.
Patol. Trop. 37, 209-228 (2008).

Alvarez, G. et al. Identification of a new amide-containing thiazole as a drug
candidate for treatment of chagas’ disease. Antimicrob. Agents Chemother. 59,
1398-1404 (2015).

Rassi, A., Rassi, A. & Marcondes de Rezende, J. American Trypanosomiasis
(Chagas Disease). Infect. Dis. Clin. North Am. 26, 275-291 (2012).

Cardoso, M. V. D. O. et al. 2-Pyridyl thiazoles as novel anti-Trypanosoma cruzi

agents: Structural design, synthesis and pharmacological evaluation. Eur. J. Med.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1821068/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1821068/CA

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

91

Chem. 86, 48-59 (2014).

Caputto, M. E. et al. Synthesis and biological evaluation of some novel 1-indanone
thiazolylhydrazone derivatives as anti-Trypanosoma cruzi agents. Eur. J. Med.
Chem. 55, 155-163 (2012).

da Silva, E. B. et al. Desing and synthesis of potent anti-Trypanosoma cruzi agents
new thiazoles derivatives which induce apoptotic parasite death. Eur. J. Med. Chem.
130, 39-50 (2017).

De Moraes Gomes, P. A. T. et al. New 1,3-thiazole derivatives and their biological
and ultrastructural effects on Trypanosoma cruzi. Eur. J. Med. Chem. 121, 387—398
(2016).

de Oliveira Filho, G. B. et al. Structural design, synthesis and pharmacological
evaluation of thiazoles against Trypanosoma cruzi. Eur. J. Med. Chem. 141, 346-
361 (2017).

Noguera, G. J., Fabian, L. E., Lombardo, E. & Finkielsztein, L. M. Studies of 4-
arylthiazolylhydrazones derived from 1-indanones as Trypanosoma cruzi squalene
epoxidase inhibitors by molecular simulations. Org. Biomol. Chem. 16, 8525-8536
(2018).

Victor, M. M. & Da Silva, G. S. B. Sinteses totais no Brasil empregando
acoplamentos cruzados mediados por paladio. Quim. Nova 39, 859-875 (2016).
Nobre, S. M. REACOES DE ACOPLAMENTO C-C: DESENVOLVIMENTO DE
SISTEMAS CATALITICOS , ESTUDO DO MECANISMO E APLICACAO NA
SINTESE DO TRANS -RESVERATROL Sabrina Madruga Nobre. 107 (2008).
Hauptmann, S. Theophil Eicher , Siegfried Hauptmann The Chemistry of
Heterocycles. (2003).

Keenan, M. et al. Analogues of fenarimol are potent inhibitors of trypanosoma cruzi
and are efficacious in a murine model of chagas disease. J. Med. Chem. 55, 4189-
4204 (2012).

Beraldo, H. & Gambino, D. The Wide Pharmacological Versatility of
Semicarbazones, Thiosemicarbazones and Their Metal Complexes. Mini-Reviews
Med. Chem. 4, 31-39 (2005).

Khan, K. M. et al. Schiff bases of thiazole as antibacterial and antifungal agents. J.
Pharm. Res. 5, 651-656, 6 pp. (2012).

Echevarria, A., Nascimento, M. D. G., Gerbnimo, V., Miller, J. & Giesbrecht, A. NMR
Spectroscopy, Hammett Correlations and Biological Activity of Some Schiff Bases
Derived from Piperonal. J. Braz. Chem. Soc. 10, 60-64 (1999).

Azab, M. E., Rizk, S. A. & Amr, A. E. G. E. Synthesis of some novel heterocyclic and


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1821068/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1821068/CA

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

92

schiff base derivatives as antimicrobial agents. Molecules 20, 18201-18218 (2015).
Patel, N. A, Surti, S. C., Patel, R. G. & Patel, M. P. Synthesis, characterization, and
biological activity of some new benzoic acid and thiazoloacridine derivatives.
Phosphorus, Sulfur Silicon Relat. Elem. 183, 2191-2203 (2008).

Brito, C. C. B. et al. Synthesis and biological evaluation of thiazole derivatives as
LbSOD inhibitors. J. Enzyme Inhib. Med. Chem. 34, 333-342 (2019).

VALVERDE, R. Doencgas Negligenciadas. Agéncia Fiocruz
https://agencia.fiocruz.br/doencas-negligenci (2013).

ZICKER, F. Doencas tropicais negligenciadas: uma agenda inacabada. Dep. Molest.
Infeciosas e Parasit. 3—45 (2015).

