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RESUMO

O cancer ¢ a expansdo clonal de células malignas, cujo crescimento desordenado
promove a invasdo de tecidos e orgdos. Os quimioterapicos disponiveis apresentam
problemas quanto a especificidade e poténcia. As doencas negligenciadas sdo um grupo de
doengas transmissiveis que ocorrem, em sua maioria, em paises tropicais. Nesse grupo se
destacam a Doenca de Chagas e a Leishmaniose, como as principais doengas parasitarias, e a
febre por Zika virus (ZIKV), considerada uma ameaga a satide mundial. O tratamento para a
Doenca de Chagas e Leishmaniose ainda ¢ muito limitado e nao ha tratamento especifico para
o ZIKV. Portanto, ha uma necessidade de novas terapias contra essas doengas. A literatura
relata que o tiazol apresenta uma gama de atividades biologicas, com destaque para atividade
antitumoral, antiparasitaria e antiviral. Desta forma, este trabalho apresenta o planejamento, a
sintese e avaliagdo farmacoldgica de 46 tiazdis derivados da isatina e da
ariloxitiossemicarbazona. Os compostos derivados da isatina foram sintetizados e avaliados
frente linhagens do cancer de mama, frente formas tripomastigota e amastigota de 7. cruzi e
frente a formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e L. infantum. Os compostos
derivados da ariloxitiossemicarbazona foram sintetizados e avaliados frente ao ZIKV. Dentre
os compostos testados, LAB-2C e LAB-2A se destacaram para a atividade antitumoral com
valores de IC50 1,23 e 1,39 uM, respectivamente, frente a linhagem MDA-MB-231 e ambos
valores de IC50 0,45 uM para a linhagem MCF-7. Com relacdo a atividade antiparasitaria,
LAB-1IN se destacou frente a forma tripomastigota de 7. cruzi (IC50 1,72 uM), sendo
observadas alteragdes ultraestruturais no parasita, indu¢ao de uma marcacao compativel com
necrose, como também demonstrou atividade frente as formas promastigotas de L.
amazonensis ¢ L. infantum, com valores de IC50 6,17 e 6,04 uM, respectivamente. Para a
atividade frente o ZIKV, os compostos DLT-1I e DLT-1H se destacaram com maiores
percentuais de inibi¢do do virus, com 99,92% e 99,77%, respectivamente. De forma geral,
este trabalho apresenta compostos promissores quanto a atividade antitumoral, antiparasitaria

e antiviral frente ao ZIKV.

Palavras-chave: tiazdis; isatina; neoplasias; doenga de Chagas; leishmaniose; Zika virus.



ABSTRACT

Cancer is the clonal expansion of malignant cells, whose disordered growth promotes
tissue and organ invasion. The available chemotherapic drugs present issues regarding
specificity and potential. Neglected diseases comprise a group of communicable diseases that
mostly occur in tropical countries. In this group, Chagas Disease and Leishmaniasis stand out
as the main parasitic diseases, and Zika virus fever (ZIKV), considered a threat to global
health. Treatment for Chagas disease and Leishmaniosis is still very limited and there is no
specific treatment for ZIKV. Therefore, there is a need for new therapies against these
diseases. The literature reports that the thiazole group has a range of biological activities, with
an emphasis on antitumor, antiparasitic and antiviral activity. Thus, this work presents the
planning, synthesis, and pharmacological evaluation of 46 thiazoles derived from isatin and
from aryloxythiosemicarbazone. The compounds derived from isatin were synthesized and
tested against lineages of breast cancer, trypomastigote and amastigote forms of 7. cruzi, and
promastigote and amastigote forms of L. amazonensis and L. infantum. On the other hand, the
aryloxythiosemicarbazone derivatives were synthesized and evaluated against ZIKV. Among
the tested compounds, LAB-2C and LAB-2A stood out for antitumor activity with IC50
values of 1.23 and 1.39 uM, respectively, compared to the MDA-MB-231 strain and both
IC50 values 0.45 uM for an MCF-7 strain. Regarding antiparasitic activity, LAB-IN stood out
against the trypomastigote form of 7. cruzi (IC50 1.72 uM), with non-parasitic ultrastructural
changes and induction of a marking compatible with necrosis being observed, as well as good
activity against promastigotes of L. amazonensis and L. infantum, with IC50values of 6.17
and 6.04 uM, respectively. Regarding the activity against ZIKV, DLT-11 and DLT-1H stood
out with higher percentages of virus inhibition, with 99.92% and 99.77%, respectively.
Overall, this work presents promising compounds for multiple targets such as antitumor,

antiparasitic, and antiviral activity against ZIK'V.

Keywords: thiazoles; isatin; neoplasms; Chagas disease; leishmaniasis; zika virus.
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1 INTRODUCAO

A Quimica Medicinal ¢ uma ciéncia hibrida e multidisciplinar, que envolve diversas
areas entre ciéncia e tecnologia. Esta interagdo entre as areas ¢ responsavel pelo
desenvolvimento de inovagdes quimioterapicas para o tratamento de varias doencas (HANN,
2011).

O Cancer ¢ um termo genérico para um grande grupo de doencas que podem afetar
qualquer parte do corpo (WHO, 2018). Uma caracteristica comum entre os diversos tipos de
cancer ¢ a proliferagdo desordenada e a incapacidade no processo de diferenciagdo celular
normal. As células sofrem um processo de progressdo tumoral, que consiste na invasao,
formagao de metastases e no crescimento progressivo (COSTA, 2015). Os quimioterapicos
disponiveis para o tratamento do cancer apresentam problemas quanto a especificidade, pois
também podem agir em células normais, e potencialidade, no qual apresentam valores ainda
considerados pequenos de cura total (SHUKLA et al., 2012).

As doengas negligenciadas sdo um conjunto de doencas transmissiveis, que afetam
principalmente regides tropicais de paises em desenvolvimento. As popula¢des que vivem em
situagdo de pobreza, que ndo possuem saneamento adequado e que estdo em contato com
vetores infecciosos sdo as mais afetadas por essas doencas. Sdo chamadas “negligenciadas”
por existir pouco interesse no desenvolvimento de novos tratamentos, por parte da industria
farmacéutica. Esse fato pode ser atribuido ao baixo retorno financeiro para estas industrias
(TROUILLER et al., 2002). Dentre esse conjunto de doengas se destaca a Leishmaniose, uma
das principais doencas parasitarias, € mais recentemente, a febre pelo virus Zika, considerada
uma ameaca a saude mundial e, no qual, paises latino-americanos tém enfrentado surtos nos
ultimos anos. Para a Leishmaniose, o tratamento ndo ¢ eficaz em estagios mais avancados da
doenca (BRASIL, 2017) e nao ha tratamento especifico para o virus Zika, sé alivio para os
sintomas (KOK, 2016). Dessa forma, a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos para a
quimioterapia do cancer e doencas negligenciadas se fazem necessarios.

Estruturas privilegiadas sdo blocos de constru¢cdo moleculares com propriedades de
ligacdo versateis e capazes de proporcionar ligantes seletivos para um amplo espectro de
alvos biologicos através da modificagdo de grupos funcionais (POLANSKI et al., 2012). Sao
utilizados na Quimica Medicinal como uma estratégia para obten¢do de moléculas com

atividades farmacologicas direcionadas e sdo chamados privilegiados, por terem diversas
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atividades biologicas ja comprovadas e associadas a sua estrutura principal, registradas na
literatura (POLANSKI et al., 2012).

As isatinas e as tiossemicarbazonas sdo grandes alvos de estudos, por serem
reconhecidas na literatura como estruturas privilegiadas. A isatina (1H-indol-2,3-diona)
(Figura 1) ¢ um composto heterociclico que demonstra uma gama de atividades bioldgicas,
incluindo propriedades anticonvulsivante, antibacteriana, antifungica, antiviral e antitumoral

(VINE et al., 2009).

Figura 1 - Estrutura do anel heterociclico isatina
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Fonte: O autor (2021).

Assim como as isatinas, as tiossemicarbazonas (Figura 2) tém um amplo espectro
de atividades biolodgicas relatadas na literatura. Destacam-se com potenciais atividades
antiprotozoarias, antifungicas, antibacterianas, antivirais e antitumorais (BELARDO;
GRAMBINO, 2004) e anticonvulsiva (YOGEESWARI et al., 2002). Séries de
tiossemicarbazonas anteriormente desenvolvidas por nosso grupo de pesquisa, apresentaram

atividade anti-T. cruzi (MOREIRA et al., 2014) (ESPINDOLA et al., 2015).

Figura 2 - Estrutura das tiossemicarbazonas
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Fonte: O autor (2021).

Outro importante nucleo e que vem sendo explorado por nosso grupo de pesquisa sao
os tiazdis ou 1,3-tiazdis (Figura 3). Dentre as atividades relatadas para esse nucleo

farmacoforico, destaca-se a potente acdo citotoxica frente a diferentes tipos de tumores tais
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como carcinoma de pulmdo, adenocarcinoma de co6lon, glioblastoma, melanoma, cincer de
prostata e leucemia (LEFRANC et al., 2013; HASSAN et al., 2012; FALLAH-TAFTI et al.,
2011; ALIABADI et al., 2010; SOUZA et al., 2005).

Figura 3 - Estrutura do nucleo heterociclico tiazol

3N 4
Fonte: O autor (2021).

O presente trabalho estd dividido em trés capitulos e apresenta duas séries de inéditos
tiazdis derivados da isatina e da tiossemicarbazona, obtidos por meio da estratégia da
hibridizagao molecular, e explora trés das muitas atividades farmacoldgicas ja relatadas para

esses grupos farmacoforicos, a atividade antitumoral, a anti-Leishmania e a antiviral (Figura

4).

Figura 4 - Amplo espectro de atividades biologicas da isatina e tiazol.

Antidepressiva Antiprotozoaria
Analgésica Antiviral
Ansiolitica Analgésica
Anticonvulsivante O _______ s .......... Anticonvulsivante
Antituberculose OE Antituberculose
Antifangica l . \N / Antifangica
Antitumoral Antibacteriana
Antibacteriana Antitumoral

Anti-T. cruzi Anti-T. cruzi

Fonte: O autor (2021).

O primeiro capitulo ¢ intitulado ‘“Planejamento estrutural, sintese e avaliacdo

antitumoral de inéditos tiazo6is derivados da isatina” e nele sdo apresentados o planejamento, a
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sintese, a caracterizacdo estrutural e a avaliacdo quanto as propriedades antitumorais de
tiazois derivados da isatina.

O segundo capitulo ¢ intitulado “Avaliacdo antiparasitaria de inéditos tiazois derivados
da isatina” e nele sdo apresentados a avaliagdo quanto as propriedades anti-7. cruzi e
anti-Leishmania de tiazois derivados da isatina.

O terceiro capitulo ¢ intitulado “Planejamento, sintese e avaliacdo antiviral frente ao
virus Zika de inéditos tiazdis derivados da ariloxitiossemicarbazona” e nele sao apresentados
o planejamento, a sintese empregada e a caracterizacao estrutural para a obtengao da série de
inéditos tiazois derivados da ariloxitiossemicarbazona, assim como resultados de sua
propriedade antiviral frente ao virus Zika.

Desse modo, aqui ¢ apresentada a investigacdo da eficicia da estratégia da

hibridizagdo molecular, envolvendo as estruturas privilegiadas tiazol, isatina e

tiossemicarbazona, com relagdo a potencializacao das suas propriedades farmacologicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Realizar o planejamento estrutural e a sintese de duas séries de inéditos tiazois, com

potencial atividade antitumoral, antiparasitaria e antiviral frente ao ZIKV (virus Zika)

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar uma série de inéditos tiazois derivados da isatina;

e Sintetizar uma série de inéditos tiazois derivados da ariloxitiossemicarbazona;

e (aracterizar estruturalmente os compostos sintetizados através das técnicas de
RMN 'H e *C, EMAR e Difracdo de Raios X;

e Avaliar a citotoxicidade in vitro dos compostos em células de macrofagos e
células Vero;

® Avaliar as propriedades antitumorais dos tiazéis derivados da isatina frente linhagens
do cancer de mama;

e Avaliar a atividade antiparasitaria dos tiazois derivados da isatina frente a forma
tripomastigota de 7. cruzi e as formas promastigota e amastigota de L.
amazonensis € L. infantum;

e Avaliar a atividade antiviral dos tiazdis derivados da ariloxitiossemicarbazona frente

ao ZIKV.
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3 CAPITULO UM: PLANEJAMENTO ESTRUTURAL, SINTESE E AVALIACAO
ANTITUMORAL DE INEDITOS TIAZOIS DERIVADOS DA ISATINA

3.1 REVISAO DA LITERATURA

3.1.1 Cancer

Cancer ¢ a expansdao clonal de células malignas e mutantes, cujo crescimento
desordenado promove a invasdo de tecidos e 6rgdos, fazendo-os perder sua funcionalidade
normal. Dividindo-se rapidamente, estas células tendem a ser muito agressivas e
incontrolaveis, determinando a formagdo de tumores (acimulo de células cancerosas). Por
outro lado, um tumor benigno significa simplesmente uma massa localizada de células que se
multiplicam vagarosamente e se assemelham ao seu tecido original, raramente constituindo
um risco de vida (INCA, 2019). De modo geral, nas células normais que possuem algum
dano, um mecanismo ¢ ativado no proposito de corrigir o defeito. Ja quando o dano ¢
irreversivel, a célula desencadeia um processo chamado de apoptose celular, conhecido
também como morte celular programada. No entanto, uma célula cancerosa, consegue
“burlar” esse processo de apoptose o que faz com que ela continue a se duplicar
exageradamente até atingir tamanhos preocupantes e formar tumores malignos (COSTA,
2015).

O cancer ocupa a 2* posi¢do dentre as doengas que mais matam no mundo,
responsavel por 9,6 milhdes de mortes (GLOBOCAN, 2020). No Brasil, também ocupa a 2*
posicao de causa de morte, com um nimero de 197 mil dbitos por ano (INCA, 2019).

Quanto as causas de cancer, pode-se dizer que elas podem ser externas ou internas ao
organismo. Embora a primeira, que estd associada a fatores ambientais, seja responsavel por
80% a 90% dos casos de cancer. As causas externas relacionam-se ao meio ambiente e aos
habitos ou costumes préprios de um ambiente social e cultural. Entende-se assim por
ambiente o meio em geral (dgua, terra e ar), o ambiente ocupacional (industrias quimicas e
afins), o ambiente de consumo (alimentos e medicamentos), o ambiente social e cultural
(estilo e habitos de vida). Os fatores de risco ambientais de cancer sao denominados
cancerigenos ou carcindgenos e atuam alterando a estrutura genética (DNA) das células. Ja as
causas internas sdao, na maioria das vezes, geneticamente pré-determinadas, estdo ligadas a

capacidade do organismo de se defender das agressdes externas. Estando ambas as causas
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inter-relacionadas. O surgimento do cancer depende, assim, da intensidade e duragdo da

exposicao das células aos agentes causadores (INCA, 2019).
3.1.1.1 Caracteristicas do Cancer

Em 2011, Hanahan e Weinberg descreveram o conceito de "hallmarks" do cancer, que
serilam as caracteristicas que contribuem para o entendimento desta patologia. Os Hallmarks
do cancer incluem: manuten¢ao de sinalizagdo proliferativa, evasdo de supressores de
crescimento, ativacdo de invasdo e metastase, possibilidade de imortalidade replicativa,
inducdo de angiogénese e resisténcia a morte celular (Figura 5). Adicionalmente,
caracteristicas principais que permitem a aquisicdo dos Hallmarks iniciais foram descritas.
Essas caracteristicas sdao: Instabilidade gendémica e mutagdo, e inflamacdo promotora de

tumor (HANAHAN; WEINBERG, 2011).

Figura 5 - Hallmarks do céancer.
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Fonte: HANAHAN & WEINBERG (2001) (Adaptado).

3.1.1.2 Epidemiologia do Cancer

Os tipos de cancer mais diagnosticados em todo o mundo sdo os de pulmao (2,09
milhoes), de mama (2,09 milhdes), intestino (1,8 milhdes), prostata (1,28 milhdes) e
estomago (1,03 milhdo). Nos homens, os mais frequentes foram pulmao (14,5%), prostata

(13,5%), intestino (10,9%), estdmago (7,2%) e figado (6,3%). E nas mulheres as maiores
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frequéncias encontradas foram mama (24,2%), intestino (9,4%), pulmao (8,4%), colo do tutero
(6,6%) e glandula tireoide (5,1%) (GLOBOCAN, 2020).

O Brasil vem passando nas Ultimas décadas por alteracdes de contexto social,
econdmico e consequentemente de saide. O aumento da expectativa de vida, a melhoria e a
evolucdo dos métodos diagnosticos podem explicar o crescimento das taxas de incidéncia de
cancer ao longo dos anos no pais. A essas novas caracteristicas da sociedade brasileira
unem-se os novos estilos de vida e a exposi¢do ainda mais intensa a fatores de risco proprios
do mundo contemporaneo. Esse processo de mudanga trouxe uma alteragdo importante no
perfil de morbimortalidade, diminuindo a ocorréncia das doengas infectocontagiosas e
colocando as doengas cronico-degenerativas como novo centro de atencdo dos problemas de
doencga e morte da populagdo brasileira.

A estimativa para o Brasil, referente ao ano de 2020, aponta a ocorréncia de cerca de
600 mil novos casos de cancer. Com exce¢do do cancer de pele ndo melanoma, que
corresponde a aproximadamente a um numero de 180 mil novos casos, ocorrerdo cerca de 420
mil novos casos de cancer. Estima-se que os canceres de prostata (65 mil) em homens e mama
(66 mil) em mulheres serdo os mais frequentes. Sem levar em consideracdo os casos de
cancer de pele ndo melanoma, os tipos mais frequentes em homens sdo prostata (29,2%),
intestino (9,1%), pulmao (7,9%), estomago (5,9%) e cavidade oral (5%). J& para as mulheres
os tipos de cancer que figurardo entre os principais serdo mama (29,7%), intestino (9,2%),
colo de utero (7,4%), pulmao (5,6%) e glandula tireoide (5,4%); assim como mostra a Figura

6 (INCA, 2019).

Figura 6 - Distribui¢do dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2020 por sexo.

Prostata 65.840  29.2% Homens Mulheres ~ Mama feminina 66.280 297%
Colon e reto 20,520 9.1% Colon e reto 20.470 9.2%
Traqueia, brénquio e pulmao 17.760 7.9% Colo do utero 16.290 74%
Estimago 13.360 5,9% Traqueia,bronquio e pulmao ~ 12.440 9,6%
Cavidade oral 11.180 5,0% Glandula tireoide 11.950 5,4%
Esofago 8.690 3.9% Estdmago 7.870 3.5%
Bexiga 7590 34% Ovério 6.650 30%
Linfoma nao Hodgkin 6.980 2.9% Corpo do (tero 6.540 2.9%
Laringe 6.470 2.9% Linfoma ndo Hodgkin 54350 24%
Leucemias 5.920 2,6% Sistemna nervoso central 5.220 23%

Fonte: INCA (2019) (Adaptado).
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3.1.1.3 Quimioterapia do Cancer

A quimioterapia ¢ o método que utiliza compostos quimicos para o tratamento de
doencas que sdo causadas por agentes biologicos. A acdo e o efeito dos quimioterapicos
acontecem em todo o organismo, podendo assim atacar células que tenham se separado do
tumor inicial formando metéstases em algum outro 6rgao. Entretanto, pelo fato de as células
normais apresentarem um tempo de recuperagdo previsivel, ¢ possivel que a quimioterapia
seja aplicada repetidamente, desde que o tempo para a recuperacdo da medula 6ssea e da
mucosa do tubo digestivo seja observado. Sendo assim, a quimioterapia deve ser aplicada em
ciclos periddicos. Existem dezenas de agentes quimioterapicos e a escolha de qual deles deve
ser utilizado depende de cada caso, levando em consideragao o tipo de tumor, a extensao da
doenca e as condi¢cdes de cada paciente (INCA, 2018). Para o tratamento do cancer, na
maioria das vezes, ¢ utilizada uma combinacdo de medicamentos, que podem ser: inibidores

mitoticos, agentes alquilantes e antimetabolitos (Figura 7).

Figura 7 - Estrutura dos principais farmacos usados no tratamento do cancer.
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Fonte: O autor (2021).
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Vinorelbina (Figura 7, A) ¢ um inibidor mitético derivado da Catharanthus roseus,
sendo um dos primeiros medicamentos disponibilizado para o tratamento do cancer. Outros
inibidores mitdticos sdo os taxoides, como o Paclitaxel (Figura 7, B), isolado das cascas de
Taxus brevifolia e o Docetaxel (Figura 7, C), derivado de Taxus baccata. A Cisplatina
(Figura 7, D) e a Carboplatina (Figura 7, E) sdo agentes alquilantes que estdo disponiveis
desde a década de 70 para o tratamento do cancer. Esses medicamentos evitam a duplicacio
celular a partir da adicdo de grupos alquilas no DNA celular. A Gemcitabina (Figura 7, F) ¢
um antimetabolito andlogo de nucleosideo que compete com a citidina e inibe a divisao
celular. Capecitabina (Figura 7, G) ¢ um antimetabolito derivado do carbamato de
fluoropirimidina e foi planejado para administracdo oral (ONCOGUIA, 2017).

No entanto, os quimioterapicos disponiveis para o tratamento do cancer apresentam
varios problemas quanto a especificidade, agindo também em células normais, e
potencialidade, apresentando valores ainda considerados pequenos de cura total. Além desses
fatores, o desenvolvimento de resisténcia a multiplas drogas ¢ um elemento agravante e ja
com certa frequéncia de casos na terapéutica do cancer (SHUKLA et al., 2012). Dessa forma,
a pesquisa e desenvolvimento de novos fairmacos para a quimioterapia do cancer se fazem

necessarios.

3.1.2 Estruturas Privilegiadas

O conceito de Estruturas Privilegiadas surgiu como uma abordagem eficiente para a
sintese de novos fAirmacos. Nesse conceito, um Unico bloco de construcio (nucleo a partir do
qual a molécula serd desenvolvida), ¢ capaz de fornecer potentes ligantes e seletivos para
diferentes alvos bioldgicos (DESIMONE et al., 2004). Utilizando essa ideia, entende-se que
certas caracteristicas estruturais produzem efeitos bioldgicos mais amplos que outras. Este
tipo de estrutura ¢ utilizado para enriquecer a atividade de novas moléculas no planejamento
de farmacos (POLANSKI et al., 2012).

Ao passo que os blocos de construgdo sdo apenas uma caracteristica estrutural
comum em um grupo de moléculas, as estruturas privilegiadas sdo nucleos que oferecem
andlogos biologicamente ativos para varios alvos. Assim, as estruturas privilegiadas podem
servir como inspiracdo para o planejamento de novos farmacos (POLANSKI et al., 2012);

(SCHNEIDER; SCHNEIDER, 2017).
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3.1.2.1 Isatinas

A isatina (1H-indol-2,3-diona) ¢ um composto heterociclico do tipo indol. O indol ¢
um importante sistema heterociclico por estar inserido em proteinas e por fazer parte do
esqueleto de alcaloides ind6is — compostos biologicamente ativos de plantas, incluindo
estricnina ¢ LSD (SHARMA et al., 2010). A isatina possui em sua estrutura dois grupos
carbonilas (C=0), sendo uma cetonica ¢ uma amidica, um nitrogénio amidico ¢ um anel

aromatico (C¢H,), como mostra a (Figura 8) (MARTINEZ; FERREIRA, 2017).

Figura 8 - Composicdo estrutural do nicleo isatina.
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Fonte: O autor (2021).

As isatinas tém se mostrado muito interessantes por apresentar diversas
comprovagoes de atividades bioldgicas, se encaixando perfeitamente no conceito de estrutura
privilegiada. Este grupo funcional vem sendo utilizado como bloco de construcdo na sintese
organica, para potencializar a atividade das moléculas e produzir novos compostos com perfis
farmacocinéticos desejaveis (ABOUL-FADL et al., 2012).

