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Epigrafe

“E muito melhor lancar-se em busca de conquistas grandiosas,

mesmo expondo-se ao fracasso, do que alinhar-se com os pobres de espirito,

que nem gozam muito nem sofrem muito, porque vivem numa penumbra cinzenta,
s

onde ndo conhecem nem vitoria, nem derrota.’

(Theodore Roosevelt)



Resumo

Resumo

A doenga de Chagas, também conhecida como Tripanossomiase Americana, causada
pelo parasita hemoflagelado Trypanosoma cruzi, ¢ tipicamente endémica em paises das
Américas Central e Latina, mas devido ao processo de migracdo, a doenca ja atinge outros
paises como Estados Unidos e alguns paises europeus. Estima-se que haja aproximadamente 7
— 8 milhdes de pessoas infectadas no mundo e mais de 25 milhdes correm risco de infecgao.
Os farmacos aprovados para o tratamento da doenca sdo o benznidazol e o nifurtimox, ambos
ativos somente na fase aguda da doenca. No Brasil, apenas o benznidazol esta disponivel na
terap€utica. Neste sentido, o presente projeto propde a obtencao de duas séries de compostos.
A série 1 ¢ constituida de sete derivados inéditos hibridos de furoxanos e primaquina. J& a
série 2 constitui-se de seis derivados inéditos bioisésteros de nitrofural, substituindo o nucleo
nitrofuranico pelo nucleo furoxanico. Os derivados furoxanicos apresentam a capacidade de
doacdo de NO, propriedade anti-inflamatéria e tem demonstrado atividade antiparasitaria
interessante. A primaquina ¢ um farmaco antimaldrico, que foi previamente avaliado e
demonstrou potencial atividade tripanossomicida. Foram obtidos seis derivados furoxanicos
intermedidrios e caracterizados por espectrometria de infravermelho (IV) e por Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) e seis compostos finais, sendo caracterizados por espectrometria
de infravermelho (IV) e por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Os compostos finais
obtidos foram avaliados quanto a atividade tripanossomicida em formas epimastigotas e
amastigotas, a capacidade de doag¢do de 6xido nitrico e quanto a mutagenicidade in vivo. Os
compostos apresentaram boa atividade tripanossomicida contra as formas epimastigotas e

também se mostraram ndo mutagénicos no ensaio realizado.



Abstract

Abstract

Chagas disease, also known as American trypanosomiasis, caused by the
hemoflagellate parasite Trypanosoma cruzi, is typically endemic in countries of Central and
Latin America. However, due to the migration process, this disease has already reached other
countries like the United States and some European countries. It is estimated that there are
approximately 7 - 8 million people infected worldwide and more than 25 million are at risk of
infection. The drugs approved for the treatment are benznidazole and nifurtimox, both active
only in the acute phase of the disease. In Brazil, only benznidazole is available. Due to the
above, this project proposes to obtain two series of compounds. The Series 1 consists of seven
new compounds derived from furoxanos and primaquine. The second series consists of six
new bioisosters of nitrofurazone, replacing the nitrofuran group with furoxan. Furoxans
derivatives have the ability to donate NO, anti-inflammatory properties and have shown
interesting anti-parasitic activity. Primaquine is an antimalarial drug, which was previously
demonstrated to have potential trypanocidal activity. Six furoxans intermediates and six finals
derivatives were synthesized and characterized by infrared spectrometry (IR) and Nuclear
Magnetic Resonance (NMR). Was evaluated the trypanocidal activity against epimastigote
form of T. cruzi, the capability of NO donation and the mutagenicity in an in vivo assay. They
presented good activity against epimastigote forms of parasite and show no mutagenicity in

the in vivo assay.
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Introdugdo

1. INTRODUCAO

Doencas negligenciadas (DN) ¢ um grupo de doengas infecciosas que afetam
principalmente paises subdesenvolvidos ou em desenvolvimento. As DN sdo endémicas em
aproximadamente 149 paises, afetando mais de 1,4 bilhdes de pessoas, além de custar bilhdes
de dolares por ano. A classificagdo ¢ decorrente de duas caracteristicas que essas doencas
apresentam. A primeira ¢ que sdo predominantes em paises tropicais, principalmente em
regides onde ha populagdo rural de baixa renda. A segunda caracteristica ¢ que se trata de
doencas na qual os investimentos para o desenvolvimento de novos medicamentos € no
controle sdo baixos, devido ao limitado or¢amento destinado a satide dos paises em
desenvolvimento e ao desinteresse das institui¢des privadas na pesquisa de novos tratamentos
para este grupo de doengas. Nos ultimos anos, diversas parcerias publico-privadas, sem fins
lucrativos, foram criadas para o desenvolvimento de novos medicamentos para o tratamento
das DN, como, por exemplo, o Drugs for Negleted Diseases Iniciative (DNDi). Além disso,
os investimentos publicos no combate dessas doengas também aumentaram (FEASEY et al.,
2010; COHEN, et al., 2014; WHO, 2015).

Cohen e colaboradores (2014) avaliaram o numero de novos medicamentos langados
para o tratamento de doengas negligenciadas, sendo levados em consideragdo, novos
farmacos, vacinas e novas indicagdes aprovadas e os que estdo em fase clinica (fase III), no
periodo de 2000 a 2013. O estudo levou em consideracdo também HIV/AIDS, tuberculose e
malaria, que ndo sdo consideradas doencas tropicais negligenciadas pela OMS. Neste periodo,
foram aprovados 43 novos produtos, sendo que 67% destes sdo destinados ao tratamento de
HIV/AIDS, tuberculose ¢ malaria. Em estudo clinico de fase III, foram encontrados 18
produtos, sendo também mais da metade voltados para as trés doencas citadas anteriormente.

Para DN foram apenas trés novas aprovagdes e cinco estdo em estudo clinico de fase III.
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Introdugdo

1.1. Doenca de Chagas

A doenga de Chagas, também conhecida como Tripanossomiase Americana,
foi descrita pelo médico brasileiro Carlos Chagas, em 1909. E uma doenca cronica causada
pelo protozoario hemoflagelado Trypanosoma cruzi que tem como vetor os insetos
triatomineos da subfamilia Triatominae. A doenga ¢ principalmente endémica nos 21 paises
da América Central e Latina, uma vez que a presenca do vetor estd restrita apenas ao

continente americano (Figura 1) (WHO, 2015; BRASIL, 2015).

Figura 1 - Distribui¢do mundial de casos de infec¢do por 7. cruzi

Numero estimado de casos de infecgdo por T. cruzi
® <900 ] Informagées nao disponiveis %
@ 900-89999 [ Nao aplicavel D
a @ 90000-899 999 /
. 2900 000

Fonte: Extraido e adaptado de WHO, 2013

No entanto, devido ao processo migratorio de pessoas oriundas de dreas endémicas

para outras regides do mundo e a outros mecanismos de transmissdo, ha casos da doenca em
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paises ndo endémicos, como Estados Unidos, Canadd, alguns paises europeus e alguns
localizados no oeste do oceano pacifico (Figura 2) (COURA, VINAS, 2010).

Figura 2 - Rota migratdria da América Latina e estimativa de infectados pelo 7. cruzi em areas nao

endémicas

Fonte: Extraido de COURA; VINAS, 2010

Ha cerca de 7-8 milhdes de pessoas infectadas no mundo. No Brasil os casos cronicos
da doenga de Chagas sdo predominantes, com um numero aproximado de 3 milhdes de
individuos contaminados. Devido a agdes sistematizadas de controle do inseto vetor, houve
uma diminuicao expressiva da presenca do Triatoma infestans, consequentemente levando a
diminui¢do da transmissdo do parasito por esta via. Alguns casos da doenga de Chagas na
fase aguda ocorrem, atualmente, principalmente na regido da Amazdénia Legal, por
contaminagdo por via vetorial ou ingestdo de alimentos contaminados (caldo de cana, agai,

bacaba, entre outros) (BRASIL, 2015).
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1.1.1. Vias de Transmissao

O principal meio de transmissdo do 7. cruzi para o homem ¢ através do vetor, que
constituem insetos hematofagos da familia Reduviidae, da subfamilia Triatominae (Figura 3).
Diversas espécies podem ser hospedeiras do parasito, sendo as mais importantes Triatoma
infestans, Rhodnius prolixus e Triatoma dimidiata (WHO, 2002). O T. infestans é o principal
vetor, encontrado em regides endémicas subamazonicas (sul da América do Sul). As espécies
R. prolixus e T. dimidiata sdo encontradas normalmente na regido norte da América do Sul e
na América Central, sendo a segunda encontrada também mais ao norte no México. No Brasil,
além da espécie T. infestans, a P. megistus possui grande importancia, devido a sua extensa
distribuicdo geografica no pais (SHERLOCK, 1999; RASSI JR; RASSI, A.; MARIN-NETO,
2010). A infeccdo ocorre através da eliminagdo do parasito nas fezes do vetor e posterior

inoculacdo na pele (BARRETT, 2003).

Figura 3 - Triatoma infestans

Fonte: Extraido de
http://web.stanford.edu/class/humbiol03/ParaSites2004/Trypanosomiasis/vector.htm (acesso em

27/11/2014)
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Além da forma vetorial, existem outras formas de infec¢do, como transfusdo
sanguinea, transmissao congénita, transplante de 6rgdos e ingestdo de alimentos contaminados
(RASSI JR; RASSI, A.; MARIN-NETO, 2010).

O risco de transmissdo por transfusdo sanguinea ocorre na propor¢do de 10 a 20% e
ocorre através da transfusdo do proprio sangue ou derivados, decorrentes de pessoas
infectadas com o 7. cruzi. A chance de infec¢ao por este meio depende de diversos fatores,
como a concentragdo de parasitas, o componente sanguineo utilizado e a linhagem do
protozoario. As plaquetas apresentam o maior risco de infec¢do, uma vez que os parasitos
decantam juntamente com as plaquetas no processo de centrifugagdo (RASSI JR; RASSI, A.;
MARIN-NETO, 2010; WENDEL, 2010).

Ja foram relatados casos de infec¢do através de transplante de 6rgdos solidos e de
medula 6ssea (VILLALBA et al., 1992; CDC, 2006). Possivelmente, a infec¢do ocorre devido
a presenca do parasito na sua forma amastigota nas células do 6rgdo transplantado que, por
sua vez, se transformam na sua forma tripomastigota e infectam outras células do receptor
(KIRCHHOFF, 2011).

A transmissao congénita também pode ocorrer e estudos demonstram percentuais entre
1 a 10% de bebés que nascem infectados pelas maes que apresentam a doenga na fase cronica.
Quanto maior o numero de formas tripomastigotas circulantes na mae, maior pode ser o risco
de infec¢ao (WENDEL, 2010; BERN, 2009; BRUTUS et al, 2010).

A infecgdo oral ocorre através da ingestdo alimentos contaminados, como o agai, cana
de acucar e também carne crua e foi demostrada experimental e clinicamente, constituindo
relevante importancia nos casos de morbidade e mortalidade nos casos de infeccao aguda da
doenca associada a elevadas concentragdes de parasito (RASSI JR; RASSI, A.; MARIN-
NETO, 2010; BRASIL; PEREZ-GUTIERREZ, 2006). Apesar de ter sido relatados casos em

diversas regides endémicas da doenca, este tipo de transmissdao apresenta maior frequéncia e
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visibilidade na regido amazonica. Em 2005, houve um surto de contaminacdo oral na regido
Sul do Brasil, atingindo atencdo internacional, uma vez que afetou um grupo de turistas e

apresentou alta morbidade e mortalidade (PEREZ-GUTIERREZ et al., 2006)

1.1.2. Ciclo de vida

O ciclo de vida do T. cruzi ¢ complexo, com diversas etapas de multiplicagdo no vetor
e no hospedeiro vertebrado. No vetor, o parasito se encontra nas formas epimastigota e
tripomastigota metaciclica. Ja no hospedeiro vertebrado, o parasito encontra-se na sua forma
infectante, a tripomastigota e sua forma intracelular, amastigota (Figura 4). Durante a fase
aguda, qualquer célula nucleada pode ser infectada (RASSI JR; RASSI, A.; MARIN-NETO,

2010).

Figura 4 - Formas do parasito 7. cruzi

kinetoplast

P

‘Iuﬂ

Epimastigota Tripomastigota Amastigota

Fonte: http://web.stanford.edu/class/humbiol03/ParaSites2004/Trypanosomiasis/morphology.htm

(acesso em 10/01/2015)

A Figura 5 apresenta o ciclo de vida do 7. cruzi no vetor e no hospedeiro vertebrado.
No vetor, o ciclo se inicia quando o inseto se alimenta com sangue de animais infectados,

ingerindo o parasito na sua forma tripomastigota metaciclica. No estdmago do inseto, a forma
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tripomastigota se transforma nas formas esferomastigotas e epimastigotas. Ambas sdo formas
arredondadas, mas a primeira apresenta um longo flagelo colado ao corpo e a segunda um
curto flagelo. Apods a transformagdo, os parasitos migram para o intestino e se multiplicam
como formas epimastigotas. Em seguida, migram-se para o reto e se transformam na forma
tripomastigota, que sdo eliminadas com as fezes do triatomineo (SOUZA, 1999).

No hospedeiro vertebrado, o ciclo inicia-se quando as formas tripomastigostas
eliminadas pelo triatomineo sdo inoculadas no hospedeiro vertebrado. Essa forma do parasito
tem a capacidade de penetrar em qualquer célula nucleada e desenvolver-se. Apo6s aderir-se a
membrana da célula, o parasito ¢ fagocitado e comeca a se transformar na forma amastigota e
simultaneamente destr6i a membrana do fagdcito. Ja no citoplasma, a forma amastigota inicia
divisdo celular binaria e continua nesse processo por varios dias no interior da célula. Apos,
aproximadamente cinco dias, as formas amastigotas iniciam o processo de transformacdo na
forma tripomastigota. Nesta forma, o parasito movimenta seus flagelos de maneira intensa,
levando ao rompimento da célula, liberando os parasitos no meio extracelular. Tanto as
formas amastigotas quanto as formas em transi¢ao e formas tripomastigotas tém a capacidade
de infectar outras células do ambiente ou atingir a corrente sanguinea e distribuir-se por todo

o organismo (SOUZA, 1999).
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Figura 5 - Ciclo de vida do T. cruzi
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Fonte: Extraido de http://www.cdc.gov/parasites/chagas/biology.html (acesso em 10/01/2015)

1.1.3. Patogénese e manifestacdes clinicas

A infeccdo pelo 7. cruzi apresenta-se em duas fases. A fase inicial, conhecida como
fase aguda, tem duracdo média entre 4 a 8 semanas e normalmente ocorre de forma
assintomatica, principalmente em adultos. Quando had ocorréncia de sintomas, que esta
diretamente relacionada a parasitemia no individuo infectado, eles incluem febre prolongada,
mal-estar, hepatoesplenomegalia, linfadenopatia, miocardite, eletrocardiograma alterado e
edema subcutaneo localizado ou generalizado. Cerca de 90% das manifestagdes clinicas da
fase aguda se resolvem espontaneamente, mesmo sem nenhuma intervencdo. No caso da
infeccdo por via vetorial, o paciente pode apresentar sinais no local de entrada do parasito,
que sdo conhecidos como Chagoma, quando ocorre pela pele, ou sinal de Romafa, quando a
infeccdo ocorre nas membranas oculares (Figura 6). Casos de fase aguda sintomatica ocorre

mais frequentemente em criancas (até os 10 anos de idade) e podem levar a 6bito devido a
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miocardite severa, meningoencefalite ou ambos (COURA, 2007; DIAS et al., 2009; RASSI

JR; RASSI, A.; MARIN-NETO, 2010).

Figura 6 - Sinal de Romana

/

Fonte: Extraido de http://www.cpqrr.fiocruz.br/informacao_em_saude/CICT/Doenca_de chagas.htm
(acesso em 10/01/15)

Apbs o periodo de fase aguda, cerca de 70-80% dos individuos infectados atingem a
fase cronica da doenca que persiste por toda a vida do individuo infectado. Nesta etapa,
normalmente ndo ¢ detectado a presenca do parasito na corrente sanguinea. Esse periodo de
laténcia, que dura de 10-30 anos, ¢ conhecida como fase indeterminada da doenca e
apresenta-se de forma assintomadtica. Apos o periodo de laténcia, em aproximadamente 20-
30% dos individuos na fase cronica latente, podem ser observados o desenvolvimento de
manifestagdes clinicas que afetam certos 6rgaos, como coracdo, intestino, eséfago e sistema
nervoso central (DIAS, 1995; PRATA, 2001; BERN et al.,2007; RASSI JR; RASSI, A.;
MARIN-NETO, 2010).

A forma cardiaca da Doenca de Chagas ¢ a manifestacdo crOnica mais severa e
frequente da doenca, acometendo 20 — 30% dos casos com manifestacdes na fase cronica. Ha

duas hipdteses para explicar a patogenia que envolve o desenvolvimento da forma cardiaca. A
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primeira é que os danos no tecido do coracdo sdo causados por um processo imune, devido a
presenga de parasitos intracelulares. Na segunda, o proprio parasitismo permanente nas
células cardiacas causam os danos teciduais (BERN et al., 2007; DIAS et al., 2009). A forma
cardiaca apresenta como principais sintomas a arritmia, dilatacdo das paredes do coracao,
levando a insuficiéncia cardiaca e tromboembolismo (PRATA, 2001; BERN et al.,2007).
Morte subita ¢ a principal causa de morte em individuos com a forma cardiaca da doenca
(aproximadamente dois tercos das mortes), seguida de insuficiéncia cardiaca e
tromboembolismo (RASSI JR; RASSI, S.; RASSI, A., 2001; RASSI JR; RASSI, A.; MARIN-
NETO, 2009).

Outra manifestagdo importante da fase cronica da doenga ¢ a forma digestiva (10-15%
dos individuos na fase cronica), caracterizada principalmente por megacélon, megaeséfago ou
ambos. No caso do megaesofago, observa-se o aumento do diametro do 6rgdo, alteragdo na
motilidade, dores epigastricas, regurgitacdo e hipertrofia das glandulas salivares. O
megacolon tem como principais sintomas obstipagdo do 6rgdo e distensdo abdominal (RASSI

JR; RASSI, A.; MARIN-NETO, 2010).

1.1.4. Tratamento da Doenca de Chagas

Ap6s a descricao da doenga de Chagas em 1909, os primeiros fairmacos testados foram
arsé€nico, tartarato de antimonio potassico, fucsina e cloreto de mercurio. No entanto, nenhum
dos farmacos se mostraram eficazes. Outras substincias foram testadas até meados de 1960,
como alguns antimalaricos, antibioticos, sais de ouro, outros arsénicos, entre outras (COURA;
CASTRO, 2002).

Desde meados de 1960 a 1970 até hoje apenas dois farmacos sdo aprovados no mundo

para o tratamento da doenca, o nifurtimox [3-metil-4(nitrofurfurilideneamino)tetrahidro-4H-
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1,4-tiozina-1,1-dioxido], um derivado nitrofuranico o e benznidazol [N-benzil- 2-
nitroimidazol acetamide], um derivado nitroimidazoélico (Figura 7) (CASTRO; MECCA;

BARTEL, 2006; WHO, 2015).

Figura 7 - Estruturas quimicas do nifurtimox e benznidazol

2
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Fonte: Autor

O nifurtimox tem como mecanismo de agdo a formagao dos radicais livres superdxido
e também de hidréxido de hidrogénio apods agdo das nitrorredutases e outras reacdes redox no
meio intracelular. Os radicais formados causam danos as macromoléculas, como lipideos,
proteinas e DNA (MAYA et al., 2007).

Ja o beznidazol ndo tem seu mecanismo dependente da formacdo de radicais livres,
como o nifurtimox. Acredita-se que o mecanismo de acdo estd relacionado com a ligagdo
covalente dos metabolitos formados da reducdao pelas nitrorredutases as macromoléculas
citadas anteriormente. Foi demonstrado também que o benznidazol melhora a fagocitose e
aumenta a atividade do interferon gama (IFN-y) contra o parasito, além de inibir a enzima
NADH-fumarato redutase do 7. cruzi. ((DTAZ DE TORANZO et al., 1988; MAYA et al.,
2007).

Uma questdo importante que deve ser considerada no tratamento com ambos os
farmacos, ¢ o fato da efic4cia variar de acordo com a regido geografica que o paciente se
encontra, uma vez que as diferentes cepas existentes do parasito podem apresentar resisténcia

a um ou outro farmaco (CASTRO; MECCA; BARTEL, 2006).
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Diversos inconvenientes existem quando se trata da utilizacdo desses farmacos.
Ambos sdo eficazes durante a fase aguda da doenga e ineficazes em pacientes que se
encontram na fase cronica. Além disso, apresentam diversos efeitos adversos indesejaveis,
alguns causando até mesmo a interrupcao do tratamento. Os efeitos adversos mais comuns do
nifurtimox sdo anorexia, perda de peso, disturbios gastrointestinais (ndusea, vomito, colicas
intestinais e diarréia) e distirbios no sistema nervoso (excitabilidade e insonia). O
benznidazol pode apresentar efeitos adversos de hipersensibilidade (dermatite, erup¢ao
cutanea, edema generalizado, febre), dores musculares e articulares, depressdo da medula
Ossea, polineuropatia, parestesia e agranulositose, sendo o ultimo o efeito mais severo que
pode ocorrer (COURA; CASTRO, S., 2002, URBINA et al., 2003; CASTRO, J.; MECCA;
BARTEL, 2006).