Molyneux, D. H., Hotez, P. J. & Fenwick, A. ‘Rapid-impact interventions’: How a
policy of integrated control for Africa’s neglected tropical diseases could benefit the
poor. PLoS Med. 2, 1064-1070 (2005).

Rocha, A. D. J. O Impacto Social Das Doencas Negligenciadas No. Trab. Concluséo
Curso (2012).

DIAS, J. Fiocruz debate doencas negligenciadas e Agenda 2030.
https://portal.fiocruz.br/noticia/fiocruz-debate-doencas-negligenciadas-e-agenda-
2030 (2019).

Neglected tropical diseases. world health organization
https://www.who.int/neglected_diseases/diseases/en/ (2017).

de Souza, H. P. et al. Infectious and parasitic diseases in Brazil, 2010 to 2017:
Considerations for surveillance. Rev. Panam. Salud Publica/Pan Am. J. Public Heal.
44, 1-7 (2020).

Brasil. Ministério da Saude. Agenda de Prioridades de Pesquisa do Ministério da
Saude - APPMS. 26 (2018).

SOBRAL, N. V. PESQUISADORES EM DOENGCAS TROPICAIS
NEGLIGENCIADAS NO BRASIL: PRODUCAO CIENTIFICA E CONVERGENCIAS
COM O PLANO NACIONAL DE SAUDE (2016 a 2019). Ayan vol. 8 (2019).
Andricopulo, A. D. A luta contra as doencas tropicais negligenciadas continua. Veja
Saude https://saude.abril.com.br/blog/com-a-palavra/a-luta-contra-as-doencas-
tropicais-negligenciadas-continua/ (2020).

DNDi. Por um tratamento mais seguro e eficaz para as pessoas que vivem com
Doenca de Chagas. Atualizacdo do portfélio da DNDi no Combat. a doenca Chagas
(2018).

OLIVEIRA, E. Quais sdo as doencas que a industria farmacéutica negligencia por

néo darem lucro? (2019).


http://www.who.int/neglected_diseases/diseases/en/
DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1821068/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1821068/CA

41.

42.

43.

44,

45,

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

93

MORI, L. As doencas negligenciadas pela industria farmacéutica que afetam milhdes
de pessoas no mundo e no Brasil. BBC News Brazil
https://www.bbc.com/portuguese/geral-46961306 (2019).

PINHEIRO, P. DOENCA DE CHAGAS - INFECCAO PELO PROTOZOARIO
TRYPANOSOMA CRUZI. https://www.mdsaude.com/doencas-
infecciosas/parasitoses/doenca-de-chagas/ (2020).

Araudjo, A. J. G. de, Sabroza, P. C. & Silva, L. F. R. F. da. Situacéo atual da
epidemiologia da doenca de Chagas. Portal da Doenca de Chagas
http://chagas.fiocruz.br/epidemiologia/ (2017).

ARUJO, J. doenca de Chagas. https://agencia.fiocruz.br/doenca-de-
chagas#:~:text=No Brasil%2C atualmente predominam 0s,casos isolados em outros
estados. (2013).

Dias, J. C. P. A doenca de Chagas e seu controle na América Latina: uma analise
de possibilidades. Cad. Saude Publica 9, 201-209 (1993).

DNDi. DOENCA DE CHAGAS. (2020).

Tyler, K. M. & Engman, D. M. The life cycle of Trypanosoma cruzi revisited. Int. J.
Parasitol. 31, 472—-481 (2001).

Afez, N. & Crisante, G. Supervivencia de formas de cultivo de Trypanosoma cruzi
en alimentos experimentalmente contaminados. Bol. malariol. salud Ambient 91-94
(2008).

Dias, J. C. P. Notas sobre o Trypanosoma cruzi e suas caracteristicas bio-
ecoldgicas, como agente de enfermidades transmitidas por alimentos. Rev. Soc.
Bras. Med. Trop. 39, 370-375 (2006).

Bern, C. Chagas’ disease. N. Engl. J. Med. 373, 456-466 (2015).

Magalhdes, L. Trypanosoma cruzi. https://www.todamateria.com.br/trypanosoma-
cruzi/ (2017).

Azambuja, P., Ratcliffe, N. A. & Garcia, E. S. Towards an understanding of the
interactions of Trypanosoma cruzi and Trypanosoma rangeli within the reduviid
insect host Rhodnius prolixus. An. Acad. Bras. Cienc. 77, 397-404 (2005).