Dentre os registros de bioatividade das isatinas encontrados na literatura,
destacam-se os anticonvulsivantes, antibacterianas, antiflingicas, antivirais e outros. Esse
amplo espectro de atividade biologica tem sido facilitado pela versatilidade sintética da
isatina, que permitiu a geragdo de um grande niimero de derivados, incluindo andlogos com
substitui¢do do anel aril e/ou derivagdo do nitrogénio da isatina e dos carbonos C, e C; (VINE
et al., 2009).

As isatinas apresentam uma conhecida atividade contra varias linhagens de células
cancerigenas (ABOUL-FADL et al., 2012). A aprovagdo pelo FDA do oxindol, que ¢ o

malato de sunitinibe (Figura 9, A), como um inibidor de quinase para o tratamento do
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carcinoma renal avancado e tumores gastrointestinais, destacou o crescente interesse nas
isatinas como uma nova classe de agentes antineoplasicos (MOTZER et al., 2006).

Derivados da isatina, como o Semaxanib (Figura 9, B) sdo relatados como potentes
inibidores das quinases dependentes de ciclina (CDKs), o que pode induzir apoptose em
células de carcinoma de coélon. Shi e colaboradores (1996) obtiveram derivados
fenil-hidrazonas de isatinas (Figura 9, C) que também apresentaram potente inibicdo de
CDKs (SOLOMON et al., 2009).

Além da potente inibicdo de quinase, o mecanismo de agdo de outros derivados da
isatina inclui a inibicdo e/ou modulacdo de proteases, inibi¢do da traducdo, da
neovasculariza¢do e da polimerizagdo da tubulina (VINE et al., 2009). Em 2006, Abadi ¢
colaboradores identificaram as propriedades antitumorais de imino 2-indolonas (Figura 9, D).
Vine e colaboradores (2009) sintetizaram diversos andlogos da isatina substituida (Figura 9,
E), e testaram em cinco linhagens de células cancerigenas humanas, concluindo que isatinas

substituidas podem ser efetivos farmacos anticancer (SOLOMON et al., 2009).

Figura 9 - Derivados da isatina com atividade antitumoral.
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Fonte: O autor (2021).

3.1.2.2 Tiazois

Os tiazoéis ou 1,3 tiazois sdo uma classe de compostos heterociclicos formados por um
anel de cinco membros contendo trés atomos de carbono, um de enxofre € um de nitrogénio,

além de duas duplas ligacdes (Figura 10). Os tiazois sio membros dos heterociclicos azodis
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que incluem imidazodis e oxazdis. O anel tiazol € planar, e sua aromaticidade € caracterizada
pela deslocalizacdo de um par de elétrons do dtomo de enxofre para completar os 6 elétrons ©

necessarios para satisfazer a regra de Huckel (KASHYAP et al., 2012).

Figura 10 - Composigao estrutural do nucleo tiazol
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Os tiazo6is destacam-se pela potente acdo citotoxica frente a diferentes tipos de
tumores tais como carcinoma de pulmao, adenocarcinoma de c6lon, glioblastoma, melanoma,
cancer de prostata e leucemia (LEFRANC et al, 2013; HASSAN et al., 2012;
FALLAH-TAFTI et al., 2011; ALIABADI et al., 2010; SOUZA et al., 2005). Como exemplo
de agentes antitumorais que apresentam tiazol em sua estrutura, podem ser citados o

Tiazofurin e a Bleomicina (Figura 11) (KASHYAP et al., 2012).

Figura 11 - Derivados do tiazol com atividade antitumoral.
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3.2 PLANEJAMENTO DAS MOLECULAS

O planejamento das moléculas obtidas neste trabalho, foi feito partindo de moléculas
anteriormente desenvolvidas pelo grupo LpQM. Foram norteadores os resultados obtidos dos
derivados da  5-cloro-isatina  sintetizados por Gomes (2016), no qual,
isatina-tiossemicarbazonas com um fenil em N, apresentaram uma promissora atividade
antitumoral. Dessa forma, o grupamento 5-cloro-isatina foi escolhido por ser responséavel por
um amplo espectro de atividades bioldgicas e recebendo destaque por sua atividade
antineoplasica (SABET et al, 2010). Tendo em vista a conhecida atividade antitumoral de
derivados que contém o nucleo tiazol, esse grupamento farmacoforico também foi escolhido.

Vine e colaboradores (VINE et al, 2009) mostraram que algumas isatinas
substituidas apresentam agdo anticancerigena sobre células humanas de linfoma histiocitico
(U937), principalmente as isatinas halogenadas na posi¢ao Cs. Por esse motivo, foram obtidas
isatinas com um halogénio nesta mesma posicao.

Com os grupos farmacoforicos escolhidos, foi utilizada a estratégia quimica de
hibridizacdo molecular (Figura 12), onde duas estruturas bioativas distintas foram unidas em
uma nova estrutura. Esta junc¢do permite potencializar a atividade biologica. Foram utilizados
varios substituintes quimicos na posi¢ao C, do anel tiazol, como, por exemplo, grupo metil,
metoxi, nitro e halogénios (F, Cl, Br), mantendo o grupo fenil em N,, como sugerido no

trabalho de Gomes (2016).

Figura 12 - Planejamento estrutural dos compostos da série LAB.
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Fonte: O autor (2021).



As estruturas dos compostos planejados foram previamente analisadas segundo a

“Regra dos 5” de Lipinski, et al. (1997). Esta regra descreve abordagens experimentais e
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computacionais para estimar a solubilidade e a permeabilidade nas configura¢des de farmacos

em desenvolvimento. A “Regra dos 5" (Rule of 5) prevé que candidatos a bioativos devem

apresentar quatro caracteristicas fisico-quimicas que geralmente sdo comuns em farmacos

ativos por via oral ja existentes, apresentando resultados com valores multiplos de cinco,

como mostra a Figura 13 e a Tabela 1.

Numero de
doadores de
ligacdes de H

<5

Tabela 1 - Dados dos compostos planejados da série LAB aplicados a “Regra dos 5”

Figura 13 - Regra dos 5 proposta por Lipinski et al. (1997)

Numero de
. Massa
aceitadores
de ligacBes Molecular <
deH<10 500g/mol

Fonte: O autor (2021).

MLogP < 4,15

ou

ClogP <5

Estrutura Geral da Ref. R, R, Aceptores Doadores  MLogP Massa
Molécula deH<10 deHS=<S5 <4,15 <500u
LAB-1A Ph H 3 1 3,51 396,46

LAB-1B  4-CH3-Ph H 3 1 3,72 410,49

LAB-1C 4-OCH3-Ph H 4 1 3,17 426,49

LAB-1D 3-NO2-Ph H 5 1 2,53 441,46

LAB-1E  4-NO2-Ph H 5 1 2,53 441,46

] LAB-1F 4-F-Ph H 4 1 3,88 414,45

. )S/R' LAB-1G 4-Cl-Ph H 3 1 3,98 430,91

R N\N/)—N LAB-1H 2-Naph H 3 1 4,15 446,52
et /N LAB-1I  4-Br-Ph H 3 1 4,09 475,36
— LAB-1J 2,4-C1-Ph H 3 1 4,46 465,35

LAB-1K CI-CH3 H 3 1 2,83 368,84

LAB-1L 4-Ph-Ph H 3 1 4,52 472,56

LAB-1M Ph CH;, 3 1 3,72 410,49

LAB-1N 4-Br-Ph CH;, 3 1 4,29 489,39
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LAB-2A Ph H 3 1 3,98 430,91
LAB-2B  4-CH3-Ph H 3 1 4,15 444,94

LAB-2C 4-OCH3-Ph H 4 1 3,65 460,94

LAB-2D  3-NO2-Ph H 5 1 3,00 475,91

LAB-2E  4-NO2-Ph H 5 1 2,53 441,46

) LAB-2F 4-F-Ph H 4 1 3,88 414,45

2 & LAB-2G  4-Cl-Ph H 3 1 3,98 430,91
th\()_ @ LAB-2H  2-Naph H 3 1 4,15 446,52
K LAB-21  4-Br-Ph H 3 1 4,09 475,36
LAB-2J  2,4-CI-Ph H 3 1 4,46 465,35

LAB-2K  CI-CH3 H 3 1 2,83 368,84

LAB-2L  4-Ph-Ph H 3 1 4,52 472,56

LAB-2M Ph CH, 3 1 3,72 410,49

LAB-2N  4-Br-Ph CH, 3 1 4,29 489,39

Valores obtidos através do site SwissADME

Os resultados da andlise para os compostos planejados estdo dispostos na Tabela 1.
Foi observado que grande parte das estruturas se apresentam de acordo com todos os
parametros da regra e apenas trés compostos (LAB-2J, LAB-2L e LAB-2N) violaram apenas

um parametro, que ¢ aceitavel segundo a regra de Lipinski.
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3.3 METODOLOGIA

3.3.1 Sintese e Caracterizac¢ao

Para as reacdes, foram utilizados os solventes: hexano, acetato, etanol, isopropanol e
DMEF, provenientes das marcas Dinamica, Cinética ou Quimica moderna. Ja os reagentes:
4-fenil-3-tiossemicarbazida, 2-bromo-acetofenona, 2-bromo-4’-metil-acetofenona,
2-bromo-4’-metoxi-acetofenona, 2-bromo-3’-nitro-acetofenona,
2-bromo-4’-nitro-acetofenona, 2-bromo-4’-fluoracetofenona, 2-bromo-4’-cloro-acetofenona,
2-bromo-2-acetonaftona, 2,4°-dibromoacetofenona, 2,2, 4’ -tricloroacetofenona,
1,3-dicloroacetona, 2-bromo-4’-fenilacetofenona, 2-bromo-propilfenona e
2,4’-dibromo-propilfenona, foram adquiridos das marcas Sigma Aldrich e Pro Quimicos. O
DMSO deuterado (DMSO-ds) da marca Sigma-Aldrich foi utilizado para a realizacdo de
todos os RMNS.

O acompanhamento das reagdes foi realizado através de Cromatografia em Camada
Delgada (CCD), utilizando-se por fase silica-gel 60 da marca Alugram® com indicador
fluorescente F,s,. Para a leitura das placas cromatograficas foi utilizada uma camara de
radiacao ultravioleta, com lampadas de 365 nm e 254 nm, da marca Vilber Lourmat. Para
auxiliar nos processos reacionais foi utilizado chapas aquecedoras da marca Fisatom, modelo
752A. A afericdo do ponto de fusdo dos produtos obtidos foi feita através do equipamento
fusidometro da marca Fisatom, modelo 430D.

As analises espectroscopicas de Ressonancia Magnética Nuclear (*C ¢ '"H e DEPT)
foi realizada na Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental da UFPE,
utilizando os instrumentos da Varian, modelo Unity Plus (400 MHz para 'H e 100 MHz para
BC) e 0 equipamento da Bruker AMX (300 MHZ para 'H ; 75,5 MHz para "*C). Utilizou-se o
tetrametilsilano como padrdo e o dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6) como solvente. A

analise de Espectrometria de Massas de Alta Resolu¢ao (EMAR) foi realizada no CETENE.
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3.3.1.1 Sintese dos Intermediarios LAB-Intl e LAB-Int2

Em baldo de fundo redondo, adicionou-se a respectiva isatina (indolina-2,3-diona ou
5-cloro-indolina-2,3-diona), a N-fenil-hidrazinacarbotioamida (na proporgao 1:1), etanol (20
ml) e HCI (7 gotas, cat.). A mistura reacional foi mantida em agitagdo magnética e refluxo por
6 horas. As reagdes foram acompanhadas por placa cromatografica de camada delgada
(CCD). O precipitado formado foi filtrado em funil sinterizado e submetido a lavagem com
etanol e ciclo-hexano em sistema a vacuo. O funil sinterizado contendo o produto foi
acondicionado em dessecador por 24h e entdo pesado para obtencdo dos dados de rendimento

reacional.

3.3.1.2 Sintese da série isatina-hidrazona-tiazois LAB-14 a LAB-2N

Em baldo de fundo redondo, adicionou-se um dos dois intermediarios (LAB-Intl ou
LAB-Int2), uma das oa-halo-cetonas (2-bromo-acetofenona, 2-bromo-4’-metil-acetofenona,
2-bromo-4’-metoxi-acetofenona, 2-bromo-3’-nitro-acetofenona,
2-bromo-4’-nitro-acetofenona, 2-bromo-4’-fluoracetofenona, 2-bromo-4’-cloro-acetofenona,
2-bromo-2-acetonaftona, 2.,4’-dibromoacetofenona, 2,2’ 4’-tricloroacetofenona,
1,3-dicloroacetona, 2-bromo-4’-fenilacetofenona, 2-bromo-propilfenona e
2,4’-dibromo-propilfenona) (na propor¢ao 1:1) e isopropanol (20 mL). A mistura reacional foi
mantida sob refluxo por 24h horas. As rea¢des foram acompanhadas por placa cromatografica
de camada delgada (CCD). O precipitado formado foi filtrado em funil sinterizado e
submetido a lavagem com isopropanol e ciclo-hexano em sistema a vacuo. O funil
sinterizado contendo o produto foi acondicionado em dessecador por 24h e entdo pesado para

obteng¢ado dos dados de rendimento reacional.

3.3.1.3 Caracterizagdo Estrutural

A verificacdo da estrutura quimica das moléculas foi realizada através de andlises
espectroscopicas dos compostos finais (EMAR e RMN *C ¢ 'H). Além disso, também foram

vistos o ponto de fusdo (PF) destas moléculas.
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3.3.1.4 Dados fisico-quimicos e elucidagdo estrutural

LAB-Intl: (E)-2-(2-oxoindolin-3-ilideno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida

Formula Molecular: C,;H,,N,OS

Massa Molecular: 296,06 u.

Rendimento: 75%.

Ponto de Fusiao: 246 °C.

RMN 'H (DMSO-dg, 300MHz), 6 ,,.: 7.04 (d, 1H, J 8.1 Hz, ArH), 7.11 (t, 1H, J 7.2 Hz,
ArH), 7.25 (t, 1H, J 7.2 Hz, ArH), 7.41 (m, 3H, ArH), 7.76 (m, 3H, ArH), 10.14 (s, 1H, NH),
10.37 (s, 1H, NH), 12.95 (s, 1H, NH).

RMN "C (DMSO-ds, 75MHz) 6 ,,n: 111.97 (CH, Ar), 121.16 (C-Ar), 121.95 (CH, Ar),
123.48 (CH, Ar), 125.29 (CH, Ar), 125.41 (CH, Ar), 126.68 (CH, Ar), 129.24 (CH, Ar),
129.24 (CH, Ar), 132.26 (CH, Ar), 132.53 (Ph—C-NH), 139.46 (C=N), 143.36 (C—NH, Ar),
163.63 (C=0), 177.44 (C=S).

EMAR: 296,07 [M + H]"

LAB-Int2: (£)-2-(5-cloro-2-oxoindolin-3-ilideno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida

Cl
N )\\
NH

~
Z2

Iz
o

Foérmula Molecular: C,;H,,CIN,OS

Massa Molecular: 330,79 u.

Rendimento: 80%.

Ponto de Fusiao: 255 °C.

RMN 'H (DMSO-dg, 300MHz), 6 ,,.: 7.29 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 7.37 (d, 1H, J 2.1 Hz,
ArH), 7.39 (d, 1H, J 2.1 Hz, ArH), 7.44 (t, 2H, J 7.5 Hz, ArH), 7.61 (d, 2H, J 7.5 Hz, ArH),
7.88 (s, 1H, ArH), 10.88 (s, 1H, NH), 11.33 (s, 1H, NH), 12.61 (s, 1H, NH).

RMN "C (DMSO-ds, 75MHz) 8 ,,,: 112.52 (CH, Ar), 120.98 (CH, Ar), 121.81 (C-Ar),
125.68 (CH, Ar), 125.68 (CH, Ar), 126.56 (CH, Ar), 126.22 (C—Cl, Ar), 128.43 (CH, Ar),
128.43 (CH, Ar), 130.56 (CH, Ar), 131.01 (C=N), 138.27 (Ph—C—NH), 141.10 (C—NH, Ar),
162.44 (C=0), 176.26 (C=S).

EMAR: 330,03 [M + H]"



34

LAB-1A: (E)-3-[(Z2)-(3,4-difeniltiazol-2-ilideno)-hidrazona]indolin-2-ona

/ N
HN

Formula Molecular: C;H,,N,OS

Massa Molecular: 396,46 u.

Rendimento: 78%.

Ponto de Fusao: 267-268 °C.

RMN 'H (DMSO-d4, 300MHz), 6 ,,,: 6.65 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 6.76 (d, 1H, J 2.1 Hz,
ArH), 6.95 (s, 1H, ArH), 7.15 (m, 6H, ArH), 7.48 (m, 6H, ArH), 10.45 (s, 1H, NH).

RMN “C (DMSO-dg, 75MHz) & ,,: 104.39 (CH, tiazol), 110.64 (CH, Ar), 117.56 (CH, Ar),
118.14 (CH, Ar), 118.14 (CH, Ar), 121.59 (CH, Ar), 121.59 (CH, Ar), 127.02 (CH, Ar),
127.02 (CH, Ar), 127.52 (CH, Ar), 128.98 (CH, Ar), 128.98 (CH, Ar), 129.05 (CH, Ar),
129.05 (CH, Ar), 129.34 (CH, Ar), 129.54 (CH, Ar), 130.97 (C, Ar), 137.66 (C, Ar), 138.90
(C=N), 140.90 (C-NH, Ar), 142.55 (C—N, Ar), 165.88 (C=0), 176.53 (S—C=N).

EMAR: 396,50 [M + H]"

LAB-1B: (E)-3-{(Z)-[4-(p-toluil)-3-feniltiazol-2-ilideno]-hidrazona}indolin-2-ona

Formula Molecular: C,,H;N,OS

Massa Molecular: 410,49 u.

Rendimento: 81%.

Ponto de Fusao: 277-278 °C.

RMN 'H (DMSO-d¢, 300MHz),  ,,..: 3.32 (s, 3H, ArH), 6.65 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 6.76
(d, 1H, J 2.1 Hz, ArH), 6.95 (s, 1H, ArH), 7.15 (m, 5H, ArH), 7.48 (m, 6H, ArH), 10.45 (s,
1H, NH).

RMN "C (DMSO-dg, 75MHz) & ,,,: 21.18 (CH;), 104.39 (CH, tiazol), 110.64 (CH, Ar),
118.14 (CH, Ar), 118.14 (CH, Ar), 121.59 (CH, Ar), 121.59 (CH, Ar), 127.02 (CH, Ar),
127.02 (CH, Ar), 127.52 (CH, Ar), 128.98 (CH, Ar), 128.98 (CH, Ar), 129.05 (CH, Ar),
129.05 (CH, Ar), 129.34 (CH, Ar), 129.54 (CH, Ar), 130.97 (C, Ar), 137.66 (C, Ar), 138.90
(C=N), 140.90 (C-NH), 142.55 (C-N, Ar), 142.85 (C-NH, Ar), 165.88 (C=0), 176.53
(S—C=N).

EMAR: 410,54 [M + H]"
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LAB-1C: (E)-3-{(£)-|4-(4-metoxifenil)-3-feniltiazol-2-ilideno]-hidrazona}indolin-2-ona

Formula Molecular: C,,H,(N,O,S

Massa Molecular: 426,49 u.

Rendimento: 81%.

Ponto de Fusao: 244-245 °C.

RMN 'H (DMSO-d¢, 300MHz), é ,,.: 3.72 (s, 3H, ArH), 6.65 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 6.76
(d, 1H, J 2.1 Hz, ArH), 6.95 (s, 1H, ArH), 7.15 (m, 5H, ArH), 7.48 (m, 6H, ArH), 10.45 (s,
1H, NH).

RMN "C (DMSO-dg, 75MHz) & ,,,: 55.43 (CH;), 104.39 (CH, tiazol), 110.64 (CH, Ar),
118.14 (CH, Ar), 118.14 (CH, Ar), 121.59 (CH, Ar), 121.59 (CH, Ar), 127.02 (CH, Ar),
127.02 (CH, Ar), 127.52 (CH, Ar), 128.98 (CH, Ar), 128.98 (CH, Ar), 129.05 (CH, Ar),
129.05 (CH, Ar), 129.34 (CH, Ar), 129.54 (CH, Ar), 130.97 (C, Ar), 137.66 (C, Ar), 138.90
(C=N), 140.90 (C-NH), 142.55 (C-N, Ar), 142.85 (C-O, Ar), 165.88 (C=0), 176.53
(S—C=N).

EMAR: 426,79 [M + H]"

LAB-1D: (E)-3-{(£)-|4-(3-nitrofenil)-3-feniltiazol-2-ilideno]-hidrazona}indolin-2-ona

NO,

%Qg

Formula Molecular: C,;H;N;O,S

Massa Molecular: 441,46 u.

Rendimento: 96%.

Ponto de Fusao: 278-279 °C.

RMN 'H (DMSO-d4, 300MHz), 6 ,,.: 6.66 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 6.75 (d, 1H, J 2.1 Hz,
ArH), 7.15 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 7.27 (s, 1H, ArH), 7.51 (m, 8H, ArH), 8.13 (m, 2H, ArH),
10.49 (s, 1H, NH).

RMN "C (DMSO-dg, 75MHz) 6 ,,,: 107.74 (CH, tiazol), 109.70 (CH, Ar), 117.53 (CH, Ar),
117.53 (CH, Ar), 121.91 (CH, Ar), 121.91 (CH, Ar), 123.43 (CH, Ar), 123.43 (CH, Ar),
126.65 (CH, Ar), 128.09 (CH, Ar), 128.35 (CH, Ar), 128.84 (CH, Ar), 129.22 (CH, Ar),
129.67 (CH, Ar), 130.80 (CH, Ar), 136.09 (C, Ar), 136.76 (C, Ar), 138.26 (C=N), 142.56
(C-NH), 142.74 (C—-N, Ar), 147.09 (C-NO,, Ar), 165.28 (C=0), 175.78 (S—C=N).

EMAR: 441,95 [M + H]"
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LAB-1E: (E)-3-{(Z)-[4-(4-nitro-fenil)-3-feniltiazol-2-ilideno]-hidrazona}indolin-2-ona

Formula Molecular: C,;H,sN;O,S

Massa Molecular: 441,46 u.

Rendimento: 90%.

Ponto de Fusao: 286-287 °C.

RMN 'H (DMSO-d4, 300MHz), 6 ,,,: 6.66 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 6.75 (d, 1H, J 2.1 Hz,
ArH), 7.15 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 7.27 (s, 1H, ArH), 7.51 (m, 8H, ArH), 8.13 (m, 2H, ArH),
10.49 (s, 1H, NH).

RMN "C (DMSO-d4, 75MHZ) § ,,,: 107.74 (CH, tiazol), 109.70 (CH, Ar), 117.53 (CH, Ar),
117.53 (CH, Ar), 12191 (CH, Ar), 121.91 (CH, Ar), 123.43 (CH, Ar), 123.43 (CH, Ar),
126.65 (CH, Ar), 128.09 (CH, Ar), 128.35 (CH, Ar), 128.84 (CH, Ar), 129.22 (CH, Ar),
129.67 (CH, Ar), 130.80 (CH, Ar), 136.09 (C, Ar), 136.76 (C, Ar), 138.26 (C=N), 142.56
(C—NH, Ar), 142.74 (C-N, Ar), 147.09 (C-NO,, Ar), 165.28 (C=0), 175.78 (S—C=N).
EMAR: 441,57 [M + H]"

LAB-1F: (E)-3-{(£)-|4-(4-fluorofenil)-3-feniltiazol-2-ilideno]-hidrazona}indolin-2-ona

Formula Molecular: C,;H,;FN,OS

Massa Molecular: 414,45 u.

Rendimento: 93%.

Ponto de Fusao: 260-261 °C.

RMN 'H (DMSO-d4, 300MHz), 6 ,,.: 6.65 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 6.76 (d, 1H, J 2.1 Hz,
ArH), 7.03 (s, 1H, ArH), 7.25 (m, 2H, ArH), 7.35 (m, 3H, ArH), 7.49 (m, 6H, ArH), 10.46 (s,
1H, NH).