Apesar dos inconvenientes, at¢é o momento ndo existe farmacos aprovados com
eficacia superior ao nifurtimox e ao benznidazol (MAYA, 2010).

A necessidade de novos tratamentos para a doenga de Chagas é de extrema
importancia. Diferentes abordagens estdo sendo utilizadas para este intuito, tais como:
alteracdo de regime posologico dos farmacos aprovados, combinagdes terapéuticas e a busca
de novos candidatos a farmacos e novos alvos terapéuticos. Uma variedade de classes
terapéuticas e novos alvos estdo sendo testados, in vitro e in vivo, em modelos experimentais,
demonstrando boa eficacia (BAHIA; DINIZ; MOSQUIERA, 2014; BUSTAMANTE,;
TARLETON, 2014).

Muitos desses novos desenvolvimentos sdo resultados de parcerias de
desenvolvimento de novos produtos sem fins lucrativos, como o DNDi, que auxilia e
incentiva a busca de novos tratamentos para a doengca de Chagas e outras doencas
negligenciadas (BAHIA; DINIZ; MOSQUIERA, 2014). O Figura 8 apresenta a situacdo no

desenvolvimento de novos produtos para DTN, incentivados pelo DNDi.
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Figura 8 - Portifolio DNDi para Doenca de Chagas
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Fonte: Adaptado de http://www.dndi.org/diseases-projects/portfolio.html

1.1.5. Alvos terapéuticos para o desenvolvimento de novos farmacos contra doenca de

Chagas

A seguir encontram-se os as rotas metabolicas e alvos terapéuticos explorados no

planejamento de novos farmacos antichagésicos:

Biossintese de Ergosterol:

Para seu desenvolvimento e proliferacdo, o 7. cruzi necessita de uma variedade de
esterois especificos. Esses esterdis, como o ergosterol, sdo estruturas essenciais para a
formag¢do de membranas, responsaveis por sua estabilizacdo, fluidez e permeabilidade, além
de modular a atividade de receptores e canais i6nicos (LEPESHEVA et al., 2007). A Figura 9

apresenta os principais alvos dessa via metabdlica.
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Figura 9 - Alvos terapéuticos da via da biossintese de ergosterol
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Fonte: Adaptado de SANCHEZ-SANCHO et al., 2010

Um exemplo de farmaco estudado na inibi¢do da enzima hidroxi-metilglutaril-CoA
redutase no 7.cruzi foi a lovastatina (Figura 10). Urbina et al. (1993) realizaram a avaliacao
da atividade in vitro e in vivo da lovastatina ¢ também de sua associacdo com cetoconazol,
que também atua na inibicdo do biossintese de ergosterol, inibindo a enzima CYP450. Foi

observada a inibi¢do total do crescimento nas doses de 50 uM e 70 uM, com o tempo de
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exposicdo de 144h e 96h, respectivamente. A associagdo de 7,5 uM de lovastatina com 0,1
uM de cetoconazol promoveu a inibi¢ao total em 144 h de exposi¢do. Na avaliagdo contra a
forma intracelular amastigota, a lovastatina ndo se mostrou muito efetiva, com inibi¢do menor
de 30% em doses até 1 uM. Acima dessa concentracdo, a substancia foi citotdxica para as
células utilizadas. A associacdo de 0,75 puM de lovastatina com 1 nM de cetoconazol
demonstrou inibi¢do total apos 192 horas de exposicdo. No modelo in vivo, no qual foi
avaliado a taxa de sobrevivéncia apds inoculagdo de quantidade letal de parasita, a lovastatina
sozinha apresentou sobrevivéncia de 50% dos animais, na dose de 20 mg/Kg/dia. A
associa¢do com cetoconazol (15 mg/Kg/dia) apresentou sobrevivéncia de 100%. Em trabalho
mais recente, Kessler et al. (2013) determinou experimentalmente a concentragdo do fArmacos
que produz inibi¢do de crescimento em 100% como 100 pM de lovastatina, quando exposto
por 24 horas.

Figura 10 - Estrutura quimica da lovastatina
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Fonte: autor

Derivados bifosfonados foram avaliados como inibidores da enzima farnesil
pirofosfato sintase (FPFS). Montalvetti et al. (2001) avaliou a inibi¢do de FPSP de T. cruzi in
vitro. Os compostos residronato, alendronato e pamidronato (Figurall) apresentaram boa
atividade inibitéria, apresentando IC50 de 0,037+0,003 uM, 0,77+0,0 uM e 1,08+0,4 uM,
respectivamente. Posteriormente, Garzoni et al. (2004) avaliaram a atividade tripanossomicida

in vitro do residronato, em formas epimastigotas e amastigotas. Contra a forma epimastigota
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foi observado acdo inibitoria dependente da dose na faixa de 25 — 400 uM, apresentando um
IC50 de 30,3+3,3 uM no ensaio utilizando cepa Y de T. cruzi. Contra as formas amastigotas,
foram avaliados tempos distintos de inicio do tratamento e também de exposi¢ao. Comegando
o tratamento ap6s duas horas do inicio da infec¢do, foi observado diminuicdo do numero de
células infectadas dose dependente. Nao foi observada nenhuma célula infectada nas
concentragdes de 100 puM, 150 uM e 200 uM, apds 144, 120 e 96 horas de exposicao,
respectivamente. Nao foram observados efeitos toxicos para as células hospedeiras utilizadas.
Em outro estudo, Garzoni et al. (2004) avaliaram a atividade antiparasitaria do residronato em
modelo in vivo agudo. O tratamento com o fAirmaco na dose de 10 mg/Kg/dia durante 7 dias
levou a diminui¢ao de 96,6% da parasitemia em relacdo ao controle e também a diminui¢ao

da mortalidade de 90% para 10%, comparando os grupos controle e tratado.

Figura 11 - Estruturas quimica dos inibidores de FPFS
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Fonte: autor

Dois potentes inibidores foram avaliados para a enzima esqualeno sintase
E5700 e ER-119884 (dois derivados quinuclidinicos) (Figura 12), ambos com IC50 na faixa
de nanomolar. Na avaliagdo in vitro contra formas epimastigotas, os compostos apresentaram

boa atividade (IC50 = 8 nM do E5700 e IC50 = 11 nM do ER-119884) (URBINA, 2004).
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Figura 12 - Estrutura quimica dos compostos E5700 e ER-119884
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Fonte: autor

A esterol Cl14-a demetilase ¢ uma enzima da familia da CYPS51. A classe dos
antifiingicos azdis (cetoconazol, itraconazol, posaconazol) sdo os principais representantes de
inibidores dessa classe. Dados da literatura demonstram que o posaconazol (Figura 13) possui
atividade contra o 7. cruzi em estudos in vivo em modelo cronico, sendo até utilizado em

estudos de fase clinica para o tratamento da doenga (SANCHEZ-SANCHO et al., 2010).

Figura 13 - Estrutura quimica do posaconazol

LW
N
7 /N o)
\;L’}‘J(N’Q(N\,/N@’ %
OH N=/ 0
F F

posaconazol
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Glicdlise:
Esta via metabdlica representa grande potencial, uma vez que ¢ essencial para o
fornecimento de energia para o parasito, além de possuir enzimas que possuem estruturas

diferentes das enzimas envolvidas no processo no ser humano, ou seja, ha possibilidade do
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desenvolvimento de inibidores especificos (SANCHEZ-SANCHO et al., 2010). Algumas das
enzimas ja utilizadas como alvos sdo:
e Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase;

e Hexoquinase.

Absor¢do de purinas:

Diferente dos mamiferos, o 7. cruzi ndo possui a capacidade de sintetizar purinas,
necessitando de um sistema de absorcao dessas substancias do hospedeiro. Isso faz com que
esta via seja um interessante alvo para novos farmacos (SANCHEZ-SANCHO et al., 2010).

Como alvo desta via pode-se destacar a hipoxantina/guanidina fosforibosiltransferase.

Outras vias e alvos:
e Biossintese de lipideos;
e Metabolismo de poliaminas;
e Via da pentose fosfato,
e Ligantes de DNA;

e Acido Sidlico transferase.

Cisteina protease

A utilizagdo de cisteinas proteases como alvo foi validada a partir de diversos estudos
que demonstraram resultados consistentes que a perda da atividade dessa enzima, por inibigao
ou por delecdo de genes, causa diminuicdo significativa da capacidade infectante e da
sobrevivéncia do parasito. A cruzipaina ou cruzaina ¢ a cisteina protease encontrada no 7.

cruzi (LIMA, A; REIS; COSTA, 2013).
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Diversos estudos demonstram a atividade de diferentes classes de moléculas, como
dipeptideos, tiossemicarbazona, vinilsulfonas e vifilsulfonatos, na inibi¢do de cisteinas
proteases em diversos parasitos (LIMA, A.; REIS; COSTA, 2013).

O inibidor irreversivel de cruzipaina K-777 (Figura 14), um derivado vinil sulfona,
apresentou atividade contra formas epimastigota e amastigota de T. cruzi, além de apresentar
diminui¢do de parasitos no sangue e prolongar a sobrevida em modelos animais (ENGEL et

al., 1998; BARR et al., 2005).

Figura 14 - Estrutura quimica do K777

K777

Fonte: autor

Ndao et al. (2014) sintetizaram e avaliaram derivados contendo grupamentos nitrila
em sua estrutura. Os derivados Cz-007 e Cz-008 (Figura 15) demonstraram excelentes valores
de ICsy na inibi¢ao da enzima (1,1 — 1,8 nM) e taxa de cura de 78-90% em modelo animal,

utilizando imunossupressao como método padrao para avaliar a cura.



30
Introdugdo

Figura 15 - Estrutura quimica dos compostos Cz007 e Cz008
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Fonte: autor

Tripanotiona redutase

A tripanotiona foi descoberta em 1985 pelos pesquisadores Fairlamb e Cerami. Essa
substancia de baixo peso molecular assume o mesmo papel da glutationa presente em outros
muitos organismos. A tripanotiona possui diversas fungdes no organismo do parasito, como
participacdo em processos regulatorios e defesa contra agentes oxidantes, metais pesados e
outros xenobioticos (FAIRLAMB; CERAMI, 1992; FLOHE, 2012).

A atividade da enzima tripanotiona redutase ¢ a conversao da forma oxidada da
tripanotiona para a forma reduzida, através de um mecanismo NADPH dependente
(FAIRLAMB et al., 1985; PITA; PASCUTTI, 2012).

Diversas classes de substancias, como derivados triciclicos, derivados difenilssulfetos,
poliaminas e alguns derivados heterociclicos, tem demonstrado atividade inibitéria dessa
enzima (BERNARDES; ZANI; CARVALHO, 2013). Em 1888, Henderson comprovou a

atividade inibitoria dessa enzima do nitrofural.
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1.2. Nitrofural (NF) e hidroximetilnitrofural (NFOH)

Compostos nitro-heterociclicos, que incluem nitroimidazoéis e nitrofuranos, tem sido
bastante utilizados como compostos biologicamente contra protozoarios (benznidazol e
nifurtimox) e bactérias (furazolidona, metronidazol, secnidazol, ornidazol e tinidazol), todos
com amplo espectro de acio (RAETHER; HANEL, 2003)

O nitrofural (NF) (5-nitro-2-furaldeido semicarbazona) (Figura 16) foi sintetizado em
1944 por Dodd e Stilman, sendo o primeiro derivado nitrofuranico introduzido na terapia. Em
1961, Brener demonstrou que o nitrofural era eficaz na inativagdo do 7. cruzi em um

experimento in vivo.

Figura 16 - Estrutura quimica do nitrofural
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Fonte: autor

O mecanismo pelo qual o nitrofural atua € pela geracdo de estresse oxidativo, através
da reducao do grupo nitro por enzimas nitrorredutases, € levando a formacdo de espécies
reativas de oxigénio. O 7. cruzi ¢ altamente sensivel aos radicais livres de oxigénio, causando
um desequilibrio nas defesas antioxidante do parasito. Além disso, age inibindo a enzima
tripanotiona redutase e a enzima cruzipaina (HENDERSON et al., 1988; LA SCALEA, 2005;
IGOILLO-ESTEVE et al., 2007, TROSSINI et al., 2010). No entanto, a toxicidade do
nitrofural por via oral ¢ elevada, gerando neuropatia grave e hemolise. E utilizado somente

por via topica, como antibiotico.
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Chung (1996) sintetizou uma série de profarmacos de nitrofural com primaquina,
baseando-se no processo de latenciagdo como estratégia de modificagdo celular. O
intermedidrio da sintese dos pro-farmacos, o hidroximetilnitrofural (NFOH) (Figura 17). O
derivado de nitrofural apresentou atividade in vitro em formas amastigotas e tripomastigotas
de T. cruzi, sendo superior quando comparado ao benznidazol (CHUNG et al., 2003). Além
disso, o NFOH foi avaliado quanto sua seguranca em testes de mutagenicidade e de
toxicidade aguda. A mutagenicidade foi avaliada e comparada ao nitrofural por dois ensaios, o
teste de Ames e micronucleo. Em ambos, foi demonstrado que NFOH ¢ quatro vezes menos
mutagénico que seu composto de partida. J& no teste de toxidade aguda, o derivado foi
considerado pouco toxico, segundo critérios da OMS, com DL50 (dose letal para 50%)

superior a 2000mg/Kg (MELO, 2006).

Figura 17 - Estrutura quimica do NFOH
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Fonte: autor

Trossini et al. (2010) avaliaram o NF e o NFOH quanto a acdo inibitdria da cruzipaina,
em um ensaio in vitro. Foi observado que ambos possuiam a capacidade de inibir a enzima

(IC50=22.83 £ 1.2 uM do NF e IC50 = 10.55 + 0.81 uM do NFOH).

1.3. Primaquina

A primaquina, 4-N-(6-metoxiquinolin-8-il)pentano-1,4-diamina, composto da classe

da 8-aminoquinolina, foi descoberta na década de 1940 e ¢ indicada para o tratamento da
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malaria. Possui indicac¢do na profilaxia contra todas as espécies de malaria, na cura radical do
Plasmodium vivax e Plasmodium ovale e na prevengdo de recaida para pessoas
extensivamente expostas ao P. vivax ¢ P.ovale (VALE et al., 2009). Possui agdo contra as
formas latentes do parasita no figado e nos gametocitos de todas as espécies que causam
malaria em humanos, inclusive contra o Plasmodium falciparum resistente a cloroquina
(GOMES et al., 2004). E utilizada em areas endémicas como prevengdo da transmissio do
protozoario do humano para o vetor, inibindo assim a disseminacdo da doenga (VALE et al.,
2009).

O mecanismo de acdo pelo qual a primaquina atua na eliminagdo dos parasitas nao
estd esclarecido. Acredita-se que o metabolismo na mitocondria do parasita seja
comprometido através da interferéncia na fun¢do da ubiquinona como carreador de elétrons
na cadeia respiratoria. Outro mecanismo potencial ¢ a produgdo de metabolitos altamente
reativos, que gera potencial oxidativo intracelular (VALE et al.,2009).

Na década de 70, Kinnamon e Steck (1977) avaliaram a atividade tripanossomicida de
25 compostos. Dentre estes compostos, a primaquina e seus analogos mostraram possuir
atividade igual ou superior ao controle nifurtimox, em teste com ratos infectados. Os

resultados estdo demonstrados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Resultados de supressdao em ratos infectados com cepas brasileiras de 7. cruzi

C ¢ % supressao na dose(mg/kg/dia) *SDogo
ompostos :

P 104 | 52 | 26 | 13 325 |(mg/kg/dia)
primaquina 100 97 80 21.8
dicloridrato de 2-
metilprimaquinamonoidratada i i 82 86 38 103
difosfato de 3-
metilprimaquina ) i » 8 02 <3.25
nifurtimox 99 92 57 - 41,5-54,0

*SDgg (Dose de supressao de 90%): dose de supressao determinada graficamente, da dosagem

necessaria para supressao de 90% de crescimento dos compostos comparado ao nifurtimox.
Fonte: Adaptado de KINNAMON; STECK, 1977

Augusto et al. (1986) utilizou extratos de 7. cruzi com primaquina para evidenciar a
geracdo de radicais livres mediada pelo fArmaco em ensaio in vitro. Os autores concluiu que a
acdo antiprotozodaria da primaquina provavelmente estaria relacionada a participagdo do ciclo
redox, formando radicais de oxigénio.

Chung et al. (1997) avaliaram a eficacia de pro-fairmacos de primaquina in vitro nas
formas tripomastigotas e amastigotas do parasita, no qual foi possivel observar a atividade
tripanossomicida da primaquina e de seus pro-farmacos. Foram utilizadas cepas Y de 7. cruzi
na forma tripomastigota e a atividade da primaquina e seus derivados no desenvolvimento
dessa forma para a forma amastigota foi acompanhado depois de 6, 7, 8, 12, 14 e 15 dias apos
a infeccdo. A primaquina e seus derivados demonstraram uma significativa inibi¢do no
desenvolvimento da forma tripomastigota. Tanto a quantidade de parasitas na forma
tripomastigota como na amastigota foi menor que 10% no final dos 15 dias com a utilizagdo
da primaquina na concentracao de 10 pM.

A metemoglobinemia ¢ um dos efeitos adversos mais relevantes da primaquina. Trata-

se de acumulo anormal de metemoglobina, produto da auto-oxidagcdo do nucleo de ferro da
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hemoglobina. A metemoglobina ndo consegue transportar oxigénio, podendo ocasionar
cianose caso sua porcentagem no sangue seja elevada. Em individuos que possuem
deficiéncia na enzima glicose-6-fosfato desidrogenase, a primaquina pode causar anemia
hemolitica. Outros efeitos adversos da primaquina consistem em sintomas gastrointestinais,

como colica, dor abdominal, nausea ¢ vomito (VALE et al., 2009).

1.4. Derivados furoxanicos e benzofuroxanicos

Os derivados com nucleo furoxanico (1,2,5-oxadiazol-N-6xido) e benzofuroxanico
(benzo[1,2-c]1,2,5-oxadiazol-1-N-6xido) tem atraido muita atencdo de pesquisadores pois €
uma importante classe de compostos com diferentes propriedades quimicas e bioldgicas
(CERECETTO; PORCAL, 2005).

Esses derivados sdo doadores de oxido nitrico (NO) e também produzem espécies
reativas de oxigénio. O 6xido nitrico estd envolvido em diversos processos fisiologicos e
patolédgicos e algumas das atividades bioldgicas de seus derivados estdo relacionadas com esta
caracteristica, como as atividades antiplaquetaria, vasodilatadora, em respostas imunes, e
também na neurotransmissdo (CERECETTO; PORCAL, 2005) e neuroprotecdo (SCHIEFER
et al., 2012). Também ha relatos que estes compostos podem possuir atividade antiparasitaria
(P. falciparum e T. cruzi), antimicrobiana e antineoplasica. Galli et al., (2005) atribuiram a
atividade contra P. falciparum de alguns compostos sintetizados (derivados furoxanicos) a
capacidade destes em doar 6xido nitrico. Boiani et al., (2006) realizaram estudos in vitro para
avaliar a atividade tripanossomicida de derivados benzofuroxanicos. Os resultados obtidos
neste estudo mostraram atividade equivalente ao farmaco de referéncia benznidazol.

Os compostos furoxanicos sao metabolizados principalmente no figado, pelas enzimas

do citocromo P450, e sdo produzidas grande quantidade de NO e de espécies reativas de
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oxigénio (CHEN, 2008). Acredita-se que essas espécies reativas sao responsaveis por gerar
estresse oxidativo e causar o dano celular ao parasita (CERECETTO; PORCAL, 2005). Além
disso, sabe-se que o NO endogeno ¢ conhecido por ser um potente antimicrobiano e ¢
responsavel por mediar a toxicidade celular através da geracdo de espécies reativas ou da
inibi¢ao de enzimas essenciais (FANG, 1997).

Cerecetto et al., (1999) realizaram um estudo com diversos derivados furoxanicos,
benzofuroxanicos e quinoxalinicos. Dentre os todos os compostos, os derivados
benzofuroxanicos (Figura 18), demonstraram os melhores resultados, inibindo 90% (IlI-¢) e

79% (11I-f) do crescimento do de cepas Tulahuen de 7. cruzi, na forma epimastigota.

Figura 18 - Compostos que apresentaram melhor inibi¢cdo na forma epimastigotas de 7. cruzi
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Fonte: CERECETTO et al., 1999

A Figura 19 apresenta dois derivados furoxanicos com potencial atividade em inibir o
crescimento de T.cruzi e P. falciparum. Essa atividade foi atribuida provavelmente a

capacidade doadora de 6xido nitrico por esses compostos (BOIANI et al., 2008).

Figura 19 - Compostos furoxanicos inibidores de crescimento do 7.cruzi e P. falciparum
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Fonte: BOIANI, 2008
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Estudo recente realizado por Hernandez et al., (2013) avaliou a atividade
tripanossomicida nas formas epimastigota e amastigota de derivados furoxanicos, sendo que
os derivados que possuiam o grupamento fenil ligado no nucleo furoxanico apresentaram
maior atividade, maior seletividade e menor mutagenicidade que o nifurtimox, farmaco

referéncia no estudo.