Miranda, M. da S. Sintese, Caracterizag¢édo Estrutural e Avaliagdo da Atividade Anti-
Trypanosoma cruzi de Derivados Tiazolidinicos e Imidazolidinicos. 137 (2009).
Oral, U. S. O. Protease Enzima que hidrolisa proteinas.

Lima, C. V. D. P. Identificagdo de proteinas que interagem com a ubiquitilacdo em
Trypanosoma cruzy Universidade Federal do Parana Instituto Carlos Chagas Curso
de Pés-graduacédo em Biologia Celular e Molecular por. (2015).

Contreras, V. T. et al. Biological aspects of the Dm 28c clone of Trypanosoma cruzi


http://www.bbc.com/portuguese/geral-46961306
http://www.mdsaude.com/doencas-
http://chagas.fiocruz.br/epidemiologia/
http://www.todamateria.com.br/trypanosoma-
DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1821068/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1821068/CA

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.
64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

94

after metacyclogenesis in chemically defined media. Memdrias do Instituto Oswaldo
Cruz vol. 83 123-133 (1988).

Contreras, V. T. et al. Production of amastigotes from metacyclic trypomastigotes of
Trypanosoma cruzi. Mem. Inst. Oswaldo Cruz 97, 1213-1220 (2002).

Teixeira, A. R. L., Nascimento, R. J. & Sturm, N. R. Texeira_et al_Evolution and
pathology in Chagas disease - A Review.pdf. 101, 463—491 (2006).

Marin-Neto, J. A. et al. Rationale and design of a randomized placebo-controlled trial
assessing the effects of etiologic treatment in Chagas’ cardiomyopathy: The
BENznidazole Evaluation For Interrupting Trypanosomiasis (BENEFIT). Am. Heart
J. 156, 37-43 (2008).

De Nazaré Correia Soeiro, M. et al. In vitro and in vivo studies of the antiparasitic
activity of sterol 14a-demethylase (CYP51) INHIBITOR VNI against drug-resistant
strains of Trypanosoma cruzi. Antimicrob. Agents Chemother. 57, 4151-4163
(2013).

CASTRO, E. DE. COMPOSTO ATIVADOR DE PROCASPASE-1 INDUZ
APOPTOSE-LIKE EM TRYPANOSOMA CRUZI. (2018).

Braz, S. Investigacdo do tratamento com o benzonidazol sobre a resposta
imunoldgica de portadores cronicos da doenca de Chagas. Antimicrobial Agents and
Chemotherapy vol. 58 (2015).

Castro, S. L. de & & Soeiro, M. de N. C. Drogas tripanossomicidas. Fiocruz (2017).
ESTUDO DA ACAO TERAPEUTICA E PERFIL CITOTOXICO DE NOVOS
CANDIDATOS A FARMACOS SOBRE A INFECCAO POR Trypanosoma cruzi IN
VITRO. 1-13 (2020).

Ostermayer, A. L. & Maria De Castro, A. SOROL OGICODaDOEN C aDe
CHaGas. (1997).

Moreira, D. R. Planejamento estrutural, sintese e avaliacdo das propriedades
tripanocidas de 2-iminotiazolidina-4- onas e seus analogos estruturais do tipo 2-
imino-1 , 3- tiazdbis. 195 (2012).

Rusanen, O., Keranen, K., Blomberg, M. & Lehto, A. Adhesive flip chip bonding in a
miniaturized spectrometer. |IEEE Int. Symp. Polym. Electron. Packag. PEP 95-100
(1997) doi:10.1109/pep.1997.656479.

Halliwell, B. & Gutteridge, J. M. C. Role of free radicals and catalytic metal ions in
human disease: An overview. Methods Enzymol. 186, 1-85 (1990).

Dunford, H. B. Free radicals in iron-containing systems. Free Radic. Biol. Med. 3,
405-421 (1987).

Free Radical Metabolites in the Mode of Action of Chemotherapeutic Agents and


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1821068/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1821068/CA

71.

72.

73.

74.

75.

76.

7.

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

95

Phagocytic Cells on Trypanosoma cruzi Author (s ): Roberto Docampo and Silvia N
J . Moreno Published by: Oxford University Press Stable URL:

http://www.jstor.org/stable/445. 6, 223—-238 (2016).

Fisicas, B. D. P. & Janeiro, R. De. Mechanism of Nifurtimox Toxicity in Different. 30,

1947-1951 (1981).

