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RESUMO

A leishmaniose ¢ uma doenga pandémica causada por parasitas vetoriais do género Leishmania.
Esses parasitas fagocitos, utilizam os mosquitos (flebotomineos sugadores de sangue) como
hospedeiros e transmissores da doenca. Existem diversos tipos de leishmaniose, sendo a forma
visceral a mais perigosa, que ¢ causada pelo parasita Leishmania infantum, muito comum em
paises de clima tropical e com regides de vunerabilidade social, como o Brasil. Para o
tratamento da doenca, existem farmacos que sdo eficazes, mas que contém muitos efeitos
colaterais, sendo assim, necessario o estudo e pesquisa de novos farmacos com intuito de
melhorias no tratamento. Nesse sentido, os derivados de benzotiazo6is, merecem destaque, ja
que sdo conhecidos na industria farmacéutica por sua consideravel atividade biologica. Com
estudos, utilizando os benzotiazois contra o parasita Trypanossoma cruzi, agente causador da
doenca de Chagas, foram iniciados também, estudos contra o Leishmania infatum, ja que ambos
fazem parte da familia Trypanosomatidae do filo de protozoarios que sdo caracterizados por
um unico axonema e por uma organela conhecida como cinetoplasto, uma mitocondria rica em
acido desoxirribonucléico (DNA). Sendo assim, tendo caractéristicas parecidas na estrutura
celular e na forma de contaminacdo, foi identificado a possibilidade de estudo de compostos
testados para Trypanossoma cruzi, serem testadas também para Leishmania infantum. Com
1sso, foi testada uma estrutura inicial e realizada trés tipos de modificagdes nela, atraves de
diferentes aminas, com reacdes de amidagdo na presenca de EDC e HOBt, para verificar
possiveis melhorias ou redugdo, nos valores de ICso, CCso € IS, em comparagdo ao composto
de referéncia (IC50: 5,5 5,5 uM; CC50: 203 uM; IS: 36,3), pois estes sdo parametros
importantes na avaliagdo de um composto para subsequente realizagao de testes in vivo e para
possiveis farmacos. Os compostos 8, 9 e 10 foram sintetizados com sucesso e purificados,
obtendo um rendimento de 42%, 47% e 55% e com resultados biologicos (IS: 4,3; 19,8; 5,5
respectivamente). Dessa forma, obtivemos os resultados que, todas as moléculas sintetizadas
tiveram efeitos de atividade biologica inferiores do composto de referéncia, mas que serviram
de base para entendermos um pouco mais sobre essa classe tdo importante nos estudos de

farmacologia e como esses compostos se comportam com as modificagdes estruturais.

Palavras-chave: Leishmaniose, Leishmania infantum, Benzotiazois, Atividades bioldgicas,
amidacao.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a pandemic disease caused by vector parasites of the genus Leishmania. These
phagocyte parasites use blood-sucking sandflies, as hosts and transmitters of the disease. There
are several types of leishmaniasis, being the most dangerous the visceral form, which is caused
by the parasite Leishmania infantum, very common in countries with a tropical climate and with
regions of social vulnerability, such as Brazil. For the treatment of the disease, there are drugs
that are effective, but that contain many side effects, so it is necessary to study and research for
new drugs in order to improve the treatment. So, studies with benzothiazole groups, which are
already known in the pharmaceutical industry for their considerable biological activity, were
initiated. With studies, using benzothiazoles against the parasite Trypanossoma cruzi, studies
against Leishamnia infatum were also initiated, since both are part of the family
Trypanosomatidae of the phylum of protozoa that are characterized by a single axoneme and
an organelle known as kinetoplast, a mitochondria rich in deoxyribonucleic acid. Therefore,
having similar characteristics in the cellular structure and in the form of contamination, it was
identified the possibility of studying compounds tested for Trypanossoma cruzi, to be tested
also for Leishamnia infatum. With this, an initial structure was tested and three types of
modifications were made to it. Through different amines, with amidation reactions in the
presence of EDC and HOB, to verify possible improvements or reduction in the values of ICsy,
CCso and IS, compared to the reference compound (IC50: 5,5 5,5 uM; CC50: 203 uM; IS: 36,3),
as these are important parameters in the evaluation of a compound for subsequent in vivo testing
and for potential drugs. Compounds 8, 9 and 10 were successfully synthesized and purified,
obtaining a yield of 42%, 47% and 55% and with biological results (IS: 4.3; 19.8; 5.5
respectively). In this way, we obtained the results that all synthesized molecules had lower
biological activity effects than the reference compound, but which served as a basis for us to
understand a little more about this class that is so important in pharmacology studies and how

these compounds behave with the structural modifications.

Palavras-chave: Leishmaniasis, Leishmania infantum, Benzothiazoles, Biological
activities, amidation.
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1. INTRODUCAO

1.1. Leishmaniose

A leishmaniose ¢ o termo global utilizado para doencgas viscerais e zooticas causada pelos
parasitas vetoriais do género Leishmania. Os protozoarios desse género, sdo um grupo de diversos
parasitas de fagocitos que sdo transmitidos através de flebotomineos sugadores de sangue (  familia
Psychodidae, sdo artrépodes transmissores de uma variedade de patogenos), entre hospedeiros
mamiferos, espalhando a doenca (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). O mosquito infectado pela
Leishmania, suga o sangue do hospedeiro, como suporte nutricional para o ovo. Uma variedade de
espécies de mamiferos podem servir de reservatorio, contraindo o parasita, entre eles, cides domésticos e
selvagens, roedores, raposas, chacais, lobos, humanos e etc. (CECILIO; CORDEIRO-DA-SILVA;
OLIVEIRA, 2022).