1.5. Planejamento de novos farmacos

O planejamento racional de farmacos tem como objetivo desenvolver novos
compostos que apresentem melhor eficicia e seguranca, através de melhores propriedades
farmacodinamicas e farmacocinéticas ¢ da redugdo de efeitos adversos (VIEGAS-JUNIOR,
2007). Sabe-se que o processo de planejamento envolve diversas etapas e conhecimento
multidisciplinar, além da estimativa de que a descoberta de um novo farmaco leva em média
12 anos e requer investimento de milhdes de ddlares (DIMASI, HANSEN & GRABOWSKI,
2003).

Através de uma andlise retrospectiva, podem-se observar quatro maneiras distintas na
busca de novos compostos. A primeira ¢ a modificacdo de farmacos conhecidos, buscando
melhoria na eficacia e/ou seguranga. A segunda consiste em uma busca sistematica de
conjuntos de compostos escolhidos por meio de ensaios bioldgicos. O terceiro consiste na
exploragdo retroativa de informagdes de novas descobertas da medicina e biologia ou de
observagdes casuais. E a quarta estratégia € o planejamento racional baseado no conhecimento
molecular da causa da patologia (WERMUTH, 2004).

A hibridacdo molecular ¢ a estratégia racional que consiste no reconhecimento ¢ na
ligacdo, de forma adequada, de duas ou mais subunidades farmacoforicas, formando um

composto hibrido com as caracteristicas previamente selecionadas das moléculas originais
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(VIEGAS-JUNIOR, 2007). Foi proposto atualmente o termo de multiplos ligantes, que se
refere a farmacos que foram racionalmente desenhados para multiplos alvos de uma
determinada doenga (MORPHY & RANKOVIC, 2005).

Os compostos hibridos tém sido classificados de trés formas diferentes: conjugados,
pré-fundidos e fundidos. Os hibridos conjugados possuem as unidades farmacoforicas ligadas
por um espagador estavel e ndo necessitam de a¢do enzimatica ou quimica para apresentar
atividade. Quando as unidades farmacoforicas estdo ligadas sem a presenga de um espagador,
sao considerados hibridos fundidos (MORPHY & RANKOVIC, 2005).

Os farmacos planejados para atuar em mais de um alvo terapéutico frequentemente
apresentam melhor eficicia, principalmente em etiologias complexas, do que compostos que
visam a atua¢do em um unico alvo. Outra vantagem ¢ que compostos hibridos podem possuir
melhores propriedades farmacocinéticas do que medicamentos que utilizam a associacdo de
diferentes farmacos (MORPHY, KAY & RANKOVIC, 2004). Portanto, na pratica clinica, os
compostos hibridos podem diminuir a politerapia e também melhorar a adesdo do paciente ao
tratamento (WERMUTH, 2004).

O bioisosterismo ¢ um processo racional de modificagdo molecular na qual baseia-se
em um composto lider. Essa estratégia tem sido bastante utilizada em Quimica Medicinal e
em grandes industrias com sucesso no desenvolvimento de novos farmacos de diversas
classes terapéuticas (LIMA; BARREIRO, 2005).

Em 1919, Langmuir estudou o comportamento e a reatividade de moléculas
isoeletronicas, surgindo o conceito de isosterismo, que foi definido como dtomos e moléculas
organicas e inorganicas que apresentam a mesma quantidade de elétrons. Em 1932,
Erlenmeyer propds que o termo tivesse uma abrangéncia maior, considerando isdsteros como
moléculas e atomos que apresentam o mesmo numero de elétrons na camada de valéncia

(LIMA; BARREIRO, 2005).
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O termo bioisosterismo somente apareceu em 1950, no trabalho de Friedman, que
definiu como bioisdsteros moléculas que sdo isosteras e que apresentam atividade bioldgica
similar (LIMA; BARREIRO, 2005; MEANWELL, 2011).

Em 1970, o pesquisador Alfred Burger classificou os bioisosteros em duas categorias:
classicos e ndo-classicos. O bioisosteros classicos sdo os atomos, grupos funcionais e
subunidade moleculares que apresentam a mesma valéncia ou que sdo anéis equivalente. Os
bioisésteros que ndo entram na nessa classificagdo sdo considerados ndo-classicos (Tabela 2)
(LIMA; BARREIRO, 2005).

Tabela 2 - Bioisosterismo classico e ndo-classico

GRUPOS E ATOMOS BIOISOSTEROS CLASSICOS

Monovalentes Divalentes Trivalentes Tetravalentes
F, OH, NH2, CH3,
OR, Cl -CH2- CH- C=
SH, PH2, SiH3, SR O- N- Si=
Br S- P- N'=
I Se- As- =
Te- Sb- As'=
Sb'=
BIOISOSTEROS NAO-CLASSICOS
-CO- -COOH -  -SO2NH2 -H -CONH- -COOR- -
-CO»- SO3H - -F -NHCO- -ROCO- CONH2
-SO- Tetrazol - PO(OH)NH2 -
-SO,NR-  SO2NHR -OH - catecol CSNH2
-CON- CH20H -
-CH(CN)- Benzimidazol
-R-S-R- =N- -NHCONH?2 -
(R-O-R") -C(CN)=  NH-CS- -C5H4N
R-N(CN)- - NH2 -C4H4N
R’ Halogénio
-CF3 -CN

Fonte: BARREIRO; FRAGA, 2008
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Essa estratégia de modificacdo molecular ¢ utilizada visando melhor eficéacia
terapéutica, seletividade, modificagdes em propriedades farmacocinéticas e diminui¢do de
toxicidade, através do desenvolvimento de novas substincias bioativas que apresentam
similaridades nas propriedades bioldgicas do composto lider (BARREIRO; FRAGA, 2008;

GALDINO; PITTA, 2011).
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2. OBJETIVOS

Este projeto propde a sintese, caracterizagdo estrutural e avaliacdo da atividade
bioldgica e mutagénica de compostos inéditos derivados furoxanicos com primaquina (série
1) e derivados furoxanicos com semicarbazida e tiossemicarbazida (série 2) planejados como

farmacos com potencial atividade antichagasica.

e Sintese e caracterizagdo estrutural de compostos da série 1 e série 2;

e Avaliagdo da capacidade de doagdo de 6xido nitrico dos compostos sintetizados;

e Avaliagdo da citotoxicidade;

e Avaliacdo in vitro da atividade tripanossomicida nas formas epimastigotas e
amastigotas de 7. cruzi;

e Avaliacdo da mutagenicidade in vivo dos compostos obtidos;
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3. PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

O planejamento estrutural dos compostos das duas séries estdo apresentadas na Figura
13. As figuras 14 e 15 mostram as estruturas quimicas dos compostos da série 1 e 2,

respectivamente.

Serie 1:

A por¢ao N-6xido dos derivados furoxanicos e benzofuroxanicos ¢ responsavel pela
atividade biolégica de numerosos compostos (tais como antitumoral, antibacteriano,
antiparasitario, entre outros) através da capacidade deste de doar 6xido nitrico e gerar espécies
de radicais livres (CERECETTO et al., 1999). Com base na atividade da primaquina como
composto antiparasitario e potencialmente tripanossomicida, este projeto propde a sintese de
novos compostos que apresentam similaridades com pro-firmaco reciproco de primaquina

com nitrofural (Figura 20) sintetizado por Chung (1996).

Figura 20 - Pro-fairmaco sintetizado por Chung (1996)

ﬁ”\/

HN—Lys—Arg—NH

Nitrofural o—

Primaquina

Nos compostos propostos para a série 1, serdo substituidos nitrofural pelos furoxanicos
e benzofuroxanicos. Esses derivados furoxanicos e benzofuroxanicos serdo ligados

diretamente na primaquina.
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Serie 2:

No trabalho de Bosquesi (2013), compostos biosdsteros de nitrofural apresentaram
potencial atividade tripanossomicida em formas epimastigota e amastigota do 7. cruzi. A
inclusdo de seis compostos no projeto baseou-se no planejamento estrutural utilizando como
estratégia de modificagdo molecular o bioisosterismo, por meio da substituicdo do nucleo

furanico do nitrofural pelo nucleo 3-(fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol, constituindo a

série 2.

Figura 21 - Planejamento dos compostos propostos
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benzofuroxanos (série 1)

Fonte: Autor
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Figura 22 - Estruturas quimicas dos compostos da série 1
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Figura 23 - Estruturas quimicas dos compostos da série 2
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(fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (fenilsulfonil)-2-N-éxido-1,2,5-oxadiazol (fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol

Fonte: Autor
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Reagents e Solventes

e 1,8-diazabicicloundec-7-ene (DBU) (Sigma Aldrich)
e 2 4-dinitrofenilhidrazina (Across)

e 2-hidroxi-benzaldeido (Sigma Aldrich)

e 3-hidroxi-benzaldeido (Sigma Aldrich)

e 4-cloro-3-nitrobenzaldeido (Sigma Aldrich)
e 4-hidroxi-benzaldeido (Sigma Aldrich)

e acetato de etila P.A. (Quemis)

e acetato de sodio (J.T. Baker)

e 4cido acético glacial P.A. (Synth)

e 4cido cloridrico P.A. (HCI) (Synth)

e acido monocloroacético (Fluka)

e 4cido nitrico 98% (Vetec)

e 4gua destilada

e alcool cinamico (Fluka)

e alcool nitrocindmico (Sigma Aldrich)

e azida de sodio (Merck)

e Dbicarbonato de so6dio (Across)

e cisteina (Sigma Aldrich)

e cloreto de sodio (NaCl) (Sigma Aldrich)

e cloridrato de semicarbazida (Fluka)

e clorocromato de piridino (PCC) (Sigma Aldrich)
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e cloroférmio (CHCI3) (Quemis)

e crotonaldeido P.A. (Sigma Aldrich)

e diclorometano P.A. (DCM) (Quemis)

e dimetilformamida (DMF) (Quemis)

e dimetilsulfoxido P.A. (DMSO) (Vetec)

e ctanol P.A. (Synth)

e ¢ter de petroleo P.A. (Synth)

o ¢éter etilico P.A. (Quemis)

e hexano P.A. (Synth)

e hidroxido de sodio (Merck)

e metanol P.A. (Synth)

e nitrito de sodio (Across)

e primaquina difosfato (Farmanguinhos)

e silica gel para cromatografia em coluna 40-60 um (Sigma Aldrich)
e silica gel para cromatografia em coluna 63-200 pm (Sigma Aldrich)
e sulfato de soddio anidro (Synth)

e tiofenol (Across);

e tiosemicarbazida (Sigma Aldrich)

e tolueno P.A. (Synth)

e trietilamina (J.T. Baker);

4.2. Equipamentos utilizados

e Agitador magnético IKA® modelo C-Mag HS4

e Aparelho de ponto de fusdo capilar modelo SMP3 da Bibby Stuart Scientific®
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Balanga analitica Marte® - modelo AY 220

e Balanca semi-analitica Gehaka® modelo BG 200

e Espectrometro de ressonancia magnética nuclear Bruker® modelo DPX-300 operando
a 300MHz para 1H e 75SMHz para 13C

e Espectrofotdometro no infravermelho Shimadzu® modelo IR Prestige-21; Microscopio

e Rotaevaporador Ika® modelo RV10

Sonicador Unique® modelo UltraSonic Cleaner

4.3. Métodos Sintéticos

As sinteses dos derivados intermediarios furoxanicos (1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido) e
benzofuroxanicos (benzo[1,2-c]1,2,5-oxadiazol-1-N-6xido) foram baseadas nos trabalhos de
Cerecetto et al., 2005, Santos, 2009, Bosquesi, 2013 e Dutra, 2013. A metodologia de sintese
dos compostos finais de ambas as séries seguem o mecanismo de formacdo de Bases de

Schiff, a qual envolve a reagdo entre um aldeido € uma amina.

4.4. Métodos Analiticos

4.4.1. Analise cromatografica em camada delgada

As andlises por cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas em
cromatofolhas de aluminio (AL TLC) de silica-gel 60 Fys4 Sigma®, para o acompanhamento
das reagdes e avaliagdo dos produtos sintetizados. A visualizagdo das substancias foi realizada

em lampada ultravioleta (254 e 365 nm).
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4.4.2. Determinacao da faixa de fusao

As faixas de fusdo (ou decomposicdo) foram determinadas em aparelho capilar

Melting Point Apparatus SMP3, Stuart Scientific”.

4.4.3. Analise de espectrofotometria de absorciao no infravermelho (1.V.)

Os espectros de absor¢do no infravermelho na regido de 4.000 a 400 cm-1, foram
obtidos em pastilhas de KBr no espectrofotometro infravermelho IR Prestige-21 da

SHIMADZU Corporation.

4.4.4. Anilise de Ressonincia Magnética Nuclear de 'H e 1*C

Os espectros de RMN unidimensionais foram obtidos a 300 MHz para 'H e a 75 MHz
para "°C, utilizando-se solventes deuterados no preparo das amostras (ex. CDCl;, DMSO-dg).
Os valores de deslocamentos quimicos (8) de RMN de 'H e "*C obtidos foram comparados ao
de compostos ou subestruturas semelhantes encontrados na literatura, além de analisados sob

a 6tica dos conhecimentos da Quimica Organica.

4.4.5. Analise de Espectrometria de Massas

As andlises de Espectrometria de Massas foram realizadas em colabora¢do com o Prof.
Dr. Eduardo René Pérez Gonzilez, do Departamento de Fisica, Quimica e¢ Biologia da
Faculdade de Ciéncias e Tecnologia de Presidente Prudente — UNESP. Os espectros de

massas com ionizac¢ao por elétrons (EI-MS) foram obtidos por espectrometro de massas GC-
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MS Shimadzu QP-2010 plus. Os pardmetros de analise foram: Temperatura da interface:
240°C; Temperatura da cdmara de ionizagdo: 300°C; Tempo de corte do solvente: 0.25 min;
Tempo inicial da andlise: 0.30 min; Tempo final da andlise: 25.0 min; Programa de
temperatura do introdutor direto: Temperatura inicial: ~ 50°C, taxa de aquecimento de 20°C
min-1 até 350°C. As analises foram feitas usando cloroférmio como solvente ou em estado

solido. Os espetros foram obtidos com energia de ionizagdo de 70, 40 ou 30 eV.
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5. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
5.1. Procedimento sintético
5.1.1. Sintese do intermediario 4-formil-3-metil-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (2)

Esquema 1 - Sintese do intermediario (2)

HaC —0

0~ \O/

(1 ()
i) NaNO,, HAc/H,0, t.a., 24h

Procedimento:

Em balao de 125 mL foram adicionados 0,071 mol de crotonaldeido (1) e 10 mL de
acido acético glacial e o baldo colocado em banho de gelo. Com o auxilio de um funil de
adicao, foi adicionada a mistura reacional uma solug¢do saturada de nitrito de sodio (0,248
mol), gota a gota, mantendo a temperatura abaixo de 8°C. A reagdo foi retirada do banho de
gelo e mantida sob agitagdo a temperatura ambiente por 12 horas. Para o isolamento o produto
foi diluido em 100 mL de 4gua destilada e foram realizadas extragdes com acetato de etila (6
x 50 mL), onde a FO foi seca com sulfato de s6dio anidro. A purificagdo do produto obtido
em cada reagcdo foi realizada em cromatografia em coluna (CC) utilizando como fase
estacionario: silica e como fase médvel um sistema solvente gradiente: 100% hexano, 90:10,
80:20, 70:30, 60:40, 50:50% hexano:acetato de etila (v/v), 60:40, 70:30, 80:20%, acetato de
etilazhexano (v/v), 100% acetato de etila, 50:50% acetato de etila:metanol (v/v), 100%

metanol.
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5.1.2. Sintese do intermediario 3-formil-4-fenil-N-6xido-1,2,5-0xadiazol (5)

Esquema 2 - Sintese do intermedidrio 5

\ OH /O
OH i ii
\ \ N*—O" \ \ N*—O"
\_y \_

3) “ &)

i) NaNO,, HAc/H,0, t.a., 24h; ii) PCC, DCM, t.a., 24h

Procedimento:

1) A uma solugao de 0,08 mol de alcool trans-cindmico (3) em 8 mL de 4cido acético glacial
foi adicionada uma solugao saturada de nitrito de sodio (0,22 mol em 35 mL de agua), gota
a gota, com o auxilio de um funil de adi¢do. Durante a adi¢do, a reacdo foi mantida em
banho de gelo, mantendo a temperatura abaixo de 10° C e posteriormente mantida sob
agitagdo a temperatura ambiente por 24 horas. O produto foi isolado realizando extracdes
com acetato de etila (7 x 60 mL). Adicionou-se a fase organica sulfato de sddio anidro a
fim de remover resquicios de agua, a qual posteriormente foi filtrada e evaporada sob
pressdo reduzida. O intermediario (4) (3-(hidroximetil)-4-fenil-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol)
foi purificado por cromatografia em coluna utilizando como FE silica gel e FM 5:5
hexano:acetato de etila (v/v). O produto obtido 3-(hidroximetil)-4-fenil-2-N-o6xido-1,2,5-
oxadiazol (4), apresentou-se como um o6leo laranja-acastanhado.

i1) Para a segunda etapa de reacdo, em um baldo de 250mL contendo o intermediario (4) e
20mL de diclorometano anidro foi adicionado 1,45 mol de clorocromato de piridinio
(PCC). O meio reacional foi mantido sob agitagdo magnética por 24 horas a temperatura
ambiente. O produto foi isolado diluindo a mistura reacional em 30 mL de 4gua, a qual foi
filtrada e extraida com cloroférmio (6 x 50 mL). Adicionou-se a fase organica sulfato de

sodio anidro para remover resquicios de agua, a qual posteriormente foi filtrada e o



52
Procedimentos Experimentais

solvente evaporado. O intermediario (5) foi purificado por cromatografia por coluna,
utilizando como fase estaciondria silica gel e fase movel diclorometano:éter de petroleo 5:5
(v:v) e apresentou-se como um sélido amarelo claro.

iii)

5.1.3. Sintese dos intermediarios 4-(formilfenoxi)-3-(fenilsulfonil)-2-N-é6xido-1,2,5-

oxadiazol (10a-c)

Esquema 3 - Sintese dos compostos 10a-c

0]

SH O\ o
i S\)J\ ii X o
— OH —>
J (J

®)

l iii

‘0— N O/ \ /
( 10a-c) a=orto )
b= meta
c= para

i) NaOH, CICH,COOH, H20, 3h, 110°C; ii) H,0,, HAc, 24h, t.a.; iii) HNO;, HAc, 45min, 110°C;
iv) 2, 3 ou 4-hidroxi-benzaldeido (a, b ou ¢), DCM anidro, DBU, 2h, t.a.

Procedimento:

1) Em um baldo de duas bocas de 250mL adicionou-se tiofenol (6) (90,7mmol) em 40mL de
agua destilada. Adicionou-se entdo 191mmol de hidroxido de s6dio (NaOH) e a mistura
foi mantida sob agitagdo por 5 minutos. Em seguida, foi adicionado lentamente o acido
monocloroacético (99,8mmol). A reagdo foi mantida em refluxo, a 110°C, sob agita¢ao

por 2 horas. Apds decorrido o tempo, o meio reacional foi resfriado em banho de gelo e o
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iii)

produto precipitado foi filtrado a vacuo e lavado em abundancia com etanol gelado. O
produto formado foi solubilizado em agua destilada e adicionado acido cloridrico 3M,
observando-se a precipitagao de um pé branco.

Em um baldo de 250mL foi adicionado 29,7mmol de 4cido feniltioacético (7) em 20,0mL
de 4cido acético glacial. O meio reacional foi mantido em banho de gelo e foi adicionado
vagarosamente 15,0mL de peroxido de hidrogénio 30%. A reag¢do foi mantida sob
agitacdo constante e temperatura ambiente por 24 horas. Para o isolamento do produto,
100mL de solucao saturada de cloreto de so6dio (NaCl) foi adicionado ao meio reacional e
realizada extragdes utilizando acetato de etila (4 x 15mL). Adicionou-se a fase organica
sulfato de sodio anidro para retirar residuos de dgua e o solvente foi evaporado sob
pressao reduzida.

Foi adicionado em um baldo de 125mL, 16,03mmol do acido fenilsulfonilacético (8) e
10mL de 4cido acético glacial. A reacdo foi resfriada a 0°C e mantida em banho de gelo.
Apbs, adicionou-se lentamente SmL de acido nitrico fumegante 85,7%. A mistura foi
mantida em agitacdo no banho de gelo durante 5 minutos e depois em refluxo a 110°C
por 45 minutos. Decorrido o tempo de reacdo, o meio reacional foi esfriado e adicionou-
se agua destilada gelada. Houve formagdo de precipitado que foi filtrado e lavado com
agua destilada gelada. O precipitado foi recristalizado em uma mistura de acetato de
etila/diclorometano/hexano (1:1:1).