Antonio Marin-Neto, J., Rassi, A., Avezum, A., Mattos, A. C. & Rassi, A. The Benefit

trial: Testing the hypothesis that trypanocidal therapy is beneficial for patients with

chronic Chagas heart disease. Mem. Inst. Oswaldo Cruz 104, 319-324 (2009).

FERREIRA, R. A. A. DESENVOLVIMENTO DE NOVOS INIBIDORES DA ENZIMA

CRUZAINA DE T. CRUZI, ALVO TERAPEUTICO VALIDADO PARA A DOENCA DE

CHAGAS147, 11-40 (2016).

Hildemagna, F. & Da, G. Novas abordagens na pesquisa de alvos terapéuticos frente

a infeccdo por Trypanosoma cruzi Novas abordagens na pesquisa de alvos

terapéuticos frente a infecg¢do por Trypanosoma cruzi. (2016).

Olivieri, B. P. et al. A comparative study of posaconazole and benznidazole in the

prevention of heart damage and promotion of trypanocidal immune response in a

murine model of Chagas disease. Int. J. Antimicrob. Agents 36, 79—-83 (2010).

Simone, S. G. De. Metabolismo do T. cruzi - Resumo.

Silva-Lépez, R. E. da. Proteases de Leishmania: novos alvos para o

desenvolvimento racional de farmacos. Quim. Nova 33, 1541-1548 (2010).

Celular, B. Andlise estrutural e molecular de aspartico peptidases em Trypanosoma

cruzi Analise estrutural e molecular de aspartico peptidases em Trypanosoma cruzi.

(2019).

Renslo, A. R. & McKerrow, J. H. Drug discovery and development for neglected

parasitic diseases. Nat. Chem. Biol. 2, 701-710 (2006).

Paulo, U. D. S. & Carlos, S. Planejamento , Sintese e Atividade Tripanossomicida

de Inibidores covalentes reversiveis da enzima Cruzaina . Planejamento , Sintese e

Atividade Tripanossomicida de Inibidores covalentes reversiveis da enzima

Cruzaina . (2017).

GAMA, A. N. S. DA. Rio de Janeiro Maio de 2015 INSTITUTO OSWALDO CRUZ.

(INSTITUTO OSWALDO CRUZ, 2015).

Korolkovas, A. Planejamento de farmacos. Ciénc. cult. (Sao Paulo) 41, 528-37

(1989).

Do Amaral, A. T. & Montanari, C. A. 25 Years of medicinal chemistry in Brazil. Quim.

Nova 25, 39-44 (2002).

Lombardino, J. G. & Lowe, J. A. The role of the medicinal chemist in drug discovery


http://www.jstor.org/stable/445
DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1821068/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1821068/CA

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

96

- Then and now. Nat. Rev. Drug Discov. 3, 853-862 (2004).

Onah, E. Medicinal plants: Prospective drug candidates against the dreaded
Coronavirus. 04, 314-321 (2020).

Dreassi, E. et al. Determination of permeability and lipophilicity of pyrazolo-
pyrimidine tyrosine kinase inhibitors and correlation with biological data. Eur. J. Med.
Chem. 44, 3712-3717 (2009).

Pieroni, J. P., Capanema, L. X. D. L., Reis, C., Souza, J. O. B. De & Silva, L. G. da.
Terceirizacdo Da P&D De Medicamentos: Panorama Do Setor De Testes Pré-
Clinicos No Brasil. BNDES Setorial 29, 131-58 (2009).

Melo, J. O. F. et al. Heterociclos 1,2,3-triazélicos: Histérico, métodos de preparacéo,
aplicacdes e atividades farmacolégicas. Quim. Nova 29, 569-579 (2006).

Zald, M. N. The Power and Functions of Boards of Directors: A Theoretical Synthesis.
Am. J. Sociol. 75, 97-111 (1969).

Ko, T. C. et al. Synthesis of 4-alkoxy-2-phenylquinoline derivatives as potent
antiplatelet agents. Bioorganic Med. Chem. Lett. 11, 279-282 (2001).

Das, B., Saidi Reddy, V. & Ramu, R. A rapid and high-yielding synthesis of thiazoles
and aminothiazoles using ammonium-12-molybdophosphate. J. Mol. Catal. A Chem.
252, 235-237 (2006).

Silva, L. E. da. Heterociclos Aromaticos Nitrogenados — Sintese e Potencial
Quimioterapico. (2006).