O género Leishmania, constituido por protozoarios pertencentes a ordem Kinetoplastida, sdo
organismos protozoarios que provavelmente divergiram no inicio da evolugdo de outros eucariotos. Eles
possuem uma série de caracteristicas inicas com relagao ao seu metabolismo de energia e carboidratos e
constituidos por mais de 20 espécies diferentes. Elas sao classificadas em dois subgeneros com base em
diferengas anatomicas nos locais de crescimento do parasita no intestino do flebotomineo. Estas sdo: a
Leishmania Old World (encontrado na Europa, Asia e Africa) e the New (encontrado nas Américas). Sdo
utilizados métodos bioquimicos, como eletroforese enzimatica, na identificacdo e distingdo das espécies.

(PACE, 2014).

1.2.Transmissao, agente etioldgico, fases e tipos da doenca

A fémea do flebotomineo, pertencente ao género Phlebotomus (Old World) e Lutzomyia (the
New), € o Unico vetor responsavel pela transmissdo da leishmaniose. Noventa e trés, dos cerca de
oitocentos flebotomineos conhecidos, disseminam a doenca. Estes artropodes sdo ativos em meses
quentes na regido do mediterrdneo e a maioria se alimenta entre o final de tarde e amanhecer (PACE,
2014).

Os parasitas da Leishmania tem dois estagios principais do ciclo de vida: o promastigota
flagelado movel, presente nos mosquitos transmissores de patogenos e a forma amastigota nao flagelada
intracelular, que estd presente no mamifero contaminado (Figura 1). O flebotomineo, durante a
alimentagdo, deposita os parasitas, que se fundem com os lisossomos das celulas dos hospedeiros,
formando fagolisossomos, em que a forma promastigota ¢ transformada e replicada, para a forma
amastigota. Eventualmente, a carga parasitaria aumenta para outras células, podendo metastatizar dentro

da pele e orgdos viscerais (CECILIO; CORDEIRO-DA-SILVA; OLIVEIRA, 2022).
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Figura 1: Representagio diagramdtica do ciclo de vida dos
parasitas Leishmania
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Fonte: (ANDRADE.et al, 2016)

A leishmaniose compreende trés principais formas de doengas: a visceral (LV), caracterizada
por episddios irregulares de febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia € anemia, que se nao tratada,
pode levar a morte em mais de 90% dos casos. A forma cutanea (LC), dentre todas, € a forma mais comum
da infeccdo, produzindo principalmente lesdes ulcerativas que deixam cicatrizes pelo resto da vida; E por
fim, a menos comum, a leishmaniose mucosa/mucocutanea, que, se nao tratada, pode levar a destrui¢ao
parcial ou total das membranas mucosas do nariz ¢ da boca, podendo causar grave incapacidade (OPAS,

2023; ALVAR; YACTAYO; BERN, 20006).

1.3. Leishmaniose no mundo

Globalmente, a leishmaniose ¢ uma das dez doengas tropicais negligenciadas, infectando mais
de 12 milhdes de pessoas. A leishmaniose é endémica em 99 paises, dos quais LC ¢ endémica em 89

paises, LV é endémica em 80 paises e enquanto as formas LC e LV, sdo endémicas em 71 paises. Dos
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nove paises que relatam 85% dos casos de LC, trés estdo nas Américas: Brasil, Colombia e Peru. Quatro
paises respondem por 68% dos casos de leishmaniose visceral no mundo: india, Suddo, Brasil ¢ Quénia
(OPAS, 2021).

De 2001 a 2021, um total de 1.105.545 casos de leishmaniose cutanea (LC) e mucosa (LM)
foram notificados a Organizacdo Pan-Americana da Saude, equivalente a uma média de 52.645 casos por
ano. No mesmo periodo, foram registrados 69.665 novos casos de leishmaniose visceral (LV), uma média
de 2.488 casos por ano, com taxa de letalidade em torno de 8% no continemte americano, considerada a
mais alta em comparagdo com outros continentes (OPAS, 2021).

A leishmaniose é considerada uma doenca da pobreza, por ser classificada como uma das
doengas “mais negligenciadas”, conceito este que surgiu ao estudar e desenvolver medicamentos para
doengas como essa. Os paises mais afetados, principalmente os com altos indices de LV, sdo classificados
como "paises menos desenvolvidos”. Além disso, geralmente a leishmaniose é concentrada nas areas
mais pobres. Dentre as doengas “negligenciadas”, a leishmaniose tem o maior impacto, tanto na
magnitude de sua morbidade ¢ mortalidade, quanto na sua ampla distribui¢ao geografica (ALVAR, J.;
YACTAYO, S.; BERN, C., 20006).