Foi adicionado em um baldo de 50ml, 5,46mmol de 2, 3 ou 4-hidroxi-benzaldeido em
15ml de diclorometano anidro. Apoés, adicionou-se 5,46mmol de 1,8-diazabicicloundec-
7-eno (DBU) e o meio reacional mantido sob agitacdo por 15 minutos. Decorrido o
tempo, foi adicionado 2,73 mmol do 3,4-bis(fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (9),
mantendo-se sob agitacdo constante a temperatura ambiente por 2 horas. Para o

isolamento do produto, realizou-se extragdo com solugdo saturada de bicarbonato de
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sodio (NaHCOs3) (5x30ml). A purificacdo foi realizada com cromatografia em coluna,
utilizando como fase estaciondria silica gel e fase movel diclorometano:éter de petrdleo

(8:2).

5.1.4. Sintese do intermediario 6-formilbenzo|c]-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (13)

Esquema 4 - Sintese do composto 13

(0] (0]
=z =z

o

. .. i

— — O/ =\
0]

N02 NOz \N/

Cl N3
(11) (12) (13)
i) NaN;, DMSO, 1h, 75°C; ii) tolueno, refluxo, 1,5h.

Procedimento:

D)

Em um baldo reacional, foi adicionado a uma solucdo contendo 4-cloro-3-
nitrobenzaldeido (11) (0,054 mol) e 30mL de dimetilsulféxido (DMSO) azida de s6dio
(0,054 mol) em pequenas por¢des para que a temperatura ndo ultrapassasse 80° C. Ao
término da adi¢do, a mistura foi aquecida a 75° C e deixou-se reagir por 1 hora.
Decorrido este tempo, adicionou-se gelo a mistura reacional e a fase aquosa foi extraida
com éter etilico (6 x 70mL). Adicionou-se sulfato de sddio anidro a fase organica, para
eliminacdo de resquicios de agua, que foi filtrada e evaporada sob pressdo reduzida. O
produto 4-azido-3-nitrobenzaldeido (12) foi obtido e apresentou-se como um soélido
amarelo acastanhado.

O composto 12 foi dissolvido em 50mL de tolueno e permaneceu em refluxo por 90

minutos. O solvente foi evaporado e foi adicionado 40mL de acetato de etila juntamente
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com carvao ativado. A mistura foi filtrada, o volume do solvente foi diminuido e entdo
acrescentou-se SO0mL de éter de petroleo, ocasionando a precipitacdo do produto. O

produto foi filtrado apresentando-se como um sélido amarelo ouro.

5.1.5. Sintese do composto final LAPDESF BZFUR-PQ (15)

Esquema 5 - Sintese do composto 15

/O.
\/\)\ N/O\RF
0 N
0 H,N NH Q\/ \/\/L
O/N\ H o+ Ny ’ N NH
o
AN o~
(13) (14) 15)
Procedimento:
Tabela 3 - CondigOes reacionais testadas
Reacao Solvente pH solucdo de pH mistura Temperatura
primaquina reacional
A Etanol 8,0 4,5 Ambiente
B Diclorometano 8,0 4,5 Ambiente
C Diclorometano 10,0 4,5 Ambiente
D Diclorometano 10,0 8,0 Ambiente
E Dimetilformamida 8,0 4,5 Ambiente

Fonte: dados da pesquisa

Em um balado reacional foi adicionado 1,22mmol do intermediario 6-formilbenzo[c]-
N-o6xido-1,2,5-oxadiazol (13) e 5Sml de solvente (etanol, diclorometano ou dimetilformamida).
Separadamente, suspender 1,44mmol de primaquina difosfato (14) em 15ml de solvente. A
essa suspensdo foi adicionado trietilamina at¢é o pH desejado (8 ou 10). A mistura foi
adicionada, gota a gota, no baldo reacional. Ao fim da adi¢do, o pH foi ajustado para 4,5

utilizando-se acido acético glacial. A reacdao foi acompanhada por cromatografia em camada
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delgada (CCD) utilizado como fase estaciondria silica gel e diferentes fases moveis. O tempo

de reagao foi de 48h.

5.1.6. Sintese do composto final LAPDESF FUR-PQ 2 (16)

Esquema 6 - Sintese do composto 16

H2N\/\)\ /N\/\)\
—0 NH NH
+ N

B 2 H,PO | h \\/WO_ ~
N YO 3P0 _
(e} / O/ N—O \ O/
() (14) (16)
Procedimento:

Para a tentativa de sintese do composto (16), utilizou-se as condigdes da reacdo C,
descrita na Tabela 3.

Foi adicionado em um baldo reacional 1,22mmol do intermediario 3-formil-4-fenil-N-
oxido-1,2,5-oxadiazol (5) e 5Sml de diclorometano. Separadamente, foi preparada uma
suspensao de 1,44mmol de primaquina difosfato (14) e 15ml de solvente, na qual foi
adicionado trietilamina até o pH 10. A solugdo obtida foi adicionada, gota a gota, no baldo
reacional. Ao fim da adig¢do, o pH foi ajustado para 4,5 utilizando-se acido acético glacial. A
reacdo foi acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD) utilizado como fase

estaciondria silica gel e diferentes fases méveis. O tempo de reacao foi de 48h.
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5.1.7. Sintese do composto final LAPDESF FUR-PQ 6 (17)

Esquema 7 - Sintese do composto 17

=N
=0 HN\/\/L 0 \_\—(
Q o 2 NH S0
. , o H =N NH
~-NO N \
0" o

s 0 + N
© NI+ N 2 HyPO,. ||
O *O' = O/
O_
(10b) (14) (17
Procedimento:

Para a tentativa de sintese do composto (16), utilizou-se as condigdes da reagao C,
descrita na Tabela 3.

Foi adicionado em um baldo reacional 1,22mmol do intermediario 4-(3-formilfenoxi)-
3-(fenilsulfonil)-2-N-o6xido-1,2,5-oxadiazol (10b) e Sml de diclorometano. Separadamente, foi
preparada uma suspensdao de 1,44mmol de primaquina difosfato (14) e 15ml de
diclorometano, na qual foi adicionado trietilamina at¢ o pH 10. A solugdo obtida foi
adicionada, gota a gota, no baldo reacional. Ao fim da adi¢do, o pH foi ajustado para 4,5
utilizando-se 4cido acético glacial. A reacao foi acompanhada por cromatografia em camada
delgada (CCD) utilizado como fase estacionaria silica gel e diferentes fases moveis. O tempo

de reacao foi de 48h.
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5.1.8. Sintese dos compostos finais LAPDESF FUR-TS 1, FUR-TS 3 e FUR-TS 5 (19a-c)

Esquema 8 - Sintese dos compostos 19a, 19b e 19¢
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Procedimento:

Adicionou-se em um baldo reacional de 25ml 0,58mmol dos intermediarios 10a, 10b

ou 10c e 15ml de etanol para formar uma suspensdo. Separadamente, 0,87mmol de cloridrato

de semicarbazida (18) foi solubilizada em 2ml de agua destilada. A solucdo foi adicionada

lentamente ao baldo. Ao fim da adicdo, o pH do meio reacional foi ajustado entre 4,5 — 5

adicionando-se acetato de sodio (CH3COONa). A reacao acompanhada por CCD utilizando

silica gel como fase estaciondria e fase movel diclorometano:metanol 98:2 (v/v) e mantida sob

agitacdo por 12h. O produto formado foi filtrado a vacuo e lavado com etanol gelado.
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5.1.9. Sintese dos compostos finais LAPDESF FUR-TS 2, FUR-TS 4 e FUR-TS 6 (21a-c)

Esquema 9 - Sintese do composto 21a, 21be 21c

i) EtOH; AcONa; 12h; t.a.
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(10a-c) a=para (20) (21a-c) a=para
b=meta b=meta
c=orto c=orto
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NH,

Procedimento:

Em um baldo de 25ml, foi adicionado 0,58mmol dos intermediarios 10a, 10b ou 10c

em 15 ml de etanol para formar uma suspensdo. Separadamente,

0,87mmol de

tiossemicarbazida (20) foi solubilizada em 2ml de agua destilada e duas gotas de acido

cloridrico 37%. A solugdo foi adicionada lentamente ao baldo. Ao fim da adi¢dao, o pH do

meio reacional foi ajustado entre 4,5 — 5 adicionando-se acetato de sodio (AcONa). A reacao

foi acompanhada por CCD utilizando silica gel como fase estacionaria e fase movel

diclorometano:metanol 98:2 (v/v) e mantida sob agitacdo por 12h. O produto formado foi

filtrado a vacuo e lavado com etanol gelado.
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5.2. Ensaios

5.2.1. Avaliacio in vitro da atividade tripanossomicida em formas epimastigotas de

Trypanosoma cruzi

A avaliacdo da atividade tripanossomicida em formas epimastigotas de 7. cruzi dos
compostos sintetizados foi realizada no laboratério de Imunologia e Biologia Molecular da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Araraquara — UNESP, Departamento de Ciéncias

Biologicas, com a colaboragdo da Prof. Dra. Regina Maria Barretto Cicarelli.

5.2.1.1. Cultivo de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi

A cultura cepa Y de 7. cruzi foi mantida em meio LIT (Liver Infusion Tryptose), cuja
composi¢ao era: NaCl 68,4 mM KCI 5,4 mM; Na2HPO4 56,3 mM; dextrose 111 mM e
infusdo de figado Broth 0,3%, Tryptose 0,5% e Haemin 25 mg/L. Apos observar auséncia de
contaminac¢do na cultura de 7. cruzi, os parasitas foram tratados, adicionando em tubo de 1,5
mL, 0,5 uL. de formol (imobiliza¢do dos parasitas), 19 pL de meio de cultura; 1 pulL. de

parasita (diluicao 1:20) para contagem em camara de Neubauer.

5.2.1.2. Preparo das solu¢des dos compostos a serem testados pelo método colorimétrico

utilizando MTT

O teste colorimétrico utilizando MTT foi descrito por Muelas-Serrano et al. (2000),
utilizando formas epimastigotas de 7Trypanosoma cruzi (cepa Y).

Os testes foram realizados em triplicata em placas de poliestireno (placas de Elisa)
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com 96 pogos estéreis e com tampa (placas de Elisa), na camara de fluxo laminar. Para cada

placa foram ensaiados 2 compostos. A Figura 24 representa a placa de Elisa de 96 pogos.

Figura 24 - Representacdo da placa utilizada para ensaio de atividade

Composto 1 Composto 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

substincia, meio de cultura com parasita (107 parasitas por mL)
. substancia e meio de cultura (branco)

parasitas

. meio de cultura

Para o teste foram colocados 3 pL da substiancia em cada concentracio
desejada (concentragdes finais): A= 100 ug/mL; B= 50 pg/mL; C=25 pg/mL; D=10 pg/mL;

E=5 pg/mL; F=2,5 pg/mL; G=1 pg/mL; H= controle sem substancia, ndo ultrapassando o
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limite de 3% de DMSO, uma vez que porcentagens superiores mostram-se toxicas para o
parasita.

Foram adicionados 3 pL. de cada uma das concentragdes nos pogos (fileiras A a G,
colunas 1 a 6). A seguir adiciona-se 97 ul de meio LIT contendo as formas epimastigotas de
T. cruzi (fase log) nas colunas 1, 2 e 3 e apenas 97 pl de meio LIT nas colunas 4, 5 ¢ 6. A
fileira H corresponde aos seguintes controles: colunas 1 a 3 contendo somente parasitas, sem
substancia; colunas 4 a 6 contendendo somente meio de cultura, sem substancia.

A placa foi incubada em cdmara imida a 28 °C por 72 horas. A seguir, adicionou-se
10uL de solugdo MTT/PMS (2,5 mg/mL de MTT e 0,22 mg/mL de PMS) em todos os pocos
e a placa foi incubada ao abrigo da luz por 75 minutos a 28° C, quando ocorre a reducao do
MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lio] em um produto colorido,
formazan, através da acdo da enzima succinato desidrogenase das mitocondrias. O PMS
(metanossulfonato de fenazina) foi empregado como carregador intermedidrio de elétrons
para intensificar a rea¢do de redug¢do durante a incubagdo, e consequentemente, o
desenvolvimento de coloragdo (DUTTA et al., 2005).

Colocou-se entdo 100 pL da solugcdo 10% SDS-0,0IN HCI, com o objetivo de
dissolver os cristais de formazan, incubando a temperatura ambiente por 30 minutos ao abrigo
da luz.

A leitura da densidade otica (DO) foi realizada em espectrofotometro (Leitor de
ELISA — BioRad) a 595 nm e os resultados foram obtidos em absorvancia. O ICs
(concentracdo capaz de matar 50% dos parasitas) foi calculado a partir da regressdo linear dos

valores obtidos espectrofotometricamente.
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5.2.2. Avaliacdo da citotoxicidade em macrofagos e atividade tripanossomicida em

formas amastigota intracelular de Trypanosoma cruzi

5.2.2.1. Animais

Foram utilizados camundongos adultos Swiss albino (20 — 35 g). Eles estavam
alojados em gaiolas sobre ciclo claro-escuro (12h/12h) em um biotério com temperatura
controlada (22+2°C). Os animais ndo foram privados de racdo e agua. Todos os experimentos
foram realizados de acordo com os guias atuais de cuidados de animais de laboratdrio e guias

éticos para experimentos em animais.

5.2.2.2. Obtenc¢ao de macréfagos

Os animais foram previamente inoculados, por via intraperitoneal (IP), com 3mL de
solugdo de tioglicolato de sodio a 3%. Decorridas 72 horas de estimulo, os animais foram
eutanasiados, em camara de CO2. O peritonio foi entdo exposto em fluxo laminar para a
retirada do exsudato peritoneal. Em seguida, foram administrados 5,0mL de solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS) estéril. Ap6s aguardar cinco minutos, massageando por um
minuto o peritonio, para desprendimento dos macrofagos, e o exsudato foi coletado com uma
pipeta de Pasteur e dispensado em tubo conico estéril para preparo da suspensao celular.

As células retiradas do exsudato peritoneal foram lavadas trés vezes com 5,0mL de
solugdo PBS e centrifugadas (400xg/10 minutos), em temperatura ambiente. As células
sedimentadas foram entdo ressuspendidas em meio de cultura RPMI completo, contendo 10%
de FBS, 2-mercaptoetanol (2x10-5M), penicilina (100U/mL), estreptomicina (100UI/mL). O

numero de células foi determinado utilizando-se camara hemocitométrica de Neubauer, e azul
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de tripan como corante.

5.2.2.3. Determinacao da citotoxicidade em macrofagos (SANTOS, 2012)

Utilizou-se como ensaio para determinagdo da viabilidade celular pelo método
colorimétrico de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) em
microplaca de 96 pocos. As células obtidas no exsudato peritoneal dos camundongos foram
incubadas na microplaca de 96 pogos, na concentragio de 1x10” células, no meio RPMI
completo, durante 4 horas a 37°C e 5% de CO,. Apds esse tempo, foi realizada a troca do
meio e adicionado os compostos LAPDESF Fur-TS 1-5 em diferentes concentragdes e nova
incubagdo por 24 horas a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO,. Apods o tempo de
incubag¢do, 100uL de solucdo de MTT (2.5 mg/mL) foi adicionado em cada um dos pogos. A
placa ¢ entdo incubada por 3 horas a sob as mesmas condigdes. Apds esse periodo, os cristais
de formazan foram dissolvidos em 100uL de alcool isopropilico e A leitura da absorbancia foi
realizada utilizando-se espectrofotometro UV/Visivel com comprimento de onda (L) de 595
nm. Utiliza-se como controle positivo células e controle negativo meio de cultura. Os
resultados foram apresentados como IC50, que € a concentragdo necessaria para inibir o

crescimento celular em 50%.

5.2.2.4. Cultura de parasita

As formas tripomastigotas do 7. cruzi, cepa Y sdo mantidas “in vitro” em meio de
cultura liver-infusion tryptose (LIT) e “in vivo” em camundongos Swiss, no laboratério de

parasitologia da Faculdade de Ciencias Farmacéuticas — UNESP — Araraquara.
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5.2.2.5. Avalia¢ao da atividade tripanossomicida em formas amastigotas intracelular de

T. cruzi

Os macrofagos obtidos foram plaqueados na concentragio de 3x10° células por poco,
em laminulas redondas (13 mm de didmetro), previamente colocadas em placas de 24 pogos,
em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de FBS. As placas foram deixadas para
aderéncia do macréfago por 4 horas a 37°C em atmosfera de 5% de CO,. Apos, os
macrofagos aderidos foram infectados com formas tripomastigotas de 7. cruzi em fase
estacionaria de crescimento, na propor¢do de 10:1 (parasitas:macrofago) e incubados por 24
horas nas mesmas condigdes descritas anteriormente. O meio foi descartado e adicionado 500
uL de meio RPMI e tratados com diferentes concentragdes dos compostos LAPDESF Fur-TS
1 — 6, sendo incubados por 24 horas nas condi¢des ja descritas. Apos decorrido o tempo, o
meio foi descartado, foi feita uma lavagem com PBS e entdo adicionado 300 pL. de metanol,
para fixar os macrofagos nas laminulas por cinco minutos, retirado e depois as laminulas
foram coradas com corante Giemsa. Apos secagem, as laminulas foram fixadas em laminas
com resina.

O indice de infec¢do ¢ determinado pela multiplicacdo da porcentagem de macrofagos
infectados pela média de amastigotas intracelular por célula infectada. A concentragdo que
causa diminui¢do de 50% no indice de infec¢do comparado ao controle é determinada por

analise de regressao linear dos dados transformados em logaritimo.

5.2.3. Deteccao quantitativa de nitrito (SORBA et al., 1997)

Uma solucdo dos respectivos compostos finais, intermediarios e padrao (20 pL) em

DMSO foi adicionada a tubos contendo 3 mL de tampao fosfato 50 mM (pH 7,4) na na
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presenca de 5 mM de cisteina. A concentragdo final do composto em cada tubo foi de 10™M.
Estas solug¢des foram mantidas a uma temperatura de 37 °C durante 1 hora. Posteriormente,
essas solugdes foram tratadas com 750 pl. do reagente de Griess. Apds 10 minutos a
temperatura ambiente para que ocorresse a reagdo, mediu-se a absorbancia em 540 nm. Os
experimentos foram realizados em triplicata e repetidos 3 vezes em dias distintos. Os

resultados foram expressos como porcentagem nitrito (NO,") mol/mol + erro padrao da média.

5.2.3.1. Preparacao do tampao fosfato 50 mM (pH 7,4) contendo 5 mM de cisteina

Em 80 mL de dgua destilada solubilizou-se 0,68 g de fosfato de potassio monobasico e
600 mg (5 mM) de cisteina. O pH da solugdo foi ajustado para 7,4 com hidroxido de sodio
10% ou acido cloridrico 10%. O volume foi completado, em baldo volumétrico, para 100 mL

com agua destilada e o baldo foi protegido da luz.

5.2.3.2. Preparacio do reagente de Griess

Em baldo volumétrico de 50 mL adicionou-se 2 g de sulfonamida, 0,1 g de dicloridrato

de N-naftiletilenodiamina, 10 mL de 4dgua destilada e 5 mL de 4cido fosfoérico. O volume final

do balao foi completado para 50 mL.

5.2.3.3. Preparacao da curva analitica

Para constru¢do da curva analitica foram preparadas solugdes-padrdo de nitrito de

sodio nas concentragdes de 0,5-80 nmol/mL. Apds adicdo de reagente de Griess, a mistura foi
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mantida em repouso a temperatura ambiente por 10 minutos. Os valores de absorbancia foram

medidos em espectrofotometro no comprimento de onda de 540 nm.

5.2.4. Avaliacdo in vivo da mutagenicidade dos compostos sintetizados pelo teste de

micronucleo

Para a avaliacdo da mutagenicidade in vivo dos compostos sintetizados e padrdes
utilizou-se camundongos machos da espécie Mus musculus (Swiss albino) com
aproximadamente 30g de peso corporeo, provenientes do Biotério Central da Universidade
Estadual Paulista — Unesp. Os animais foram mantidos em gaiolas durante o periodo de
tratamento, com agua e alimento ad [libitum, ciclo claro/escuro de 12 horas e temperatura de
23+ 2 °C.

Para os tratamentos foram utilizados grupos de 5 animais. Cada grupo recebeu 25, 50 e
100 mg/Kg dos compostos sintetizados via gavage. Foi estabelecido um grupo controle
positivo, no qual os animais foram tratados via intraperitoneal com ciclofosfamida (50 mg/kg
p.c.). O grupo controle negativo recebeu via gavage 0,3 ml da suspensao de goma arabica 5%

e o grupo controle branco foi tratado apenas com agua.

5.2.4.1. Preparo das laminas com laranja de acridina (acridine orange)

As laminas (bem limpas) foram aquecidas em uma placa aquecedora a
aproximadamente 70 °C. Com as laminas quentes, colocou-se 10 puL de solugdo de laranja de
acridina (1 mg/ml) sobre a lamina e fez-se o espalhamento utilizando a extremidade de outra
lamina bem limpa. As laminas foram secas ao ar e guardadas em caixa apropriada, a

temperatura ambiente, em local escuro, por pelo menos 24h.
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5.2.4.2. Obtencio do sangue e preparo das células

Com o auxilio de uma agulha, perfurou-se a cauda do animal, coletando-se 10 uL de
sangue (uma gota) e depositando-o no centro da ldmina previamente preparada com laranja de
acridina, cobrindo-a com laminula. As laminas com o material bioldgico foram mantidas a —
20 °C e no escuro por no minimo 24 horas antes da analise citoldgica, propiciando uma
melhor agdo do corante.