Silva, B. V., Horta, B. A. C., Alencastro, R. B. de & Pinto, A. C. Proteinas quinases:
caracteristicas estruturais e inibidores quimicos. Quim. Nova 32, 453-462 (2009).
Mcinnes, C. et al. Compostos tiazol, oxazol, imidazol-quinazolina capazes de inibir
proteinas cinases. 70 (2004).

Patel, N. B., Purohit, A. C. & Rajani, D. Newer thiazolopyrimidine-based
sulfonamides clubbed with benzothiazole moiety: Synthesis and biological
evaluation. Med. Chem. Res. 23, 4789-4802 (2014).

Paulo, U. D. E. S. A. O., Teresa, M. & Gonzalez, P. Sintese de hibrido Ritonavir /
Lopinavir como inhibidor de protease do virus HIV-1 e estudo do nucleo 1, 3, 5-
triazina em busca de derivados com atividade biol6gica. (2019).

Dondoni, A., Merino, P. & Perrone, D. Totally chemical synthesis of azasugars via
thiazole intermediates. Stereodivergent routes to (-)-nojirimycin, (-)-mannojirimycin
and their 3-deoxy derivatives from serine. Tetrahedron 49, 2939-2956 (1993).

De Souza, M. V. N., Ferreira, S. B., Mendonga, J. S., Costa, M. & Rebello, F. R.
Métodos de obtencao e aplicagBes sintéticas de tiazéis, uma importante classe de

compostos heterociclicos. Quim. Nova 28, 77-84 (2005).


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1821068/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1821068/CA

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

107.

108.

109.

110.

111.

112.

97

Shi, H. B. et al. Synthesis and anticancer evaluation of thiazolyl-chalcones.
Bioorganic Med. Chem. Lett. 20, 6555-6559 (2010).

Kocabas, E., Sariguney, A. B. & Coskun, A. A rapid and high-yielding synthesis of
thiazoles and aminothiazoles using tetrabutylammonium salts. Heterocycles 81,
2849-2854 (2010).

Tang, X. et al. Access to Thiazole via Copper-Catalyzed [3+1+1]-Type Condensation
Reaction under Redox-Neutral Conditions. J. Org. Chem. 81, 11461-11466 (2016).
Caterina, M. C. et al. Imidazolidines as new anti-Trypanosoma cruzi agents:
Biological evaluation and structure-activity relationships. Bioorganic Med. Chem. 16,
2226—-2234 (2008).

De Moraes Gomes, P. A. T. et al. New 1,3-thiazole derivatives and their biological
and ultrastructural effects on Trypanosoma cruzi. Eur. J. Med. Chem. 121, 387-398
(2016).

Don, R. & loset, J. R. Screening strategies to identify new chemical diversity for drug
development to treat kinetoplastid infections. Parasitology 141, 140-146 (2014).
Marqgues, F. Estudo in vitro revela composto com alta atividade e seletividade contra
o T. cruzi. Fiocruz https://agencia.fiocruz.br/estudo-in-vitro-revela-composto-com-
alta-atividade-e-seletividade-contra-o-t-cruzi#:~:text=cruzi  foi ~ainda  menor
(O,viabilidade das células de mamiferos. (2009).

Tempone, A. G., Martins De Oliveira, C. & Berlinck, R. G. S. Current approaches to
discover marine antileishmanial natural products. Planta Med. 77, 572-585 (2011).
De Moraes Gomes, P. A. T. et al. Phthalimido-thiazoles as building blocks and their
effects on the growth and morphology of Trypanosoma cruzi. Eur. J. Med. Chem.
111, 46-57 (2016).

de Oliveira Filho, G. B. et al. Structural design, synthesis and pharmacological
evaluation of thiazoles against Trypanosoma cruzi. Eur. J. Med. Chem. 141, 346—
361 (2017).

Correia, C. R. D. & Oliveira, C. C. A evolucdo da quimica orgénica sintética: Quo
vadis? Cienc. Cult. 63, 33—-36 (2011).

Correia, C. R. D. & Ferreira, V. F. Introdu ¢do. O Social. ea oiéncia. Moscou Prog.
25, 74-81 (1987).

Miyaura, N., Yanagi, T. & Suzuki, a. Synthetic Communications: An International
Journal for Rapid Communication of Synthetic Organic Chemistry The Palladium-
Catalyzed Cross- Coupling Reaction of Phenylboronic Acid with Haloarenes in the
Presence of Bases. Synth. Commun. 11, 513-519 (1981).