Em estudos comparando pacientes com leishmaniose em Bihar, Nepal, Bangladesh e Brasil, a
renda per capita foi baixa (normalmente menos de US$ 1/dia). Nas comunidades pobres, no entanto, a
associacdo com baixa renda pode ndo ser o principal determinante do risco. A ligagdo entre pobreza e
risco de leishmaniose ¢ mediada por multiplos mecanismos. A pobreza esta associada a fatores ecologicos
que podem aumentar o risco, como mas condi¢des de moradia, dormir ao relento ou no chio. A pobreza
também aumenta a progressao da doenca, morbidade e mortalidade, mais prevalente devido a desnutricao.
Pessoas desnutridas com infecgao por Leishmania tém maior probabilidade da doenca progredir e agravar

(ALVAR; YACTAYO; BERN, 2006).

1.4. Leishmaniose no Brasil e na América Latina

Na America Latina, a leishmaniose visceral (LV) é a variagdo mais comum. Causada pelo
agente etiologico L. infantum, ¢é transmitida principalmente por Lutzomyia longipalpis, um vetor bem
adaptado ao ambiente dessa regido. O Brasil responde por 90% dos casos de LV notificados nas
Américas, e é o terceiro maior foco de LV no mundo; ao contrario de outros grandes focos de LV, a
notificagdo de casos ¢ obrigatéria e os dados de vigilancia sdo mais completos no Brasil. A LV ocorre
tradicionalmente nas areas rurais secas, empobrecidas do nordeste do Brasil e seu controle ¢ um desafio
tanto para médicos veterinarios como para agentes de saude publica (BERN; MAGUIRE; ALVAR,
2008) (MARCONDES; ROSSI, 2013).
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A primeira de uma série de epidemias urbanas no Brasil ocorreu em Teresina no inicio da
década de 1980, seguida de surtos em Sdo Luis, Natal e Fortaleza. Em favelas densamente povoadas,
locais de degradacdo ambiental, condi¢cdes precarias de moradia, esgoto, descarte inadequado de lixo,
contato proximo com caes e outros animais domesticados promovem e favorecem a proliferacao do vetor.
Em 20 seguintes, desde 1980, a incidéncia relatada de LV no Brasil dobrou, atingindo mais de 3.000 por
ano. A doenga agora se tornou comum em areas urbanas, periurbanas e rurais até nos estados de Sao
Paulo e Mato Grosso do Sul, além das cidades do nordeste, como exemplificado na figura 2. (BERN;

MAGUIRE; ALVAR, 2008).

Figura 2: Mapa de casos de Leishmaniose Visceral (LV) no Brasil
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Fonte: (SVS,2021)

1.5. Tratamento

Existem diversos meios para tratar as varias formas de leishmaniose. A escolha por primeira
linha ou segunda linha varia de acordo com o tipo de doenca, e muitas vezes sdo feitos pelas praticas
regionais. Existem diversos compostos utilizados no tratamento da leishmaniose, dentre eles:
Paromomicina, Anfotericina B, Pentamidina, Miltefosina, Imiquimod, antimdnio pentavalente etc. Para
uso sist€émico, esses compostos podem ser administrados por via intravenosa, intramuscular (im), e
também sdo usados intralesionalmente (il) para Leishmaniose cutanea (MCGWIRE; 2014).

O antimdnio pentavalente tem sido considerado o principal composto no tratamento da
leishmaniose por décadas. Entretanto, o mecanismo preciso de a¢do do antiménio pentavalente na
leishmaniose ndo ¢ bem compreendido. Além disso, este agente tem multiplas toxicidades e em algumas
condigdes, acaba sendo ineficaz devido ao desenvolvimento de resisténcia do parasita (MCGWIRE;

SATOSKAR, 2014).
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1.6. Desenvolvimento de novos farmacos

Com isso, surge a necessidade do desenvolvimento de novos compostos para tratamento de
leishmaniose, mas com menos efeitos colaterais. Assim, € necessario o estudo de descoberta de farmacos
utilizando diferentes classes de compostos quimicos contra os parasitas causadores das leishmanioses.
Atualmente, a maioria dos farmacos utilizados clinicamente sdo de origem natural ou biotecnoldgica, ou
sintetizados quimicamente a partir de produtos de origem natural. (MIKOVSKI; et al, 2018).

A sintese quimica ¢é particularmente Util para a modificagdo molecular, pois por meio da
modificagdo estrutural, medicamentos menos tdxicos ¢ mais ativos do que os encontrados na natureza
podem ser obtidos. As modifica¢cdes moleculares mais comuns realizadas na estrutura de produtos
naturais visam introduzir altera¢des nas propriedades relacionadas a farmacodinamica e farmacocinética,
incluindo homologagéo linear, homologacdo ramificada e a introdu¢do de alguns grupos funcionais
especificos (MIKOVSKI; et al, 2018).

O desenho molecular do ligante dependera do conhecimento da forma estrutural do alvo
terapéutico escolhido. Apos identificada a estrutura, ela deve ser sintetizada e avaliada por bioensaios in
vitro, que, se bem-sucedidos, fornecerdo novos ligantes para biorreceptores selecionados (MIKOV SKI;

et al, 2018).

Esses novos ligantes passam por um processo de identificacio das propriedades
farmacocinéticas por meio de bioensaios farmacologicos in vivo ou pré-clinicos. Esses estudos pré-
clinicos (testes em animais) sdo necessarios para avaliar a toxicidade e a eficacia de um candidato a
farmaco. Na sequéncia sdo realizados os estudos em humanos em quatro fases: I - Avaliacdo de
Toxicidade em humanos; Il — avaliagdo da dose de medicamentos; III — testes finais de seguranca em
humanos; e IV — comercializagdo de novos medicamentos, que requer autorizagdo dos orgaos reguladores
nacionais e de acordo com critérios estabelecidos por comités de ética (CONEP - Comissdo Nacional de
Etica em Pesquisa). Caso o composto passe por todas essas etapas, ele se torna um farmaco que atuara

no alvo selecionado (MIKOVSKI; et al, 2018).