A andlise citoldgica das laminas contendo o sangue periférico dos animais foi efetuada
o mais rapido possivel, para evitar a deterioragdo do material. Esta analise deve ser realizada
em microscopio de fluorescéncia, combinando luz azul (488 nm) e filtro amarelo. Foram

contados 2000 reticuldcitos por animal e anotadas as frequéncias de células micronucleadas.

5.2.4.3. Analise estatistica dos resultados

Apods a andlise citologica das laminas contendo amostras do sangue periférico dos
camundongos tratados com os compostos, foram calculadas as frequéncias médias de células
micronucleadas, bem como os desvios padrido para cada um dos grupos de tratamento. A
partir destes resultados foi aplicado um teste de Analise de Varidncia (ANOVA). Nos casos
em que p < 0,05, as médias de tratamentos foram comparadas pelo método de Tukey, com o
calculo da diferenga minima significativa para o = 0,05. Os testes estatisticos foram

realizados com o software estatistico PRISMA.
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6. RESULTADOS OBTIDOS E DISCUSSAO

6.1. Sintese dos compostos da série 1 e série 2

A formacao dos compostos das séries 1 e 2 baseou-se no mecanismo de formagao de
Bases de Schiff, ou seja, formagdao do grupamento imina. O método mais utilizado para a
sintese de iminas é através da reagdo de aldeidos e aminas primarias. E uma reagio catalisada
por acido que ocorre em duas etapas. A primeira etapa consiste no ataque nucleofilico a
carbonila da funcdo aldeido pela amina, formando um intermediario tetraédrico neutro,
chamado de carbonilamina, que se mantem em equilibrio entre suas duas formas protonadas.
A segunda etapa consiste em uma reacdo de eliminagdo, na qual o intermedidrio quartenario

perde uma molécula de 4gua (SOLOMONS, 2011; BRUICE, 2004) (Esquema 10).

Esquema 10 - Mecanismo de formag¢ao de iminas a partir da rea¢ao entre aldeidos e aminas

(5 ) 17 T
R1—< + HN—R, == R1—T—T+_R2‘: RW_T_N_RZ
H ot H OH

u H;0"
. OH/\O«/ wo |
H;0t  + \C:N—R — \C—N+ = R*_C_H_Rz
e / 0\ C\ )
R R, OH,"

Fonte: Adaptado de Solomons, 2011

Para a sintese dos compostos propostos, prepararam-se os respectivos intermediarios
aldeidos previamente sintetizados e caracterizados por Santos (2009), Bosquesi (2013) e
Dutra (2013), sendo a identificagdo estrutural dos compostos comparada com os dados

obtidos da literatura.
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6.1.1. Sintese dos derivados furoxinicos e benzofuroxanicos

Schonaefinger (1999), descreve que as vias sintéticas mais frequentemente utilizadas
para preparacao do nucleo N-oxido-1,2,5-oxadiazol sdo: a) Oxidagdo de [KS2][KS3]dioximas
com reagentes como hipoclorito de sédio ou K3Fe(CN)6; b) Termodlise de o-nitroazidas; c)
dimerizacdo de nitrilas N-6xidos; d) Oxidagdo de o-amino-nitroderivados; e) Reacdo de

alcenos com N»Os.

6.1.1.1. Sintese do intermediario 4-formil-3-metil-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (2)

O mecanismo de formagdo do nucleo furoxdnico neste composto esta descrito no
Esquema 11, segundo Santos (2009). A sintese ocorreu da reagdo do crotonaldeido com nitrito

de sédio em 4cido acético glacial, conforme metodologia descrita no item 5.1.1.

Esquema 11 - Mecanismo de formacao do composto 2

2NaNO, + 2 H;CCOOH === N,03 + 2NaAc + H,0

OQ (o) o\ //o
T
C\ NOy —» / p = ¢ //o >E>\‘
\) N* N\ - N\\
O O o

—o0
Z\O/Z\%
\
z
\K‘/
Q o
' I
—0
G
b4 /Z
o o/

{ K
1 ” ’
[e] OH [e] OH. [e]
| | (/ |
N N /N\
\ \o = \ o] — o)
/ C/ /
N N\ N\*
\OH o O

Fonte: Adaptado de Santos, 2009
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O produto formado foi obtido como um o6leo laranja acastanhado e apresentou baixos
rendimentos globais, abaixo de 20%, apos purificacdo por cromatografia por coluna. O baixo
rendimento pode ser explicado pelo fato dos subprodutos formados durante a reacdo possuir
fator de retencdo (Rf) muito préximo do produto formado, que apresenta um Rf = 0,125,
sendo o mesmo revelado com 2,4- dinitrofenilhidrazina (Revelador de Brady), que reage com
aldeidos por condensagdo, sendo o produto formado de cor amarela alaranjado. Apds a
purificagdo, o produto foi caracterizado por RMN 'H e "*C.

O espectro de RMN 'H (Espectro 1) apresentou um singleto com deslocamento em &
9,81 ppm, integrando para um hidrogénio, referente ao hidrogénio 5 da fun¢do aldeido.
Também apresentou um singleto com deslocamento em & 2,43, integrando para trés

hidrogénios, referente aos hidrogénios da metila, na posicao 1.

Espectro 1 - Espectro de RMN '"H do composto 2 (300MHz; acetona)
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Fonte: dados da pesquisa

No espectro de RMN '*C (Espectro 2) observa-se os seguintes sinais e seus
respectivos carbonos: & 170,67 (C4); 156,9 (C3); 110,42 (C2); 14,19(C1) ppm. Destacam-se

os sinais referentes ao deslocamento quimico da carbonila do aldeido (C4) e o carbono da
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metila (C1). Os sinais observados nos deslocamentos quimicos referentes ao C2 e C3
correspondem aos carbonos do anel furoxanico. Essa diferenca de deslocamento quimico
entre esses carbonos existe devido ao efeito protetor que o oxigénio da subunidade N-6xido
realiza no carbono 2, que ocorre pelo efeito ressonante, conforme mostrado na Figura 25

(CERECETTO et al., 1999; SANTOS, 2009).

Espectro 2 - Espectro do RMN "*C do composto 2 (75MHz, acetona)
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Fonte: dados da pesquisa

Figura 25 - Efeito protetor em C2 devido a presenca da subunidade N-6xido
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Fonte: Adaptado de Santos, 2009
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6.1.1.2. Sintese do intermediario 3-formil-4-fenil-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (5)

A sintese para obten¢do do composto 5 ocorreu através de duas etapas sintéticas. Na
primeira, o alcool cindmico foi reagido com o nitrito de sédio em meio acido para a formacgao
do composto 4, conforme descrito no sub-item (i) do item 5.2. O mecanismo da formacao do
nucleo furoxanico, de acordo com Santos (2009), ocorre da mesma maneira do composto 2,
por reacdes entre um alceno e o trioxido de nitrogénio (N,Os3). A hidroxila presente auxilia na
estabilizacdo da carga negativa do oxigénio, através de ligagcdo de hidrogénio intramolecular

(Esquema 12).

Esquema 12 - Mecanismo de formacgdo do composto 4

2NaNO, + 2 H;CCOOH -«—» 2HNO, + 2 NaAc <«—» N,O3 + H,0

OH o OH OH O OH

OH OH OH O OH

Fonte: Adaptado de Santos, 2009

O produto foi purificado por cromatografia em coluna e o produto apresentou-se com

solido amarelo. O rendimento ap6s a purificagdo foi de 70%. O composto foi analisado por
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CCD e apresentou Rf=0,8. A caracterizagdo quimica foi realizada através de espectrometria
de RMN 'He "C.
O espectro de RMN de 'H (Espectro 3) apresenta deslocamentos quimicos em & 7,97

(m; H5; 2H); 7,81 (m; H6 e H7; 3H); 4,72 (s; H1; 2H) ppm.

Espectro 3 - RMN "H do composto 4 (400 MHz; acetona)
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Fonte: dados da pesquisa

O espectro de RMN "°C obtido para o composto 4 (Espectro 4) apresenta sinais de
deslocamentos quimicos referentes aos carbonos do anel aromatico em 6 126,9 (C4), 128,3
(C5e(C9), 129,9 (C8 e C6), 131,9 (C7), além do deslocamento em 52,8 referente ao carbono
metilénico (C1). Destacam a diferenca de deslocamento entre o carbono 2 que apresenta a
subunidade N-6xido e o carbono 3 (d 115,78 e 157,8 ppm, respectivamente), explicado pelo
mecanismo de prote¢do do carbono 2 pela subunidade N-6xido, efeito ndo observado no

carbono 3.
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Espectro 4 - Espectro °C do composto 4 (100 MHz, acetona)
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Fonte: dados da pesquisa

Posteriormente, o composto 4 foi oxidado para a formagao do composto 5. A funcdo
foi oxidada a funcdo aldeido utilizando o agente oxidante clorocromato de piridineo (PCC),
utilizando como solvente para reacdo diclorometano anidro, conforme descrito no subitem (ii)
do item 5.2. O PCC ¢é um agente oxidante utilizado quando se busca uma oxida¢ao branda, ou
seja, a oxidacdo da fungdo alcool ocorre até a funcdo aldeido. O mecanismo de oxidagdo esta

descrito no Esquema 13.
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Esquema 13 - Mecanismo de oxidag¢ao utilizando PCC
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Fonte: Adaptado de Solomons, 2011

Ap0s purificagdo por cromatografia em coluna, obteve-se um produto solido de cor
amarelo claro, com rendimento global de 22%. O produto apresentou Rf = 0,8 em CCD,
utilizando como fase mével hexano:acetato de etila 5:5 (v/v) e para confirmacdo a mancha foi
revelada com Revelador de Brady.

A caracterizagio quimica foi realizada por espectrometria de RMN de 'H e por
espectrofotometria de IV. No espectro de RMN 'H (Espectro 5) foi observado o
desaparecimento do deslocamento quimico do carbono metilénico e o aparecimento do
deslocamento em d 9,98 que aparece como um simpleto, integrando para um hidrogénio, o
qual foi atribuido ao hidrogénio da fungdo aldeido e os deslocamentos quimicos em & 7,91
(dubleto; Jorto = 8,6 Hz) referentes ao hidrogénio HS, os quais integram para dois
hidrogénios e o deslocamento quimico em 6 7,55 (multipleto; Jorto = 8,2 Hz) foi atribuido

para os hidrogénios H6 e H7 e integram para trés hidrogénios.
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Espectro 5 - Espectro RMN de 'H do composto 5 (300 MHz; cloroférmio)
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No espectro de IV (Espectro 6), é possivel observar a banda do estiramento da ligagdo

C=0 da funcio aldeido em 1707 cm™ e também a banda da ligagio C-H aldeidica, na regido

de 2852 cm™.
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Espectro 6 - Espectro de infravermelho do composto 5
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Fonte: dados da pesquisa

6.1.1.3. Sintese dos intermediarios 4-(formilfenoxi)-3-(fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-

oxadiazol (10a-c)

A primeira etapa de formagao dos compostos 10a-c € a sintese do acido feniltioacético
(7). A primeira etapa da reagdo consiste na desprotonagao do tiofenol, com o auxilio de uma
base, para a formacao do anion tiofendxido (22), um bom nucleofilo. O anion ataca o carbono
sp3 do acido monocloroacético (23), formando o composto intermediario (24), que apos a
saida do 4tomo de cloro, forma o composto (7), por uma reacdo de substituicdo nucleofilica

SN» (Esquema 14). A reagdo apresentou rendimento de 87%.
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Esquema 14 - Mecanismo de formagdo do composto (7)

RTINS NP

(22) (23) (24) (7

y/\ OH
SH
—
©)

O composto (7) foi caracterizado quimicamente por RMN de 'H (Espectro 7), que
apresenta deslocamentos quimicos em 6 7,32 integrando para 4 hidrogénios (multipleto; H2 e
H3), 0 7,20 integrando para 1 hidrogénio (multipleto; H1) e & 3,79 integrando para 2
hidrogénios (singleto; HS5). Segundo Santos (2009), o sinal referente dos hidrogénios da
metila do &cido monocloroacético (23) apresentam deslocamento quimico em 6 4,32 ppm. No
composto formado, o sinal destes hidrogénios encontra-se em 6 3,79. A mudanca de
deslocamento ocorre devido a maior desprotecdo dos hidrogénios no composto 23,

ocasionado pela maior eletronegatividade do atomo de cloro.
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Espectro 7 - Espectro de RMN 'H do composto 7 (300 MHz, DMSO)
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Fonte: dados da pesquisa

Apbs, o composto (7) foi oxidado para formacgdo do grupamento sulfona, originando o
acido fenilsulfonilacético (8). A oxidag@o ocorreu utilizando o peréxido de hidrogénio a 30%
em 4acido acético glacial, conforme procedimento descrito no item 5.3. O rendimento da
reagio foi de 94%. O composto formado foi identificado por RMN 'H (Espectro 8). Os
hidrogénios da metila na posicao 5 apresentam deslocamento em & 4,49 ppm, o que difere do
deslocamento dos hidrogénios desta posicdo do composto (7). Essa diferenca ocorre pelo fato
da maior desprote¢do destes hidrogénios, devido a presenca dos 4&tomos de oxigénio do grupo

sulfona.
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Espectro 8 - Espectro de RMN de 'H do composto 8 (300MHz, DMSO)
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Fonte: dados da pesquisa

O composto (8) entdo foi reagido seguindo-se a metodologia descrita por Farrar
(1964), na qual utiliza-se acido acético glacial e 4cido nitrico 98% para a obtenc¢do do
composto 3,4-bis(fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (9). Embora ndo existam relatos do
mecanismo dessa reacdo na literatura, acredita-se que a reatividade do carbono metilénico
deva ser explorada, através de uma reacao de descarboxilagdo e com mecanismo semelhante
as reagoes periciclicas (SANTOS, 2009).

A reacdao apresentou rendimento de 37%, sendo o produto um solido branco
esverdeado com faixa de fusdo de 140°C — 142°C.

No espectro de RMN 'H (Espectro 9), apenas hi a presenca dos deslocamentos

quimicos na regido comum aos hidrogénios aromaticos ¢ heteroaromaticos (9,0 a 6,0ppm), o
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que indica a auséncia de hidrogénios alifaticos neste espectro. Os deslocamentos quimicos
presentes sao o 8,13-8,09 ppm (H3 e HS), 6 7,96-7,88 ppm (H1 e H10) e & 7,80-7,60ppm (H2

e H9).

Espectro 9 - Espectro de RMN de 'H do composto 9 (300MHz, DMSO)
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Fonte: dados da pesquisa

O 3,4-bis(fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (9) foi reagido com o 2-
hidroxibenzaldeido, em meio bésico, para formac¢ao do composto 4-(2-formilfenoxi)-3-
(fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (10a), com o 3-hidroxibenzaldeido para formagao
do 4-(3-formilfenoxi)-3-(fenilsulfonil)-2-N-6xido-1,2,5-oxadiazol (10b) e com o composto 4-
hidroxibenzaldeido para formacdo do composto 4-(4-formilfenoxi)-3-(fenilsulfonil)-2-N-

oxido-1,2,5-oxadiazol (10c). A funcdo fenol é desprotonado com o auxilio de uma base forte,
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como o DBU, transformando-se em anion fenoxido que atua como nucleoéfilo, inicialmente se
adicionando ao carbono heteroaromatico, para posteriormente eliminar o grupamento sulfona
que pode se decompor em SO, e benzeno. A reacdo ocorre por um mecanismo de adi¢do-
eliminagdo e envolve a formagdo de carbanion com elétrons delocalizados (complexo de

Meisenheimer) (Esquema 15).

Esquema 15 - Mecanismo de reacdo dos compostos 10a-c

Os espectros de 'H dos intermediarios 10a-c (Espectros 10, 11, 12 ¢ 13) apresentaram
sinais de hidrogénios aromadticos e os singletos que representam o sinal dos hidrogénios da

funcao aldeido (6 10,20ppm, 6 10,03ppm e & 10,03ppm, respectivamente).
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Espectro 10 — Espectro de RMN de 'H composto 10a (300MHz, cloroférmio)

= o = o o = =
= (=] = (=] (=] = = = = = = = = = = =1
L - "y i~ -t = o] = = o = [ = = [ —
- - L - - - o oo P o LM - (a ] ~ Ll Lo 1
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
o
l -
ﬁ =
P
) -
R e R L
) o
-
=
- u
SH 1 E
o ) <
o -
THE =
5L R
el
LY L
69¢ 3 ™
T .
PR 1 —_— | _ z
e e e A ——t= = TECE
see I - ﬁ'{"{
o8z S— — - e
ze'f_-"F <
55
%‘zj
ihﬁ:z L o
86
ET'8-
18-
T8
LTB- 3 =
bl
0z —
F =
]
-9

Fonte: dados da pesquisa

RMN 'H do composto 10a: & 10,20ppm (H1; s); & 8,15 (H11 e H15; dd) & 7.97ppm (H3; dd);

0 7,80ppm (H13; tt;); 6 7,69ppm (HS, H12, H14;m); & 7,49ppm (H4 e H6)
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Espectro 11 - Ampliagao do espectro de 1H do composto 10a
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Espectro 12 - Espectro de RMN de 'H do composto 10b (300MHz, cloroformio)
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Fonte: dados da pesquisa
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RMN 'H do composto 10b: & 10,03ppm (H1; s); 6 8,10 (H11 e H15; d) & 7,86ppm (H3; m); 6

7,83ppm (H12, H13, H14 ; t); 6 7,66ppm (H5, H6, H7;t).
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Espectro 13 - Espectro de RMN de 'H do composto 10c (300MHz, cloroformio)
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Fonte: dados da pesquisa

RMN 'H do composto 10c: & 10,03ppm (H1; s); 6 8,03 (H3, H7, H11 e H15; m) ¢ 7,92ppm (H13; tt);

0 7,75ppm (H12, H14; tt); 6 7,66ppm (H4 e H6; d).
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Nos espectros de RMN de °C dos compostos 10a-c (Espectros 14, 15 e 16), destacam-
se os sinais dos carbonos das carbonilas da funcdo aldeido (& 188ppm, 6190,5ppm e o
193,5ppm, respectivamente) e também os sinais referentes aos carbonos do anel furoxanico,
C8 (6152,6ppm, 6153,3ppm e 3158,65ppm, respectivamente) e C9 (3114,6ppm, 6110,6ppm e

0112,9ppm, respectivamente).
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Espectro 14 - Espectro de RMN de "°C do composto 10a (75MHz, cloroférmio)
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Fonte: dados da pesquisa

RMN de "*C do composto 10a: §188ppm (C1); 5158,6ppm (C7); 5152,6ppm (C8); 8137,7 (C10);
8136ppm (C13); 6135,9ppm (C2); 6132,4ppm (C3), 6129,8ppm (C11 e C15); 5129ppm (C12 ¢ C14);

8127,5ppm (C5); 8127,3ppm (C4); 0121,6ppm (C6); 6114,6ppm (C9)
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Espectro 15 - Espectro de °C do composto 10b (75MHz, cloroférmio)
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Fonte: dados da pesquisa

RMN de "C do composto 10b: §190,5ppm (C1); 8157,8ppm (C4); 5153,3ppm (C8); 3138,2 (C10);
6137,8ppm (C2); 6135,8ppm (C13); 6130,9ppm (C6), 5129,8ppm (C11 e C15); 6128,6ppm (C12 ¢

C14); 6128,3ppm (C7); 6125,7ppm (C4); 8119,8ppm (C3); 6110,6ppm (C9).
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Espectro 16 - Espectro de RMN de "*C do composto 10c (75MHz, cloroférmio)
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Fonte: dados da pesquisa

RMN de "C do composto 10c: 5193,5ppm (C1); 5158,9ppm (C5); §158,65ppm (C8); 5138,2 (C10);
6137,8ppm (C13); 5135,6ppm (C2); 6133,2ppm (C3 e C7), 6131,6ppm (C11 e C15); 5130,1ppm (C12

e C14); 6121,3ppm (C4 e C6); 5112,9ppm (C9).
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6.1.1.4. Sintese do intermediario 6-formilbenzo[c]-N-6xido-1,2,5-0xadiazol (13)

A formagdo do composto 6-formilbenzo[c]-N-0xido-1,2,5-oxadiazol (13) ocorreu em
duas etapas, onde a primeira consiste na reacao entre 4-cloro-3-nitrobenzaldeido (11) e azida
de sodio, obtendo-se o composto 4-azido-3-nitrobenzaldeido (12) que, apos refluxo em
tolueno, forneceu o intermediario (13).

A primeira etapa da sintese do nuicleo benzofuroxano ocorre através de uma reacao de
substituicdo nucleofilica aromatica onde o 4tomo de cloro do composto (11) ¢ substituido por
um grupo azido. A segunda etapa envolve um rearranjo molecular (ciclocondensagdo), que
ocorre com aquecimento, com liberacdao de nitrogénio gasoso (MARCH, 2007). O Esquema

16 demonstra o mecanismo de obtenc¢ao do derivado benzofuroxanico.