RMN "“C (DMSO-dy, 75MHz) 8 ,,,,: 105.07 (CH, tiazol), 110.64 (CH, Ar), 118.14 (CH, Ar),
118.14 (CH, Ar), 121.59 (CH, Ar), 121.59 (CH, Ar), 127.02 (CH, Ar), 127.02 (CH, Ar),
127.52 (CH, Ar), 128.98 (CH, Ar), 128.98 (CH, Ar), 129.05 (CH, Ar), 129.05 (CH, Ar),
129.34 (CH, Ar), 129.54 (CH, Ar), 130.97 (C, Ar), 137.66 (C, Ar), 138.90 (C=N), 140.90
(C—NH, Ar), 142.55 (C-N, Ar), 160.91 (C-F, Ar), 165.85 (C=0), 176.36 (S—C=N).

EMAR: 414,77 [M + H]"
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LAB-1G: (E)-3-{(Z)-|4-(4-clorofenil)-3-feniltiazol-2-ilideno]-hidrazona}indolin-2-ona

Formula Molecular: C,;H,;CIN,OS

Massa Molecular: 430,91 u.

Rendimento: 83%.

Ponto de Fusao: 257-258 °C.

RMN 'H (DMSO-d4, 300MHz), 6 ,,.: 6.65 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 6.76 (d, 1H, J 2.1 Hz,
ArH), 6.95 (s, 1H, ArH), 7.15 (m, 5H, ArH), 7.48 (m, 6H, ArH), 10.45 (s, 1H, NH).

RMN “C (DMSO-dg, 75MHz) § ,,,: 105.16 (CH, tiazol), 109.62 (CH, Ar), 118.14 (CH, Ar),
118.14 (CH, Ar), 121.59 (CH, Ar), 121.59 (CH, Ar), 127.02 (CH, Ar), 127.02 (CH, Ar),
127.52 (CH, Ar), 128.98 (CH, Ar), 128.98 (CH, Ar), 129.05 (CH, Ar), 129.05 (CH, Ar),
129.34 (CH, Ar), 129.54 (CH, Ar), 130.97 (C, Ar), 137.66 (C, Ar), 138.90 (C=N), 142.13
(C-Cl, Ar), 142.43 (C—NH, Ar), 159.74 (C-N, Ar), 165.33 (C=0), 175.87 (S—C=N).

EMAR: 430,80 [M + H]"

LAB-1H: (E)-3-{(Z)-|4-(naftalen-2-il)-3-feniltiazol-2-ilideno]-hidrazona}indolin-2-ona

Formula Molecular: C,;H;N,OS

Massa Molecular: 446,52 u.

Rendimento: 85%.

Ponto de Fusao: 290-291 °C.

RMN 'H (DMSO-d4, 300MHz), 6 ,,.: 6.65 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 6.76 (d, 1H, J 2.1 Hz,
ArH), 6.95 (s, 1H, ArH), 7.15 (m, 5H, ArH), 7.48 (m, 6H, ArH), 10.45 (s, 1H, NH).

RMN "C (DMSO-dg, 75MHz) 6 ,,,,: 104.96 (CH, tiazol), 109.61 (CH, Ar), 117.64 (CH, Ar),
117.64 (CH, Ar), 121.59 (CH, Ar), 121.13 (CH, Ar), 121.13 (CH, Ar), 125.65 (CH, Ar),
126.56 (CH, Ar), 126.71 (CH, Ar), 127.00 (CH, Ar), 127.40 (CH, Ar), 128.00 (CH, Ar),
128.26 (CH, Ar), 128.47 (CH, Ar), 128.59 (CH, Ar), 129.05 (CH, Ar), 130.55 (C, Ar), 130.55
(C, Ar), 132.27 (C, Ar), 132.41 (C, Ar), 137.13 (C=N), 140.32 (C-NH, Ar), 142.42 (C-N,
Ar), 165.37 (C=0), 175.99 (S—C=N).

EMAR: 446,98 [M + H]"
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LAB-11: (E)-3-{(Z)-[4-(4-bromofenil)-3-feniltiazol-2-ilideno]-hidrazona}indolin-2-ona

Formula Molecular: C,;H,;BrN,OS

Massa Molecular: 475,36 u.

Rendimento: 89%.

Ponto de Fusao: 282-283 °C.

RMN 'H (DMSO-ds, 300MHz), 6 ,,,: 6.65 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 6.76 (d, 1H, J 2.1 Hz,
ArH), 6.95 (s, 1H, ArH), 7.15 (m, 5H, ArH), 7.48 (m, 6H, ArH), 10.45 (s, 1H, NH).

RMN "C (DMSO-d4, 75MHz) § ,,,,: 105.16 (CH, tiazol), 109.62 (CH, Ar), 118.14 (CH, Ar),
118.14 (CH, Ar), 121.59 (CH, Ar), 121.59 (CH, Ar), 127.02 (CH, Ar), 127.02 (CH, Ar),
127.52 (CH, Ar), 128.98 (CH, Ar), 128.98 (CH, Ar), 129.05 (CH, Ar), 129.05 (CH, Ar),
129.34 (CH, Ar), 129.54 (CH, Ar), 130.97 (C-Br, Ar), 132.54 (C, Ar), 137.66 (C, Ar),
138.90 (C=N), 142.43 (C-NH, Ar), 159.74 (C—N, Ar), 165.33 (C=0), 175.87 (S—C=N).
EMAR: 475,95 [M + H]"

LAB-1J: (E)-3-{(Z)-|4-(2,4-diclorofenil)-3-feniltiazol-2-ilideno]-hidrazona}indolin-2-ona

Cl

Cl
N
S Nee />—

N

/ N
HN

Formula Molecular: C,;H,,C1,N,OS

Massa Molecular: 465,35 u.

Rendimento: 80%.

Ponto de Fusao: 278-279 °C.

RMN 'H (DMSO-d4, 300MHz), 6 ,,,: 6.65 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 6.76 (d, 1H, J 2.1 Hz,
ArH), 6.95 (s, 1H, ArH), 7.15 (m, 5H, ArH), 7.48 (m, 5H, ArH), 10.45 (s, 1H, NH).

RMN "“C (DMSO-dy, 75MHz) 8 ,,m: 104.39 (CH, tiazol), 110.64 (CH, Ar), 118.14 (CH, Ar),
118.14 (CH, Ar), 121.59 (CH, Ar), 121.59 (CH, Ar), 127.02 (CH, Ar), 127.02 (CH, Ar),
127.52 (CH, Ar), 128.98 (CH, Ar), 129.05 (CH, Ar), 129.05 (CH, Ar), 129.34 (CH, Ar),
129.54 (CH, Ar), 130.97 (C, Ar), 137.66 (C, Ar), 138.90 (C=N), 138.45 (C—Cl, Ar), 136.13
(C-Cl, Ar), 140.90 (C—NH, Ar), 142.49 (C-N, Ar), 165.37 (C=0), 175.16 (S—C=N).

EMAR: 465,89 [M + H]"
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LAB-1K: (E)-3-{(Z)-[4-(clorometil)-3-feniltiazol-2-ilideno]-hidrazona}indolin-2-ona

/ N
HN

Formula Molecular: C ;H,;CIN,OS

Massa Molecular: 368,84 u.

Rendimento: 81%.

Ponto de Fusao: 274-275 °C.

RMN 'H (DMSO-dg, 300MHz), 6 ,,.,: 6.65 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 6.76 (d, 1H, J 2.1 Hz,
ArH), 6.95 (s, 1H, ArH), 7.15 (m, 5H, ArH), 7.48 (m, 6H, ArH), 10.45 (s, 1H, NH).

RMN "C (DMSO-dg, 75MHz) & ,,,: 74.26 (CH,), 109.61 (CH, tiazol), 117.26 (CH, Ar),
121.06 (CH, Ar), 121.59 (CH, Ar), 126.53 (CH, Ar), 127.31 (CH, Ar), 127.31 (CH, Ar),
128.23 (CH, Ar), 128.74 (CH, Ar), 128.95 (CH, Ar), 129.71 (CH, Ar), 130.53 (C, Ar), 131.46
(C=N), 137.26 (C—NH, Ar), 140.90 (C-N, Ar), 165.08 (C=0), 174.99 (S—C=N).

EMAR: 368,96 [M + H]"

LAB-1L: (E)-3-{(£)-[4-(1,1-bifenil)-3-feniltiazol-2-ilideno]-hidrazona}indolin-2-ona

0
See

Z
HN

Formula Molecular: C,,H,,N,OS

Massa Molecular: 472,56 u.

Rendimento: 92%.

Ponto de Fusao: 288-289 °C.

RMN 'H (DMSO-dg, 300MHz), 6 ,,.: 6.65 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 6.76 (d, 1H, J 2.1 Hz,
ArH), 6.95 (s, 1H, ArH), 7.15 (m, 5H, ArH), 7.48 (m, 6H, ArH), 10.45 (s, 1H, NH).

RMN "C (DMSO-dg, 75SMHz) 8 ,,»: 105.19 (CH, tiazol), 110.10 (CH, Ar), 110.74 (CH, Ar),
118.13 (CH, Ar), 120.83 (CH, Ar), 121.62 (CH, Ar), 122.20 (CH, Ar), 126.88 (CH, Ar),
126.56 (CH, Ar), 126.71 (CH, Ar), 127.00 (CH, Ar), 127.40 (CH, Ar), 128.00 (CH, Ar),
127.03 (CH, Ar), 128.32 (CH, Ar), 128.64 (CH, Ar), 128.98 (CH, Ar), 129.16 (CH, Ar),
129.66 (CH, Ar), 131.04 (CH, Ar), 137.66 (C, Ar), 139.29 (C, Ar), 140.62 (C, Ar), 140.85 (C,
Ar), 141.16 (C=N), 142.71 (C-NH, Ar), 142.91 (C—N, Ar), 165.86 (C=0), 176.53 (S—C=N).
EMAR: 472,65 [M + H]"



40

LAB-1M: (E)-3-{(Z£)-|5-(metil)-3,4-difeniltiazol-2-ilideno]-hidrazona}indolin-2-ona

SW
N e

O

Foérmula Molecular: C,,H;sN,OS

Massa Molecular: 410,49 u.

Rendimento: 82%.

Ponto de Fusao: 242-243 °C.

RMN 'H (DMSO-dg, 300MHz), 6 ,,.: 2.15 (s, 3H), 6.60 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 6.73 (d, 1H,
J 2.1 Hz, ArH), 7.15 (m, 2H, ArH), 7.34 (m, 10H, ArH), 10.41 (s, 1H, NH).

RMN "C (DMSO-dg, 75MHz) 8 ,,.: 13.87 (CHs), 110.00 (C, tiazol), 114.91 (C, Ar), 118.20
(CH, Ar), 121.54 (CH, Ar), 122.82 (CH, Ar), 126.09 (CH, Ar), 126.84 (CH, Ar), 128.78 (CH,
Ar), 128.82 (CH, Ar), 128.82 (CH, Ar), 129.84 (CH, Ar), 129.84 (CH, Ar), 129.34 (CH, Ar),
129.39 (CH, Ar), 129.39 (CH, Ar), 130.77 (CH, Ar), 130.81 (C, Ar), 136.71 (C, Ar), 137.88
(C=N), 142.17 (C-NH, Ar), 142.71 (C-N, Ar), 165.92 (C=0), 176.80 (S—C=N).

EMAR: 409,89 [M + H]*

LAB-1N: (E)-3-{(Z)-[5-(metil)-4-(4-bromofenil)-3-feniltiazol-2-ilideno]-hidrazona}indolin-2-ona

SJYO/
N e

O

Foérmula Molecular: C,,H;,BrN,OS

Massa Molecular: 489,39 u.

Rendimento: 87%.

Ponto de Fusao: 244-245 °C.

RMN 'H (DMSO-dg, 300MHz), 6 ,,.: 2.17 (s, 3H), 6.63 (t, IH, J 7.5 Hz, ArH), 6.74 (d, 1H,
J 2.1 Hz, ArH), 7.34 (m, 2H, ArH), 7.29 (m, 3H, ArH), 7.38 (m, 6H, ArH), 10.43 (s, 1H,
NH).

RMN "“C (DMSO-dy, 75MHz) & ,,,: 111.53 (C, tiazol), 115.58 (C, Ar), 118.17 (CH, Ar),
120.38 (CH, Ar), 121.56 (CH, Ar), 121.85 (CH, Ar), 122.82 (CH, Ar), 126.09 (CH, Ar),
126.09 (CH, Ar), 126.52 (CH, Ar), 126.86 (CH, Ar), 128.68 (CH, Ar), 128.82 (CH, Ar),
129.45 (CH, Ar), 130.91 (CH, Ar), 131.82 (CH, Ar), 132.74 (CH, Ar), 134.86 (C, Ar), 137.71
(C, Ar), 138.92 (C=N), 142.77 (C-NH, Ar), 142.95 (C-N, Ar), 165.88 (C=0), 176.80
(S—C=N).

EMAR: 489,98 [M + H]"
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LAB-2A: (Z)-5-cloro-3-[(Z)-(3,4-difeniltiazol-2-ilideno)-hidrazona]indolin-2-ona

Cl

7N

/N\N "

N
H [e]

Formula Molecular: C,;H,;CIN,OS

Massa Molecular: 430,91 u.

Rendimento: 90%.

Ponto de Fusao: 288-289 °C.

RMN 'H (DMSO-d¢, 300MHz), 6 ,,.,: 6.76 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 7.09 (d, 1H, J 2.1 Hz,
ArH), 7.15 (m, 5H, ArH), 7.37 (s, 1H, ArH), 7.43 (m, 6H, ArH), 10.56 (s, 1H, NH).

RMN “C (DMSO-dg, 75MHz) & ,,.,: 104.39 (CH, tiazol), 110.64 (CH, Ar), 117.56 (CH, Ar),
118.14 (CH, Ar), 118.14 (CH, Ar), 121.59 (CH, Ar), 121.59 (CH, Ar), 127.02 (CH, Ar),
127.02 (CH, Ar), 127.52 (CH, Ar), 128.98 (CH, Ar), 128.98 (CH, Ar), 129.05 (CH, Ar),
129.05 (CH, Ar), 129.34 (CH, Ar), 129.54 (C-Cl, Ar), 130.97 (C, Ar), 137.66 (C, Ar),
138.90 (C=N), 140.90 (C—NH, Ar), 142.55 (C-N, Ar), 165.88 (C=0), 176.53 (S—C=N).
EMAR: 429,89 [M + H]"

LAB-2B: (Z)-5-cloro-3-{(Z)-|4-(p-toluil)-3-feniltiazol-2-ilideno]-hidrazona}indolin-2-ona

CH,
cl <X

o7

Formula Molecular: C,,H,,CIN,OS

Massa Molecular: 444,94 u.

Rendimento: 86%.

Ponto de Fusao: 285-286 °C.

RMN 'H (DMSO-d¢, 300MHz), 8 ,,.: 3.32 (s, 3H, ArH), 6.65 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 6.76
(d, 1H, J 2.1 Hz, ArH), 6.95 (s, 1H, ArH), 7.15 (m, 5H, ArH), 7.48 (m, 5H, ArH), 10.60 (s,
1H, NH).

RMN "C (DMSO-dg, 75MHz) & ,,,: 21.18 (CH;), 104.39 (CH, tiazol), 110.64 (CH, Ar),
118.14 (CH, Ar), 118.14 (CH, Ar), 121.59 (CH, Ar), 121.59 (CH, Ar), 127.02 (CH, Ar),
127.02 (CH, Ar), 127.52 (CH, Ar), 128.98 (CH, Ar), 128.98 (CH, Ar), 129.05 (CH, Ar),
129.05 (CH, Ar), 129.34 (CH, Ar), 129.54 (C-Cl, Ar), 130.97 (C, Ar), 137.66 (C, Ar),
138.90 (C=N), 140.90 (C-NH), 142.55 (C—N, Ar), 142.85 (C-NH, Ar), 165.88 (C=0), 176.53
(S—C=N).

EMAR: 445,03 [M + H]"
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LAB-2C: (£)-5-cloro-3-{(£)-|4-(4-metoxifenil)-3-feniltiazol-2-ilideno]-hidrazona}indolin-2-ona

OCH,
Cl s \
/"\N/)_

N

N @
H o

Foérmula Molecular: C,,H,,CIN,O,S

Massa Molecular: 460,94 u.

Rendimento: 80%.

Ponto de Fusao: 267-268 °C.

RMN 'H (DMSO-d4, 300MHz), 8 ,,m: 3.72 (s, 3H, ArH), 6.65 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 6.76
(d, 1H, J 2.1 Hz, ArH), 6.95 (s, 1H, ArH), 7.15 (m, SH, ArH), 7.48 (m, SH, ArH), 10.45 (s,
1H, NH).

RMN "“C (DMSO-d,, 75MHz) 8 ,,m: 55.15 (CH;), 105.03 (CH, tiazol), 111.55 (CH, Ar),
118.14 (CH, Ar), 118.14 (CH, Ar), 121.59 (CH, Ar), 121.59 (CH, Ar), 127.02 (CH, Ar),
127.02 (CH, Ar), 127.52 (CH, Ar), 128.98 (CH, Ar), 128.98 (CH, Ar), 129.05 (CH, Ar),
129.05 (CH, Ar), 129.34 (CH, Ar), 129.54 (C, Ar), 130.97 (C-Cl, Ar), 137.66 (C, Ar),
138.90 (C=N), 140.90 (C-NH), 152.55 (C—N, Ar), 142.85 (C-0O, Ar), 165.16 (C=0), 176.56
(S—C=N). EMAR: 460,91 [M + H]"

LAB-2D: (Z)-5-cloro-3-{(Z)-[4-(3-nitrofenil)-3-feniltiazol-2-ilideno]-hidrazona}indolin-2-ona

NO,

o X

Z N\

Formula Molecular: C,;H,,CIN;O,S

Massa Molecular: 475,91 u.

Rendimento: 87%.

Ponto de Fusao: 259-260 °C.

RMN 'H (DMSO-dg, 300MHz), 6 ,,.,: 6.66 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 6.75 (d, 1H, J 2.1 Hz,
ArH), 7.15 (t, 1H, J 7.5 Hz, ArH), 7.27 (s, 1H, ArH), 7.51 (m, 7H, ArH), 8.13 (m, 2H, ArH),
10.49 (s, 1H, NH).

RMN "C (DMSO-d,, 75MHz) § ,,.,: 107.74 (CH, tiazol), 109.70 (CH, Ar), 117.53 (CH, Ar),
117.53 (CH, Ar), 121.91 (CH, Ar), 121.91 (CH, Ar), 123.43 (CH, Ar), 123.43 (CH, Ar),
126.65 (CH, Ar), 128.09 (CH, Ar), 128.35 (CH, Ar), 128.84 (CH, Ar), 129.22 (CH, Ar),
129.67 (CH, Ar), 130.80 (C, Ar), 136.09 (C—Cl, Ar), 136.76 (C, Ar), 138.26 (C=N), 142.56
(C-NH), 142.74 (C—N, Ar), 147.09 (C-NO,, Ar), 165.28 (C=0), 175.78 (S—C=N).

EMAR: 475,94 [M + H]"

OBS: Ndo foram realizadas as demais analises de RMN devido ao fechamento da Central
Analitica desde o inicio da pandemia de COVID-19.



43

3.3.2 Ensaios Biologicos

3.3.2.1 Cultura de células e ensaio de viabilidade em linhagens do cdncer de mama

(MDA-MB-231 ¢ MCF-7)

As duas linhagens celulares utilizadas neste trabalho (MDA-MB-231 e MCF-7) foram
generosamente fornecidas pelo INSA (Intituto Nacional de Satide Doutor Ricardo Jorge,
Portugal). O DMEM utilizado para manter as células em cultura foi adquirido a Lonza
(Portugal), assim como o FBS. O GlutaMax-I (100X) e o PenStrep foram adquiridos a Life
Technologies (Portugal). O DMSO utilizado para dissolver os compostos foi adquirido a
VWR e o MTT foi adquirido 8 AMRESCO (Portugal).

A citotoxicidade dos compostos foi testada em células do tipo epiteliais de cancer de
mama MCF-7 e do tipo mesenquimais MDA-MB-231. Pelo teste de citotoxicidade ¢ possivel
encontrar o indice de citotoxicidade (ICs,), no qual foi calculado a partir de uma curva
dose-resposta resultante da representagdo grafica do logaritmo da concentragdo individual de
cada dose de composto contra a respectiva percentagem (%) de sobrevivéncia das células em
cada dose. As células foram mantidas em DMEM com 10% de FBS, 1% de GlutaMax-I
(100X), e 1% de penicilina e estreptomicina

Nos ensaios de viabilidade celular, foram utilizadas 1,5x104 células / po¢o com a linha
MCF-7 e 1x10° células / pogo com a linha MDA-MB-231, para cada placa de 96 pogos. Cada
composto foi testado em seis concentragdes inicias - 100 uM, 50 uM, 10 uM, 5 uM, 1 utM e
0,5 uM (e posteriormente, 10 uM, 1 uM, 0,1 uM, 0,01 uM, 0,001 uM e 0,0001 pM) —
diluidos em 1% de DMSO. O controle foi tratado com as mesmas condi¢des. Estes compostos
foram incubados durante 72 horas, a 37 °C. A viabilidade de células tumorais foi quantificada
recorrendo ao ensaio do MTT, um método colorimétrico rapido, frequentemente usado para
medir proliferacdo celular e citotoxicidade. Apos 72 horas de incubagao, a solugdo de MTT
foi adicionada a cada po¢o de modo a se obter uma concentragao final de 0,5 mg/ml, e
incubado durante 3 horas e 30 minutos para a linha MCF-7 e durante 4 horas para a linha
MDA-MB-231.

Os cristais de formazan que se formaram foram diluidos em DMSO e a sua
absorbancia foi analisada a 570 nm no leitor de placas FLOUstar Leitor Omega MicroPlate
Reader (BMG LABTECH; Alemanha). Os resultados obtidos foram analisados no Microsoft
Excel 2016 ajustando os dados a uma curva sigmoidal, caracteristica de uma curva

dose-resposta, para determinar o valor de ICs,.
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3.3.2.2 Imunocitoquimica de P-gp, Akt2 e VIM

Para avaliar a intera¢dao da glicoproteina P (P-gp) de efluxo de membrana com os dois
compostos selecionados, 5x10* células / pogo foram usadas para MDA-MB-231 tipo
mesenquimal e 1,5x10° células / pogo para MFC-7 tipo epitelial. Ambas as linhas celulares
foram incubadas com [0,25 uM] do composto 2A e 2C por 72 horas. As mesmas condi¢des
foram usadas para estudar o efeito farmacoldgico dos compostos mencionados em Akt2 e
proteina mesenquimal VIM. Apos a fixacdo das células com 4% de PFA, as células foram
permeabilizadas com 0,1% de Triton X-100 e bloqueadas com 1% de BSA. Apds o bloqueio,
as células foram incubadas com anticorpo primario P-gp por 45 minutos, e anticorpo primario
VIM e Akt2 durante a noite, apds o que o anticorpo secundario Alexa Fluor 594 ¢ Alexa
Fluor 488 foram incubados por 45 minutos em temperatura ambiente. As células foram
contrastadas com DAPI por 20 minutos, lavadas em metanol e montadas em meio de
montagem DPX. As células foram observadas em microscopio confocal AxioScoop.Al
acoplado a Zeiss AxioCam HR (ZEISS; Alemanha) e as imagens foram tratadas com software

ZEN (ZEISS; Alemanha).