2. JUSTIFICATIVA

Com as limitagdes dos farmacos usados no tratamento da leishmaniose visceral, é
evidente a necessidade de pesquisar outros compostos que poderiam ter resultados satisfatorios

contra o parasita causador da doenga.
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O composto de estudo, benzotiazol, ¢ um sistema biciclico especial de grande poténcia
e significancia. Seus derivados sdo de grande interesse farmacéutico, por conta da sua
consideravel atividade biologica. Devido ao nucleo pequeno e simples do benzotiazol, o
composto se tornou alvo de estudos destinados a avaliar novos produtos com atividades
biologicas interessantes Uma vez que a maioria dos derivados de benzotiazodis tém vérias
atividades antitumoral, antituberculose, antimalarica, anticonvulsivante, anti-helmintica,
analgésica, anti-inflamatoria, antifingica, inibidora topica da anidrase carbonica e anti-hipoxica
(GUPTA; RAWAT, 2010).

A doenga de Chagas, assim como a leishmaniose visceral, ¢ uma doencga tropical
negligenciada, que é causada por um protozoario cinetoplastide, chamado Trypanosoma cruzi.
Com testes de compostos contra esse parasita, surgiram possiveis grupos de analises, como o
dos benzotiazois, que poderiam ter atividades satisfatorias para tratamento da doenca de Chagas.
A L. infantum e a T. cruzi, ambos parasitas sdo da espécie dos tripanossomatideos, dessa forma,
pela possivel similaridade na estrutura e forma de contaminacdo, considerou a possibilidade da
funcionalidade dos benzoatiazois contra os parasitas da Leishmaniose Visceral.

Assim, introduzimos os testes com benzotiazo6is, com diversas modificagdes, para testes
com a L. infantum. Como temos esquematizado na figura (3).

Segundo Fleu e colaboradores, foi encontrado que uma molécula com grupo de
benzotiazol e um fragmento acila (estrutura 1), com bons resultados de atividade biologica
contra o 7. cruzi. Identificado os grupos iniciais, foram feitas substitui¢des no anel aromatico do
benzotiazol, chegando na molécula 2, que corresponde a otimizagdo das estruturas anteriores e
que obteve o melhor resultado de ICso dentre os testes feitos (FLEU, et al. 2019).

Os parasitas L. infantum e T. cruzi, fazem parte da familia Trypanosomatidae do filo de
protozodrios que sdo caracterizados por um Unico axonema e por uma organela conhecida como
cinetoplasto, um mitocondria rica em acido desoxirribonucléico (DNA). Sendo assim, tendo
caractéristicas parecidas na estrutura celular e na forma de contaminagdo, foi identificado a
possibilidade de estudo dessa classe de benzotiazdis testadas para 7. cruzi, serem testadas
também para L. infantum (MCGHEE; COSGROVE. 1980).

Com essas informacdes, a partir da estrutura 2, nosso grupo de pesquisa iniciou o estudo
dessa classe quimica contra L. infantum.

Como ja haviam sido feitas substituicdes na estrutura inicial, alterando os grupos
substituintes no anel ardmatico do benzotiazol, pesquisadores do laboratorio LaSFar iniciaram

testes, modificando o outro lado da molécula inicial (fragmento acila). Inicialmente foi
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sintetizado e testado o composto 3 com apenas hidrogénio no fragmento benzotiazol e o
ciclopropil no fragmento acila, apresentando um ICsp de 19,9 uM, um valor promissor para
explorar essa classe contra L. infantum. Posteriormente foi realizado modifica¢des no fragmento
acila, substituindo o ciclopropil presente no composto 3 por outros grupos derivados de
hidrocarbonetos (metil, propil, fenil e cicloexil) levando aos compostos 4 a 7 (como apresentado
na figura 3).

Com as analises de ICso desses derivados contra L. infantum foi identificado que a
substitui¢do com um cicloexil (composto 7) seria a estrutura com melhor valor de atividade

biologicas,com ICsode 5,5 M.

Figura 3: Modificagées iniciais de benzotiazois utilizadas como base do presente estudo.

Classe de benzotiazoéis explorada contra Composto otimizado por Resultados preliminares
T. cruzi por Fleau e colaboradores Fleau e colaboradores obtidos no LaSFar
Fragmento acila o
1 '\’ O—\ AN (0] N H
g N R FiC N >—< N
O S T i CL
Ry L/ —> . s — , ,
Fragmento benzotiazol 2 §_< ;—Me
IC5q T. cruzi: 0,079 pM ) )
ICgo T. cruzi: 112 uM ICsq T. cruzi: >200 uM
ICs¢ L. infantum: 19,9 uM  IC5q L. infantum: 153,3 uM
5 6
= Y
ICsq T. cruzi: >100 uM IC50 T. cruzi: >100 uM

ICsq L. infantum: >200 uM  IC5q L. infantum: >200 uM

7

aw

ICso T. cruzi: 71,4 uM
ICgo L. infantum: 5,5 uM

Fonte: do autor

Com a identifica¢do de uma estrutura com valor de ICso significativo para L. infantum
(composto 7), iniciou-se estudos com outras modificagcdes ao longo dessa molécula. Sdo trés
estruturas inéditas, baseadas no composto 7 citado acima, que serdo identificadas e justificadas

nesse trabalho.
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3. OBJETIVO

3.1. Objetivo geral

Objetivo deste trabalho ¢ a sintese de benzotiazoéis, utilizando metodologias classicas
de quimica organica, afim de obter compostos eficazes contra o parasita L. infantum, causador da

Leishmaniose Visceral.