Esquema 16 - Mecanismo de sintese do composto 13

o] o]
O,N ON
[N=N*=N] TN H _ H
N‘L‘-:*N+
o
Cl =y

O produto obtido apresentou-se como um s6lido amarelo ouro e foi identificado por
CCD, apresentando uma mancha com Rf de 0,75, faixa de fusdo entre 69 — 72,3° C, com

rendimento de 78%.



93
Resultados e Discuss@o

O composto foi caracterizado por RMN de 'H. No espectro (Espectro 17) é possivel
observar o sinal referente ao hidrogénio do aldeido em & 10,00ppm (s; H1) e também os

hidrogénios dos carbonos arométicos em 6 7,83ppm (m; H3, H6 e H7).

Espectro 17 - Espectro de RMN de "H do composto 13 (300MHz, DMSO)
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Fonte: dados da pesquisa

6.1.2. Sintese do composto da série 1 - LAPDESF BZFUR-PQ (15), LAPDESF FUR PQ

2 (16) E LAPDESF FUR-PQ 6 (17)

Para a formacdo da imina, o controle do pH do meio ¢ importante. Este deve estar
suficientemente acido para que ocorra a protonagdo do intermediario tetraédrico, permitindo a

eliminacdo de uma molécula de agua. No entanto, o excesso de acido pode impedir a
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forma¢ao do produto, uma vez que pode protonar a amina primdria, impedindo a primeira
etapa da reacdo (ataque nucleofilico) (SOLOMONS, 2011; BRUICE, 2004).

Desta forma, foram realizadas feitas diversas tentativas sintéticas, com as condi¢des
relacionadas na Tabela 3. Como a primaquina se encontra na forma de sal difosfato, ¢
necessario que ocorra a desprotonacdo da mesma, para que a amina fique disponivel para
realizar o ataque nucleofilico. A base utilizada foi a trietilamina e observou-se que o pH na
qual ocorre a completa solubilizacdo da primaquina nos solventes utilizados (etanol,
diclorometano e dimetilformamida) foi igual ou superior a 10. A escolha deste como solvente
deve-se ao fato do etanol ndo ser capaz de manter a forma molecular da primaquina soluvel
pelo tempo de reacdo. Quando o solvente utilizado foi dimetilformamida, o pH é mais baixo
(8). Inicialmente buscou-se controlar o pH em 4,5, com &cido acético apds a solubilizagdo da
primaquina. No entanto, nas tentativas reacionais A, B e C ndo foi possivel observar a
formagdo do produto. Para averiguar a possibilidade da reagdo ocorrer sem a catalise acida, o
pH do meio reacional foi mantido em 8. Mesmo assim, ndo foi possivel observar a formacao
dos produtos desejados nem o consumo dos reagentes de partida (CCD, até 48 horas. Uma
possivel explicagdo para o fato ¢ o valor de pKa da amina primaria da primaquina, que ¢ igual
a 9,9. Devido ao pKa elevado, o ataque nucleofilico fica impedido em pH de formacdo de
iminas, pois a amina pode estar protonada. Nas condi¢des reacionais D, em que o pH esta
mais elevado, a formacdo niao ocorre possivelmente devido a necessidade da catalise acido.
As condigdes reacionais C também foram repetidas na tentativa de formar os produtos

LAPDESF FUR-PQ 2 e LAPDESF FUR-PQ 6, porém, sem sucesso.
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6.1.3. Sintese dos compostos da série 2

O mecanismo de formacdo dos compostos da série 2 também ¢ o de formagdo de

iminas, demonstrado no Esquema 10.

6.1.3.1. Sintese dos compostos LAPDESF FUR-TS 1 (19a) e LAPDESF FUR-TS 2 (21a)

Os compostos LAPDESF FUR-TS 1 (19a) e LAPDESF FUR-TS 2 (21a) foram
sintetizados pela reacdo do intermediario 4-(2-formilfenoxi)-3-(fenilsulfonil)-2-N-6xido-
1,2,5-oxadiazol (10a) com cloridrato de semicarbazida (LAPDESF FUR-TS 1) e
tiossemicarbazida (LAPDESF FUR-TS 2). O composto 19a apresentou-se como um so6lido
branco, com rendimento de reacio de 79.3% e faixa de fusio de fusio de 183°C — 185 C
(provavel degradagdo do composto nessa temperatura). J& o composto 21a foi isolado como
um so6lido amarelo claro, apresentando rendimento de 65.7% e faixa de fusdo de 185°C
(provavel degradacdo do composto nessa temperatura). Os compostos foram caracterizados
por RMN de 'H e de °C.

Nos espectros de RMN de 'H (Espectros 18 e 20) destacam-se os sinais referentes aos
hidrogénios da posi¢do em 6 10,26ppm (composto 19a) e 6 11,34ppm (composto 21a), o sinal
do hidrogénio do carbono da imina em o 8,00ppm (Composto 19a) e & 8,21ppm (composto
21a), ambos sendo simpletos.

Nos espectros de RMN de "C (Espectros 19 e 21) é possivel observar os
deslocamentos dos sinais dos carbonos carbonilicos e tiocarbonilico da posicdo 15 dos
compostos 19a e 21a em & 158,60ppm e & 178,17, respectivamente. Além disso, os carbonos
das posicdes 5 e 6 do anel furoxanico também podem ser observados em & 111,25ppm e

156,58ppm, respectivamente (composto 19a) e 6 111,19ppm e 6 158,61ppm, respectivamente
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(composto 21a). Também estio presentes os sinais dos carbonos da liga¢do imina, posi¢ao 13,
nos deslocamentos 6 130,50ppm (composto 19a) e 6 131,42ppm (composto 21a).

A Tabela 4 mostra os deslocamentos quimicos nos RMN de 'H ¢ °C dos compostos.
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Tabela 4 - Deslocamentos quimicos dos compostos 19a e 21a no RMN 'H e RMN “C

HoN 16 HoN 16
15>=o
HN 14 HN 14
1 2 \N 1 2 \N
3 13/ 0 3 13/
2 4 8 2 4 8 N
8 S//O 6 0 0 3 S//O 0— 10
7 \5 Y 6
o >/+’\<N 12 1 o’ ﬁN 12 N
O/N\o/ 'O/N\O/
19a 2a
Posicao & "H (ppm) 3 °C (ppm) 3 'H (ppm) 3 °C (ppm)

! 7,93 (m; 1H) 132,73 7,92 (m; 2H) 135,82
2 7,77 (dd; 2H) 128,84 7,78 (t; 2H) 130,11
3 8,08 (m; 2H) 130,11 8,34 (m; 2H) 128,86
4 ; 136,70 i 136,68
> ; 11125 ; 111,19
6 ; 156,58 i 158,61
7 ; 150,33 i 150,92
8 ; 136,43 i 136,46
9 7,37 (m; 1H) 127,07 8,10 (m; 3H) 128,50
10 7,45 (m; 2H) 126,11 7,4 (m; 2H) 125,65
H 7,45 (m; 2H) 126,77 7,92 (m; 2H) 127,11
12 8,22 (d; 1H) 120,58 8,10 (m; 3H) 120,72
13 8,00 (s; 1H) 130,50 821 (s; 1H) 131,42
14 10,26 (s; 1H) ; 11,56 (s; 1H) ;
15 ; 158,60 i 178,17
16

6,59 (s; 2H)

8,10 (s; 1H)/7,42 (s; 1H)

Fonte: dados da pesquisa
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Espectro 18 - Espectro de RMN de "H do composto 19a (300MHz, DMSO)
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Fonte: dados da pesquisa
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Espectro 19 - Espectro de RMN de ’C do composto 19a (75MHz, DMSO)
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Fonte: dados da pesquisa
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Espectro 20 - Espectro de RMN de 'H do composto 21a (300MHz, DMSO)
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Fonte: dados da pesquisa
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Espectro 21 - Espectro de RMN de "*C do composto 19a (7SMHz, DMSO)
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Os espectros de massas dos compostos 19a e 21a sdo apresentados nos Espectros 22 e
23, respectivamente. O ion molecular do composto 19a nao foi observado no espectro, mas a
presenca do fragmento de m/z 250 comprova a formagdo do produto (Espectro 22). Estudos
realizados com os compostos finais 19b e 21b e com seu intermediario 10b mostraram que o
fragmento m/z 250 (Figura 26) ¢ um fragmento chave na formagdo dos compostos finais,
inclusive quando ndo ¢ possivel observar a formacdo do ion molecular. A presenga do ion
molecular de m/z 420 e a observacgdo do fragmento chave de m/z 250 comprovam a formagao

do composto 21a (Espectro 23).

Figura 26 - Fragmento m/z 250

~
~N

m/z 250
Fonte: dados da pesquisa

Espectro 22- Espectro de Massas do composto 19a

D o @Np_’:‘ /Q
© o- ﬁ)\o _
0=5=0 N
77 HZN\‘(NH
0

80 MM = 403 g/mol

Fonte: dados da pesquisa
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Espectro 23 - Espectro de Massas do composto 21a
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Fonte: dados da pesquisa

6.1.3.2. Sintese dos compostos LAPDESF FUR-TS 3 (19b) e LAPDESF FUR-TS 4 (21b)

Os compostos LAPDESF FUR-TS 3 (19b) e LAPDESF FUR-TS 4 (21b) foram
sintetizados pela reacdo do intermedidrio 4-(3-formilfenoxi)-3-(fenilsulfonil)-2-N-6xido-
1,2,5-oxadiazol (10b) com cloridrato de semicarbazida (LAPDESF FUR-TS 3) e
tiossemicarbazida (LAPDESF FUR-TS 4). O composto 19b apresentou-se como um solido
branco, com rendimento de reacao de 64,4% e faixa de fusdo de fusao de 193,8°C - 197,3OC.
J&4 o composto 21b foi isolado como um so6lido branco, apresentando rendimento de 42,9% e
faixa de fusdo de 163°C — 172°C. Os compostos foram caracterizados por infravermelho e
RMN de 'H e de °C.

Nos espectros de RMN de 'H (Espectros 24 e 26) destacam-se os sinais referentes aos
hidrogénios da posi¢do em 6 10,47ppm (composto 19b) e & 11,56ppm (composto 21b), o sinal
do hidrogénio do carbono da imina em & 7,79ppm (Composto 19b) e & 8,31ppm (composto

21b), ambos sendo simpletos.
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Nos espectros de RMN de "C (Espectros 25 e 27) é possivel observar os
deslocamentos dos sinais dos carbonos da posicdo 15 dos compostos 19b ¢ 21b em o
158,56ppm e & 178,18, respectivamente. Além disso, os carbonos das posi¢des 5 e 6, do anel
furoxanico também podem ser observados. Também estdo presentes os sinais dos carbonos da
ligacdo imina, posi¢do 13, nos deslocamentos & 130,46ppm (composto 19b) e 6 130,50ppm
(composto 21b).

A Tabela 5 mostra os deslocamentos quimicos nos RMN de 'H ¢ °C dos compostos.
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Tabela 5 - Deslocamentos quimicos dos compostos 19b e 21b no RMN 'H e RMN "*C

1
NH; 14 15 fHz
14 15
, 2 13—NH/N‘<0 1 2 i 13_;}!\1%5
o, Yy
a 45//0 oL 10 3 s/ 0ol 10
& 5 6 O// 5 6
o I \N Pt { \N 2N
'O’N:“‘O/ O/N\_O/
19b >1b
Posicéo & 'H (ppm) 3 °C (ppm) 5 'H (ppm) 3 °C (ppm)

1 7,91 (m; 3H) 136,88 7,92 (tt; 1H) 136,63
2 7,91 (m; 3H) 128, 61 7,78 (m; 2H) 128,58
3 8.05 (m; 2H) 130,14 8,05 (m; 3H) 130,09
4 ] 137,76 ] 140,57
5 ] 111,33 ] 11131
6 ] 156,71 ] 158.51
7 ] 153,03 ] 153,04
8 7,75 (m; 1H) 136,37 8,05 (m; 3H) 136,33
9 ] 137,27 ] 136.87
10 7.49 (t; 1H) 120,12 7.43 (m; 1H) 120,87
1 737 (m; 1H) 116,99 7,52 (t; 1H) 117,61
12 7,63 (d; 1H) 125, 24 7,73 (m; 1H) 126,01
13 7,79 (s; 1H) 130,46 8,31 (s; 1H) 130,50
14 10,47 (s; 1H) - 11,56 (s; 1H) -
15 ] 158,56 ] 178,18
16 6,58 (s; 2H) ; 8,12 (s; 1H)/7.98 (s; 1H) ;

Fonte: dados da pesquisa
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Espectro 24 - Espectro de RMN 'H do composto 19b (300 MHz; DMSO)
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Espectro 25 - Espectro de RMN ~C do composto 19b (75 MHz; DMSO)
- 1E+05
15000
% g 3
=] 8 -90000
55 10000 s
- ) N @ =
g5 8 oNER el o &3 s
[ AN 4 2 = = z 80000
= | <\ N = o = 5000 3
[ i ‘ \ | \ £
I ! | | | a
L Il L ;
0 o 70000
a
160 155 150 145 140 135 130 125 120 115
f1 (ppm)
60000
Ny
14 15 2
. HN 50000
1 13 /
3 — o)
2 8 d
i 0 40000
3 S// g 10
o? g2
I R\ 2 M
N: N 30000
o0 \O/
20000
<+ =
—Q
B3S  RIZg¥OTIN8y
30  RR8AE ned: [ 10000
ik ikl 48405
Y i T
1L | L "
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 7
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 80 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

Fonte: dados da pesquisa



Resultados e Discuss@o

Espectro 26 - Espectro de RMN de 'H do composto 21b (300 MHz; DMSO)
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Fonte: dados da pesquisa
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Espectro 27 - Espectro de RMN de *C do composto 21b (75 MHz; DMSO)
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Fonte: dados da pesquisa
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Os espectros de massas dos compostos 19b e 21b sdo apresentados nos Espectros 28 e
29, respectivamente. Para o composto 19b, a presenca do ion molecular de m/z 403, ¢ os
fragmentos de m/z 387, 344, 250 ¢ 179 comprovam a formagao do produto (Espectro 28). O
ion molecular do FUR-TS4 ndo foi observado (Espectro 29), mas a presenca do fragmento

chave de m/z 250 e também do fragmento de m/z 343 comprovam a formacgao do produto.

Espectro 28 - Espectro de Massas do composto 19b

o
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E @ o HO 0=S=0 I\
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Fonte: dados da pesquisa
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Espectro 29 - Espectro de Massas do composto 21b
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Fonte: dados da pesquisa

O espectro de infravermelho (Espectro 30) do composto LAPDESF FUR-TS 3
apresenta os estiramentos de N—Hrimaria €m 3408 cm’ (simétrico) e 3329 cm™ (assimétrico),
N-Hsecundéria em 3250 cm™, C=0 em 1647 cm™, C-Nimina= 1624 cm™ ¢ N-O em 1533 cm’!
referente ao nucleo furoxanico. Ja o espectro do composto LAPDESF FUR-TS 4 (Espectro
31) apresenta os estiramentos de N—Hprimaria em 3427 cm’ (simétrico) e 3290 cm’

(assimétrico), N—Hyecundiria €m 3165 cm™, C-Nimina= 1590 cm™ ¢ N—O em 1533 cm’.
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Espectro 30 - Espectro de infravermelho do composto 19b.

Fonte: dados da pesquisa

Espectro 31 - Espectro de infravermelho do composto 21b

Fonte: dados da pesquisa
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6.1.3.3. Sintese dos compostos LAPDESF FUR-TS 5 (19¢) e LAPDESF FUR-TS 6 (21c¢)

A sintese dos compostos LAPDESF FUR-TS 5 (19¢) e LAPDESF FUR-TS 6 (21c¢)
ocorreu pela reagdo do intermediario 4-(4-formilfenoxi)-3-(fenilsulfonil)-2-N-o6xido-1,2,5-
oxadiazol (10c) com cloridrato de semicarbazida (LAPDESF FUR-TS 5) e tiossemicarbazida
(LAPDESF FUR-TS 6). O composto (19c¢) foi obtido como um soélido branco, com
rendimento de reagdo de 55,7% e faixa de fusdo de fusdo de 207°C — 219°C. J4 o composto
(21c) apresentou-se como um solido branco, com rendimento de 51,6% e faixa de fusdo de
190°C — 193°C. Os compostos foram caracterizados por infravermelho e RMN de 'H e de "°C.

Nos espectros de RMN de 'H (Espectros 32 e 34) destacam-se os sinais referentes aos
hidrogénios da posicdo em 6 10,33ppm (composto 19¢) e 6 11,51ppm (composto 21¢), o sinal
do hidrogénio do carbono da imina em d 7,83ppm (composto 19¢) e & 8,26ppm (composto
21c), ambos sendo simpletos.

Nos espectros de RMN de "C (Espectros 33 e 35) é possivel observar os
deslocamentos dos sinais dos carbonos da posi¢ao 13 dos compostos LAPDESF FUR-TS 5 e
LAPDESF FUR-TS 6 em o 158,38ppm e o6 178,08, respectivamente. Além disso, os carbonos
das posigoes 5 e 6, do anel furoxanico também podem ser observados. Também estdo
presentes os sinais dos carbonos da ligagdo imina, posicdo 11, nos deslocamentos &
133,32ppm (composto 19¢) e & 132,65ppm (composto 21c).

A Tabela 6 mostra os deslocamentos quimicos nos RMN de 'H ¢ °C dos compostos.
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Tabela 6 - Deslocamentos quimicos dos compostos 19b e 21b no RMN 'H e RMN "*C

o \s 5\ \_/ Nt m e
19¢ 21c¢
Posicao 8 "H (ppm) 3 °C (ppm) 8 "H (ppm) 3 °C (ppm)

! 7,90 (m; 3H) 136,91 7,92 (m; 3H) 136,88
2 7,90 (m; 3H) 128,63 7,92 (m; 3H) 129,63
3 8,06 (m; 2H) 130,07 8,05 (m; 3H) 130,06
4 ; 137,86 i 140,84
> - 111,33 - 111,35
6 ; 156,76 - 158,25
7 ; 152,90 - 153,54
8 7,77 (m; 2H) 12821 7,76 (dd; 2H) 128,63
? 7,44 (m; 2H) 119,93 7,46 (m; 2H) 119,94
10 ; 136,31 i 136,30
1 7,83 (s; 1H) 133,32 8.26 (s; 1H) 132,65
12 10,33 (s; 1H) ] 11,51 (s; TH) ]
13 ; 158,38 i 178,08
14 6,56 (s; 2H) ; 8,00 (s; 1H)/8,05 (m; 3H) ;

Fonte: dados da pesquisa
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Espectro 32 - Espectro de RMN de "H do composto 19¢ (300 MHz; DMSO)
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Espectro 33 - Espectro de RMN de ~“C do composto 19¢ (75 MHz; DMSO)
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Fonte: dados da pesquisa
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Espectro 34 - Espectro de RMN de "H do composto 21¢ (300 MHz; DMSO)
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Fonte: dados da pesquisa
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Espectro 35 - Espectro de RMN de ~“C do composto 21¢c (75MHz; DMSO)
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Fonte: dados da pesquisa
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Os espectros de massas dos compostos 19¢ e 21¢ sdo apresentados nos Espectros 36 e
37, respectivamente. A presenga do ion molecular de m/z 403 e a observagdo dos ions
fragmentos de m/z 386, 344, 250 e 179 comprovam a formagdo do composto 19¢ (Espectro
36). O ion molecular do composto 21c ndo foi observado (Espectro 37), mas a presenga do
fragmento chave de m/z 250 e também do fragmento de m/z 343 comprovam a formacgao do
produto.

Espectro 36 - Espectro de Massas do composto 19¢
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Fonte: dados da pesquisa
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Espectro 37- Espectro de Massas do composto 21c
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Fonte: dados da pesquisa

O espectro de infravermelho (Espectro 38) do composto LAPDESF FUR-TS 5
apresenta os estiramentos de N—Hprimaria €m 3500 cm’ (simétrico) e 3464 cm™ (assimétrico),
C=0 em 1683 cm'l, C-Nimine= 1622 cm™ ¢ N—O em 1541 ¢cm™ referente ao nucleo furoxanico.
J& o espectro do composto LAPDESF FUR-TS 6 (Espectro 39) apresenta os estiramentos de
N—Hpimaria em 3415 cm’! (simétrico) e 3296 cm’! (assimétrico), N—Hgecundaria €m 3165 cm'l, C-

Nimina= 1620 cm™ ¢ N-O em 1537 cm™.
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Espectro 38 - Espectro de infravermelho do composto 19¢
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—

Espectro 39 - Espectro de infravermelho composto 21c

Fonte: dados da pesquisa
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6.2. Ensaios

6.2.1. Avaliacio in vitro da atividade tripanossomicida em formas epimastigotas de

Trypanosoma cruzi

Os compostos sintetizados foram avaliados quanto a atividade tripanossomicida em
formas epimastigotas de cepas Y do 7. cruzi, em um ensaio in vitro. Os resultados de 1Cso,
demonstrados na Tabela 7, foram comparados com o farmaco benznidazol (substincia

padrdo).