3.3.2.2 Analise de expressdo de mRNA de P-gp, Akt2 e VIM

Para verificar o efeito dos compostos selecionados na modulagdo da expressdao de
Akt2, VIM e P-gp, 3x10° células / pogo foram usadas para MDA-MB-231 tipo mesenquimal e
6x10° células / pogo para MFC-7 tipo epitelial. Ambas as linhas celulares foram incubadas
com [0,25 uM] do composto LAB-2A e LAB-2C por 72 horas. Apos a incubagdo, as células
foram colhidas para extragdo de mRNA total seguindo as instru¢des do fabricante fornecidas
no Kit de isolamento NZY Total RNA. A sintese de cDNA foi realizada a partir de 1 pg de
RNA total e usando NZY First-Strand cDNA Synthesis Kit, de acordo com as instrug¢des do
fabricante. A PCR em tempo real foi realizada no ABI Prism 7300 Sequence Detection
System, usando NZY qPCR Green Master Mix (2x), ROX plus e primers especificos para os
genes de interesse (VIM — Avancado: 5'-CGGGAGAAATTGCAGGAGGA-3'; Reverso:
5'-AAGGTCAAGACGTGCCAGAG-3'; P-gp - Avancado: 5'-GCAATAGCTGAAGAGGTCT
GG-3'; Reverso: 5'-CCCATACCAGAAGGCCAGAGC-3'"; Akt2-Avangado: 5'-CTCAGCATC
AACTGG CAGGA-GATGA-3'"; Akt2-Reverso: 5'-GTCAGCATCAACTGGCAGGAGATGA
-3';) e o gene de controle interno (f-actina - avangado: 5'-ACAGAGCCTCGCCTTTGCC-3';
Reverso: 5'-GATATCATCATCCATGGTGAGCTGG-3"). Triplicados técnicos de cada
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experimento e duplicatas de cada amostra foram avaliados em todos os casos. A quantificacao
foi realizada pelo método da curva padriao relativa (AACT, Applied Biosystems® da Life
Technologies ™, EUA). A diferenga entre os valores das células tratadas e nao tratadas foi
avaliada pelo teste t de Student ndo pareado, onde * p<0,05 e ** p<0,01 indicam uma

diferenca significativa.
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3.4 RESULTADOS

3.4.1 Sintese e Caracterizaciao

3.4.1.1 Obten¢do da Série Quimica LAB

Todos os compostos da série foram obtidos por meio de uma metodologia simples, em
duas etapas. Inicialmente foram obtidos dois compostos intermediarios (tiossemicarbazonas).
ApoOs essa reacao inicial, os dois intermediarios foram condensados com diferentes

a-halo-cetonas, obtendo-se os tiazdis (Figura 14).

Figura 14 - Esquema geral da sintese da série LAB

o]
Ry
LAB-1A H Ph H
0 LAB-IBE H 44e-Ph H
LAB-1C H 4MeO-Ph H
i} LAB-ID H 3NG,Ph H
Isatinas LAB-Intl t:g_lg : i:_‘:fhph :
LABInt2 LAB-1G H 4clPh  H
8 LAB-1H : 2Naph H
i J LAB-1I 4BrPh  H
2) \H N LaB1J H apnph  H
W N LBk H cime  H
s LaBiL H pn H
o o S | Lagim H  ph Me
. Ne V7 Lae1N H 2BrPn Me
Va ~pn H / N LAB-2A Ph H
H LAB-2B 4-Me-Ph H
HN b HN LAB-2C 4.mMe0-Ph  H
) LAB-2D INC,-Ph H
— LAB-2E 4NO,Ph H
LAB-2F 4-F-Ph H
LAB-2G 4-Cl-Ph H
LAB-2H 2Naph H
LAB-2 4Br-Ph  H
LAB-2J 4ph-ph H
LAB-2K Cl-Me H
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LAB-2N 4-Br-ph  Me

Reagentes e condi¢des: a) Etanol, HCIL, refluxo, 6h. b) respectivas a-halocetonas, isopropanol, refluxo, 24h.
Fonte: O autor (2021)

Para a obtenc¢ao do composto intermediario foi utilizada uma metodologia semelhante
a de Karah, que trabalhou com derivados da isatina em 2002. Neste trabalho, Karah reagiu
derivados da isatina com a tiossemicarbazida e obteve tiossemicarbazonas com altos
rendimentos. A sintese ¢ realizada em solucdo etandlica, sob refluxo, na presenga de
catalisador acido (KARAH, 2002).

Tendo como base esta metodologia, foram obtidos os compostos intermedidrios
(LAB-Intl e LAB-Int2) reagindo-se a isatina ou a 5-cloro-isatina com a
fenil-tiossemicarbazida, ambas obtidas comercialmente (Figura 15). As reagdes duraram em

torno de seis horas e o rendimento foi de 75% e 80%, respectivamente.
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Figura 15 - Esquema de sintese dos compostos intermediarios da séric LAB
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Reagentes e condigdes: a)Etanol, HCI, refluxo, 6h.
Fonte: O autor (2021)

A segunda etapa da sintese aqui proposta consistiu na obtencdo dos tiazois que
compoem a série LAB (Figura 16). Cada um desses intermedidrios foi condensado com 14
diferentes a-halo-cetonas, seguindo-se a metodologia desenvolvida por Hantzsch em 1887
(SOUZA et al., 2005). Nesta metodologia as reacdes sdo desenvolvidas em agitacio
magnética sob refluxo.

As tiossemicarbazonas, na presenca de a-halogeno-cetonas, funcionam como agentes
nucleodfilos na sintese de tiazois. Isto acontece porque as o-halogeno-cetonas sdo muito
reativas frente ao grupo tioamida nucleofilico presente nas tiossemicarbazonas e,
consequentemente, levam a ciclocondensagdo para formar o heterociclo (TENORIO; GOES,

2005).

Figura 16. Esquema de sintese dos tiazois da série LAB
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Reagentes e condigdes: a) respectivas a-halocetonas, isopropanol, refluxo, 24h.

Fonte: Elaborado pelo autor
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3.4.1.2 Caracterizacdo estrutural da serie LAB

Todos os compostos obtidos foram estruturalmente caracterizados utilizando-se as
técnicas de Ressonincia Magnética Nuclear de Protons (RMN 'H), Ressondncia Magnética
Nuclear de Carbono (RMN "C) e Espectrometria de Massas. A seguir, sera detalhado o

processo de caracterizagdao dos intermedidrios e da série final de tiazois.

Caracterizacao dos intermediarios LAB-Intl e LAB-Int2

Para representar a caracterizagdo dos compostos intermediarios LAB-Intl e LAB-Int2,
o composto LAB-Int1 foi escolhido como representante estrutural. A Figura 17 apresenta os
valores do espectro de RMN 'H do composto LAB-Int1, onde foi constatada a presenca de um
dupleto em torno de 7.04 ppm, integrando para um hidrogénio, referente a um hidrogénio
aromatico. Em 7.11 ppm ¢ observado um tripleto integrando para um hidrogénio, que também
corresponde a um hidrogénio aromatico. Assim como em 7.25 ppm também € observado um
tripleto integrando para um hidrogénio de anel aromatico. Dois multipletos para trés
hidrogénios de anel aromatico sdo identificados em 7.41 e 7.76 ppm. Trés sinais largos, em
10.14 ppm, 10.37 e o ultimo em 12.95 ppm, correspondem aos hidrogénios das trés aminas

secundarias (NH).

Figura 17 - Espectro de RMN 'H para a molécula LAB-Int1.
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Para confirmagdo dos carbonos presentes na molécula LAB-Intl, foi utilizada a
técnica de ressonancia magnética nuclear de carbono 13 (Figura 18). Os picos na faixa de
111.97 e 132.26 ppm correspondem aos carbonos aromaticos da molécula. O pico em 132.54
ppm corresponde ao carbono do fenil que estd ligado ao NH. O pico em 139.46 ppm
corresponde a0 C=N. O pico em 143.36 ppm corresponde ao carbono aromatico que esta
ligado ao NH na porcdo isatina. Em 163.63 ppm encontra-se o pico correspondente ao

carbono da carbonila. Ja em 177.44 ppm esta o pico caracteristico do C=S.

Figura 18 - Espectro de RMN “*C para a molécula LAB-Intl.
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Fonte: O autor (2021)

Caracterizacao dos tiazois da série LAB

Para representar a caracterizagdo dos compostos finais, foi escolhido o composto
LAB-1D. A Figura 19 apresenta os valores do espectro de RMN 'H do composto LAB-1D,
onde foi constatada a presenga de um tripleto integrando para um hidrogénio em 6.66 ppm,
correspondente a um hidrogénio do anel aromdtico. Um dupleto integrando para um

hidrogénio, foi identificado em 6.75 ppm e um tripleto integrando para um hidrogénio, foi
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identificado em 7.15 ppm. Em 7.27 ppm encontra-se um singleto integrando para um
hidrogénio aromatico, sinal caracteristico para indicar a formacdo do anel tiazol. Em 7.51
ppm observa-se um multipleto referente a oito hidrogénios aromaticos, ¢ em 8.13 ppm
observa-se um multipleto referente aos dois hidrogénios aromaticos préximos ao grupo nitro.

Em 10.49 ppm aparece o singleto referente ao hidrogénio da amina secundaria (NH).

Figura 19 - Espectro de RMN 'H para a molécula LAB-1D.
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Para confirmacdo dos carbonos presentes na molécula LAB-1D, foi utilizada a
Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13 (Figura 20). O pico em 107.74 ¢ o sinal
caracteristico para indicar a formag¢do do anel de tiazol. Os picos entre 109.70 e 130.80 ppm
correspondem a carbonos aromaticos. Os picos em 136.09 e 136.76 ppm correspondem a dois

carbonos quaternarios aromaticos. O pico em 138.26 ppm corresponde ao C=N. Em 142.56
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ppm estd o C-N do fenil e em 142.74 ppm estd o C-NH aromatico. Em 147.09 ppm
observa-se o carbono quaterndrio aromatico ligado ao nitro. Em 165.28 ppm esta o carbono
da carbonila (C=0). Por fim, o pico em 175.78 ppm corresponde ao carbono ligado ao

nitrogénio e ao enxofre (N=C-S).

Figura 20 - Espectro de RMN "*C para a molécula LAB-1D.
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Além dessas andlises, também foi possivel realizar uma analise cristalografica por
Difracdo de Raios X, utilizando cristais obtidos dos compostos LAB-1D ¢ LAB-2C. Com
essa técnica foi possivel confirmar a estrutura dos compostos obtidos e observar a
configuracdo espacial dos mesmos.

A estrutura de cristal de raios-X de
(E)-3-{(Z2)-[4-(3-nitrofenil)-3-feniltiazol-2-ilideno]-hidrazona}indolin-2-ona  (LAB-1D) ¢
mostrada na Figura 21. Com esta técnica foi possivel confirmar a ndo-planaridade do
composto LAB-1D. A distribuicdo espacial em torno da dupla ligacdo entre o carbono C2 do
nucleo isatina e o nitrogénio N2 apresenta configuragdo E. Ja a configuragdo espacial em

torno da dupla ligagao do nitrogénio N3 e o carbono C9 do nucleo tiazol ¢ Z (Figura 21A).
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O arranjo da molécula na célula unitaria resultando no empacotamento cristalino ¢é
mostrado na Figura 21B. E possivel observar algumas fortes interagdes de hidrogénio entre
moléculas, tais como: carbono hidrogénio C21 com N2, carbono C6 hidrogénio com Ol,

carbono C13 hidrogénio com O3, carbono C6 hidrogénio com S (Figura 21C).

Figura 21 - Cristalografia da molécula LAB-1D.

(A) Projecio ORTEP-3 da molécula com elipsoides de vibragdo térmica com 50%; (B) Interacdes fortes de
Hidrogénio que facilitam a formag&o de cristais; (C) Disposi¢ao da molécula na célula unitaria resultando em um
empacotamento cristalino.

A estrutura de cristal de raios-X de
(£)-5-cloro-3-{(Z)-[4-(4-metoxifenil)-3-feniltiazol-2-ilideno] hidrazona} indolin-2-ona
(LAB-2C) ¢ mostrado na Figura 22. A distribui¢do espacial em torno da dupla ligagdo entre o
carbono C2 do nucleo isatina e o nitrogénio N2 apresenta configuracao Z. A configuracao
espacial em torno da dupla ligacdo entre o nitrogénio N3 e o carbono C13 do nucleo tiazol
também ¢ do tipo Z. Assim, a presenca do 4&tomo cloro na molécula da isatina faz com que os
tiazois derivados da 5-cloro-isatina possuam uma configuracao diferente dos tiazois derivados

da isatina. Também foi observada a nao-planaridade da molécula (Figura 22A).
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O arranjo da molécula na célula unitaria resultando no empacotamento cristalino ¢é
mostrado na Figura 22B. E possivel observar, também, as mesmas fortes interagdes de
hidrogénio entre moléculas, que ocorreram na molécula LAB-1D, tais como: carbono
hidrogénio C21 com N2, carbono C6 hidrogénio com O1, carbono C13 hidrogénio com O3,

carbono C6 hidrogénio com S (Figura 22C).

Figura 21 - Cristalografia da molécula LAB-2C.
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(A) Projecdo ORTEP-3 da molécula com elipsdides de vibragdo térmica com 50%; (B) Interacdes fortes de
Hidrogénio que facilitam a formag@o de cristais; (C) Disposi¢do da molécula na célula unitaria resultando em um
empacotamento cristalino.

3.4.2 Ensaios Biologicos

3.4.2.1 Avaliacdo da atividade antitumoral da série LAB

Primeiramente foi determinado a porcentagem de inibicdo nas duas linhagens de
células do cancer de mama (MCF-7 ¢ MDA-MB-231) para concentragdes de 10 uM (dose
maxima) e 1 uM (dose minima). A selecdo dos compostos ativos foi baseada no valor

percentual de viabilidade celular obtido na maior concentracdo testada, que deve ser <10%
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para ambas as linhagens celulares (Tabela 2). Os quatro compostos ativos (LAB-Int2,
LAB-2A, LAB-2C e LAB-2D) foram selecionados com base na porcentagem de viabilidade

celular obtida na concentracdo mais alta testada (<10% para ambas as linhas celulares).

Tabela 2 - Porcentagem de proliferagdo (+ 0,02) dos compostos para as linhagens MCF-7 e MDA-MB-231

Compostos MCE-7 MDA-MB-231
R, R; R; 10 pM 1 uM 10 uM 1 uM

LAB-Intl H - - 18% 51% 54% 81%
LAB-1A H Ph H 2.6% 76% 6% 98%
LAB-1B H 4-Me-Ph H 1.7% 69% 2.1% 76%
LAB-1C H 4-MeO-Ph H 52% 99% 47% 82%
LAB-1D H 3-NO,-Ph H 44% 61% 44% 83%
LAB-1E H 4-NO,-Ph H 10% 76% 57% 90%
LAB-1F H 4-F-Ph H 78% 65% 20% 94%
LAB-1G H 4-Cl-Ph H 5% 23% 17% 100%
LAB-1H H 2-Naph H 8% 52% 36% 74%
LAB-11 H 4-Br-Ph H 6% 68% 16% 86%
LAB-1J H 2,4-diCl-Ph H 7% 53% 34% 100%
LAB-1K H Cl-Me H 71% 67% 87% 115%
LAB-1L H 4-Ph-Ph H 27% 53% 14% 77%
LAB-1N H Ph Me 7% 93% 37% 71%
LAB-Int2 Cl - - 6.30% 63% 8% 83%
LAB-2A Cl Ph H 2% 66% 5% 73%
LAB-2B Cl 4-MeO-Ph H 5% 39% 60% 58%
LAB-2C Cl 3-NO,-Ph H 6.50% 71% 8% 81%
LAB-2D Cl 3-NO,-Ph H 9.70% 76% 7.50% 90%
LAB-2E Cl 4-NO,-Ph H 17% 89% 10% 96%
LAB-2F Cl 4-F-Ph H 19% 44% 22% 58%
LAB-2G Cl 4-Cl-Ph H 20% 50% 7% 79%
LAB-2H Cl 2-Naph H 25.90% 68% 13% 90%
LAB-21 Cl 4-Br-Ph H 12.80% 82% 7% 84%
LAB-2] Cl 2,4-diCIl-Ph H 23% 81% 36% 63%
LAB-2K Cl Cl-Me H 85% 91% 79% 83%
LAB-2L Cl 4-Ph-Ph H 48% 74% 34% 94%
LAB-2M Cl Ph Me 64% 100% 49% 96%
LAB-2N Cl 4-Br-Ph Me 41% 46% 44% 85%

De acordo com o valor de ICs, obtido (Tabela 3), o composto LAB-Int2 apresentou

valores semelhantes para ambas as linhagens celulares (11,42 = 1,02 vs 15,60 + 4,95). Os
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compostos LAB-2A e LAB-2C foram os Unicos que apresentaram um valor de ICs,
semelhante para células MCF-7 (0,45 + 0,01 vs 0,45 + 0,25, respectivamente) e para células
MDA-MB-231 (1,39 + 0,15 vs 1,23 + 0,33, respectivamente). Com base nesse valor de ICj,
selecionamos os dois compostos cujo valor de ICs) <[1,5 uM] para ambas as linhas celulares.
Assim, apenas dois compostos corresponderam a este critério (LAB-2A e LAB-2C). A
atividade bioldgica desses compostos foi avaliada a partir do seu impacto em proteinas de

membrana envolvidas na quimiorresisténcia, como a P-gp, e em proteinas de sinalizagao

tumorigénica.
Tabela 3 - Valores de ICs, (UM) (x SD) para os compostos selecionados
Composto MCF-7* MDA-MB-231*
LAB-Int2 11.42+1.02 15.60+4.95
LAB-2A 0.45+0.01 1.39+0.15
LAB-2C 0.45+0.25 1.23+0.33
LAB-2D 1.7640.08 1.58+0.33

*Apds 72h de incubagdo

3.4.2.2 Avaliagdo frente a atividade de efluxo de drogas da glicoproteina P

No planejamento de compostos com potencial anticancer, o objetivo € garantir sua
localizagdo nos compartimentos celulares e obter prote¢do contra a atividade de efluxo da
glicoproteina P (P-gp). Para avaliar a resposta da membrana celular quando em contato com
os dois compostos selecionados, as células MCF-7 ¢ MDA-MB-231 foram incubadas com
0,25 uM do composto LAB-2A e LAB-2C por 72 horas. A expressdo de P-gp esta altamente
associada a uma diminuicdo na taxa de sobrevivéncia em varios tipos de canceres,
principalmente o cancer de mama. Um aumento da expressdo deste transportador resulta em
resisténcia a varios medicamentos anticancer (ROBINSON & TIRIVEEDHI, 2020).

Apbs a incubagdo com o composto LAB-2A e LAB-2C, os niveis basais da proteina
P-gp ndo mudaram nas células da linhagem MDA-MB-231 (Figura 16A), nem os niveis de
expressado de mRNA (Figura 16B). Essas mesmas observagdes foram relatadas por
Ronbinson e colaboradores (2020), no qual moléculas com diferentes estruturas quimicas,
tanto ciclicas ou lineares, eram muito suscetiveis a atividade de efluxo de transporte da P-gp
(SINGH et al., 2014; PATEL et al., 2018).

Um resultado diferente foi encontrado para as células MCF-7, visto que os compostos
LAB-2A ¢ LAB-2C diminuiram significativamente os niveis de expressao de mRNA da P-gp

nessa linhagem em 4 e 2 vezes, respectivamente (Figura 23B). Porém, os niveis basais da
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proteina P-gp aumentaram apo6s 72 horas de incubagdo com ambos os compostos (Figura
23A), sugerindo que qualquer um dos compostos foi mais eficaz em células do tipo epitelial
(MCF-7) do que nas do tipo mesenquimal (MDA-MB-231). Este aparente carater de indugao
do gene da P-gp também foi observado por outros autores (Souza et al., 2019; Ihnat et al.,
1997). Pode-se supor que os compostos levam a interrupgdo da troca Na® / Ca**, resultando
em um aumento nos niveis de cdlcio citoplasmatico que, por sua vez, modula a calmodulina e
aumenta a expressdo da P-gp (SULOVA et al., 2009).

Tendo em vista que o gene da P-gp ¢ indutivel, a sua expressao pode ser modulada por
diferentes farmacos, um maior acimulo intracelular de cada composto, como resultado de
uma maior concentragdo testada, poderia suprimir a expressao do transportador de efluxo em

células MDA-MB-231.

Figura 23 - Expressdo de P-gp em células MDA-MB-231 e MCF-7 apos incubagdo com LAB-2A e LAB-2C
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3.4.2.3 Avalia¢do dos biomarcadores Akt2 e VIM para o cancer de mama

Os biomarcadores farmacoldgicos sdo considerados proteinas cuja expressao ¢
modulada como resultado da atividade do farmaco. Como consequéncia de seu papel
tumorigénico na progressdao do cancer, Akt2 e VIM exemplificam dois desses biomarcadores.

Virios estudos tém demonstrado a importancia da Akt2 na regulacdo de diversos processos
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celulares, como proliferacdo, crescimento, sobrevivéncia celular e sintese protéica (PEREIRA
et al., 2015), bem como a invasividade celular por interagdo com filamentos intermediarios,
como o VIM (RIGGIO et al., 2017). Foi, entdo, avaliado a eficacia do nosso tratamento na
inibicao de Akt2 e, consequentemente, seu impacto na expressao de VIM. Apenas o composto
LAB-2A inibiu efetivamente os niveis de expressdo de mRNA de Akt2 em células
MDA-MB-231, sem alteragdes significativas observadas no nivel de proteina para qualquer
um dos compostos (Figura 24A e 24B). Para células epiteliais, apenas o composto LAB-2C
foi capaz de aumentar os niveis de proteina de Akt2, e nenhuma alteracdo significativa foi
observada no nivel de mRNA para qualquer um dos compostos. Esses dados sugerem que o
mesmo composto teve efeitos opostos em duas linhagens de cancer de mama muito

diferentes.

Figura 24 - Expressdo de Akt2 em MDA-MB-231 e MCF-7 ap6s incubagdo com LAB-2A e LAB-2C
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De acordo com Altintop et al. (2018), compostos com o anel tiazol sdo potentes
inibidores de Akt35. Resultados semelhantes foram obtidos no presente trabalho, onde apenas
o composto LAB-2A atuou como um inibidor de Akt em cé¢lulas do tipo mesenquimal. Em
células MCF-7, o composto LAB-2C foi capaz de aumentar os niveis de proteina de Akt2,
sugerindo que h4 outra molécula que pode equilibrar a expressdo de Akt2 para mitigar as

consequéncias de nosso tratamento. Esta molécula pode ser o fator de transcricdo Twist e ¢
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conhecida por regular positivamente a expressdo de Akt2. Resultados semelhantes foram
obtidos por Xue et al. (2012) onde a fosforilacdo de Twist aumentou a fosforilagdo de Akt em
células de cancer de pulmao. Isso pode ser explicado se as cé€lulas cancerosas "escaparam" da
inibicado de Akt expressando fatores de transcricdo como Twist, conforme observado por
DiMeo et al. (2009). No entanto, mais experimentos precisam ser feitos para determinar até
que ponto o Twist pode modular a atividade Akt2 de maneira direta ou indireta.

Oposto a isso, apenas o composto 2C foi capaz de inibir a expressdo de mRNA de
VIM em células MCF-7 (Figura 25A e 25B), sugerindo que VIM pode ser regulado por outra
proteina diferente de Akt2, uma vez que nenhuma alteracdo foi observada nos niveis de
expressao de mRNA de Akt2 nesta linha celular (Figura 25B).

No sarcoma de tecidos moles (STS), Zhu ef al. (2011) observaram que apenas Aktl foi
fosforilado constitutivamente e interagiu diretamente com VIM21. Resultados semelhantes
foram obtidos por Riggio et al. (2017) onde Aktl e ndo Akt2, regula a expressdo de VIM
durante a progressdo do cancer de mama34. Por outro lado, o trabalho de Fortier ez al. (2010)
demonstra que o VIM pode ser duplamente regulado por Aktl e Akt2 no nivel

pOs-transcricional.

Figura 25 - Expressdo de VIM em MDA-MB-231 e MCF-7 apds incubagdo com LAB-2A e LAB-2C
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4 CAPITULO DOIS: AVALIACAO ANTIPARASITARIA DE INEDITOS TIAZOIS
DERIVADOS DA ISATINA

4.1 REVISAO DA LITERATURA
4.1.1 Doenca de Chagas

A tripanossomiase americana, conhecida como doenga de Chagas, ¢ causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi). E encontrada principalmente em areas endémicas
de paises da América Latina, sendo considerada potencialmente fatal. Estimativas mostram
que no mundo cerca de 6 a 7 milhdes de pessoas sdo infectadas com 7 cruzi (WHO, 2021).