Batalha, P. N., Sagrillo, F. S. & Gama, I. L. C-C cross-coupling: New methodologies,


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1821068/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1821068/CA

113.

114,

115.

116.

117.

118.

119.

120.
121.

122.

123.

124,

98

applications and discoveries over the last few years. Rev. Virtual Quim. 6, 494-550
(2014).

Brocksom, T. J., Alves, L. de C., Wulf, G. D., Desidera, A. L. & Oliveira, K. T. de. O
Prémio Nobel de Quimica em 2010: Unido Direta de Carbonos sp2 e sp. Quimica
Nov. na Esc. 32, 233-239 (2010).

Pefa-Lopez, M., Ayan-Varela, M., Sarandeses, L. A. & Pérez Sestelo, J. Palladium-
catalyzed cross-coupling reactions of organogold(l) reagents with organic
electrophiles. Chem. - A Eur. J. 16, 9905-9909 (2010).

Teixeira, R. R., Barbosa, L. C. A. & Pil6-Veloso, D. Reacfes de acoplamento cruzado
de organossilanos catalisadas por paladio: aspectos histéricos, sintéticos e
mecanisticos. Quim. Nova 30, 1704-1720 (2007).

Joshi, H., Prakash, O., Sharma, A. K., Sharma, K. N. & Singh, A. K. Suzuki coupling
reactions catalyzed with palladacycles and palladium(ll) complexes of 2-
thiophenemethylamine-based schiff bases: Examples of divergent pathways for the
same ligand. Eur. J. Inorg. Chem. 2015, 1542-1551 (2015).

Reddy, C. R., Srikanth, B., Narsimha Rao, N. & Shin, D. S. Solid-supported acid-
catalyzed C3-alkylation of 4-hydroxycoumarins with secondary benzyl alcohols:
access to 3,4-disubstituted coumarins via Pd-coupling. Tetrahedron 64, 11666—
11672 (2008).

Corbet, J. P. & Mignani, G. Selected patented cross-coupling reaction technologies.
Chem. Rev. 106, 2651-2710 (2006).

Johansson Seechurn, C. C. C., Kitching, M. O., Colacot, T. J. & Snieckus, V.
Palladium-catalyzed cross-coupling: A historical contextual perspective to the 2010
nobel prize. Angew. Chemie - Int. Ed. 51, 5062-5085 (2012).

Suzuki, A. R2. 57, 1749-1758 (1985).

Limberger, J. & Monteiro, A. L. Acoplamentos de Heck, Suzuki e Ullmann em
Compostos Vinilicos: Desenvolvimento de Sistemas Cataliticos e Aplicagdo na
Sintese de Farmacos. Inst. Quimica Tese de Do, 241 (2012).

Dawood, K. M. & El-Deftar, M. M. Microwave-assisted synthesis of 2-substituted 4-
biarylyl-1,3-thiazoles by carbon-carbon cross-coupling in water. Synthesis (Stuttg).
1030-1038 (2010) doi:10.1055/s-0029-1218662.

Biajoli, A. F. P., Schwalm, C. S., Limberger, J., Claudino, T. S. & Monteiro, A. L.
Recent progress in the use of Pd-catalyzed C-C cross-coupling reactions in the
synthesis of pharmaceutical compounds. J. Braz. Chem. Soc. 25, 2186-2214 (2014).
Desenvolvimento, C. N. De. Inibidores de fosfodiesterases : novas perspectivas de

uma antiga terapia na asma ? * Phosphodiesterase inhibitors : new perspectives on


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1821068/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1821068/CA

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.

138.

99

an old therapy for asthma ? 405—412 (2003).

Burgin, A. B. et al. Design of phosphodiesterase 4D (PDE4D) allosteric modulators
for enhancing cognition with improved safety. Nat. Biotechnol. 28, 63—70 (2010).
SINGH, Jasbir; GURNEY, Mark; KISELYOV, ALexander; RAO, Munagala; HAGEN,
T. Biaryl inhibitors for treating pulmonary and cardiovascular disorders. 145 (2008).
Dalby, A. et al. A concise synthesis of biaryl PDE4D allosteric modulators.
Tetrahedron Lett. 54, 2737-2739 (2013).

Bolliger, J. L. & Frech, C. M. Dichloro-bis(aminophosphine) complexes of palladium:
Highly convenient, reliable and extremely active suzuki-miyaura catalysts with
excellent functional group tolerance. Chem. - A Eur. J. 16, 4075-4081 (2010).
Soéderberg, B. C. G. Transition metals in organic synthesis: Highlights for the year
2003. Coord. Chem. Rev. 250, 300-387 (2006).