Tabela 7 - Valores de IC5, dos compostos contra formas epimastigotas de 7. cruzi

Substancias Estrutura ICs50 pM
N,
!\I*NH
Fur-TS 1 QS//O ob <25
N
o N o’N
S
D—NH,
/N—NH
Fur-TS 2 Qsoo Ob <24
o’ —
_O.Nto,N
NH,
HN
—N o]
Fur-TS 3 Qs,p od 91,5
o B
oN o’N
NH,
HN
—N S
Fur-TS 4 Q od <24
o —
_O,NtO,N

DN
Fur-TS 5 Q o~ .5

S>_NH2
Fur-TS 6 Q, o~ <24

benznidazol *MAC 34,8
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Fonte: dados da pesquisa

Nao foi possivel obter resultados conclusivos de 1Csy dos compostos LAPDESF Fur-
TS 1, 2. 4, 5, 6. Apenas foi possivel calcular o resultado do composto LAPDESF Fur-TS 3,
que mostrou um ICsy de 91,5 uM. Considerando que os demais compostos apresentaram IC50
abaixo de 2,5 uM, pode-se sugerir atividade superior ao farmaco benznidazol (34,8 uM). No
entanto, ¢ importante ressaltar que houve formacao de cristais no meio de cultura, o que pode

ter influenciado os resultados.

6.2.2. Avaliacdo da citotoxicidade em macrofagos e atividade tripanossomicida em

formas amastigota intracelular de Trypanosoma cruzi

6.2.2.1. Avaliacao da citotoxicidade em macrofagos
A avaliacdo da citotoxicidade em macrofagos foi realizada para os compostos
LAPDESF FUR-TS 1,3, 4, 5 ¢ 6. Os resultados estdao demonstrados na forma de ICs,

conforme descrito na Tabela §.

Tabela 8 - Resultado da citotoxicidade em macrofagos

Citotoxicidade (uM)
Composto

ICso
LAPDESF FUR-TS 1 26,5+ 0,8
LAPDESF FUR-TS 2 ND
LAPDESF FUR-TS 3 11,6 0,4
LAPDESF FUR-TS 4 59,0 +4,5
LAPDESF FUR-TS 5 12,6 £ 0,1
LAPDESF FUR-TS 6 10,32 +£0,3

*ND = ndo determinado
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Fonte: dados da pesquisa Os compostos apresentaram valores de ICsy relativamente
baixos, oque sugere toxicidade aos macrofagos em baixas concentragdes. Dentre os
compostos obtidos, 0 LAPDESF FUR-TS 4 apresentou menor toxicidade (ICso = 59 uM) e o

composto LAPDESF FUR-TS 6 apresentou-se o mais citotoxico (ICsp = 10,32 uM).

6.2.2.2. Atividade tripanossomicida em formas amastigota intracelular de Trypanosoma

cruzi

Quando a doenga de Chagas atinge sua forma cronica nio sdao encontrados parasitos na
forma tripomastigota na corrente sanguinea. O parasito fica alojado em células na forma
amastigota. Devido a isso, a avaliacdo da atividade tripanossomicida dos compostos em
formas intracelular ¢ importante indicativo da atividade dos compostos durante a fase cronica
da doenga.

O ensaio para a avaliagdo tripanossomicida em formas amastigotas foi realizado no
laboratorio de Parasitologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas — UNESP — Araraquara.
As etapas de obtencdo de macrofagos, infecgdo do parasita, tratamento e fixacdo foram
realizadas com sucesso. No entanto, ndo foi possivel realizar a leitura dos resultados, uma vez
que os macrdéfagos estavam lisados nas laminulas, inclusive do controle branco (contendo
apenas macrofagos, sem infeccdo e sem tratamento). Acredita-se que o motivo da lise das
células ocorreu devido a uma contaminagdo bacteriana em algum momento do procedimento

experimental, apesar de todo cuidado asséptico utilizado pelos manipuladores.
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6.2.3. Deteccdo quantitativa de nitrito

Os doadores de oxido nitrico (NO) sdo uma classe de compostos com atividades de
acdo muito ampla, uma vez que o 6xido nitrico esta envolvido em uma série de processos
fisiopatologicos. Os derivados furoxanicos sdo um exemplo de doadores de NO e devido a
isso algumas atividades biologicas desses compostos estdo relacionadas com esse mecanismo,
como atividade antiplaquetaria, vasodilatadora, neuroprotecdo e também a atividade
antiparasitaria (CERECETTO; PORCAL, 2005; HERNANDEZ et al., 2013; SCHIEFER et
al., 2012), alvo explorado neste projeto.

Devido a concentragdo pequena e a baixa estabilidade do NO, pois reage rapidamente
com a agua formando nitrato e nitrito, a deteccdo dessa substidncia ¢ um desafio (DUSSE,
2003). Uma forma de avaliar a capacidade de doagdo de NO por um determinado composto €
através da quantificacdo de nitrito em uma solucdo aquosa. Sorba et al., (1997) descreveu um
dos principais métodos para a detec¢do de nitrito para a avaliagdo de derivados furoxanicos,
que foi utilizado para a avaliacdo dos compostos obtidos neste trabalho.

A doacdo de 6xido nitrico pode ocorrer de duas maneiras em geral: quimico ou
enzimatico. Na literatura ¢ proposto que a doagao de NO pelo nucleo furoxanico ocorre por
mecanismo quimico, através da reacdo do nicleo furoxanico com grupamentos tidis, onde os
carbonos do anel sofrem ataque nucleofilico dos grupamentos tidis (FEELISCH,;
SCHONAFINGER; NOACK, 1992; GASCO, et al.,2004). Santos (2009) propde em seu
trabalho que o mecanismo de doagdo dos furoxanos ¢ cisteina-dependente, na qual o ataque
nucleofilico ndo ocorre nos carbonos do anel, mas diretamente na por¢ao N-6xido, conforme

demonstrado no Esquema 17.
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Esquema 17 - Mecanismo cisteina-dependente de doacdo de NO pelo nucleo furoxano
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Fonte: Adaptado de SANTOS, 2009

As concentragdes de nitrito foram quantificadas a partir da equagao da reta da curva
padrao preparada a partir de solugdes padrdes de nitrito de sédio em concentragdes de 0,5 —

80 nmol/ml (Figura 27).

Figura 27 - Grafico de Absorbancia X Concentragdo de nitrito

y =0,0319x + 0,0301

Absorbancia (540 nm)
(=Y
n

R>=0,9962
1
0,5
O T T 1
0 20 40 60 80 100

Concentragdo de nitrito

Fonte: dados da pesquisa

A capacidade de doacdo de NO foi expressa por porcentagem de nitrito (NOy

mol/mol). Os resultados estao demonstrados na Tabela 9.
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Tabela 9 - Valores de porcentagem de doagao de NO dos compostos obtidos

COMPOSTO DOACAO DE NO (%)
LAPDESF FUR-TS 1 20,01+1,4
LAPDESF FUR-TS 2 19,93+0,3
LAPDESF FUR-TS 3 19,46+0,8
LAPDESF FUR-TS 4 17,98+1,1
LAPDESF FUR-TS 5 18,99+0,1
LAPDESF FUR-TS 6 19,43+1,9
Dinitrato de isossorbida 10,711

Fonte: dados da pesquisa

Podemos observar através dos resultados apresentados que todos os compostos
apresentam a capacidade de doag¢do de NO, apresentando doacdo maior que o composto

utilizado como controle positivo, o dinitrato de isossorbida.

6.2.4. Avaliagdo in vivo da mutagenicidade dos compostos sintetizados pelo teste de

micronucleo

Para a avaliagdo da mutagenicidade neste trabalho foi utilizado o ensaio de
micronticleo (MN), que avalia a frequéncia de reticulocitos micronucleados em sangue
periférico de camundongos utilizando ldminas pré-coradas com laranja de acridina (acridine
orange), um corante fluorescente, com metodologia descrita por Hayashi et al. (1999).

O teste de microntcleo in vivo em sangue periférico de roedores, dentre os testes
preconizados pelas agéncias internacionais e instituicdes governamentais, ¢ extensamente

aceito e recomendado para a avaliacio da mutagenicidade durante o registro de novos
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produtos quimicos e farmacéuticos para sua entrada no mercado mundial (CHOY, 2001;
RIBEIRO et al.,2003).

O teste ¢ capaz de detectar tanto lesdes induzidas na estrutura dos cromossomos
(efeitos clastogénicos) como também alteragdes na distribui¢do desses cromossomos durante
o processo de divisdo celular (efeitos aneugénicos), induzidos por substincias quimicas,
através da formacdo de micronucleos com fragmentos de DNA ou cromossomos inteiros
(RABELO-GAY et al., 1991; HEDDLE et al., 1991).

Durante a formagdo de eritrocitos policromaticos, o nucleo principal € expulso, se
transformando assim em células anucleadas. Dessa forma, quando ocorre a formagao de um
micronucleo, este pode permanecer no citoplasma dessas células. O aumento na frequéncia
desses eritrécitos micronucleados em animais tratados indica a ocorréncia de danos
cromossomicos induzidos (HEDDLE et al., 1983; MAcGREGOR et al., 1990). O corante
utilizado nas laminas permite a identificagdo de eritrocitos policromaticos (reticulocitos) ricos

em RNA, por proporcionar coloracao vermelha ao RNA e amarela ao DNA (Figura 22).

Figura 28 - Reticulocitos normais e reticulocito micronucleado
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Fonte: Extraido de CHELUCCI, 2013
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Ha relatos na literatura que compostos com a capacidade de geragdo de 6xido nitrico
(NO) possam gerar danos ao DNA, podendo levar até a morte celular. A citotoxicidade e
genotoxicidade do NO estdo relatados em uma série de estudos, sendo associados também a
carcinogenicidade desse composto. Além disso, também ¢ relatada a capacidade do NO em
induzir mutagdes cromossomicas, sendo mutagénico em diversos tipos de células, desde
bactérias a modelos in vivo (BALBO et al., 2008; LIU; HOTCHKISS, 1995; OHSHIMA;
BARTSCH, 1994; WINK et al., 1998). O NO pode reagir com o DNA por diferentes vias,
ocasionando desamina¢do, formag¢do de N-nitrosaminas e principalmente a formacdo de
espécies reativas, como o0 ONOO™ (peroxinitrito), ocasionando danos oxidativos (BURNEY et
al., 1999; WINK et al., 1998).

As moléculas obtidas na série dois deste trabalho apresentam o ntcleo N-6xido-1,2,5-
oxadiazol (furoxano), conhecido e explorado neste trabalho pela sua capacidade de doacao de
NO e devido ao exposto acima se faz necessaria a investigagdo da mutagenicidade dos
mesmos, através do ensaio de micronucleo in vivo, em sangue periférico de camundongos. Os

resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10 - Numero de células micronucleadas em cada animal

Tratamento

(mg/Kg) Animais Média
1 2 3 4 5

Agua 3 0 5 6 1 343
Controle - 3 2 3 4 4 3+1
Controle + 21 16 22 19 18 1942
Fur-TS 1

25 4 2 1 2 2 2+1
50 3 0 4 1 2 242
100 5 2 5 2 3 3+2
Fur-TS 2

25 2 1 1 1 4 2+1
50 4 8 6 8 6+2
100 6 2 2 0 3 3+2
Fur-TS 3

25 3 3 3 2 5 3+1
50 3 3 4 4 3 3+1
100 12 0 4 5 6 5+4
Fur-TS 4

25 2 4 8 2 2 443
50 4 3 9 6 5 542
100 1 3 5 5 3 3+2
Fur-TS §

25 6 6 4 6 5+1
50 2 3 5 1 3 3+1
100 5 7 3 3 10 6+3
Fur-TS 6

25 2 6 0 2 343
50 1 5 3 4 4 342
100 2 1 1 5 1 242

Fonte: dados da pesquisa
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Os resultados dos controles (positivo, negativo e 4gua) demonstraram que a frequéncia
de micronicleos no grupo exposto a agdo do agente genotdxico ciclofosfamida foi
significantemente maior em comparacao aos grupos negativo (veiculo: goma arabica 5%) e
agua, conforme visto anteriormente na literatura (RIBEIRO, 2003). A Figura 29 apresenta os

resultados obtidos.

Figura 29 - Frequéncia média de reticulocitos micronucleados (MNRET) e desvio padrao (DP) dos
controles utilizados
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Fonte: dados da pesquisa

A Figura 30 apresenta os resultados obtidos da formagdo de micronucleos nos grupos
de animais expostos aos diferentes tratamentos (p<0,05). Nos graficos estdo apresentadas as
frequéncias médias de reticuldcitos micronucleados dos compostos LAPDESF Fur-TS 1-6,
nas concentragdes de 25, 50 e 100 mg/Kg, da dgua e dos controles positivo e negativo.

Os resultados demonstram que os compostos LAPDESF Fur-TS 1-6 apresentaram

frequéncia de células micronucleadas significativamente menor que o controle positivo



126
Resultados e Discuss@o

ciclofosfamida. Também ndo foi observado diferengas significativa entre a frequéncia dos
compostos obtidos quando comparados com o controle negativo e agua, ou quando

comparados entre eles mesmos nas diferentes concentragdes.

Figura 30 - Frequéncia média de reticulocitos micronucleados (MNRET) e desvio padrao (DP) dos
compostos obtidos em diferentes concentragdes
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Fonte: dados da pesquisa
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7. CONCLUSOES

Foram sintetizados seis compostos intermedidrios (2, 5, 10a, 10b, 10c e 13) e
caracterizados segundo dados da literatura.

Os compostos propostos para a série 1 de compostos ndo foram obtidos, apesar das
diversas tentativas sintéticas.

Os seis compostos propostos para a série 2 (compostos LAPDESF FUR-TS 1 — 6)
foram obtidos a partir das metodologias desenvolvidas, identificados e caracterizados por
técnicas espectrométricas adequadas. Além disso, esses compostos foram avaliados quanto a
capacidade de doagdo de 6xido nitrico e atividade tripanossomicida em formas epimastigotas.
Também foram avaliados quanto a citotoxicidade e mutagenicidade.

Os resultados do ensaio in vitro demonstram que os compostos apresentaram atividade
contra as formas epimastigota de 7. cruzi, sendo que os compostos LAPDESF FUR-TS 1, 2,
4, 5 e 6 apresentaram ICsy <2,5 uM, eficacia superior ao benznidazol (ICsy= 34,8 uM), e o
composto LAPDESF FUR-TS 3 91,5 uM.

O ensaio que avaliou a capacidade das substancias em doar 6xido nitrico, por meio da
detec¢do quantitativa de nitrito, demonstrou que os compostos obtidos apresentam uma
porcentagem de doagdo de 6xido nitrico maior que do composto utilizado como controle, o
dinitrato de isossorbida (10,71%).

Na avaliagdo de citotoxicidade em macrofagos, os compostos que se apresentaram
menos toxicos as células foram os compostos LAPDESF FUR-TS 4 ¢ LAPDESF FUR-TS 1
(ICsp de 59 uM e 26,5 uM , respectivamente). Os demais composto, exceto o LAPDESF
FUR-TS 2 que ndo foi determinado, apresentaram ICs, inferior a 13 uM.

Todos os compostos ndo foram mutagénicos no ensaio in vivo realizado, ndo
apresentando diferenga significativa na frequéncia de reticuldcitos micronucleados em relagao

aos controles negativo e branco.
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Considerando os resultados apresentados e também levando em consideracdo a
escassez de farmacos para o tratamento da doenga de Chagas, principalmente em sua fase
crénica, a continuacdo na investigacdo dos candidatos a farmacos obtidos na série 2 deste
trabalho, na realizacdo do ensaio in vitro em formas amastigotas e posterior avalia¢do in vivo,

se faz necessaria.



129
Referéncias Bibliograficas

8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AUGUSTO, O.; ALVES, M. J. M.; COLLI, W.; FILARDI, L. S.; BRENER, Z. Primaquine
can mediate hydroxyl radical generation by Trypanosoma cruzi Extracts. Biochemical and

Biophysical Research Communications, v. 135, n. 3, p. 1029-1034, 1986.

BAHIA, M. T.; DINIZ, L. D. F.; MOSQUEIRA, V. C. F. Therapeutical approaches under
investigation for treatment of Chagas disease. Expert opinion on investigational drugs, v.

23,n.9, p. 1225-37,2014. <doi:10.1517/13543784.2014.922952>.

BALBO, S. et al. Studies of the potential genotoxic effects of furoxans: The case of CAS
1609 and of the water-soluble analogue of CHF 2363. Toxicology Letters, v. 178, n. 1, p.
44-51, 2008.

BARR, S. C.; WARNER, K. L.; KORNREIC, B. G.; et al. A cysteine protease inhibitor
protects dogs from cardiac damage during infection by Trypanosoma cruzi. Antimicrobial
agents and chemotherapy, v. 49, n. 12, p. 5160-1, 2005. <doi:10.1128/AAC.49.12.5160-
5161.2005>.

BARREIRO, E. J.; FRAGA, C.A.M. Quimica Medicinal: as bases moleculares da acao dos
farmacos. 2° ed. Porto Alegre: Artmed, 2008.

BARRETT, M. P.; BURCHMORE, R. J. S.; STICH, A.; et al. The trypanosomiases. Lancet,
v. 362, p. 1469-1480, 2003. <doi: 10.1016/S0140-6736(03)14694-6>.

BERN, C.; MONTGOMERY, S. P.; HERWALDT, B. L.; et al. Evaluation and Treatment of
Chagas Disease in the United States A Systematic Review. Clinical Review, v. 298, n. 18, p.
2171-2181, 2007.

BERN, C.; VERASTEGUI, M.; GILMAN, R. H.; et al. Congenital Trypanosoma cruzi

transmission in Santa Cruz, Bolivia. Clinical infectious diseases : an official publication of



130
Referéncias Bibliograficas

the Infectious Diseases Society of America, v. 49, n. 11, p. 1667-74, 2009.

<doi:10.1086/648070>.

BERNARDES, L. S. C.; ZANI, C. L.; CARVALHO, I. Trypanosomatidae Diseases: From the
Current Therapy to the Efficacious Role of Trypanothione Reductase in Drug Discovery.
Current Medicinal Chemistry, v. 20, n. 21, p. 2673-2696, 2013.
<doi:10.2174/0929867311320210005>.

BOIANI, M. et al. 2H-benzimidazole 1,3-dioxide derivatives: a new family of water-soluble

anti-trypanosomatid agents. J. Med. Chem., v. 49, n.11, p. 3215-3224, 2006.

BOIANI, L. et al. Furoxan-, alkylnitrate-derivatives and related compounds as anti-
trypanosomatid agents: mechanism of action studies. Bioorg.Med. Chem., v. 16, n.17, p.

7900-7907, 2008.

BOSQUES]I, P. L. Planejamento, sintese e avaliacdo biolégica de derivados furoxanicos e
benzofuroxanicos potencialmente antichagasicos. 2013. 146f. Tese (Doutorado em
Ciéncias Farmacéuticas) - Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”,

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Araraquara, 2013.

BRASIL. Ministério da Saude. Descricio da Doenca de Chagas. Brasilia, 2014. Disponivel
em: <http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/o-ministerio/principal/leia-mais-o-
ministerio/646-secretaria-svs/vigilancia-de-a-a-z/doenca-de-chagas/l12-doenca-de-

chagas/11113-descricao-da-doenca-de-chagas>. Acesso em: 10 de janeiro de 2015

BRUICE, P. Y. Carbonyl Compounds II. In: Organic Chemistry. 4th ed. Cleveland: Prentice
Hall, 2004. p. 747-749.

BRUTUS, L.; CASTILLO, H.; BERNAL, C.; et al. Detectable Trypanosoma cruzi
parasitemia during pregnancy and delivery as a risk factor for congenital Chagas disease. The
American journal of tropical medicine and hygiene, v. 83, n. 5, p. 1044-7, 2010.
<do0i:10.4269/ajtmh.2010.10-0326>.



131
Referéncias Bibliograficas

BURNEY, S., CAULFIELD, J.L.; NILES, J.C.; WISHNOK, J.S.; TANNENBAUM, S.R. The
chemistry of DNA damage from nitric oxide and peroxynitrite. Mutat. Res., v. 424, 37-49,
1999.

BUSTAMANTE, J. M.; TARLETON, R. L. Potential new clinical therapies for Chagas
disease. Expert review of clinical pharmacology, v. 7, n. 3, p. 317-25, 2014.
<doi:10.1586/17512433.2014.909282>.

CASTRO, J. A.; MECCA, M. M. DE; BARTEL, L. C. Toxic side effects of drugs used to
treat Chagas ’ disease ( American trypanosomiasis ). Human & Experimental Toxicology,

v.25,p. 471479, 2006.

CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION. Chagas Disease After Organ
Transplantation. Disponivel em:
<http://www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtml/mm5529a3.htm>. Acesso em: 10 de janeiro

de 2015.

CERECETTO, H.; MAIO, R. DI; GONZA, M.; et al. 1 , 2 , 5-Oxadiazole N -Oxide
Derivatives and Related Compounds as Potential Antitrypanosomal Drugs: Structure -

Activity Relationships. Journal of medicinal chemistry, v. 42, n. 11, p. 1941-1950, 1999.
<d0i1:10.1021/jm9805790>.