Essa doenga foi descoberta pelo pesquisador Carlos Chagas, que posteriormente
recebeu o nome de seu descobridor. Apesar de ter um século de descobrimento, a doenga
originou-se ha milhdes de anos como uma infeccdo enzoodtica (doengas de rebanho) em
animais selvagens. Comegou a ser transmitida para humanos como uma antropozoonose,
quando o homem comegou a explorar areas selvagens. Enquanto zoonose, seu
estabelecimento ocorreu hé cerca de 200 a 300 anos, quando seus transmissores comecaram a
adaptacdo a ambientes domésticos. Porém, existem algumas evidéncias de infeccdo humana
por Doenga de Chagas que foram identificadas em mumias datadas com até nove mil anos
(COURA & DIAS, 2009).

A doenca de Chagas ¢ transmitida aos seres humanos, na maioria das vezes, através
da picada de insetos triatomineos, vetor do protozoario, popularmente conhecido como
barbeiro. Ao picar, o inseto suga o sangue e expele suas fezes a0 mesmo tempo. O contagio se
da através do contato das fezes do inseto com o sangue, quando o local da picada é cogado, ou
ha contato das maos infectadas com olhos ou boca (WHO, 2021). Também pode haver outras
formas de infec¢do, como: ingestdo de alimentos contaminados, transfusio de sangue
infectado, transplante de 6rgaos e acidentes de laboratdrio (OPAS, 2021).

O ciclo de vida do T cruzi se apresenta em trés estagios de desenvolvimento (Figura
26). A forma amastigota ¢ intracelular, encontrada em hospedeiros mamiferos, na qual o
parasita se reproduz apods a infec¢do. A forma tripomastigota, € o estagio na qual o parasita se
encontra na corrente sanguinea do infectado, e pode ser transmitida a insetos vetores ao picar
o enfermo. Na forma epimastigota, o parasita se encontra no intestino do vetor triatomineo. O
parasita € ingerido pelo vetor na forma tripomastigota € em seu intestino se transforma em
epimastigota, onde sofre reprodugdo binaria. Ao passar pelo reto do triatomineo, o parasita se

transforma novamente em tripomastigota (RASSI et al., 2010).
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Figura 26 - Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.
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Fonte: http://www.ideiasedicas.com/sintomas-e-prevencao-de-doencas-de-chagas (adaptado)

4.1.1.1 Tratamento da Doenca de Chagas

O controle de vetores ¢ o método mais eficaz de prevencao da doenga, pois ndo
existe vacina (WHO, 2021). O Ministério da Saude recomenda que para prevengdo, além do
monitoramento dos vetores, também sejam adotadas medidas higi€nico-sanitarias e agdes de
educagdo e saude. O tratamento da doenca de Chagas ¢ feito através da administracdo do
medicamento benzonidazol para matar o parasita (Figura 27). Se administrado logo apds a
infeccdo este pode se mostrar 100% eficaz. Porém, sua eficacia diminui quanto mais tempo
passar da infeccdo para o tratamento. Outro agravante, que pode diminuir os potenciais
beneficios do tratamento utilizando benznidazol, sdo os efeitos colaterais. Ocorrendo em
cerca de 40% dos pacientes tratados, ndo podendo ser ultrapassado o tempo de tratamento de
dois meses (BRASIL, 2015). Diante deste fato, surge a necessidade de desenvolvimento de

novos medicamentos para o tratamento da doenca.

Figura 27 - Benznidazol: medicamento e estrutura quimica

Fonte : http://www.keshavbiotech.com/product-tag/abarax-benznidazol/ (adaptado)


http://www.keshavbiotech.com/product-tag/abarax-benznidazol/
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Nosso grupo de pesquisa tém relatado compostos contendo o anel tiazol com potencial
atividade anti-7. cruzi (Figura 28). Em 2014, Silva avaliou a atividade anti-7. cruzi de
derivados piridil-1,3-tiazol. Neste trabalho se destacaram os compostos A e B com valores de
ICs, = 1,2 e 1,6 uM, respectivamente. Estes compostos nao apresentaram efeitos citotoxicos
nas concentragdes testadas frente a forma tripomastigota. Em 2016, Gomes e colaboradores
sintetizaram novos derivados contendo o anel tiazol e observaram que um grupo volumoso,
ligado ao carbono C, do anel tiazol, influencia no incremento da atividade antiparasitéria.
Nesse trabalho, o composto D apresentou um valor de ICs, = 3.35uM e o composto C, 3.84
uM, ambos os valores frente a forma tripomastigota do parasita. Em 2017, Silva e
colaboradores sintetizaram uma nova série de piridil-tiazois, no qual o composto E se

destacou frente a forma tripomastigota de 7. cruzi com valor de 1Cs, = 1,2 uM.

Figura 28 - Derivados do tiazol com atividade anti-7. cruzi
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4.1.2 Leishmsaniose

As leishmanioses sdo doencgas parasitarias que apresentam como agente etiologico o
protozoario do género Leishmania. No Brasil, foram identificadas 7 espécies, sendo 6 do
subgénero Viannia e uma do subgénero Leishmania. As principais espécies sao: L.
amazonenses, L. guyanesisis e L. brazileinsis (BRASIL, 2017).

Os hospedeiros incluem uma grande variedade de mamiferos. Embora as infec¢des

por esses parasitos sejam mais comuns nos roedores e canideos, sdo conhecidas também entre
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primatas e, entre estes, o homem. Como hospedeiros invertebrados sdo identificados,
exclusivamente, fémeas de insetos hematdfagos conhecidos como flebotomineos. Na forma
promastigota ¢ alongada, com um flagelo, livre e longo. As formas flageladas se diferenciam
da forma amastigota essencialmente pelo prolongamento do flagelo, que se exterioriza para a
bolsa flagelar (NEVES, 2004).

A infec¢do ocorre quando o flebotomineo pica um individuo infectado ou um
hospedeiro reservatério aspira macrofagos parasitados. As amastigotas, ao atingirem o
intestino do inseto, se transformam em promastigotas. Do intestino sdo regurgitadas ou
introduzidas na pele do proximo hospedeiro quando o inseto toma uma nova refei¢do de
sangue (KAYE; SCOTT, 2011). O ciclo de transmissdo estd completo quando fagdcitos
infectados sdo ingeridos por outro flebotomineo ao realizar o repasto sanguineo (Figura 29).
Os flebotomineos sdo contaminados a partir de animais infectados, que sao fundamentais para

o estabelecimento da doenga humana (BATES, 2004).

Figura 29 - Ciclo de vida do protozoario Leishmania.
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4.1.2.1 Epidemiologia da Leishmaniose

As leishmanioses se destacam como uma das seis mais importantes doengas
infecciosas, pela sua elevada incidéncia e também pela capacidade de produzir deformidades

(OPAS/OMS, 2021). As Leishmanioses sdo antropozoonoses, doenca comum a animais €
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homens, e sdo consideradas um grande problema de saude publica. Representam um
complexo de doengas com importante espectro clinico e diversidade epidemioldgica. A
leishmaniose esta dividida em: visceral, cutanea e mucosa.

A leishmaniose cutanea (LC) e mucosa (LM) ¢ endémica em 18 paises das Américas,
e no periodo de 2001-2016 foram notificados 892.846 casos novos de LC, distribuidos em 17
dos paises endémicos. No Brasil, tem sido associada a sete espécies: L. braziliensis, L.
guyanensis, L. lainsoni, L. naiffi, L. shawi, L. lindenberg e L. amazonensis. Dados do
OPAS/OMS indicaram que em 2016 foram registrados 12.690 casos no Brasil, sendo o pais
com maior numero. Junto com Coldémbia (10.966), Nicaragua (5.423) e Peru (7.271)
representaram 74,3% do total de casos na regido.

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma doenca potencialmente fatal com distribui¢cdo
mundial em 76 paises, sendo endémica em 12 paises das Américas. Cerca de 96% dos casos
nesta regido, estdo concentrados no Brasil, no entanto, se observa uma expansdo geografica
na Argentina, Colombia, Paraguai e Venezuela (OPAS/OMS, 2018). Esté associada a espécie
Leishmania infantum. No periodo de 2001-2016 foram reportados 55.530 casos humanos de
LV nas Américas com uma média anual de 3.457 casos. Dados do OPAS/OMS indicam que a
LV segue apresentando uma ampla distribuicdo geografica de casos humanos no Brasil, onde
se destacam as regides Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste. Também ¢ notada uma dispersado

geografica ocorrendo no Paraguai e Argentina, nas fronteiras com o Brasil e Uruguai.

4.1.2.2 Tratamento da Leishmaniose

O tratamento para a Leishmania ainda ¢ bastante limitado. Os principais
medicamentos utilizados sdo: anfotericina B, miltefosina e pentamidina (Figura 30). A
miltefosina esta sendo usada recentemente principalmente no tratamento de criangas. Além
disso, este farmaco estd disponivel apenas por via oral, ndo havendo outro tratamento por
outras vias. Todos os medicamentos para o tratamento da LV quanto e da LC sao téxicos e
podem apresentar efeitos adversos. A dose e o tempo de tratamento dependem da forma
clinica e em alguns casos, os pacientes s6 evoluem para cura apds a tentativa de varios

esquemas terapéuticos.



Figura 30 - Estrutura dos principais farmacos usados no tratamento da leishmaniose.
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Em 2014, Liu e colaboradores sintetizaram uma série de analogos contendo tiazdis na

todos para a forma amastigota em L. donovani (Figura 31).

Figura 31 - Derivados do tiazol com atividade anti-Leishmania
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estrutura dos seus compostos frente a Leishmania amazonensis. Neste trabalho se destacam os
compostos A, B e C, com ICs,de 0,17; 1,7 € 0,8128 uM respectivamente. Em 2015, Bhuniya
e colaboradores testaram uma série de compostos contendo o anel tiazol, dentre os mais

promissores se destacaram os compostos D e E com ICs,= 0,003 e 0,28 uM respectivamente,

~NH,
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4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Ensaios Biolégicos

4.2.1.1 Ensaio de citotoxicidade em macrofagos RAW 264.7

A citotoxicidade em células de mamiferos foi avaliada através de ensaios com MTT.
Esse ensaio baseia-se na redugdo dos sais amarelos de tetrazolio por redutases mitocondriais
de células metabolicamente ativas. Cristais de formazan sdo formados no interior dessas
células, que devem ser lisadas para a solubilizagdo e posterior andlise por espectrofotometria.
Uma vez que a quantidade de formazan produzida ¢ diretamente proporcional ao numero de
células viaveis, quanto maior for a viabilidade celular, maior sera a propor¢ao de reducao do
MTT e maior sera a absorbancia.

Os macrofagos da linhagem RAW 264.7 foram soltos em garrafas de cultura e foram
plaqueados em placas de 96 pogos fundo reto e incubados por 24h, a 37°C e atmosfera com
5% de CO, para aderéncia. Apds esse tempo, os compostos foram adicionados nas
concentragdes de 6 a 200 pg/mL e incubados novamente por um periodo de 48h. Foram
utilizados pocos apenas com meio de cultura como controle negativo. Apds a incubagdo foi
acrescentado 25 pL. de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-brometo-difenil-tetrazéico) a 5
mg/mL em PBS, seguida de uma nova incubagao por 2h, a 37°C e ao abrigo da luz. Parte do
meio de cultura juntamente com o restante de MTT foi aspirado e 100 pL de DMSO foi
adicionado por pogo para a solubilizagdo dos cristais de formazan resultantes da redugao do
MTT. Foi realizada a leitura da absorbancia a 570 nm no espectrofotometro Thermo Scientific
Multiskan FC. A concentragdo citotoxica para 50% da cultura (CCs) foi determinada por

analise de regressao pelo software GraphPad Prism. Cada ensaio foi realizado em triplicata.

4.2.1.2 Ensaio anti-T. cruzi (tripomastigotas)

Tripomastigotas (cepa Y) foram coletadas do sobrenadante de células Vero infectadas
e distribuidas em uma placa de 96 pogos para uma densidade final de 4 x 10° células por pogo
em meio RPMI-1640. Cada composto foi adicionado aos pogos em duplicado (0,19 a 100
ng/mL). O benznidazol foi utilizado como medicamento de referéncia. Os compostos foram
testados em duplicado. A placa foi entdo cultivada a 37°C, por 24 horas e 5% de CO,. Apos

esse tempo, as aliquotas de cada pogo foram coletadas e o nimero de parasitas vidveis (ou
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seja, com motilidade aparente) foi contado em uma camara de Neubauer. Os pogos que nao
receberam os compostos foram considerados como 100% do numero de parasitas vidveis. Os

valores de 1Cs, foram calculados por regressao linear.

4.2.1.3 Ensaio anti-T. cruzi (amastigotas/ tripomastigotas)

T cruzi (cepa de Tulahuen) que expressa o gene da beta-galactosidase de Escherichia
coli foi cultivado em uma monocamada de fibroblastos L-929 de camundongo. As culturas
testadas quanto a atividade de beta-galactosidase foram cultivadas em meio RPMI 1640 sem
vermelho de fenol mais 10% de soro fetal bovino e glutamina. Microplacas de cultura de
tecidos de noventa e seis pocos foram semeadas com fibroblastos .-929 a 4,0 x 103 por poco
em 80 pL e incubadas durante a noite a 37°C, 5% de CO,. Tripomastigotas que expressam
beta-galactosidase foram entdo adicionadas a 4,0 x 10* por pogo em 20 pL. Apds 2 horas, o
meio com tripomastigotas que ndo penetraram nas células foi descartado e substituido por 200
uL de meio fresco. Apds 48 horas, o meio foi descartado novamente e substituido por 180 pL
de meio fresco e 20 uL de compostos de teste dissolvidos em DMSO. Cada composto foi
testado em quadruplicado. Apds 7 dias de desenvolvimento da cultura, vermelho de
clorofenol beta-D-galactopiranosideo a 100 uM e Nonidet P-40 a 0,1% foram adicionados as
placas e incubados durante a noite, a 37 °C. A absorbancia foi medida a 570 nm em um leitor
automatico de microplacas. BZD foi usado como controle positivo. Os resultados sdo
expressos como uma porcentagem da inibi¢do do crescimento do parasita. Dois experimentos

independentes foram realizados.

4.2.1.4 Ensaio de estudos ultraestruturais

Os parasitas tripomastigotas de 7. cruzi foram cultivados por 24h em meio RPMI 1640
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) tamponado a pH 7,5 e suplementado com HEPES (20
mM), 10% de soro fetal bovino, penicilina (100 U / mL), e estreptomicina (100 mg / mL)
contendo o composto na concentragao de ICs,, duas e quatro vezes o valor de I1Cs, (1,72, 3,44,
6,88 uM, respectivamente). Os parasitas foram coletados, lavados em PBS e fixados com
glutaraldeido 2,5%, formaldeido 4% e tampao cacodilato 0,1 M em pH 6,8. Eles foram entdo
pos-fixados em tetroxido de 6smio 2% (OsO,) em um tampao cacodilato 0,1 M em pH 6,8 ¢
processados para microscopia eletronica de varredura de rotina. Os parasitas foram

desidratados em etanol graduado e secos pelo método do ponto critico com CO,. As amostras
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foram montadas em tocos de aluminio, revestidas com ouro e examinadas em microscopio
JEOL-5600LV (NPT / FIOCRUZ-PE). Os controles foram compostos por células ndo tratadas

(controle negativo) e tratadas com benznidazol (controle positivo).

4.2.1.5 Ensaio de avaliagdo da morte celular

ApoOs a confirmagdo da atividade tripanocida, a marcagdo com Anexina-FITC / Iodeto
de Propidio foi usada para caracterizar as modalidades de morte celular induzidas pela
incubagdo com compostos. Tripomastigotas metaciclicos foram coletadas do sobrenadante de
células 1929 infectadas e entdo semeados a 4x105 células / pogo em meio RPMI-1640. Todos
os compostos foram dissolvidos em DMSO e adicionados aos pogos nas concentragoes de
ICs, 2x 1Cs, € 4x 1Cs. Benznidazol (ICs,, 2x ICs, e 4x ICs) € meio de cultura foram usados
como controle positivo e negativo, respectivamente. As placas foram incubadas nas mesmas
condi¢cdes utilizadas para a atividade anti-tripomastigota (37 °C, 24 horas). Resumidamente,
apds o tratamento, os parasitas foram lavados com PBS e ressuspensos em tampao de ligagao
(Anexina V Binding Buffer- BD Pharmingen ™, EUA). Para marcacao, foram adicionados
10L de iodeto de propidio (50 g/mL) e 5 L de Anexina-FITC (BD Pharmingen ™, EUA) por
15 min, em temperatura ambiente, no escuro. A citometria de fluxo foi realizada em
FACSCalibur (Becton & Dickinson, EUA). Para cada amostra adquirimos 20.000 eventos e
os dados foram analisados usando o software Cellquest (Becton & Dickinson, EUA). Os
ensaios foram realizados em triplicado. Para analise de significancia foi utilizado ANOVA e

teste de Dunnett, considerando p <0,05.

4.2.1.6 Ensaio anti-Leishmania

Para o ensaio na forma promastigota, cepas de Leishmania amazonensis (WHOM/00
LBT 0016) e L. infantum (MHOM/MA/67/ITMAP-263) foram mantidas a 26°C em meio
Schneider’s (Sigma) suplementado com 10% de soro fetal bovino (meio completo). Parasitas
na fase exponencial de crescimento foram utilizados em todos os experimentos. Para o ensaio
de atividade leishmanicida, os parasitas foram contados e diluidos em meio Schneider’s
(Sigma) completo a 1x10° células/mL. Os parasitas foram incubados a 26°C na presenca de
diferentes concentragdes dos compostos (1,5 a 200 pg/mL) por 72h. Parasitas incubados

apenas com meio de cultura e com Miltefosina foram utilizados como controle negativo e
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positivo, respectivamente. O crescimento celular foi avaliado e a ICsy/72h foi determinada por
analise de regressao. Cada ensaio foi realizado em triplicata.

Para avaliacdo nas formas amastigotas, macrofagos RAW 264.7 foram distribuidos em
placas de 24 pogos (3x10° células/mL) contendo uma laminula redonda estéril. Os
macrofagos foram incubados para aderéncia por 2h, a 37°C e atmosfera com 5% de CO,.
Apos essa incubacgdo inicial foram acrescentadas promastigotas infectadas de L. amazonensis
ou L. infantum na propor¢ao de 8 parasitas/macrofagos, por um periodo de 6h, a 37°C e 5%
de CO,. Os parasitas nao internalizados foram removidos por lavagem e a cultura foi
incubada novamente na presenca de diferentes concentragdes dos compostos (6 a 200 pg/mL)
por 24h, a 37°C e 5% de CO,. A miltefosina foi utilizada como controle positivo, nas mesmas
concentragcdes dos compostos. ApOs a incubagdo, as laminulas contendo a cultura foram
lavadas com PBS, coletadas e coradas com kit de coloragdao Pandtico Rapido. A porcentagem
de macrofagos infectados, bem como o nimero de amastigotas/macrofagos foi determinada
pela contagem de 100 macrofagos, em duplicata. A atividade leishmanicida dos compostos
foi verificada pela diminuicdo no nimero de macréfagos infectados e de amastigotas
intracelulares por culturas tratadas em comparagdo com a cultura controle sem tratamento.
Os valores de ICy, foram calculados por andlise de regressao utilizando o software GraphPad

Prism.
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4.3 RESULTADOS

4.3.1 Avaliacao da atividade anti-7. cruzi da série LAB

Os valores obtidos na avaliagdo da atividade frente as formas tripomastigotas e

amastigotas de 7. cruzi, como a CCs, em macréfagos da linhagem RAW 264.7, 1C;, e indice

de seletividade (IS) dos compostos sintetizados, estdo dispostos na Tabela 4.

Tabela 4 - Resultados obtidos da série LAB para formas tripomastigota e amastigota de T. cruzi

Composto RAW 264.7 ICs, IS*  1IC,, Amastigota IS?
R, R, R, (CCs)) pM Tripo (nM)  Tripo (M) Amastigota
s e
HN
LAB-Intl1 H - - 84,91 10.44 8.14 - -
LAB-1A H Ph H 296,39 252.46 1.17 - -
LAB-1B H 4-Me-Ph H 61,52 26.28 2.34 - -
LAB-1C H 4-MeO-Ph H 511,59 23.51 21.76 6.99 15.56
LAB-1D H 3-NO,-Ph H 50,90 6.85 7.43 - -
LAB-1E H 4-NO,-Ph H 68,47 4.43 15.46 6.10 11.23
LAB-1F H 4-F-Ph H 60,81 62.93 0.97 - -
LAB-1G H 4-Cl-Ph H 73,71 32.41 2.27 - -
LAB-1H H 2-Naph H 49,31 55.77 0.88 - -
LAB-11 H 4-Br-Ph H 45,10 45.00 1.00 - -
LAB-1J H 24-diCl-Ph H 54,52 2.05 26.58 10.85 5.02
LAB-1L H 4-Ph-Ph H 59,22 120.71 0.49 - -
LAB-1M H Ph Me 115,94 4.12 28.15 8.94 12.97
LAB-1IN H 4-Br-Ph Me 87,29 1.72 50.80 6.16 14.18
LAB-Int2 Cl - - 55,24 7,91 6,98 - -
LAB-2A Cl Ph H 51,18 46,39 1,10 - -
LAB-2C Cl  4-MeO-Ph H 49,84 4,54 10,98 - -
LAB-2D Cl 3-NO,-Ph H 56,94 13,78 4,13 - -
BZD - - - 123,54 14,60 8.46 5.65 21.87

BDZ = benznidazol. Os cinco compostos mais seletivos foram testados frente a forma amastigotas de 7. cruzi.
# = (macrofagos CCs) / (tripomastigotas ICs).
® = (macrofagos CCs,) / (amastigotas I1Csp).
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Os compostos foram avaliados frente a forma tripomastigota de 7. cruzi, cepa Y. Entre
os compostos testados, (LAB-1C, LAB-1E, LAB-1J, LAB-1M, LAB-IN e LAB-2C)
exibiram maior seletividade do que o medicamento de referéncia BZD, com destaque para
composto LAB-1N (SI = 50,80) que foi mais de seis vezes mais seletivo do que BZD (SI =
8,46). Os compostos LAB-IM (SI = 28,15) e LAB-1J (SI = 26,58) foram descritos como
sendo trés vezes mais seletivos do que BZD. O composto LAB-IN (ICs i, = 1,72 uM), que
possui um metil no anel tiazol, foi um dos compostos mais potentes da série, sendo oito vezes
mais potente do que 0 BZD (ICs i, = 14,60 uM). Além disso, valores de 1Cs, de 2,05 uM,
4,12 uM e 4,43 uM foram obtidos para os compostos LAB-1J, LAB-IM e LAB-1E,
respectivamente, apresentando maior poténcia que o BZD. Os cinco compostos mais seletivos
foram testados frente a forma amastigota de 7. cruzi. Todos os valores de ICs, obtidos

apresentaram uma menor poténcia que o BZD.

4.3.2 Estudos ultraestruturais para T. cruzi

Visando investigar os efeitos dos derivados de tiazolil-isatina na morfologia do
parasita, o composto mais ativo deste trabalho foi selecionado (LAB-IN). A andlise por
microscopia eletronica de varredura (Figura 32) mostrou que o tripomastigota do 7. cruzi no
grupo controle apresentava morfologia e flagelos preservados (Figura 32A), enquanto as
células tratadas com BDZ tinham seus corpos contorcidos com extravasamento de contetido
citoplasmatico (Figura 32B). Por outro lado, as células tratadas com o composto LAB-1N nas
concentragdes de 1Cs,, 2x ICy, e 4x 1Cs, (1,72, 3,44, 6,88 uM, respectivamente), promoveram
alteracdes dependentes da dose na forma flagelo e superficie do corpo do parasita (Figuras
32C-E), comparado ao grupo controle ndo tratado o composto LAB-1N promoveu contor¢des
corporais, aspecto inchado e arredondado, encurtamento do flagelo, além de extravasamento
do contetido citoplasmatico causando morte celular.