Cheng, K. et al. Synthesis, antibacterial activities and molecular docking studies of
peptide and Schiff bases as targeted antibiotics. Bioorganic Med. Chem. 17, 7861—
7871 (2009).

Larsen, R. D. et al. Efficient Synthesis of Losartan,. J. Org. Chem. 59, 6391-6394
(1994).

Silva, T. B., Da Silva, F. C. & Ferreira, V. F. Synthetics Methods for the Preparation
of Biaryls. Rev. Virtual Quim. 9, 1258-1284 (2017).

Diniz, L. D. F. et al. Effects of ravuconazole treatment on parasite load and immune
response in dogs experimentally infected with Trypanosoma cruzi. Antimicrob.
Agents Chemother. 54, 2979-2986 (2010).

Urbina, J. A., Payares, G., Sanoja, C., Lira, R. & Romanha, A. J. In vitro and in vivo
activities of ravuconazole on Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas
disease. Int. J. Antimicrob. Agents 21, 27—-38 (2003).

Parrado, R. et al. Usefulness of serial blood sampling and PCR replicates for
treatment monitoring of patients with chronic Chagas disease. Antimicrobial Agents
and Chemotherapy vol. 63 (2019).

Planejamento Estrutural , Sintese E Avaliacdo Das Propriedades Tripanocidas De
4-Tiazolinonas E Seus Analogos Estruturais Do Tipo 1 , 3-Tiaz6is Planejamento
Estrutural , Sintese E Avaliagdo Das Propriedades Tripanocidas De 4-Tiazolinonas
E Seus. (2013).

Narsaiah, A. V., Ghogare, R. S. & Biradar, D. O. Glycerin as alternative solvent for
the synthesis of Thiazoles. Org. Commun. 4, 75-81 (2011).

Esteves-Souza, A., Echevarria, A., Sant'Anna, C. M. R. & Nascimento, M. D. G.

Estudo experimental e tedrico da reducdo de bases de schiff derivadas da 3,3-


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1821068/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1821068/CA

139.

140.

141.

142.

143.

144,

145.

146.

147.

148.
149.

150.

151.

152.

153.

100

difenilpropilamina. Quim. Nova 27, 72—75 (2004).

Cram, D. J. & Elhafez, F. A. A. Studies in Stereochemistry. X. The Rule of “Steric
Control of Asymmetric Induction” in the Syntheses of Acyclic Systems. J. Am. Chem.
Soc. 74, 5828-5835 (1952).

Raban, M., Carlson, E. H., Lauderback, S. K., Moldowan, J. M. & Jones, F. B.
Torsional Diastereomerism in N-Arenesulfonyl-N-alkylsulfenamides. J. Am. Chem.
Soc. 94, 2738-2742 (1972).

Konig, K., Gohlert, A., Liehr, T., Loncarevic, I. F. & Riemann, I. Two-Photon Multicolor
FISH: A Versatile Technique to Detect Specific Sequences with in Single DNA
Molecules in Cells and Tissues. Single Mol. 1, 41-51 (2000).

Prabhakaran, E. N., Nugent, B. M., Williams, A. L., Nailor, K. E. & Johnston, J. N.
Free radical-mediated vinyl amination: Access to N,N-dialkyl enamines and their 3-
stannyl and B-thio derivatives. Org. Lett. 4, 4197-4200 (2002).

Tseng, C. K. Proton and carbon-13 NMR studies of 2-aminothiazoles and 2-
iminothiazolines. Magn. Reson. Chem. 25, 105-108 (1987).

Abraham, R. & Prakash, P. A novel substrate controlled chemoselective synthesis of
aryl bis(thiazole-2-imine)methanes from 2-aminothiazoles and aldehydes.
Tetrahedron Lett. 58, 3057-3063 (2017).

Razgulin, A. V. & Mecozzi, S. Binding properties of aromatic carbon-bound fluorine.
J. Med. Chem. 49, 7902—7906 (2006).

Katritzky, A. R. et al. Skin permeation rate as a function of chemical structure. J. Med.
Chem. 49, 3305-3314 (2006).

Henry, G. D. De novo synthesis of substituted pyridines. Tetrahedron 60, 6043-6061
(2004).

Propriedades Fisico-quimicas de farmacos Visao geral.