3.2. Objetivo especifico

Sintetizar trés derivados de benzotiazdis
Caracterizar os compostos obtidos

Realizar estudos de atividade bioldgica com os compostos
4. RESULTADOS E DISCUSSAO
Através dos resultados premilimanres obtidos pelo grupo LaSFar, foram identificadas
possiveis rotas de sintese, que poderiam nos fornecer informagdes de quais fragmentos estruturais
poderiam ser susbtituidos ou alterados, afim de encontrar melhores resultados para as analises de
ICs0 e CCso. Dessa forma, foram planejadas as modificagdes da figura 4.
Figura 4: Compostos 7 (de referéncia), 8, 9 e 10 propostos para sintese.
7 o)
Nl
S—NH
S

Composto de referéncia
S—NH >—NH [\>—NH
o] N S
H

Fonte: do autor
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Na estrutura 8, com a susbtitui¢do do atomo de enxofre (S) do anel por um atomo de
oxigénio (O), sendo possivel verificar a influéncia de 4tomo mais eletronegativo, como o
oxigénio em relacdo ao enxofre, em um sistema com conjugacao. Na Estrutura 9, com a
substituicdo do enxofre por um grupo N-H, sera possivel verificar o efeito do aumento da
basicidade da estrutura, devido a disponibilidade do par de életons livres presentes no nitrogénio.
E na proposta 10, com o anel tiazol, visando verificar a influéncia da diminui¢do do efeito de

ressonancia nas propriedades do composto obtido.

4.1. Planejamento para sintese dos derivados de benzotiazois

O planejamento das sinteses foi baseado na modificagdo do benzotiazol inicial
(composto 7). Todas os derivados sintetizados, foram feitos seguindo a mesma sequéncia: A
selecdo de um derivado de amina, em seguida a reacdo com o &cido cicloexanoico, chegando aos

derivados de interesse.

4.2. Amidacao

A rota sintética utilizada envolve a reagdo de amida¢do. Iniciamos selecionando os derivados
aminados que seriam o foco das sinteses e testes. Dessa forma, temos o processo da reagdo da amina com
um acido carboxilico, na presenga do agente de condensacdo EDC, HOBt como catalizador e DMF como
solvente da reacdo, afim de obter a amida de interesse, seguindo o mecanismo reportado no esquema 1.

A primeira etapa da reacdo de amidacdo, ¢ a retirada do hidrogénio do acido carboxilico, pelo
par de eletrons livres do nitrogénio presente no EDC (1-etil-3-(3- dimetilaminopropil)carbodiimida),
como simbolizado no esquema 1. Apos criar um dipolo, tendo um carboxilato no meio, esse entra em
ressonancia, sendo um bom nucleofilo, atacando o carbono presente no EDC. Em seguida, o HOBt
(hidroxibenzotriazol), entra como catalizador da reagdo. O par de eletrons livres do oxigénio do HOBt,
ataca a carbonila do éster, realizando uma substitui¢do nucleofilica da carbonila, consequentemente,
resultando na eliminagdo da ureia como subproduto. Assim, na etapa final, nossa amina de interesse,
utiliza o par de eletrons livres do nitrogénio, atacando o carbono da carbonila, eliminando o HOBt,

resultando na nossa amida de interesse. Toda essa reacdo em meio de DMF.
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Esquema 1: Reacdo de amidagdo na presenga de EDC e HOBt
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R [ ureia correspondente |

Fonte: Do autor

Seguindo essa metodologia, foram realizadas as sinteses de 3 compostos com diferentes

altera¢Ges da amina inicial, resultando em derivados de propriedades e caracteristicas diferentes.
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4.3. Sintese dos compostos almejados

A primeira alteragdo que realizamos foi a sintese do derivado de benzotiazol (composto 8§,

esquema 2), trocando o enxofre por um oxigénio.

Esquema 2: Sintese do derivado de benzotiazol com atomo de Oxigénio.

12 11 0 8

N EDC;HOBt ?
©: >_NH2 + HO DMF, 65°C, 120h \>_NH
o 42% 0]

Fonte: Do autor

Para a estrutura 8, realizamos a amidagao entre o acido carxobilico (11) e a amina derivada do
benzoxazol (12), na presenca do ativador EDC, do catalisador HOBt, utilizando DMF (N,N-
dimetilformamida) como solvente, durante 120h a 65°C. Foi realizada a CCD, para verificagdo do avango
da reagdo e da pureza do composto sintezado. Com a primeira analise, foi identificado a formagdo do
composto de interesse (estrutura 8). Assim, foi realizada a tentativa de precipitacdo, mas o produto obtido
ndo precipitou, estando na forma de um o6leo. Dessa forma, foi realizada a extracdo do composto, em
fase orgénica e aquosa. Apoés a extracao, foi possivel observar a presenca do nosso produto ainda na fase
aquosa. Sendo assim, foi necessario realizar um tratamento e uma nova extragao utilizando hidroxido de
sodio 2M, acetato de etila e cloreto de sddio (para quebrar a emulsdo formada), sendo possivel separar e
passar nosso produto todo para fase organica, testado através da repeticdo da CCD (como indicado na

figura 5).