CERECETTO, H.; PORCAL, W.Pharmacological properties of furoxans and benzofuroxans:
recent developments. Mini Rev. Med. Chem., v. 5, n. 1, p. 57-71, 2005.

CHELUCCI, R. C. Obtencao de hibridos LAPDESF FUR-FD e atividade anti-
inflamatoéria com potencial atividade neuroprotetora. [s.l.] Universidade Estadual Paulista

“Julio de Mesquita Filho”, 2013.

CHEN, L. et al. Design, synthesis, and antihepatocellular carcinoma activity of nitric oxide

releasing derivatives of oleanolic acid. J. Med. Chem., v. 51, n. 15, p. 4834-4838, 2008.



132
Referéncias Bibliograficas

CHOY, W. N. Regulatory genetic toxicology tests. Genetic Toxicology and Cancer Risk
Assessment (Choy, W. N.ed.), Marcel Dekker, Inc, New York,, 2001.

CHUNG, M.C. Planejamento e sintese de pro-farmacos reciprocos derivados de
nitrofural e primaquina potencialmente antichagiasicos. Sdo Paulo, 1996. Tese

(Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Sao Paulo.

CHUNG, M. C. et al. Synthesis and in vitro evaluation of potential antichagasic
dipeptideprodrugs of primaquine. J. Pharm. Sci., v. 86, n. 10, p. 1127-1131, 1997.

CHUNG, M. C.; GUIDO, R. V. C.; MARTINELLI, T. F.; et al. Synthesis and in vitro
evaluation of potential antichagasic hydroxymethylnitrofurazone (NFOH-121): a new
nitrofurazone prodrug. Bioorganic & Medicinal Chemistry, v. 11, n. 22, p. 4779-4783,
2003. <doi:10.1016/j.bmc.2003.07.004>.

COHEN, J. P.; STURGEON, G.; COHEN, A. Measuring progress in neglected disease drug
development.  Clinical therapeutics, v. 36, n. 7, p. 103742, 2014
<do0i:10.1016/j.clinthera.2014.05.004>.

COURA, J. R. Chagas disease : what is known and what is needed — A background article.
Mem Inst Oswaldo Cruz, v. 102, n. I, p. 113-122, 2007.

COURA, J. R.; CASTRO, S. L. DE. A Critical Review on Chagas Disease Chemotherapy.
Mem Inst Oswaldo Cruz, v. 97, n. 1, p. 3-24, 2002.

COURA, J. R.; VINAS, P. A. Chagas disease: a Latin American health problem becoming a
world health problem. Nature, v. 465, n. 7301, p. S6-7, 2010. <doi:10.1038/nature09221>.

DIAS, J. C. P. Histoéria Natural da Doenga de Chagas. , v. 65, n. 4, p. 359-366, 1995.
DIAS, L. C.; DESSOY, M. A.; SILVA, J. J. N.; THIEMANN, G. O.; ANDRICOPULO, A.

D. Quimioterapia da doenga de Chagas: estado da arte e perspectivas no desenvolvimento de

novos farmacos. Quimica Nova, v. 32, n. 9, p. 2444-2457, 2009.



133
Referéncias Bibliograficas

DIAZ DE TORANZO, E.G.; CASTRO, J.A.; FRANKE DE CAZZULO, B.M., CAZZULO,
J.J. Interaction of benznidazole reactive metabolites with nuclear and kinetoplastic DNA,
proteins and lipids from Trypanosoma cruzi. Experientia, v.44, n. 10, p. 880-881, 1988.
DIMASI, J.A.; HANSEN, R.W.; GRABOWSKI, H.G. The price of innovation: new estimates
of drug development costs. J. Health. Econ.,v.22, p.151-185, 2003.

DODD, MC. The chemotherapeutic properties of 5-nitro-2furaldehyde semicarbazone
(Furacin). The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, v. 86, p. 311-
323, 1946.

DUSSE, L.M.S.; VIEIRA, LM.; CARVALHO, M.G. Revisao sobre oOxido nitrico. J.
Bras.Pat. Med. Lab., v. 39, n. 4, p. 343-350, 2003.

DUTRA, L. A. Planejamento, sintese e avaliacio farmacolégica de novos compostos
1,2,5-oxadiazol-2-N-6xido uteis como preventivos de aterotrombose. 2013. 164f.
Dissertacdo (Mestre em Ciéncias Farmacéuticas) - Universidade Estadual Paulista “Julio de

Mesquita Filho”, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Araraquara, 2013.

DUTTA, A., BANDYOPADHYAY, S., MANDAL, C., CHATTERIJEE, M. Development of
a modified MTT assay for screening antimonial resistant field isolated of Indian visceral

leishmaniosis. Parasitol. Internat., v. 54, p. 119-122, 2005.

ENGEL, B. J. C.; DOYLE, P. S.; HSIEH, I.; MCKERROW, J. H. Cysteine protease inhibitors
cure an experimental Trypanosoma cruzi infection. J. Exp. Med., v. 188, n. 4, p. 725-734,

1998.

FAIRLAMB, A.H.; BLACKBURN, P.; ULRICH, P.; CHAIT, B.T.; CERAMI A.
Trypanothione: a novel bis(glutathionyl)spermidine cofactor for glutathione reductase in

trypanosomatids. Science, v. 227, n. 4693, p. 1485-1487, 1985.

FAIRLAMB, A. H.; CERAMI, A. Metabolism and fuctions of trypanothione in the
kinetoplastida. Annu. Rev. Microbiol., v. 46, p. 695729, 1992.



134
Referéncias Bibliograficas

FANG, F.C. Mechanisms of nitric oxide—related antimicrobial activity. J. Clin. Invest., v. 99,

n. 12, p. 2818-2825, 1997.

FEASEY, N.; WANSBROUGH-JONES, M.; MABEY, D. C. W.; SOLOMON, A. W.
Neglected tropical diseases. British medical bulletin, v. 93, n.1, p. 179-200, 2010.

FEELISCH, M.; SCHONAFINGER, K.; NOACK, E. Thiol-mediated generation of nitric
oxide accounts for the vasodilator action of furoxans. Biochemical Pharmacology, v. 44, n.

6, p. 1149-1157, 1992.

FLOHE, L. The trypanothione system and its implications in the therapy of trypanosomatid
diseases. International Journal of Medical Microbiology, v. 302, n.4-5, p. 216-220, 2012.
<d0i:10.1016/}.ijmm.2012.07.008>.

GALLI, U.; LAZZARATO, L.; BERTINARIA, M.; et al. Synthesis and antimalarial activities
of some furoxan sulfones and related furazans. European journal of medicinal chemistry,

v. 40, n. 12, p. 133540, 2005. <doi:10.1016/j.ejmech.2005.05.001>.

GALDINO, S.L.; PITTA, LR. Descoberta de farmacos. In. MONTANARI, C.A. Quimica
Medicinal: Métodos e Fundamentos em Planejamento de Firmacos. Sao Paulo: Editora

da Universidade de Sao Paulo, 2011, p.34.

GARZONI, L. R. et al. Antiparasitic activity of risedronate in a murine model of acute

Chagas’ disease. International Journal of Antimicrobial Agents, v. 23, p. 286-290, 2004.

GARZONI, L. R. et al. Selective in vitro effects of the farnesyl pyrophosphate synthase
inhibitor risedronate on Trypanosoma cruzi. International Journal of Antimicrobial

Agents, v. 23, p. 273-285, 2004.

GASCO, A. et al. NO donors: Focus on furoxan derivatives. Pure and Applied Chemistry,
v.76,n. 5, p. 973-981, 2004.



135
Referéncias Bibliograficas

GOMES, P. et al. Synthesis of imidazolidin-4-one and 1H-imidazo[2,1-a]isoindole-
2,5(3H,9bH)- dione derivatives of primaquine: Scope and limitations. Tetrahedron, v. 60, n.

26, p. 5551-5562, 2004.

HAYASHI, M.; MORITA, T.; KODAMA, Y.; SOFUNDI, T.; ISHIDATE JR, M. The
micronucleus assay with mouse peripheral blood reticulocytes using acridine orange-coated

slides. Mutat. Res., v. 245, 1990.

HENDERSON, G. B.; ULRICH, P.; FAIRLAMBT, A. H.; et al. “ Subversive ” substrates for
the enzyme trypanothione disulfide reductase: Alternative approach to chemotherapy of
Chagas disease. Proc. Natl. Acad. Sci., v. 85, n.15 p. 5374-5378, 1988.

HEDDLE, J. A et al. The induction of micronuclei as a measure of genotoxicity. A report of
the U.S. Environmental Protection Agency Gene-Tox Program. Mutation research, v. 123,

n. 1, p. 61-118, 1983.

HEDDLE, J. A.; CIMINO, M. C.; HAYASHI, M.; ROMAGNA, M. D.; TUCKER, J. D.;
VANPRALIS, PH.; MACGREGOR, J. T. Micronuclei as a index of Cytogenetic Damage: past,

present and future. Environment Molecular Mutagenicity, v. 18, 1991

HERNANDEZ, P. et al. Hybrid furoxanyl N-acylhydrazone derivatives as hits for the
development of neglected diseases drug candidates. Eur. J. Med. Chem., v. 59, p. 64-74,
2013.

IGOILLO-ESTEVE, M.; MAUGERI, D.; STERN, A. L.; BELUARDI, P.; CAZZULO, J. J.
The pentose phosphate pathway in Trypanosoma cruzi: a potential target for the
chemotherapy of Chagas disease. Anais da Academia Brasileira de Ciéncias, v. 79, n. 4, p.

649-663, 2007

KESSLER, R. L.; SOARES, M. J.; PROBST, C.M.; KRIEGER, M.A. Trypanosoma cruzi
response to sterol biosynthesis inhibitors: morphophysiological alterations leading to

cell death. Plos one, v. 8, n. 1, p. €55497, 2013.



136
Referéncias Bibliograficas

KINNAMON, K. E.; STECK, E. A. In search of anti-trypanosomacruzi drugs: new leads
from a mouse model. J. Med. Chem., v. 20, n. 6, p. 741-744, 1977.

KIRCHHOFF, L. V. Epidemiology of American trypanosomiasis (Chagas disease).
Advances in parasitology, v. 75, p. 1-18, 2011. <d0i:10.1016/B978-0-12-385863-4.00001-
0>.

LA-SCALEA, M. A.; MARIA, C.; MENEZES, D. S.; et al. Voltammetric Behavior of
Nitrofurazone and its Hydroxymethyl Prodrug with potential anti-Chagas activity. J. Braz.
Chem. Soc., v. 16, n. 4, p. 774782, 2005.

LEPESHEVA, G. L. Design or screening of drugs for the treatment of Chagas disease: what
shows the most promise? Expert Opin Drug Discov, v. 8 n. 12, p. 1-17, 2014.
<doi:10.1517/17460441.2013.845554.Design>.

LEPESHEVA, G. L; OTT, R. D.; HARGROVE, T. Y.; et al. Sterol 14a-demethylase as a
potential target for antitrypanosomal therapy: enzyme inhibition and parasite cell growth.

Chemistry & biology, v. 14, n. 11, p. 1283-1293, 2007.

LIMA, A.; REIS, F.; COSTA, T. Cysteine Peptidase Inhibitors in Trypanosomatid Parasites.
Current Medicinal Chemistry, v. 20, n. 25, p. 3152-3173, 2013.
<do0i:10.2174/0929867311320250009>.

LIMA, L. M.; BARREIRO, E. J. Bioisosterism: A Useful Strategy for Molecular
Modification and Drug Design. Current Medicinal Chemistry, v. 12, n. 1, p. 23-49, 2005.
<doi:10.2174/0929867053363540>.

LIU, R. H.; HOTCHKISS, J. H. Potential genotoxicity of chronically elevated nitric oxide: a
review. Mutation research, v. 339, n. 2, p. 73-89, 1995.

MACGREGOR, J.T., WEHR, C.M., HENIKA, P.R., AND SHELBY, M.E.; The in vivo
erythrocyte micronucleus test: measurement at steady state increases assay efficiency and

permits integration with toxicity studies. Fund. Appl. Toxicol., 14, 513-522, 1990.



137
Referéncias Bibliograficas

MAYA, J. D.; CASSELS, B. K.; ITURRIAGA-VASQUEZ, P.; et al. Mode of action of
natural and synthetic drugs against Trypanosoma cruzi and their interaction with the
mammalian host. Comparative biochemistry and physiology. Part A, v. 146, n. 4, p. 601—
20, 2007.

MAYA, J. D.; ORELLANA, M.; FERREIRA, J.; et al. Chagas disease : Present status of
pathogenic mechanisms and chemotherapy. Biol. Res., v. 43, n. 4, p. 323-331, 2010.

MEANWELL, N. A. Synopsis of some recent tactical application of bioisosteres in drug
design. Journal of medicinal chemistry, v. 54, n. 8§, p. 2529-91, 2011.
<doi:10.1021/jm1013693>.

MELO, M.F.F. Preparagdo e determinagcdo da atividade toxicolégica do pro-farmaco
hidroximetilnitrofural, potencialmente antichagasico. Disserta¢do. Araraquara: Faculdade

de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP, 2006.

MONTALVETTI A.; BAILEY, B.N.; MARTIN, M.B.; SEVERIN, G.W.; OLDFIELD, E.;
DOCAMPO, R. Bisphosphonates Are Potent Inhibitors of Trypanosoma cruzi

Farnesyl Pyrophosphate Synthase. The Journal Of Biological Chemistry, v. 276, n. 36, p.
3393033937, 2001.

MORPHY, R.; RANKOVIC, Z. Designed multiple ligands. An emerging drug discovery
paradigm. J. Med. Chem., v.48, n.21, p. 6523-6543, 2005.

NDAO, M.; BEAULIEU, C.; BLACK, W. C.; et al. Reversible cysteine protease inhibitors
show promise for a Chagas disease cure. Antimicrobial agents and chemotherapy, v. 58, n.

2,p. 1167-78, 2014. <d0i:10.1128/AAC.01855-13>.

OHSHIMA, H.; BARTSCH, H. Chronic infections and inflammatory processes as cancer risk
factors : possible role of nitric oxide in carcinogenesis t. Mutation research, v. 305, p. 253—

264, 1994.



138
Referéncias Bibliograficas

PEREZ-GUTIERREZ, E.; AGRELO, R. S.; FIGUEROA, R. Consulta Técnica em
Epidemiologia , Prevencdo ¢ Manejo da Transmissao da Doenca de Chagas como Doenca

Transmitida por Alimentos. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 39,

n. 5, p. 512-514, 2006.

PITA, S.; PASCUTTI, P. Analise Farmacoférica da Tripanotiona Redutase ( TR ) de
Trypanosoma cruzi Complexada com Inibidores Peptideo Miméticos. Revista Virtual de

Quimica, v. 4, n. 6, p. 788-804, 2012.

PRATA, A. Clinical and epidemiological aspects of Chagas disease. THE LANCET
Infectious Diseases, v. 1, n. September, p. 92—-100, 2001.

RABELLO-GAY, M. N.; RODRIGUES, M. A. R.; MONTELEONE-NETO, R. (Eds.).
Mutagénese Teratogénese e Carcinogénese: métodos e critérios de avaliacdo. Ribeirdo Preto:

Rev. Bras. Genet., 1991.

RAETHER, W.; HANEL, H. Nitroheterocyclic drugs with broad spectrum activity.
Parasitology research, v. 90, n. Supp 1, p. S19-39, 2003. <doi:10.1007/s00436-002-0754-
9>,

RASSI JR, A.; RASSI, A.; MARIN-NETO, J. A. Chagas heart disease : pathophysiologic
mechanisms , prognostic factors and risk stratification. Mem Inst Oswaldo Cruz, v. 104, n. I,

p. 152-158, 2009.

RASSI JR, A.; RASSI, A.; MARIN-NETO, J. A. Chagas disease. Lancet, v. 375, p. 1388—
1402, 2010.

RASSI JR, A.; RASSI, S. G.; RASSI, A. Sudden Death in Chagas ’ Disease. Arq. Bras.
Cardiol., v. 76, n. 1, p. 86-96, 2001.

RIBEIRO, L. R.; SALVADORI, D. M. F.; MARQUES, E. K. Mutagénese Ambiental.
Editora da ULBRA, Edi¢do Unica, 173-198, 2003.



139
Referéncias Bibliograficas

SANCHEZ-SANCHO, F.; CAMPILLO, N. E.; PAEZ, J. A. Chagas Disease : Progress and
New Perspectives. Current Medicinal Chemistry, v. 17, p. 423-452, 2010.

SANTOS, JL Sintese e avaliacdo farmacoldgica de prototipos candidatos a farmacos
para o tratamento dos sintomas da anemia falciforme. 2009. 129f. Tese (Doutorado em
Ciéncias Farmacéuticas) - Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”,

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Araraquara, 2009.

SANTOS, V.A. et. al. Antiprotozoal sesquiterpene pyridine alkaloids from Maytenus
ilicifolia. J. Nat. Prod., v.75, n. 5, p. 991-995, 2012.

SCHIEFER, 1. T. et al.Furoxans (1,2,5-oxadiazole-N-oxides) as novel NO mimetic
neuroprotective and procognitive agents. J. Med. Chem., v. 55, n. 7, p. 3076-3087, 2012.

SCHOENAFINGER, K. Heteroclycic NO prodrugs. II Farmaco., v.54, p.316-320, 1999.

SHERLOCK, I. A. Epidemiology and Dinamics of the Vectorial Transmission of Chagas
Disease. Mem Inst Oswaldo Cruz, v. 94, n. I, p. 385-386, 1999.

SOLOMONS, T. W. G.; FRYHLE, C. B. Aldehydes and Ketones. In: Organic Chemistry.
10th ed. Wiley, 2011. p. 751-752.

SORBA, G.; MEDANA, C.; FRUTTERO, R.; CENA, C.; DI STILO, A.; GALLI, U,
GASCO, A. Water soluble furoxan derivatives as NO prodrugs. J. Med. Chem., v. 40, n. 4, p.
463-469, 1997.

SOUZA, W. O parasita e sua interacdo com os hospesdeiros. In. BRENER, Z. et al.
Trypanosoma cruzi e doenca de Chagas. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1999, p. 88-
123.

TROSSINI, G. H. G.; MALVEZZI, A.; T-DO AMARAL, A.; et al. Cruzain inhibition by
hydroxymethylnitrofurazone and nitrofurazone: investigation of a new target in Trypanosoma
cruzi. Journal of enzyme inhibition and medicinal chemistry, v. 25, n. 1, p. 62-7, 2010.

<doi:10.3109/14756360902941058>.



140
Referéncias Bibliograficas

URBINA, J. A. et al. Mevinolin (Lovastatin) Potentiates the Antiproliferative Effects of
Ketoconazole and Terbinafine against Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi: In Vitro and In

Vivo Studies. Antimicrobial Agents And Chemotherapy, v. 37, n. 3, p. 580-591, 1993.

URBINA, J. A.; DOCAMPO, R. Specific chemotherapy of Chagas disease: controversies and
advances. Trends in Parasitology, v. 19, n. 11, p. 495-501, 2003.
<d0i1:10.1016/}.pt.2003.09.001>.

URBINA, J. A. et al. In Vitro and In Vivo Activities of E5700 and ER-119884, Two Novel
Orally Active Squalene Synthase Inhibitors, against Trypanosoma cruzi. Antimicrobial

Agents And Chemotherapy, v. 48, n. 7, p. 2379-2387, 2004.

VALE, N.; MOREIRA, R.; GOMES, P. Primaquine revisited six decades after its discovery.
Eur. J. Med. Chem., v. 44,p. 937-953, 2009.

VIEGAS-JUNIOR, C.; et al. Molecular hybridization: a useful tool in the design of new drug
prototypes. Curr. Med. Chem., v.14, n.17, p.1829-52, 2007.

VILLALBA, R.; FORNES, G.; ALVAREZ, M.A.; ROMAN, J.; RUBIO, V.; FERNANDEZ,
M. et al. Acute Chagas' disease in a recipient of a bone marrow transplant in Spain: case

report. Clin. Infect. Dis., v. 14, n. 2, p. 594-595, 1992.

WENDEL, S. Transfusion transmitted Chagas disease: is it really under control? Acta
tropica, V. 115, n. 1-2, p. 28-34, 2010. Elsevier B.V.
<doi:10.1016/j.actatropica.2009.12.006>.

WERMUTH, C. G. Multitargeted drugs: the end of the "one-target-one-disease"
philosophy? Drug. Discov. Today, v. 9, n. 19, p. 826-827, 2004.

WINK, D. A. et al. The multifaceted roles of nitric oxide in cancer. Carcinogenesis, v. 19, n.

5,p. 711-721, 1998.



141
Referéncias Bibliograficas

WORLD HEATH  ORGANIZATION (WHO). Chagas disease (American
trypanosomiasis). Disponivel em: <http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs340/en/>.

Acesso em: 10 de janeiro de 2015.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. CONTROL OF CHAGAS DISEASE Second
report of the WHO Expert Committee World Health Organization. 2002.

WORLD HEATH ORGANIZATION (WHO).Negleted tropical diseases.Disponivel em:

<http://www.who.int/neglected diseases/diseases/en/>. Acesso em: 10 de janeiro de 2015.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Sustaining the drive to overcome the global

impact of neglected tropical diseases. 2013.