Characterization, P., Antichagasic, O. F. & Currently, B. Quim. Nova,. 33, 1714-1719
(2010).

Filosofia, F. De. Universidade De Sado Universidade De S&do. Teses.Usp.Br 126,
2016 (2004).

De Moura, K. C. G. et al. Trypanocidal Activity of Isolated Naphthoquinones from
Tabebuia and Some Heterocyclic Derivatives: A Review from an Interdisciplinary
Study. J. Braz. Chem. Soc. 12, 325-338 (2001).

Sharma, D. et al. 4-(4-Bromophenyl)-Thiazol-2-Amine derivatives: Synthesis,
biological activity and molecular docking study with ADME profile. BMC Chem. 13,
1-16 (2019).

Boyarskii, V. P., Zhesko, T. E., Larionov, E. V. & Polukeev, V. A. Synthesis of


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1821068/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1821068/CA

101

heteroaromatic carboxylic acids by carbonylation of hetaryl halides with catalysts
based on cobalt carbonyl modified with epoxides. Russ. J. Appl. Chem. 80, 571-575
(2007).

154. Zarnegar, Z., Shokrani, Z. & Safari, J. Asparagine functionalized Al 2 O 3
nanoparticle as a superior heterogeneous organocatalyst in the synthesis of 2-
aminothiazoles. J. Mol. Struct. 1185, 143-152 (2019).

155. ARAUJO, J. S. DE. ENSAIOS BIOLOGICOS IN VITRO E IN VIVO DE NOVOS
COMPOSTOS SINTETICOS SOBRE INFECCAO POR Trypanosoma. (2015).

156. Rostamizadeh, S.; Aryan, R.; Ghaieni, H. R.; Amani, A. M. Monatsh Chem.
2008, 139, 1241.

157. Donohoe, T. D.; Kabeshov, M. A.; Rathi, A. H.; Smith, I. E. D. Synlett, 2010,
2956

158. Clayden, J; Greeves, N; Warren, P. Wothers, Organic Chemistry, Oxford University

Press, 2001.

159. March, J; Smith, M B. March’s Advanced Organic Chemistry, Reaction, Mechanism

and Structures, 6.ed., 2007.

160. Timm B.L., Da Silva P.B., Batista M.M., Farahat A.A., Kumar A., Boykin D.W., Soeiro

M.N. In vitro investigation of the efficacy of novel diamidines against Trypanosoma cruzi.

Parasitology. 2014 Sep;141(10):1272-6. doi: 10.1017/S0031182014000407. Epub 2014

Apr 15.

161. Romanha A.J., De Castro S.L., Soeiro M.N.C., Lannes-Vieira J., Ribeiro I., Talvani A.,

Bourdin B., Blum B., Olivieri B., Zani C., Spadafora C., Chiari E., Chatelain E., Chaves G.,

Calzada J.E., Bustamante J.M., Freitas-Junior L.H., Romero L.I., Bahia M.T,. Lotrowska M.,

Soares M., Andrade S.G., Armstrong T., Degrave W., Andrade Z.A.. 2010. In vitro and in

vivo experimental models for drug screening and development for Chagas disease. Mem

Inst Oswaldo Cruz 401 105: 233-238.

162. Jiang L, Buchwald SL. In Metal-Catalyzed Cross-Coupling Reactions Wiley VCH
Verlag GmbH: Weinheim, Germany, pp 699-760.

163. Kosugi M, Kameyama M, Migita T. Chem Lett. 1983; 12: 927-928.

164. Boger DL, Duff SR, Panek JS, Yasuda M. J Org Chem. 1985; 50: 5790—- 5795.

165. Guram AS, Buchwald SL. J Am Chem Soc. 1994; 116: 7901-7902.
166. Paul, F., Patt, J., Hartwig, J.F., J. Am. Chem. Soc. 1994, 116, 7901-7902

167. CZAKO, B., KURTI, L., Strategic Applications of Named Reactions in
Organic Synthesis. Elsevier. Inglaterra. (p. 70-71; 464-467), 2005.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1821068/CA


102

VO/890TZ8T oN [enbiqoedesnniad -o14-oNd


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1821068/CA


PUC-Rio- CertificagaoDigital N° 1821068/CA

9. Anexos
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Figura S1: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do composto 56.
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Figura S7: Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCls) do composto 59a.
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Figura S8. Espectro de RMN de **C (APT) (100 MHz, CDCI3) do composto 59a.
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Figura S21: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do composto 63.
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Figura S23: Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls) do composto 65.
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