Figura 5:A) identifica¢do da presen¢a do produto na fase orgdnica.
B) auséncia do produto na fase aquosa.

Fonte: Do autor
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Atraves da reacdo e dos tratamentos, obtivemos um rendimento de 42% do produto final. Com
a analise na CCD, foi verificado uma possivel pureza do composto sintetizado. Dessa forma, a amostra
foi seca no rotaevaporador e na bomba a vacuo. A amostra foi preparada para analises de RMN de 'H e
13C, sendo pesado 2mg e adicionado no tubo proprio para para anélise. Além do RMN, também foram
feitas analises de espectrometria de massas e infravermelho.

Na Tabela 1 estdo relacionados os protons de cada ambiente quimico da molécula obtida e seus
respectivos sinais no RMN de 'H. A partir da analise de RMN delH, foi verificado que os Hidrogénios
indicados no espectro (figura 6), correspondem ao seus possiveis ambientes quimicos na molécula. Os
picos 7,55 a 7,25 sao correspondentes ao H1 ao H4 aromaticos. O pico em 10.57 corresponde ao HS,
hidrogénio alfa a carbonila, sendo esse o mais acido e o mais desblindado da molécula, tendo o maior
deslocamento do ambiente quimico. O H6 ¢ mais desblindado dos hidrogénios alifaticos, tendo
deslocamento maior. Por fim, os Hidrogénios de 7 a 11, sdo mais mais blindados, por ndo sofrerem tanto
os efeitos de atomos eletronegativos ou de ressonancia, estando mais proximo ao TMS (zero ppm - valor
de referéncia), entre 1,92 a 1,19.

Também foi realizado o RMN C'3. Na tabela 2, temos os carbonos com seus ambientes
quimicos identificados no espectro (figura 7). Dentre os carbonos temos que o 8 é o carbono da carbonila,
correspondente ao pico mais deslocado em 174,40, sendo o mais desblindado da molécula devido aos
efeitos indutivos do atomo de oxigénio. Em seguida se encontra o C7, em 155, que sofre um deslocamento
menor, também por efeito indutivo. O picos de C1 a C6 correspondem ao carbonos aromaticos, sendo o
C1 e C6 os que tem maior deslocamento do ambiente quimico devido ao efeito de ressonancia do anel,
além de sofrer com efeitos indutivos de atomos proximos, ja os C9 a C14 alifaticos, sendo o C9 o mais
desblindado deles, devido ser alfa carbonila.

Além do RMN, com a Espectroscopia de massas (figura 8), podemos identificar que a massa
do composto 8 sintetizado, corresponde a massa indicada no espectro, sendo mais uma confirmacao da
pureza do nosso composto esperado. Com a caracterizagao a partir da analise de espectroscopia na regido
do infravermelho (figura 9), conseguimos identificar os grupos funcionais presentes no composto, atraves
da frequéncia de vibra¢do das ligagcdes, como indicado na tabela 2. Finalizando dessa forma, a

caracterizacdo do composto 8 com rendimento de 42%.



Figura 6: Espectro RMN 'H (400 MHz, CDCI3) do composto 8.

ALRRRARIZZNY

10.57

] o 67 8
Iy
S—NH
3 g 5 110

4

10.57

mmmmmmmmmmmmm

2.70

NEOSEONEY S

T T T T T T T d d
99 78 7.7 7.6 75 7.4 73 7.2 2.8 26

T T T T T T T
10.8 24 22 20 18 16 1.4 1.2
f1 (ppm) 1 (ppm) f1 (ppm)

1
| (l
|
!
|
£ T
T T T T T T T T T T T T
13.0 125 12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 95 9.0 85 8.0 7.5

T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5
f1 (ppm)

Tabela 1: Dados de RMN de 'H do composto 8 (CDCI3).

Hidrogénio Deslocamento &u® (m °)
H7 aH11 2.01—1.19 (m)
H6 2.70 (s)
HI a H4 7,55—725 (m)
H5 10.57 (s)
*deslocamentos quimicos em ppm, em relacio ao TMS como padréio interno
bmultiplicidade

Fonte: do autor

16



Figura 7: Espectro RMN 3C (101 MHz, CDCI3) do composto 8.
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Tabela 2: Dados de RMN de 3C (101 MHz, DMSO) do composto 8.

Carbono Deslocamento 6c¢?
C9acCl4 44,83 a 25,48 (C-H)
C2acCs5 124,26 a 109,95 (Ar)
C6eCl 147 a 139,18 (Ar)
C7 155,57 (C-amida)
C8 174,40 (C=0)

“deslocamentos quimicos em ppm, em relagdo ao TMS como padrdo interno

Fonte: do autor
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Figura 8: Espectro HRMS (ESI+) do composto 8.
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Figura 9: Espectro na regido do infravermelho do composto 8
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Tabela 3: Dados de numero de onda de infravermelho (cm-1) do composto 8.