No presente estudo, a atividade deste composto LAB-1N pode ser observada através
de alteragdes ultraestruturais causadas no 7. cruzi, o que certamente inviabiliza a célula.
Resultados semelhantes foram encontrados por Gomes et al. (2020) que avaliou a atividade
anti-7. cruzi dos compostos ftalimido-tiossemicarbazonas (3h e 3t) e ftalimido-tiazois (4j) e
observaram as mesmas alteracdes ultraestruturais caracteristicas de morte celular por necrose

e/ou apoptose.
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Figura 32 - Alteragdes ultraestruturais em formas tripomastigotas de T. cruzi tratadas com BDZ e composto

LAB-2N por MEV.
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(A) Controle de tripomastigotas ndo tratadas, com corpo alongado tipico e uma superficie celular lisa. (B) Tripomastigota
tratada com BDZ, com corpo contorcido e ruptura, exibindo contetido celular interno. (C) Tripomastigotas tratados com
LAB-IN (ICs, = 1,72 uM) com corpo contorcido, aparéncia inchada e arredondada e encurtamento de flagelo. (D)
Tripomastigotas tratadas com LAB-IN (2 x ICsy = 3,44 uM) com ruptura da membrana citoplasmatica e exposi¢do do
conteudo interno da célula. (E) Tripomastigotas tratadas com LAB-IN (4 x ICs, = 6,88 uM) com a célula totalmente

destruida com perda total de conteudo citoplasmatico e alguns tragos de citoesqueleto.
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4.3.3 Analise de citometria de fluxo

Apos confirmar que LAB-1J, LAB-1M e LAB-IN eram compostos antiparasitarios,
procuramos determinar se 0s compostos causavam a morte celular do parasita. Para tanto,
tripomastigotas da cepa Y foram tratados com diferentes concentragdes de LAB-1J, LAB-1M
e LAB-1N. Apds 24 horas de incubacdo, as células do parasita foram coradas com iodeto de
propidio (PI) e anexina-V e analisadas por citometria de fluxo. Os compostos LAB-1J,
LAB-1M (2x ICsy, e 4x 1Cyy) e LAB-IN (1x ICs, 2x 1Cs, € 4x IC5,) foram capazes de induzir
uma marcagdo significativamente compativel com necrose em tripomastigotas. Resultados
semelhantes foram encontrados em parasitas tratados com Benznidazol (1x ICs,, 2x ICs, € 4x

ICs,), 0 medicamento de referéncia e controle positivo usado neste ensaio (Figura 33).

Figura 33 - Citometria de fluxo dos compostos da séric LAB
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4.3.4 Avaliacio da atividade anti-leishmania da série LAB

Os valores obtidos na avaliacao da atividade frente as formas amastigotas das espécies
de Leishmania, como a CCs, em macréfagos da linhagem RAW 264.7, ICy, e o indice de

seletividade (IS) dos compostos sintetizados, estdo dispostos na Tabela 5.

Tabela 5 - Resultados obtidos da série LAB para formas amastigotas das espécies de Leishmania

ICq L. IC, L. infantum

Composto R, R, R, CCyuM _amazonensisyM __1S* uM IS®

N
° N
/"\N%
w

LAB-Int1 H - - 209.17 10,16 20,58 11,37 18,39
LAB-1A H Ph H 296.39 189,25 1,57 237,67 1,25
LAB-1B H 4-Me-Ph H 61.52 26,09 2,36 26,41 2,33
LAB-1C H 4-MeO-Ph H 511.59 205,46 2,49 469,35 1,09
LAB-1D H 3-NO,-Ph H 50.90 28,50 1,79 78,40 0,65
LAB-1E H 4-NO,-Ph H 68.47 93,70 0,73 51,94 1,32
LAB-1F H 4-F-Ph H 60.81 71,07 0,86 55,47 1,10
LAB-1G H 4-Cl-Ph H 73.71 35,25 2,09 28,25 2,61
LAB-1H H 2-Naph H 49.31 28,40 1,74 25,35 1,95
LAB-11 H 4-Br-Ph H 45.10 25,38 1,78 24,77 1,82
LAB-1J H 2,4-CI-Ph H 54.52 24,20 2,25 14,19 3,84
LAB-1L H Ph-Ph H 59.22 110,16 0,54 119,84 0,49
LAB-IM H Ph Me 115.94 52,13 2,22 44,23 2,62
LAB-IN H  4BrPh  Me 8729 29,65 2,94 31,04 2,81
LAB-Int2  Cl . - 306.64 253,31 121 234,04 131
LAB-2A Cl Ph H 51.18 38,67 1,32 32,65 1,57
LAB-2C Cl 4-MeO-Ph H 49.84 38,65 1,29 27,43 1,82
LAB-2D Cl 3-NO,-Ph H 56.94 23,39 2,43 24,31 2,34
Miltefosina - - - 139,04 7,08 19,65 1,67 83,17

# = (macrofagos CCs) / (amastigotas 1Cs).

Com relagdo a atividade para a forma amastigota da Leishmania, os compostos nao
apresentaram bons resultados, visto que todos os tiazois apresentaram uma ICy, maior que a

Miltefosina, o farmaco utilizado como referéncia.
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O composto intermediario LAB-Int1 foi o que apresentou o melhor resultado frente a
forma amastigota de L. amazonensis, com uma ICs, 10,16 uM e IS 20,58 para L.
amazonenses, proximo aos valores da Miltefosina (ICs, 7,08 uM e IS 19,65).

Os valores obtidos na avaliagdo da atividade frente as formas promastigotas das
espécies de Leishmania, como a CCs, em macrofagos da linhagem RAW 264.7, 1Cs, e o

indice de seletividade (IS) dos compostos sintetizados, estdo dispostos na Tabela 6.

Tabela 6 - Resultados obtidos da série LAB para formas promastigotas das espécies de Leishmania

IC,, L. IC,, L.
Composto R, R, R, CCsyuM __ amazonensis pM IS * infantum nM 1S *?
Y A
N

LAB-Int1 H - - 209.17 43,87 4,77 57,86 3,62
LAB-1A H Ph H 296.39 44,33 6,69 45,87 6,46
LAB-1B H 4-Me-Ph H 6152 9,17 6,71 13,19 4,66
LAB-1C H 4-MeO-Ph H  511.59 469,35 1,09 469,35 1,09
LAB-1D H 3-NO,-Ph H 5090 9,77 5,21 11,70 4,35
LAB-1E H 4-NO,-Ph H 6847 10,52 6,51 20,93 3,27
LAB-1F H 4-F-Ph H 60.81 15,70 3,87 23,47 2,59
LAB-1G H 4-Cl-Ph H 7371 16,11 4,57 18,49 3,99
LAB-1H H 2-Naph H 4931 10,56 4,67 10,49 4,70
LAB-11 H 4-Br-Ph H 45.10 9,75 4,63 10,74 4,20
LAB-1J H 2,4-Cl-Ph H 5452 8,90 6,13 8,36 6,52
LAB-1L H Ph-Ph H 5922 60,74 0,97 100,16 0,59
LAB-1M H Ph Me 115.94 7,36 15,75 7,97 14,54
LAB-1IN H 4-Br-Ph Me 87.29 6,17 14,15 6,04 14,44
LAB-Int2 Cl - - 306.64 36,36 8,43 60,69 5,05
LAB-2A Cl Ph H 51.18 10,30 4,97 8,77 5,84
LAB-2C Cl 4-MeO-Ph H  49.84 13,89 3,59 18,80 2,65
LAB-2D Cl 3-NO,-Ph H 5694 10,40 5,48 16,80 3,39
Miltefosina - - - 139,04 15,83 8,79 18,01 7,72

* = (macrofagos CCs) / (promastigota 1Cs).
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Com relacdo a atividade para a forma promastigota da Leishmania, podemos observar
que um intermediario e dois tiazdis se destacaram para as duas espécies de Leishmania
testadas, com resultados superiores a Miltefosina, o firmaco utilizado como referéncia.

O composto intermediario LAB-Intl foi o que apresentou o melhor resultado frente a
forma promastigota da Leishmania, com uma ICs, 5,07 uM e IS 41,29 tanto para L.
amazonenses como para L. infantum. Os tiaz6is LAB-1M e LAB-1N também apresentaram
resultados relevantes com ICs, e IS superiores a Miltefosina. Podemos inferir que a inser¢ao
da metila em R, pode ser responsavel pelo incremento da atividade na forma promastigota da

Leishmania.
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5 CAPITULO TRES: PLANEJAMENTO, SINTESE E AVALIACAO ANTIVIRAL
FRENTE AO VIRUS ZIKA DE INEDITOS TIAZOIS DERIVADOS DA
ARILOXITIOSSEMICARBAZONA

5.1 REVISAO DA LITERATURA

5.1.1 Virus Zika

O virus Zika (ZIKV) contém RNA fita simples e pertence a familia Flaviviridae e
género Flavivirus. O virus contém 10.794 nucleotideos que codificam 3.419 aminoacidos.
Também fazem parte desta familia o virus da febre amarela (YFV), dengue (DENV),
encefalite japonesa (JEV) e virus do oeste do Nilo (WNV) (FAUCI; MORENS, 2016).

O ZIKV foi isolado pela primeira vez na Floresta Zika, em Uganda, em 1947 em um
macaco Rhesus (PASTULA et al., 2016). Em 1954, houve o primeiro isolamento desse virus
em humanos. O ZIKV ¢ considerado uma infec¢do emergente, com diagnostico clinico e
sorologico dificil em regides endémicas para dengue (NHAN et al, 2014;
PATINO-BARBOSA et al., 2015; YASRI; WIWANITKIT, 2015). O virus ja foi isolado em
varias espécies de Aedes sp., como Ae. africanus, Ae. luteocephalus, Ae. furcifer, Ae.
apicoargenteus, Ae. vitattus, Ae. aegypti € Ae. albopictus, sendo esse ultimo encontrado em
algumas regides nao tropicais (NHAN et al., 2014).

Antes de 2007, haviam alguns relatos de infec¢des isoladas ou pequenos surtos por
ZIKYV, porém, foi apds 2007 que se iniciou notificagdes de grandes surtos, como o ocorrido na
ilha Yap, pertencente a Micronésia, com 7500 habitantes na época. Nenhuma morte ou
internacao foi relatada, mas estudos comprovaram que 73% da populacdo com idade superior
a 30 anos havia sido infectada (FAYE et al., 2014; NHAN et al., 2014).

Em 2013 e 2014, novos surtos foram relatados na Polinésia Francesa, ¢ 11% da
populacdo apresentaram casos clinicos de infeccdo por ZIKV e o principal vetor identificado
foi 0 A. aegypti (Figura 34) (FAYE et al., 2014; FONSECA et al., 2014; NHAN et al., 2014).
Em 2014 e 2015, esse virus passou a ser notificado nas Américas, em casos confirmados na
Ilha de Pascoa, no Chile e no Brasil (PATINO-BARBOSA et al., 2015).

Segundo FAYE et al. (2014), houve duas introducdes independentes do virus, com
duas distintas linhagens circulando na Africa e uma terceira linhagem formada por cepas
encontradas na Micronésia e Malasia. Esse estudo sugeriu uma taxa de substitui¢do de

nucleotideos de 7,74 x 10™* por ano, com um ancestral comum mais recente ha 325 anos.
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Figura 34 - Principal vetor do ZIKV.

Fonte: https://revistagalileu.globo.com/Ciencia/Saude/noticia/2019/02.html
5.1.1.1 Infec¢do por ZIKV

A infeccdo por ZIKV tem caracteristicas similares a outras infecgdes arbovirais,
apresentando caracteristicas muito proximas ao quadro sintomatoldgico da Dengue e outras
doengas tropicais. A manifestacdo clinica de conjuntivite ndo purulenta presente nas infec¢des
por Zika ¢ a unica diferenga apresentada entre as duas enfermidades, e foi observada em 55%
dos casos durante o surto na Ilha Yap. Existem relatos de transmissdo de forma atipica para
esse virus, como a transmissdo por contato sexual, transplacentdria e por transfusdo de
sangue. Na Polinésia Francesa, observou-se uma prevaléncia do virus em 2,8% dos doadores
de sangue, todos assintomaticos. Ja foi reportada também, a presenca desse virus em saliva e
urina de humanos contaminados (FONSECA et al., 2014; MUSSO et al., 2015; NHAN et al.,
2014; PATINO-BARBOSA et al., 2015; YASRI; WIWANITKIT, 2015).

Em 2013, um caso diagnosticado como Sindrome de Guillain-Barré foi relacionado
com infec¢do por ZIKV e DENV em uma mulher na Polinésia Francesa (OEHLER et al.,
2014). O primeiro relato no Brasil ocorreu no inicio do ano, em um paciente na cidade de
Natal, RN. Em margo, varios pacientes que apresentaram quadros clinicos similares a DENV,
obtiveram resultado negativo para DENV e Chikungunya (CHIKV). Apos andlise por
gRT-PCR (reagdo em cadeia da polimerase em tempo real), foi confirmado infec¢do por
ZIKV (ZANLUCA et al., 2015)

O relato de uma possivel associagdo entre a infecgcdo pelo ZIKV e uma epidemia de
microcefalia entre o0s recém-nascidos no Brasil atraiu uma atencdo global
(SCHULER-FACCINI et al., 2016; CHAN et al. 2016). A disseminacdo do ZIKV além da
Africa e Asia para as Américas e Europa, além do surto de "sindrome de Zika congénita"
levaram a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a declarar a epidemia de ZIKV como uma

emergéncia global de satide publica em 2016 (WHO, 2016).
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O grande impacto global, social e economico, devido a morbidade e mortalidade
associada a doencgas causadas por flavivirus (como o ZIKV) exige urgentemente intervengoes
terapéuticas eficazes. Nao existe atualmente qualquer terapia antiviral especifica disponivel
para o tratamento eficaz de infecgdes clinicas por qualquer um dos Flaviviridae (KOK, 2016),
sendo realizado apenas tratamento de suporte nos casos mais graves (NHAN et al., 2014). O
desenvolvimento de vacinas mais eficazes e agentes antivirais para a prevencao e tratamento
da maioria das infecgdes por flavivirus continua sendo uma prioridade na satde publica

(KOK, 2016).

5.1.2 Estruturas Privilegiadas

5.1.2.1 Tiossemicarbazonas

As tiossemicarbazonas apresentam em sua estrutura molecular os grupos amina
(N(R);), imina ((R),C=N(R)) e tiona ((R),C=S) (Figura 35). A sintese do grupo
tiossemicarbazona partindo de tiossemicarbazida € relativamente simples. Geralmente se
utiliza etanol como solvente na reagao, ¢ os acidos cloridrico ou sulfirico como catalisadores.
As reagdes podem ser procedidas em sistema de refluxo ou banho ultrassénico (ESPINDOLA

et al., 2015) (MOREIRA et al., 2014).

Figura 35 - Composi¢ao estrutural das tiossemicarbazonas.
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As tiossemicarbazonas tém um amplo espectro de atividades biologicas relatadas na
literatura. Destacam-se com potenciais atividades antiprotozoarias, antifungicas,
antibacterianas, antitumorais e antivirais (BELARDO; GRAMBINO, 2004). Além destas,
também ha relatos na literatura de tiossemicarbazonas com atividade anti-7 cruzi (AGUIRRE

et al., 2004), e anticonvulsiva (YOGEESWARI et al., 2002). Séries de tiossemicarbazonas



79

anteriormente desenvolvidas por nosso grupo de pesquisa, apresentaram também atividade
anti-T. cruzi (MOREIRA et al., 2014) (ESPINDOLA et al., 2015).

Para a atividade antiviral, essa estrutura privilegiada tem apresentado um amplo
espectro de atividade contra uma grande variedade de virus tanto de DNA quanto de RNA
(PADMANABHAM et al., 2017). Em 2017, Padmanabham e colaboradores sintetizaram uma
série de tiossemicarbazonas (Figura 36) com atividade contra os quatro sorotipos do virus da
Dengue, contra o virus da Encefalite Japonesa (JEV), virus do Nilo Ocidental, virus da

Leucemia Murina Moloney e virus da Imunodeficiéncia Humana tipo 1.
Figura 36 - Derivados das tiossemicarbazonas com atividade antiviral.
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5.1.2.2 Tiazois

Com relagdo a atividade antiviral, trabalhos recentes t€ém demonstrado diversos
compostos, com tiazol em suas estruturas, que apresentam atividade frente a diferentes virus
(Figura 37) (LAI et al., 2013; JADAV et al., 2014; JADAV et al., 2015; BEHNAM et al.,
2016). Em 2013, Lai e colaboradores sintetizaram uma série de derivados da
8-hidroxiquinolina contendo aminobenzotiazol e avaliaram a atividade contra o virus da
dengue Tipo 2 (Figura 37A). Em 2015, Jadav e colaboradores sintetizaram uma série de
compostos hibridos contendo um nucleo tiazol contra o virus da Dengue 2 (Figura 37B). Em
2014, Jadav e colaboradores sintetizaram uma série de derivados do tiazol com atividade

frente ao virus Chikungunya (ChiK) (Figura 37C).



Figura 37 - Derivados do tiazol com atividade antiviral.
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5.2 PLANEJAMENTO DAS MOLECULAS

O planejamento das moléculas obtidas neste trabalho (Figura 38), foi feito partindo
dos trabalhos de Jadav et al. (2015) e Micewicz et al. (2018). Em 2015, Jadav e colaboradores
sintetizaram uma série de compostos contendo um nucleo tiazol ativos contra o virus da
Dengue 2, que pertence a familia dos Flavivirus, a mesma do ZIKV. Em 2018, Micewicz e
colaboradores forneceram orientagdes gerais para o planejamento dos inibidores do ZIKV, no
qual devem conter um conjunto de 3 anéis aromaticos ou alifaticos na configuragao para ou
meta ¢ com ou sem modificagdes adicionais. Considerando essas duas informagoes, foi
planejada a sintese de inéditos compostos contendo trés anéis, sendo um deles o ntcleo

tiazol.

Figura 38 - Planejamento estrutural dos compostos da série DLT.
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O grupo ligante e os substituintes em R, (bromo e fluor) foram escolhidos com base
em uma triagem anterior feita com mais de 50 compostos do banco de dados do LpQM (P. A.
T. M. Gomes, dados ndo publicados). Com a presenca dos substituintes halogenados na
porc¢ao ariloxi, € possivel avaliar a contribui¢do da densidade eletronica na atividade biologica
das moléculas.

Substituintes halogenados possibilitam, ainda, a melhoria da absor¢do oral, da
permeabilidade, da estabilidade metabolica e quimica, e a formacao de ligagdo com o alvo
farmacologico, contribuindo para a estabilidade da ligagdo farmaco-receptor (HERNANDES
et al., 2010). As estruturas dos compostos planejados também foram previamente analisadas

segundo a “Regra dos 5 de Lipinsk, ef al. (1997), como mostra a Tabela 7.

Tabela 7 - Dados dos compostos planejados da série DLT aplicados a “Regra dos 5”

Estrutura Geral da Molécula Ref. R, Aceptores Doadores = MLogP Massa
de H<10 deH<S5 <4,15 <500u

DLT-1A Ph 3 1 3,60 416,33

DLT-1B  4-CH;-Ph 3 1 3,82 430,36

. %j " DLIIC 4-OCH,-Ph 4 1 326 446,36

—/ DLT-IE  4-NO,-Ph 5 1 2,57 461,33

2 DLT-1F 4-F-Ph 4 1 3,98 434,33

DLT-1G 4-Cl-Ph 3 1 4,09 450,78

DLT-1H 2-Naph 3 1 4,15 466,39

" DLT-11 4-Br-Ph 3 1 4,10 495,23
DLT-1J 4-Ph-Ph 3 1 4,65 492,43

DLT-2A Ph 4 1 3,37 355,43

DLT-2B  4-CH;-Ph 4 1 3,60 369,46

" % j(& DLT-2C 4-OCH;-Ph 4 1 3,65 385,46

=/ N DLT-2E  4-NO,-Ph 6 1 2,34 400,43

P DLT-2F 4-F-Ph 5 1 3,76 373,42
DLT-2G 4-Cl1-Ph 4 1 3,87 389,87

DLT-2H 2-Naph 4 1 4,07 405,49

i DLT-21 4-Br-Ph 4 1 3,98 434,33
DLT-2J 4-Ph-Ph 4 1 4.45 431.53

Valores obtidos através do site SwissADME

Os resultados da analise para os compostos planejados estao dispostos na Tabela 7.
Foi observado que grande parte das estruturas se apresentam de acordo com todos os
parametros da regra e dois compostos (DLT-1J e DLT-2J) violaram apenas um parametro, que

segundo a regra ¢ aceitavel.
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5.3 METODOLOGIA

5.3.1 Sintese e Caracterizacao

Para as reagdes, foram utilizados os solventes: acetona, hexano, acetato, etanol,
isopropanol, éter dietilico e DMF, provenientes das marcas Dinamica, Cinética ou Quimica

moderna. J4 os reagentes: 4-bromo-fenol, 4-fluor-fenol, 3-cloro-2-butanona,

tiossemicarbazida, 2-bromo-acetofenona, 2-bromo-4’-metil-acetofenona,
2-bromo-4’-metoxi-acetofenona, 2-bromo-4’-nitro-acetofenona,
2-bromo-4’-fluoracetofenona, 2-bromo-4’-cloro-acetofenona, 2-bromo-2-acetonaftona,

2,4’-dibromoacetofenona e 2-bromo-4’-fenil-acetofenona, foram adquiridos das marcas
Sigma Aldrich e Pro Quimicos. O DMSO deuterado (DMSO-d6) da marca Sigma-Aldrich foi
utilizado para a realizagdo de todos os RMNss.

O acompanhamento das reagdes foi realizado através de Cromatografia em Camada
Delgada (CCD), utilizando-se por fase silica-gel 60 da marca Alugram® com indicador
fluorescente F,s,. Para a leitura das placas cromatograficas foi utilizada uma camara de
radiagdo ultravioleta, com lampadas de 365 nm e 254 nm, da marca Vilber Lourmat. Para
realizar algumas etapas das reagdes foi preciso utilizar banho ultrassonico Unique EM-804,
40 kHz de frequéncia (180W de poténcia).

Para auxiliar nos processos reacionais foi utilizado chapas aquecedoras da marca
Fisatom, modelo 752A. A aferi¢dao do ponto de fusdo dos produtos obtidos foi feita através do
equipamento fusiometro da marca Fisatom, modelo 430D.

As andlises espectroscopicas foram realizadas em laboratérios parceiros. Sendo a
Ressonancia Magnética Nuclear (*C e 'H e DEPT) realizada na central analitica do
Departamento de Quimica Fundamental da UFPE, utilizando os instrumentos da Varian,
modelo Unity Plus (400 MHz para 'H e 100 MHz para "*C) e o equipamento da Bruker AMX
(300 MHZ para 'H ; 75,5 MHz para "*C). Utilizou-se o tetrametilsilano como padrio ¢ o
dimetilsulféxido deuterado (DMSO-d6) como solvente. A andlise de Espectrometria de

Massas de Alta Resolucdo (EMAR) foi realizada no CETENE.
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5.3.1.1 Sintese dos intermediarios DLT-Intl e DLT-Int2

Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se o 4-bromo-fenol (ou 4-fluor-fenol), a
3-cloro-2-butanona (na proporgao 1:1), acetona (q.s.p.), carbonato de potéassio e iodeto de
potassio (catalisadores). A mistura reacional foi mantida em agitagdo magnética por 24h. A
reacdo foi acompanhada por placas cromatograficas de camada delgada (CCD). A reacgao foi

filtrada em funil sinterizado e lavado com etanol.