Tipo de ligacao Frequéncia (cm™)
C =0 (amida) 1675
C — H (alcano) 2853 -2929 - 2998
C — H (aromatico) 3130
N-H 3253

Para a estrutura 9, realizamos a amidagdo entre o acido carboxilico (11) e a amina derivada do
benzimidazol com um atomo de nitrogé€nio (13), na presenca do ativador EDC, do catalisador HOBY,
utilizando DMF como solvente, durante 192h a 80°C. Foi realizada a CCD (figura 10), para verifica¢ao
do andamento da reagao do nosso composto sintezado. Com a analise, foi identificado, que houve a reagao
e foi obtido parte do composto 9 . Mas, devido ao tempo da reacdo, ela foi parada pois ndo haveriam mais
altera¢des no rendimento. Assim, foi realizada a precipitacdo para finalizar a reagdo. A solugdo foi

filtrada, obtendo nosso composto.

Esquema 3: Sintese do derivado de benzimidazol com grupo Amina.

13 11 9
N o O>_< >
EDC;HOBt N
Y»—NH, + HO Y N
©:N>_ 2 DMF, 80°, 192h N>_NH
45% H

Fonte: do autor

Figura 10: CCD indicando a conclusdo reagdo, sem material de partida.

Fonte: do autor
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Apos filtrado, foi possivel identificar que o composto estava com uma pureza consideravel para
mandar para o andlise de RMN, para sua caracterizacdo completa. Assim, a amostra foi seca no
rotaevaporador e na bomba & vacuo, em seguida, pesado 2mg para colocar nos tubos de RMN. Além do
RMN, também foram feitas analises de espectrometria de massas ¢ infravermelho, para confirmagao do
produto da reagdo, o qual, indicaram a pureza do composto 9.

Na Tabela 4 estdo relacionados os protons de cada ambiente quimico da molécula obtida e seus
respectivos sinais no RMN de 'H, indicados no espectro (figura 11) e que correspondem ao seus possiveis
ambientes quimicos na molécula. Os picos 7,42 a 7,06 sdo correspondentes ao H1 ao H4 aromaticos. O
pico em 12 corresponde ao H6, hidrogénio alfa a carbonila, sendo esse o mais acido e o mais desblindado
da molécula, tendo o maior deslocamento do ambiente quimico. O H5 encontra-se em 11,37 devido aos
efeitos do anel aromatico proximo. O H7 ¢ mais desblindado dos hidrogénios alifaticos, tendo o maior
deslocamento dentre eles. Por fim, os Hidrogénios de 8 a 12, sdo mais mais blindados, por ndo sofrerem
tanto os efeitos de atomos eletronegativos ou de ressonancia, estando mais proximo ao TMS (zero ppm -
valor de referéncia), entre 1,95 a 1,07.

Também foi realizado, o RMN C!. Na tabela 5, temos os carbonos com seus ambientes
quimicos identificados no espectro (figura 12). Dentre os carbonos temos que o 8 ¢ o carbono da
carbonila, correspondente ao pico mais deslocado em 175,91, sendo o mais desblindado da molécula
devido aos efeitos indutivos do atomo de oxigénio. Em seguida se encontra o C7, em 175,82, que sofre
um deslocamento menor, também por efeito indutivo. O picos entre 147,28 a 111.93, correspondem ao
carbonos aromaticos (C1 a C6), sendo o C1 e C6 os que tem maior deslocamento do ambiente quimico
devido ao efeito de ressonancia do anel, além de sofrer com efeitos indutivos de 4&tomos proximos. E os
C9 a C14 os carbonos alifaticos, sendo o C9 o mais desblindado deles, devido ser alfa carbonila.

Além do RMN, com a Espectroscopia de massas, podemos identificar que a massa do composto
9 sintesizado, corresponde a massa indicada no espectro, sendo mais uma confirmagao da pureza do nosso
composto esperado. E a caracterizac@o a partir da analise de espectroscopia na regido do infravermelho,
conseguimos identificar os grupos funcionais presentes no composto, atraves da frequéncia de vibragdo
das ligagdes, como indicado na tabela 6. Finalizando dessa forma, a caracteriza¢do do composto 9 com

rendimento de 45%.
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Figura 11: Espectro RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 9.
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Tabela 4: Dados de RMN de 'H do composto 9 (DMSO,).

Hidrogénio Deslocamento &u* (m °)
H7 a H12 1.95—1.07 (m)
H6 12.0 (s)

H5 11.37 (s)
H1 a H4 7.42 - 7,06 ()

“deslocamentos quimicos em ppm, em relagcdo ao TMS como padrdo interno
bmultiplicidade



Figura 12: Espectro RMN 3C (101 MHz, DMSO) do composto 9.

| o
‘ !
10
, o 11
DR
H—NH
ANF N T 14 13
5 H

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 P %00 ) 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
1 (ppm

Fonte: do autor

Tabela 5: Dados de RMN de *C (101 MHz, DMSO) do composto 9.

Carbono Deslocamento oc®
Cl0aCl4 44,20 225,51 (C-H)
ClacCe 147,28 a 111.93 (Ar)
C7 175,82 (C-amida)
C8 175,97 (C=0)

“deslocamentos quimicos em ppm, em relagdo ao TMS como padrdo interno
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Figura 13: Espectro HRMS (ESI+) do composto 8.
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Figura 14: Espectro da regido do infravermelho do composto 9
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Tabela 6: Dados de numero de onda de infravermelho (cm-1) do composto 9.