5.3.1.2 Sintese dos intermediarios DLT-Int3 e DLT-Int4

Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se o DLT-Intl (ou DLT-Int2), a
tiossemicarbazida (na propor¢ao 1:1), HCI como catalisador e como solvente foi utilizado o
etanol. A mistura reacional foi mantida no ultrassom. A reagdo foi acompanhada por placas
cromatograficas de camada delgada (CCD). O precipitado formado foi filtrado em funil

sinterizado, obtendo-se o produto puro.

5.3.1.3 Sintese da serie dos tiazois DLT-14 a DLT-2J

Em um baldo de fundo redondo, adicionou-se o DLT-Int3 (ou DLT-Int4), a
acetofenona disponivel e como solvente foi utilizado o isopropanol. A mistura reacional foi
mantida em agitacdo magnética por 24h. As reagdes foram acompanhadas por placas
cromatograficas de camada delgada (CCD). O precipitado formado foi filtrado em funil
sinterizado e submetido a lavagem com isopropanol em sistema a vacuo. O funil sinterizado
contendo o produto foi acondicionado em dessecador por 24h e entdo pesado para obtengdo

dos dados de rendimento reacional.

5.3.1.4 Caracterizacdo Estrutural

A verificacdo da estrutura quimica das moléculas foi realizada através de andlises
espectroscopicas dos compostos finais (EMAR e RMN "C e 'H). Além disso, também foram

observados o ponto de fusdo (PF) destas moléculas.
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5.3.1.5 Dados fisico-quimicos e elucidagdo estrutural

DLT-Int3: 2-(3-(4-Bromofenoxi)butan-2-ilideno)tiossemicarbazona

N
\N/ \H/

S

NH,

Br

Formula Molecular: C,;H,,BrN;OS

Massa Molecular: 315,87 u.

Rendimento: 70%.

Ponto de Fusao: 141-143 °C.

RMN 'H (DMSO-d¢, 300MHz), 6 ,,,: 1.41 (d, 3H, J 6.6 Hz, CH;), 1.81 (s, 3H, CH;), 4.95
(q, 1H, J 6.6 Hz, CH), 6.95 (d, 2H, J 9 Hz, ArH), 7.40 (d, 2H, J 9 Hz, ArH), 7.83 (s, 1H,
NH,), 8.26 (s, 1H, NH,), 10.20 (s, 1H, NH).

RMN “C (DMSO-dy, 75MHz) § ,,,: 11.0 (CH;), 18.6 (CHs), 76.5 (CH), 112.44 (C-Br, Ar),
117.9 (CH, Ar), 117.9 (CH, Ar), 132.1 (CH, Ar), 132.1 (CH, Ar), 151.2 (C=N), 156.5 (C-0),
179.1 (C=NS).

EMAR: 315,91 [M + H]"

DLT-Int4: 2-(3-(4-Fluorofenoxi)butan-2-ilideno)tiossemicarbazona

§
\N/ T

S

NH,

Foérmula Molecular: C,;H,,FN;OS

Massa Molecular: 256,30 u.

Rendimento: 83%.

Ponto de Fusao: 148-150 °C.

RMN 'H (DMSO-d4, 300MHz), 6 ,,.: 1.40 (d, 3H, J 6.8 Hz, CH;), 1.82 (s, 3H, CHj;), 4.91
(q, 1H, J 6.4 Hz, CHO), 6.97-7.10 (m, 4H, ArH), 7.81 (s, 1H, NH,), 8.24 (s, 1H, NH,), 10.17
(s, 1H, NH).

RMN "“C (DMSO-d,, 75MHz) & ,,m: 10.99 (CH,), 18.73 (CH,;), 76.81 (CH), 115.69 (CH,
Ar), 11591 (CH, Ar), 116.98 (CH, Ar), 117.07 (CH, Ar), 151.58 (C-O, Ar), 153.51 (C=N),
155.46 (C-F, Ar), 179.18 (C=S).

EMAR: 256,10 [M + H]"
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DLT-1A: (E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-feniltiazol

Q%\/Yf@

Formula Molecular: C,H,;BrN;OS

Massa Molecular: 416,33 u.

Rendimento: 91%.

Ponto de Fusao: 154-155 °C.

RMN 'H (DMSO-d¢, 300MHz), 6 ,,.: 1.4 (d,J=6.6 Hz, 3H, CHj;), 1.8 (s, 3H, CHj;), 4.9 (q,
J=6.5 Hz, 1H, CH), 5.8 (s largo, 1H, NH), 6.9 (m, 2H, ArH), 7.3 (m, 4H, ArH), 7.8 (m, 4H,
ArH).

RMN "C (DMSO-d,, 75MHz) 6 ,,.: 11.6 (CH,), 18.5 (CH;), 76.7 (CH), 103.9 (CH, tiazol),
112.3 (C-Br, Ar), 118.0 (CH, Ar), 118.0 (CH, Ar), 125.5 (CH, Ar), 125.5 (CH, Ar), 127.5
(CH, Ar), 127.5 (CH, Ar), 128.5 (CH, Ar), 128.5 (CH, Ar), 128.5 (CH, Ar), 132.1 (C, Ar),
134.5 (C, tiazol), 150.3 (C=N), 156.6 (C—Ar), 169.5 (S-C=N).

EMAR: 416,00 [M + H]"

DLT-1B: (E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(4—p-toluil)tiazol

Joanaeten

Formula Molecular: C,,H,,BrN;0S

Massa Molecular: 430,36 u.

Rendimento: 80%.

Ponto de Fusao: 175-176 °C.

RMN 'H (DMSO-d¢, 300MHz), 6 ,,.: 1.44 (d, 3H, J 6.8 Hz, CH;), 1.89 (s, 3H, CH;), 2.31
(s, 3H, CHy), 4.97 (q, 1H, J 6.4 Hz, CHO), 6.94 (d, 2H, ArH), 7.2 (m, 3H, ArH), 7.42 (d, 2H,
ArH), 7.72 (d, 2H, ArH), 10.42 (s largo, 1H, NH).

RMN "“C (DMSO-dy, 75MHz) & ,,.: 11.67 (CH;), 18.54 (CH,), 20.77 (CH,), 76.72 (CH),
103.37 (CH, tiazol), 112.41 (C-Br, Ar), 118.01 (CH, Ar), 118.01 (CH, Ar), 125.52 (CH, Ar),
125.52 (CH, Ar), 129.17 (CH, Ar), 129.17 (C, Ar), 131.62 (C, Ar), 132.11 (C, Ar), 136.92
(CH, Ar), 136.92 (CH, Ar), 149.69 (C, tiazol), 150.62 (C=N), 156.67 (C-O, Ar), 169.45
(S-C=N).

EMAR: 430,49 [M + H]"
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DLT-1C: (E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(4-metoxifenil)tiazol

Jol o -

Formula Molecular: C,,H,,BrN;0,S

Massa Molecular: 426,36 u.

Rendimento: 91%.

Ponto de Fusao: 164-165 °C.

RMN 'H (DMSO-dg, 300MHz), 6 ,,.: 1.44 (d, 3H, J 6.8 Hz, CH;), 1.89 (s, 3H, CHj;), 3.77
(s, 3H, CHs;), 4.97 (q, 1H, J 6.4 Hz, CHO), 5.80 (s largo, 1H, NH), 6.95 (d, 4H, ArH), 7.12 (s,
1H, ArH), 7.42 (d, 2H, ArH), 7.76 (d, 2H, ArH).

RMN “C (DMSO-ds, 75MHz) 8 ,,.: 11.67 (CH;), 18.53 (CHs,), 55.13 (CHy), 76.71 (CH),
101.94 (CH, tiazol), 112.41 (C-Br, Ar), 113.97 (CH, Ar), 113.97 (CH, Ar), 118.02 (CH, Ar),
118.02 (CH, Ar), 126.93 (CH, Ar), 126.93 (CH, Ar), 126.93 (C, Ar), 132.10 (C, Ar), 132.10
(C, Ar), 149.30 (C, Ar), 150.70 (C, tiazol), 156.66 (C=N), 158.86 (C-O, Ar), 169.44
(S-C=N).

EMAR: 426,00 [M + H]*

DLT-1E: (E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(4-nitrofenil)tiazol

Joanatey

Formula Molecular: C19H,,BrN4O3S

Massa Molecular: 461,33 u.

Rendimento: 93%.

Ponto de Fusao: 183 °C.

RMN 'H (DMSO-d4, 300MHz), 6 ,,.: 1.44 (d, 3H, J 6.8 Hz, CHj;), 1.89 (s, 3H, CH;), 4.72 (s
largo, 1H, NH), 4.98 (q, 1H, J 6.4 Hz, CHO), 6.94 (d, 2H, ArH), 7.42 (d, 2H, ArH), 7.77 (s,
1H, ArH), 8.08 (d, 2H, ArH), 8.26 (d, 2H, ArH).

RMN "“C (DMSO-dy, 75MHz) § ,,.: 11.73 (CH;), 18.52 (CH,), 76.71 (CH), 108.88 (CH,
tiazol), 112.41 (C-Br, Ar), 118.02 (CH, Ar), 118.02 (CH, Ar), 124.10 (CH, Ar), 124.10 (CH,
Ar), 126.93 (CH, Ar), 126.93 (CH, Ar), 126.93 (C, Ar), 132.10 (C, Ar), 132.10 (C, Ar),
140.72 (C, Ar), 146.14 (C-N, Ar), 148.43 (C, tiazol), 150.59 (C=N), 156.66 (C-O, Ar),
169.98 (S-C=N).

EMAR: 461,10 [M + H]"
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DLT-1F: (E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(4-fluorofenil)tiazol

Joanassey

Foérmula Molecular: C,,H,;BrFN;0S

Massa Molecular: 434,33 u.

Rendimento: 89%.

Ponto de Fusao: 170-171 °C.

RMN 'H (DMSO-d¢, 300MHz), 6 ,,.: 1.44 (d, 3H, J 6.8 Hz, CH;), 1.88 (s, 3H, CHj;), 4.97
(q, 1H, J 6.4 Hz, CHO), 6.94 (d, 2H, ArH), 7.25 (m, 3H, ArH), 7.42 (d, 2H, ArH), 7.88 (d,
2H, ArH), 10.88 (s largo, 1H, NH).

RMN "“C (DMSO-dy, 75MHz) & ,,.: 11.67 (CH;), 18.53 (CH,), 76.72 (CH), 103.78 (CH,
tiazol), 112.40 (C—Br, Ar), 115.28 (CH, Ar), 115.57 (CH, Ar), 118.02 (CH, Ar), 118.02 (CH,
Ar), 127.46 (C, Ar), 127.57 (CH, Ar), 127.57 (CH, Ar), 131.13 (C, Ar), 132.10 (C, Ar),
149.03 (C, tiazol), 150.42 (C=N), 156.67 (C-O, Ar), 159.95 (C-F, Ar), 169.64 (S-C=N).
EMAR: 434,51 [M + H]"

DLT-1G: (E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(4-cloro)feniltiazol

Jopasecee

Formula Molecular: C,,H,,BrCIN;0S

Massa Molecular: 450,78 u.

Rendimento: 93%.

Ponto de Fusao: 176 °C.

RMN 'H (DMSO-dq, 300MHz), 6 ,,.: 1.44 (d, 3H, J 6.8 Hz, CH;), 1.88 (s, 3H, CHj;), 4.97
(q, 1H, J 6.4 Hz, CHO), 5.84 (s largo, 1H, NH), 6.94 (d, 2H, ArH), 7.40 (m, 5H, ArH), 7.85
(d, 2H, ArH).

RMN "“C (DMSO-dy, 75MHz) & ,,m: 11.67 (CH;), 18.53 (CH;), 76.71 (CH), 104.82 (CH,
tiazol), 112.40 (C—Br, Ar), 118.02 (CH, Ar), 118.02 (CH, Ar), 127.23 (CH, Ar), 127.23 (CH,
Ar), 128.60 (CH, Ar), 128.60 (CH, Ar), 131.89 (C, Ar), 132.11 (CH, Ar), 132.11 (CH, Ar),
133.45 (C-Cl, Ar), 148.96 (C, tiazol), 150.39 (C=N), 156.66 (C-O, Ar), 169.67 (S-C=N).
EMAR: 450,90 [M + H]"
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DLT-1H: (E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(2-naftil)tiazol

Formula Molecular: C,;H,,BrN;0S

Massa Molecular: 466,39 u.

Rendimento: 92%.

Ponto de Fusao: 187 °C.

RMN 'H (DMSO-d¢, 300MHz), 6 ,,.: 1.44 (d, 3H, J 6.8 Hz, CH;), 1.90 (s, 3H, CHj;), 4.99
(q, 1H, J 6.4 Hz, CHO), 6.53 (s largo, 1H, NH), 6.96 (d, 2H, ArH), 7.45 (m, 5H, ArH), 7.93
(m, 4H, ArH), 8.37 (s, 1H, ArH).

RMN "“C (DMSO-dy, 75MHz) & ,,.: 11.67 (CH;), 18.53 (CH,), 76.73 (CH), 104.81 (CH,
tiazol), 112.40 (C-Br, Ar), 118.02 (CH, Ar), 118.02 (CH, Ar), 123.92 (CH, Ar), 124.01 (CH,
Ar), 125.99 (C, Ar), 126.44 (CH, Ar), 126.44 (CH, Ar), 127.54 (CH, Ar), 128.74 (CH, Ar),
128.74 (CH, Ar), 132.11 (CH, Ar), 132.11 (CH, Ar), 132.40 (C, Ar), 133.11 (C, Ar), 149.03
(C, tiazol), 150.42 (C=N), 156.68 (C-O, Ar), 169.61 (S-C=N).

EMAR: 466,70 [M + H]"

DLT-11I: (E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(4-bromofenil)tiazol

Jopaacces

Formula Molecular: C,;H,,Br,N;0OS

Massa Molecular: 495,23 u.

Rendimento: 86%.

Ponto de Fusao: 174-175 °C.

RMN 'H (DMSO-dq, 300MHz),  ,,.: 1.44 (d, 3H, J 6.8 Hz, CH;), 1.88 (s, 3H, CHs;), 4.97
(q, 1H, J 6.4 Hz, CHO), 6.94 (d, 2H, ArH), 7.40 (m, 3H, ArH), 7.58 (d, 2H, ArH), 7.78 (d,
2H, ArH), 8.87 (s largo, 1H, NH).

RMN "“C (DMSO-dy, 75MHz) & ,,m: 11.67 (CH;), 18.54 (CH,), 76.69 (CH), 104.91 (CH,
tiazol), 112.40 (C-Br, Ar), 118.02 (CH, Ar), 118.02 (CH, Ar), 120.50 (C-Br, Ar), 127.55
(CH, Ar), 127.55 (CH, Ar), 131.52 (CH, Ar), 131.52 (CH, Ar), 132.11 (CH, Ar), 132.11 (CH,
Ar), 133.78 (C, Ar), 148.99 (C, tiazol), 150.40 (C=N), 156.66 (C-O, Ar), 169.67 (S-C=N).
EMAR: 495,10 [M + H]"



90

DLT-1J: (E)-2-(2-(3-(4-bromofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(1,1difenil)tiazol

Joaan sese

Formula Molecular: C,;H,,BrN;0S

Massa Molecular: 492,43 u.

Rendimento: 93%.

Ponto de Fusao: 199 °C.

RMN 'H (DMSO-dq, 300MHz), 6 ,,.: 1.45 (d, 3H, J 6.8 Hz, CH;), 1.90 (s, 3H, CHj;), 4.98
(q, 1H, J 6.4 Hz, CHO), 6.45 (s largo, 1H, NH), 6.94 (m, 3H, ArH), 7.25 (m, 5H, ArH), 7.71
(m, 4H, ArH), 7.93 (d, 2H, ArH).

RMN "“C (DMSO-dy, 75MHz) & ,,n: 11.67 (CH;), 18.57 (CH;), 76.72 (CH), 104.25 (CH,
tiazol), 112.41 (C-Br, Ar), 118.03 (CH, Ar), 118.03 (CH, Ar), 126.12 (C, Ar), 126.45 (CH,
Ar), 126.45 (CH, Ar), 126.83 (CH, Ar), 126.83 (CH, Ar), 127.46 (CH, Ar), 127.46 (CH, Ar),
128.95 (CH, Ar), 128.95 (CH, Ar), 132.12 (CH, Ar), 132.12 (CH, Ar), 133.60 (C, Ar), 139.10
(C, Ar), 139.61 (C, Ar), 149.65 (C, tiazol), 150.43 (C=N), 156.68 (C-O, Ar), 169.59
(S-C=N).

EMAR: 492,66 [M + H]"

DLT-2A: (E)-2-(2-(3-(4-fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-feniltiazol

0 N

W)\N/ \@/@
\_/

E
Formula Molecular: C,(H,;FN;OS
Massa Molecular: 355,43 u.
Rendimento: 88%.
Ponto de Fusao: 145-147 °C.
RMN 'H (DMSO-d¢, 300MHz), § ,,.: 1.4 (d, J= 6.6 Hz, 3H, CHj;), 1.9 (s, 3H, CHj;), 4,5 (s
largo, 1H, NH), 4.9 (q, J = 6.3 Hz, 1H, CH-CH,), 7.0 (m, 6H, ArH), 7.4 (d, 3H, ArH), 7.8 (d,
1H, ArH).
RMN "C (DMSO-dy, 75MHz) § ,,.: 11.6 (CH;), 18.6 (CH;), 77.1 (CH), 103.9 (CH, tiazol),
115.6 (CH, Ar), 115.9 (CH, Ar), 117.1 (CH, Ar), 125.5 (CH, Ar), 127.5 (CH, Ar), 127.8 (CH,
Ar), 128.2 (CH, Ar), 128.5 (CH, Ar), 133.7 (CH, Ar), 134.4 (C, Ar), 149.9 (C, tiazol), 150.7
(C-0, Ar), 151.6 (C-F, Ar), 153.6 (C=N), 169.5 (S-C=N).
EMAR: 356,09 [M + H]"
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DLT-2B: (E)-2-(2-(3-(4-fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(4-p-toluil)tiazol

fopanrten

Formula Molecular: C,,H,,FN;OS

Massa Molecular: 369,46 u.

Rendimento: 85%.

Ponto de Fusao: 221-222 °C.

RMN 'H (DMSO-dg, 300MHz), 6 ,,,: 1.44 (d, J= 6.6 Hz, 3H, CH;), 1.91 (s, 3H, CH;), 2.24
(s, 3H, CH;), 4.95 (q, J = 6.5 Hz, 1H, CH), 6.75 (d, 2H, ArH), 7.15 (m, 3H, ArH), 7.44 (m,
4H, ArH), 10.56 (s largo, 1H, NH).

RMN "“C (DMSO-d,, 75MHz) 8 ,,m: 19.94 (CH;), 20.72 (CH,), 25.47 (CH,), 76.7 (CH),
104.42 (CH, tiazol), 110.91 (CH, Ar), 110.91 (CH, Ar), 118.79 (CH, Ar), 118.79 (CH, Ar),
125.30 (CH, Ar), 125.90 (CH, Ar), 128.58 (CH, Ar), 128.83 (CH, Ar), 129.64 (C, Ar), 137.04
(C, Ar), 138.58 (C, tiazol), 140.64 (C-O, Ar), 140.73 (C-F, Ar), 165.18 (C=N), 176.64
(S-C=N).

EMAR: 369,76 [M + H]"

DLT-2C: (E)-2-(2-(3-(4-fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(4-metoxifenil)tiazol

Joanacsos

Foérmula Molecular: C,,H,,;FN;0,S

Massa Molecular: 385,46 u.

Rendimento: 82%.

Ponto de Fusao: 144-145 °C.

RMN 'H (DMSO-dg, 300MHz), 6 ,,,: 1.44 (d, J= 6.6 Hz, 3H, CH;), 1.90 (s, 3H, CH3), 3.77
(s, 3H, CH;), 4.93 (q, J = 6.5 Hz, 1H, CH), 6.97 (m, 4H, ArH), 7.10 (m, 3H, ArH), 7.75 (d,
2H, ArH), 9.53 (s largo, 1H, NH)

RMN “C (DMSO-ds, 75MHz) 8§ ,,.: 11.75 (CH;), 18.63 (CH;), 55.17 (CH;), 77.07 (CH),
102.06 (CH, tiazol), 113.67 (CH, Ar), 114.03 (CH, Ar), 115.72 (CH, Ar), 115.95 (CH, Ar),
117.17 (CH, Ar), 117.25 (CH, Ar), 126.62 (CH, Ar), 127.01 (CH, Ar), 129.21 (C, Ar), 153.64
(C, tiazol), 153.67 (C-O, Ar), 155.50 (C-F, Ar), 157.86 (C=N), 158.99 (C-O, Ar), 169.48
(S-C=N).

EMAR: 385,10 [M + H]"
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DLT-2E: (E)-2-(2-(3-(4-fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(4-nitrofenil)tiazol

foapassve

Foérmula Molecular: C,H,,FN,O,S

Massa Molecular: 400,43 u.

Rendimento: 93%.

Ponto de Fusao: 191 °C.

RMN 'H (DMSO-dg, 300MHz), 6 ,,,: 1.44 (d, J= 6.6 Hz, 3H, CH;), 1.90 (s, 3H, CH;), 4.94
(q, /= 6.5 Hz, 1H, CH), 6.99 (d, 2H, ArH), 7.09 (d, 2H, ArH), 7.68 (s, 1H, ArH), 8.09 (d, 2H,
ArH), 8.26 (d, 2H, ArH), 11.13 (s largo, 1H, NH)

RMN "“C (DMSO-dy, 75MHz) & ,,.: 11.66 (CH;), 18.59 (CH,), 77.07 (CH), 108.83 (CH,
tiazol), 115.69 (CH, Ar), 115.92 (CH, Ar), 117.16 (CH, Ar), 117.23 (CH, Ar), 124.09 (CH,
Ar), 124.09 (CH, Ar), 126.27 (CH, Ar), 126.27 (CH, Ar), 140.75 (C, Ar), 146.14 (C—N, Ar),
150.88 (C, tiazol), 153.66 (C-O, Ar), 155.48 (C-F, Ar), 157.82 (C=N), 169.98 (S-C=N).
EMAR: 400,89 [M + HJ"

DLT-2F: (E)-2-(2-(3-(4-fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(4-fluorofenil)tiazol

fopaastes

Formula Molecular: C,,H,N;F,0S

Massa Molecular: 373,42 u.

Rendimento: 89%.

Ponto de Fusao: 147-148 °C.

RMN 'H (DMSO-dg, 300MHz), 6 ,,,: 1.43 (d, J= 6.6 Hz, 3H, CH,), 1.88 (s, 3H, CH;), 4.92
(q, J = 6.5 Hz, 1H, CH), 5.79 (s largo, 1H, NH), 6.97 (m, 2H, ArH), 7.08 (m, 2H, ArH), 7.25
(m, 3H, ArH), 7.25 (m, 2H, ArH).

RMN "“C (DMSO-d,, 75MHz) & ,,m: 11.69 (CH;), 18.61 (CH;), 77.12 (CH), 103.83 (CH,
tiazol), 115.36 (CH, Ar), 115.58 (CH, Ar), 115.72 (CH, Ar), 115.95 (CH, Ar), 117.18 (CH,
Ar), 117.26 (CH, Ar), 127.53 (CH, Ar), 127.62 (CH, Ar), 131.02 (C, Ar), 153.68 (C, tiazol),
155.50 (C-0, Ar), 157.86 (C=N), 160.42 (C-F, Ar), 162.84 (C-F, Ar), 169.78 (S-C=N).
EMAR: 373,78 [M + H]"
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DLT-2G: (E)-2-(2-(3-(4-fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(4-clorofenil)tiazol

YO

Formula Molecular: C,,H,,CIFN;0S

Massa Molecular: 389,87 u.

Rendimento: 94%.

Ponto de Fusao: 148 °C.

RMN 'H (DMSO-dg, 300MHz), 6 ,,.,: 1.43 (d, J= 6.6 Hz, 3H, CH;), 1.88 (s, 3H, CH;), 4.93
(q, J = 6.5 Hz, 1H, CH), 5.81 (s largo, 1H, NH), 6.98 (m, 2H, ArH), 7.08 (m, 2H, ArH), 7.25
(m, 3H, ArH), 7.86 (d, 2H, ArH).

RMN “C (DMSO-ds, 75MHz) § ,,.: 11.68 (CH;), 18.64 (CH;), 77.12 (CH), 104.84 (CH,
tiazol), 115.72 (CH, Ar), 115.95 (CH, Ar), 117.19 (CH, Ar), 117.27 (CH, Ar), 127.27 (CH,
Ar), 128.42 (CH, Ar), 128.64 (CH, Ar), 131.96 (CH, Ar), 133.40 (C, Ar), 148.86 (C—Cl, Ar)
150.91 (C, tiazol), 153.89 (C-O, Ar), 155.80 (C-F, Ar), 157.86 (C=N), 169.72 (S-C=N).
EMAR: 389,96 [M + H]*

DLT-2H: (E)-2-(2-(3-(4-fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(2-naftil)tiazol

Formula Molecular: C,;H,,FN;OS

Massa Molecular: 405,49 u.

Rendimento: 90%.

Ponto de Fusao: 175 °C.

RMN 'H (DMSO-dg, 300MHz), 6 ,,,: 1.44 (d, /= 6.6 Hz, 3H, CH,), 1.91 (s, 3H, CH;), 4.61
(s largo, 1H, NH), 4.94 (q, J = 6.5 Hz, 1H, CH), 6.98 (m, 2H, ArH), 7.07 (m, 2H, ArH), 7.86
(m, 3H, ArH), 7.94 (m, 4H, ArH), 8.37 (s, 1H, ArH).

RMN "“C (DMSO-dy, 75MHz) & ,,,: 11.72 (CH;), 18.66 (CH;), 77.15 (CH), 104.89 (CH,
tiazol), 115.75 (CH, Ar), 115.98 (CH, Ar), 117.21 (CH, Ar), 117.28 (CH, Ar), 123.96 (CH,
Ar), 124.14 (CH, Ar), 126.08 (CH, Ar), 126.51 (CH, Ar), 127.60 (CH, Ar), 128.15 (CH, Ar),
128.15 (CH, Ar), 131.84 (C, Ar), 132.46 (C, Ar), 133.14 (C, Ar), 149.79 (C, tiazol), 153.70
(C-0, Ar), 155.52 (C-F, Ar), 157.87 (C=N), 169.67 (S-C=N).

EMAR: 405,80 [M + H]"
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DLT-21: (E)-2-(2-(3-(4-fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(4-bromofenil)tiazol

fopmascen

Formula Molecular: C,,H,,BrFN;OS

Massa Molecular: 434,33 u.

Rendimento: 91%.

Ponto de Fusao: 158-159 °C.

RMN 'H (DMSO-dg, 300MHz), 6 ,,,: 1.43 (d, /= 6.6 Hz, 3H, CH;), 1.89 (s, 3H, CH3;), 4.92
(q, J = 6.5 Hz, 1H, CH), 6.53 (s largo, 1H, NH), 6.99 (d, 2H, ArH), 7.08 (d, 2H, ArH), 7.37
(s, 1H, ArH), 7.58 (d, 2H, ArH), 7.78 (d, 2H, ArH).

RMN “C (DMSO-ds, 75MHz) 8 ,,.: 11.67 (CH;), 18.63 (CH;), 77.12 (CH), 104.91 (CH,
tiazol), 115.71 (CH, Ar), 115.94 (CH, Ar), 117.18 (CH, Ar), 117.25 (CH, Ar), 120.53 (C-Br,
Ar), 127.57 (CH, Ar), 127.57 (CH, Ar), 131.54 (CH, Ar), 131.34 (C, Ar), 133.72 (C, Ar),
150.85 (C, tiazol), 153.88 (C-O, Ar), 155.48 (C—F, Ar), 157.84 (C=N), 169.70 (S-C=N).
EMAR: 434,57 [M + H]*

DLT-2J: (E)-2-(2-(3-(4-fluorofenoxi)butan-2-ilideno)hidrazil)-4-(1,1-difenil)tiazol

T e-O-0O

Formula Molecular: C,;H,,FN;OS

Massa Molecular: 431,53 u.

Rendimento: 87%.

Ponto de Fusao: 162-163 °C.

RMN 'H (DMSO-dg, 300MHz), 6 ,,.: 1.44 (d, J= 6.6 Hz, 3H, CH;), 1.90 (s, 3H, CH;), 4.83
(s largo, 1H, NH), 4.94 (q, J = 6.5 Hz, 1H, CH), 6.98 (m, 2H, ArH), 7.08 (m, 2H, ArH), 7.36
(m, 2H, ArH), 7.47 (m, 2H, ArH), 7.70 (m, 4H, ArH), 7.92 (m, 2H, ArH).

RMN "C (DMSO-d;, 75MHz) 8 ,,.: 11.70 (CH;), 18.66 (CH;), 77.13 (CH), 104.29 (CH,
tiazol), 115.73 (CH, Ar), 115.96 (CH, Ar), 117.19 (CH, Ar), 117.27 (CH, Ar), 126.16 (CH,
Ar), 126.47 (CH, Ar), 126.47 (CH, Ar), 126.86 (CH, Ar), 126.86 (CH, Ar), 127.51 (CH, Ar),
127.51 (CH, Ar), 128.98 (CH, Ar), 128.98 (CH, Ar), 133.44 (C, Ar), 139.16 (C, Ar), 139.61
(C, Ar), 151.09 (C, tiazol), 153.68 (C-O, Ar), 155.51 (C-F), 157.86 (C=N), 169.64 (S-C=N).

EMAR: 431,98 [M + H]*
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5.3.2 Ensaios Biolégicos

5.3.2.1 Cultura de células Vero

As células em criotubos foram descongeladas em banho-maria a 37°C, depois transfere
o conteudo celular para um tubo Falcon e colocadas para centrifugar a 1200 RPM por 7
minutos. O conteudo sobrenadante do tubo foi descartado, deixando apenas o contetdo
celular. As células foram suspensas em vortex com 4 mL de meio de cultura DMEM + 10%
SBF (soro bovino fetal) e a suspensao foi transferida para uma garrafa T25. As células foram
mantidas incubadas a uma temperatura de 37°C e 5% de atmosfera de CO,.

O meio de cultura presente na garrafa foi descartado e em seguida foi adicionada uma
solugdo de PBS (phosphate buffered saline) 1x no tapete celular. Em seguida, o PBS foi
descartado. Uma solugdo de 0,2% de tripsina foi adicionada até a cobertura total do tapete de
células e colocada para incubacdo a 37°C de 3 a 5 minutos. O contetido da garrafa foi
transferido para um tubo Falcon com meio de cultura DMEM e logo apds centrifugado a 1200
RPM por 7 minutos. O contetido sobrenadante do tubo foi descartado e o contetdo celular foi
ressuspenso com meio de cultura DMEM + 10% SBF e uma parte foi transferido para uma
garrafa (T25, T75 ou T150) e completado com mais meio de cultura DMEM + SBF. A
quantidade de meio de cultura DMEM + SBF e suspensdo de células utilizadas variou
dependendo do tamanho das garrafas e da finalidade do cultivo celular. Para o plaqueamento,
a suspensao de c¢lulas foi distribuida em placas com 96 pogos (o nimero de pogos podia
variar de acordo com a finalidade do experimento) com meio de cultura DMEM + 10% SBF.
As garrafas da manutencdo e as placas foram incubadas a 37°C e 5% de atm de CO,. As

placas foram utilizadas ap6s 24h de incubagdo (AMMERMAN et al, 2008, modificado).

5.3.2.2 Ensaio de citotoxidade em células Vero

As concentragdes iniciais e diluicdes dos compostos testados foram previamente
escolhidas e preparadas com meio de cultura DMEM + 2% SBF como solvente. Foram
utilizadas placas de 96 pocos. Apds o meio de cultura ser descartado, 150 pL das dilui¢des
foram inseridas nos pogos em varias repeticdes. Uma linha da placa para controle celular foi

adicionada. A placa foi incubada a 37°C e 5% de CO, por 5 dias. Apos esse periodo de
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incubac¢do, observou-se visualmente o efeito citotoxico causado pelos compostos. O meio de
cultura com os compostos foi descartado. Uma solugio com MTT (brometo de
3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio) foi preparada em uma concentracdo de
Img/mL com meio de cultura MEM. A placa recebeu essa solug¢ao, onde cada pogo teve 50
uL. Apds o procedimento, a placa foi novamente incubada, nos mesmos parametros, por 3 a 4
horas. Depois da incubacao, a solu¢do com o MTT foi descartada. Por ultimo, foi inserido 100
uL em cada pogo de DMSO e levado para agitagdo por 15 minutos. A leitura espectroscopica
foi realizada com 570 nm de comprimento de onda. O método utilizado foi baseado no

proposto por Mosmann em 1983, com algumas modificagdes.

5.3.2.3 Cultura do virus Zika (ZIKV)

Aliquotas de virus foram descongeladas em banho de gelo. As garrafas provenientes
da cultura celular tiveram o meio de cultura descartado e as aliquotas foram adicionadas no
tapete celular. A garrafa foi levada para incubacdo a 37°C e 5% de atm de CO, por 1h. Apos
esse intervalo, foi adicionado meio de cultura DMEM + 2% SFB e colocado para incubar
novamente com 0s mesmos parametros.

ApoOs a observacao da destruicdo de cerca de 70% do tapete de células pelo virus, o
conteudo da garrafa foi centrifugado em tubo Falcon a 2000 RPM por 10 minutos a 4°C. O
contetdo sobrenadante foi transferido para outro Falcon e congelado em pequenas aliquotas.
Placas de 96 pocos com células Vero foram utilizadas. Foram preparadas 8 dilui¢des seriadas
do virus em meio de cultura DMEM + 2% SBF. Apos retirado o meio de cultura da placa a
ser utilizada, 50 uL de cada diluicdo do virus foi adicionada nos pocos da placa em varias
repeti¢des. A placa foi incubada a 37°C e 5% de atm de CO, por 1h. Apos esse intervalo, cada
poco da placa recebeu mais 100 pL de meio de cultura DMEM + 2% SFB. A placa voltou a
ser incubada, nos mesmos parametros, por 5 dias. Foram selecionadas algumas colunas da

placa para utilizacdo como controle celular (apenas meio de cultura, sem virus).

5.3.2.4 Ensaio antiviral frente o ZIKV

Para a avaliacdo da atividade antiviral dos compostos, protocolos ja validados para o
virus dengue foram utilizados com pequenas modifica¢des para ZIKV, uma vez que os virus

apresentam muitas similaridades (Moghaddam, Teoh et al. 2014). Os diferentes cultivos
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celulares foram infectados com o virus Zika utilizando-se o MOI (Multiplicidade de Infecg¢ao,
que ¢ a relagcdo entre a quantidade de virus pela quantidade de célula) de 0,1 e, a seguir,
incubados a 37°C com 5% de CO, durante duas horas, quando, entdo, o indculo foi retirado.
Nesses testes, incluiu-se ainda o controle celular (célula e meio) e o controle do virus (célula,
meio, virus). Os compostos foram adicionados apds a inoculagdo viral. Em todos os
tratamentos, foi utilizada a concentracdo de CC,, para as células Vero, determinada em
experimento anterior. Apds cinco dias de incubacdo, os meios de cultivo foram coletados e o
titulo do virus de cada poco foi determinado por TCIDs,.. Os dados obtidos em cada
experimento foram testados quanto a normalidade e comparados utilizando o teste
“t—Student” (2 tratamentos) ou ANOVA (mais de 2 tratamentos) seguida do apropriado
pos-teste. Para realizacdo da andlise estatistica, foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.0.

Apenas os valores de P <0.05 foram considerados significativos.



5.4 RESULTADOS

5.4.1 Sintese e Caracterizacao

5.4.1.1 Obtengado da Série Quimica DLT

Todos os compostos da série foram obtidos por meio de uma metodologia simples, em
trés etapas. Inicialmente foram obtidos os dois compostos intermediarios (DLT-Intl e
DLT-Int2), que sdo duas ariloxi-cetonas, a partir do 4-bromo-fenol e 4-fluor-fenol.
Posteriormente, a partir das duas ariloxi-cetonas, foram obtidos os dois compostos
intermediarios DLT-Int3 e DLT-Int4 (ariloxitiossemicarbazonas). ApoOs essa reagdo, esses

compostos intermedidrios foram condensados com diferentes o-halo-cetonas, obtendo-se,

desse modo, os 18 tiazois (Figura 39).

o o
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Figura 39 - Esquema geral da sintese da série DLT
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5.4.1.2 Caracterizacdo estrutural da serie DLT

Todos os compostos obtidos foram estruturalmente caracterizados utilizando-se as
técnicas de Ressonincia Magnética Nuclear de Protons (RMN 'H), Ressonancia Magnética
Nuclear de Carbono (RMN "C) e Espectrometria de Massas. A seguir, serd detalhado o

processo de caracterizagdo dos intermedidrios e da série final de tiazdis.

Caracterizacdo dos intermediarios DLT-Int3 e DLT-Int4

Para representar a caracterizagdo dos compostos intermediarios DLT-Int3 e DLT-Int4, o
composto DLT-Int4 foi escolhido como representante estrutural. A Figura 40 apresenta os
valores do espectro de RMN 'H do composto DLT-Int4, onde foi constatada a presenca de um
dubleto em 1.40, integrando para trés hidrogénios, referente a um grupo metila ligado ao
grupo metino. Em 1.82 encontra-se um singleto referente a outra metila ligada a um carbono
quaternario. O quadrupleto em 4.91 refere-se ao hidrogénio do metino ligado a metila. O
multipleto entre 6.97 e 7.10 esté relacionado aos quatro hidrogénios aromaticos. Os sinais em
7.81 e 8.24 referem-se aos dois hidrogénios da amina primaria. O sinal em 10.17 caracteriza a

presenca da amina secundaria.

Figura 40 - Espectro de RMN 'H para a molécula DLT-Int4.
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Para confirmacdo dos carbonos presentes na molécula DLT-Int4, foi utilizada a
ressonancia magnética nuclear de carbono 13 (Figura 41). Os picos em 10.99 ¢ 18.73
referem-se as duas metilas presentes na molécula. O pico em 76.81 corresponde ao carbono
do grupamento metino. Os picos em 115.69, 115.91, 116.98 e 117.07 correspondem aos
carbonos aromaticos. O sinal em 151.58 corresponde ao carbono ligado ao oxigénio. O pico
em 153.51 indica o carbono da func¢do azo metilica. Em 155.46 observa-se o pico referente ao
carbono aromatico ligado ao flaor. Em 179.18 tem-se o pico referente ao carbono ligado ao

enxofre.

Figura 41 - Espectro de RMN “C para a molécula DLT-Int4.
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Caracterizacido dos tiazois da série DLT

Para representar a caracterizagdo dos compostos finais, foi escolhido o composto DLT-1B. A
Figura 42 apresenta os valores do espectro de RMN 'H do composto DLT-1B, onde foi
constatada a presenca de um dupleto em 1.44 ppm, integrando para trés hidrogénios, referente
a metila préxima ao oxigénio. Em 1.89 ppm, ha o sinal do singleto que integra para trés
hidrogénios, que corresponde a metila proxima a C=N. Em 2.31 ppm, ha o sinal do singleto
que integra para trés hidrogénios, que corresponde a metila ligada ao anel aroméatico. Um

sinal de quadrupleto, em 4.97 ppm, integrando para 1 hidrogénio ¢ atribuido ao H do metino
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que estd ligado ao oxigénio. Os sinais em torno de 6.94 a 7.42 ppm, sdo os hidrogénios
aromaticos (distribuidos em dupletos) juntamente com o hidrogénio do C5 do anel tiazol,
além do sinal em 7.72 ppm referente aos dois hidrogénios do anel aromatico préximos ao

bromo. O sinal em 10.42 é referente a amina secundaria.

Figura 42 - Espectro de RMN 'H para a molécula DLT-1B.
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A Figura 43 mostra 0 RMN "*C do composto DLT-1B, utilizado como referéncia. Em
20.77 ppm, aparece o CH; ligado ao anel aroméatico e em 18.54 e 11.67 ppm as outras duas
metilas presentes na molécula. Em 76.72 ppm, ha o carbono do metino ligado a CH; da parte
alifatica da molécula. O pico em 112.41 ¢ atribuido ao carbono aromatico ligado ao bromo.
Em 103.14 ppm tem-se o pico que corresponde ao carbono 5 do anel heterociclico,
confirmando a formagdo do anel tiazol. Os picos localizados entre 118.01 e 132.11 ppm
correspondem aos carbonos do anel aromatico. O pico em 149.69 ¢ atribuido ao C4 do
heterociclo. Por fim, o pico em 156.67 corresponde ao carbono aromatico ligado ao oxigénio

e 150.62 a ligacdo C=N, enquanto que 169.45 ppm corresponde ao carbono da ligagdo S-C=N

do anel de tiazol.
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Figura 43 - Espectro de RMN *C para a molécula DLT-1B.
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5.4.2 Ensaios Bioldgicos

5.4.2.1 Avaliacdo da atividade antiviral da série DLT

Inicialmente os compostos foram avaliados quanto a citotoxicidade em células Vero.
Foram obtidos valores de CC,, (concentragdo citotoxica para 20% das células) e CCs,
(concentracdo citotoxica para 50% das células) que estdo dispostos na Tabela 8. Os valores

de CC,, foram utilizados no teste de atividade antiviral.
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Tabela 8. Resultado do CC,, e CCs, da séria DLT para células Vero.

Composto R Ar CC, (uM) CCsy (M)
N \(
Ar
/©/ S\/>/
R
DLT-1A Br Ph 71.42 416.34
DLT-1B Br 4-Me-Ph 13.60 145,7
DLT-1C Br 4-MeO-Ph 5,267 112,0
DLT-1E Br 4-NO,-Ph 9,668 279,0
DLT-1F Br 4-F-Ph 13,92 148,3
DLT-1G Br 4-Cl-Ph 24,25 126,4
DLT-1H Br 2-Naph 19,37 55,79
DLT-11 Br 4-Br-Ph 33,46 112,3
DLT-1J Br 4-Ph-Ph 1,667 4,565
DLT-2A F Ph 132.9 355.43
DLT-2B F 4-Me-Ph 9,494 240,2
DLT-2C F 4-MeO-Ph 11,39 154,2
DLT-2E F 4-NO,-Ph 3,369 9,979
DLT-2F F 4-F-Ph 18,32 83,03
DLT-2G F 4-CI-Ph 21,86 75,60
DLT-2H F 2-Naph 21,60 72,03
DLT-21 F 4-Br-Ph 3,68 116,3
DLT-2J F 4-Ph-Ph 1,45 5,03

Dez dos compostos apresentaram valores de CCs, acima de 100uM. Nao foi possivel
observar um padrdo em relagdo as estruturas destes compostos e os seus respectivos valores
de CCs,, no entanto, os dois compostos que apresentam um fenil sem substitui¢do ligado ao
C4 do anel tiazol (DLT-1A e DLT-2A) tiveram os melhores valores de CCs,. De um modo
geral, os compostos ndo foram toxicos para células Vero.

Apos os testes de citotoxicidade, os compostos foram testados quanto a capacidade de
inibir a replicacdio do virus Zika. Como controle positivo, utilizou-se o 6MMPr
(6-metilmercaptopurina ribosidica), um analogo de nucleosideo que recentemente foi
retratado como sendo capaz de reduzir 99% do titulo do Zika (CARVALHO et al., 2017). O

experimento durou 96h. A seguir sdo apresentadas imagens do experimento (Figura 44).
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Figura 44. Imagens do teste antiviral com 96 horas de incubagao.

2 CC = Controle celular.

® CN = Controle negativo (células + virus).

Na Figura 44 ¢ possivel observar o tapete celular intacto no controle celular (CC). No
controle negativo (CN) € possivel observar o efeito citopatico do ZIKV sobre as células Vero,
ou seja, ¢ observado a destrui¢do ou danifica¢do do tapete celular. Alguns dos compostos sdo
visivelmente ativos, pois mantiveram o tapete celular praticamente intacto, semelhante ao CC,
por exemplo, os compostos DLT-1A, DLT-1G, DLT-1H, DLT-11 e DLT-2A. Entretanto, para
confirmar a inibi¢do do ZIKV foi realizado um teste de titulagao do virus. Os resultados das

titulagdes estdo presentes no Grafico 1.

Grafico 1 - Titulagdo por TCIDs, do ZIKV frente aos tiazois (série DLT).
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NC = Controle Negativo (Célula + Virus).
6MMPr = 6-metilmercaptopurina ribosidica, Controle Positivo.
*** = p <0,001 em comparagdo com o Controle Negativo (CN).
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Como pode ser observado no Grafico 1, nove compostos apresentaram uma reducao
significativa do titulo do ZIKV, com destaque para DLT-1G, DLT-1H e DLT-11. DLT-1A e
DLT-2A, que tiveram os maiores valores de CCsy,, também apresentaram bons indices de
redugdo do titulo do ZIKV. Os compostos DLT-1A e DLT-2A, que tiveram os maiores valores
de CCs,, também apresentaram bons indices de reducao do titulo do ZIKV.

Os nove compostos que apresentaram uma reducdo significativa do titulo do ZIKV
apresentaram percentuais de inibicdo que variaram de 94,94% a 99,92%. Quatro compostos
(DLT-1G, DLT-1H, DLT-1I e DLT-2H) apresentaram inibi¢do maior que o 6MMPr na dose do
CC,, (Tabela 9 e Grafico 2).

Tabela 9 - Porcentagem de inibicao viral na dose do CC,,.

Composto  Inibicao Viral (%)+DP

DLT-1A 97.65+1,658
DLT-1F 97,431,316
DLT-1G 99,74+0,1350
DLT-1H 99,77+0,1769
DLT-11 99,92+0,03464
DLT-2A 98,74+1,189
DLT-2C 97,03+1,518
DLT-2G 94,94+1,045
DLT-2H 99,2140,3753
6MMPr 98,74+1,189

Grifico 2. Inibicdo do titulo do ZIKV pelos tiazois (série DLT).
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6 CONCLUSAO

Foram obtidos 46 inéditos tiazdis utilizando uma metodologia simples € com bons
rendimentos. Os tiazois derivados da isatina foram testados frente linhagens de células do
cancer de mama, frente as formas tripomastigotas e amastigostas de T. cruzi e frente as
formas amastigotas e promastigotas das espécies L. amazonensis e L. infantum. Os tiazbis
derivados da ariloxitiossemicarbazona foram testados frente ao ZIK'V.

Dentre os compostos sintetizados e testados para atividade antitumoral, os
compostos LAB-2C e LAB-2A se destacaram para a atividade antitumoral com valores de
ICsy 1,23 € 1,39 uM, respectivamente, frente a linhagem MDA-MB-231 e ambos valores de
ICs, 0,45 uM para a linhagem MCF-7.

Com relagdo a atividade antiparasitaria, LAB-1N se destacou frente a forma
tripomastigota de 7. cruzi (ICs, 1,72 pM), no qual foi observada alteragdes ultraestruturais no
parasita e uma inducdo de marcacdo compativel com necrose, como também demonstrou
atividade frente as formas promastigotas de L. amazonensis e L. infantum, com valores de
ICs, 6,17 € 6,04 uM, respectivamente.

Dentre os compostos sintetizados e testados para atividade anti-Leishmania,
LAB-1IM e LAB-1N se apresentaram duas vezes mais seletivos que a Miltefosina (composto
padrao), para as formas promastigotas de L. amazonensis e L. infantum. Para as formas
amastigotas, nenhum composto se apresentou melhor que o composto de referéncia.

Dentre os compostos sintetizados e testados para atividade antiviral frente o ZIKYV,
DLT-1G, DLT-1H e DLT-11 apresentaram uma redu¢do significativa do titulo do ZIKV. Os
compostos DLT-11 e DLT-1H se destacaram com maiores percentuais de inibicdo do virus,
com 99,92% e 99,77%, respectivamente.

De forma geral, este trabalho apresenta compostos promissores quanto a atividade

antitumoral, antiparasitaria e antiviral frente ao virus Zika.
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