Tipo de ligacdo Frequéncia (cm™)
C =0 (amida) 1680
C — H (alcano) 2853 -2929
C — H (aromatico) 3047

N-H

3277

23
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Para a estrutura 10, realizamos a amidag¢ao entre o acido carboxilico (11) e o 2-aminotiazol
(14), na presenga do ativador EDC, do catalisador HOBt, utilizando DMF, durante 96h a 85C. Foi
realizada a CCD (figura 15), para verificagdo do andamento da reag@o do nosso composto sintezado. Com
a analise, foi identificado, que aconteceu a reac@o, o material de partida foi consumido e que ja haviamos
obtido nosso produto (estrutura 10). Assim, foi realizada a precipitagdo para finalizar a reagéo, a solucdo

foi filtrada, obtendo nosso composto com rendimento de 55%.

Esquema 4: Sintese do derivado de benzotiazol com retirada do benzeno.

14 11 10

0 EDC:HOBt 0

N
[ \>*NH2 + HO DMF, 85°, 96h [N\>_N?_|_<:>
S s

55%

Fonte: do autor

Figura 15: CDD indicando a conclusdo reag¢do, sem material de partida.

Fonte: do autor

Ap6s filtrado e através da CDD, foi possivel identificar que o composto estava com uma pureza
consideravel para mandar para o analise de RMN, para sua caracterizagdo completa. Assim, a amostra
foi seca no rotaevaporador e na bomba a vacuo, em seguida, pesado 2mg para colocar nos tubos de RMN.
Além do RMN, também foram feitas analises de espectrometria de massas e infravermelho, para
confirmacdo do produto da reagdo.

Na Tabela 7 estdo relacionados os protons de cada ambiente quimico da molécula obtida e seus
respectivos sinais no RMN de 'H, indicados no espectro (figura 16). O pico em 11,73 corresponde ao H3,

hidrogénio alfa a carbonila, sendo esse 0 mais acido e o mais desblindado da molécula, tendo o maior
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deslocamento do ambiente quimico. O HI e H2 encontra-se em 7,43 a 6,99 respectivamente, devido ao
efeito da insaturacdo. O H4 ¢ mais desblindado dos hidrogénios alifaticos, tendo o maior deslocamento
dentre eles. Por fim, os Hidrogénios de 5 a 9, sdo mais mais blindados, por ndo sofrerem tanto os efeitos
de atomos eletronegativos ou de ressonancia, estando mais préximo ao TMS (zero ppm — valor de
referéncia), entre 1,98 a 1,30.

Também foi realizado, o RMN !3C. Na tabela 8, temos os carbonos com seus ambientes
quimicos identificados no espectro (figura 17). Dentre os carbonos temos que o C4 ¢ o carbono da
carbonila, correspondente ao pico mais deslocado em 174,26, sendo o mais desblindado da molécula
devido aos efeitos indutivos do atomo de oxigénio. Em seguida se encontra o C3, em 160,04, que sofre
um deslocamento menor, também por efeito indutivo. O picos entre 136,20 - 113.50, correspondem ao
carbonos C1 e C2 insaturados. E em 44,94 - 25,59, encontramos os carbonos alifaticos de C5 a C9, sendo
0 C5 o mais desblindado deles, devido ser alfa carbonila.

Além do RMN, com a Espectroscopia de massas, podemos identificar que a massa do composto
10 sintesizado, corresponde a massa indicada no espectro, sendo mais uma confirmagdo da pureza do
nosso composto esperado. E a caracterizagdo a partir da analise de espectroscopia na regido do
infravermelho, conseguimos identificar os grupos funcionais presentes no composto, atraves da
frequéncia de vibracao das liga¢des, como indicado na tabela 9. Finalizando dessa forma, a caracterizagdo

do composto 10.

Figura 16: Espectro RMN 'H (400 MHz, CDCI3) do composto 10.
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Tabela 7: Dados de RMN de 'H do composto 10 (CDCI;).

Hidrogénio Deslocamento &u® (m °)
H5 a HO 1,98-1,30 (m)
H4 2,47 (m)
H1 e H2 7,43 — 6,99 (d)
H3 11,73 (s)

*deslocamentos quimicos em ppm, em relagdo ao TMS como padrao interno

"multiplicidade

Figura 17: Espectro RMN 3C (101 MHz, CDCI3) do composto 10.
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Tabela 8: Dados de RMN de *C (101 MHz, CDCL?) do composto 10

Carbono Deslocamento oc®
C5acClo0 44,94 - 25,59 (C-H)
CleC2 136,20 - 113.50 (C=C)
C3 160,04 (C-amida)
C4 174,26 (C=0)

“deslocamentos quimicos em ppm,

em relagdo ao TMS como padrao interno
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Figura 13: Espectro HRMS (ESI+) do composto 8.
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Tabela 9: Dados de nimero de onda de infravermelho (cm™) do composto 10.

Tipo de ligacdo Frequéncia (cm™)
C =0 (amida) 1675
C — H (alcano) 2853 -2929

C — H (aromatico) 3059 - 3159
N-H 3253

27
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4.4. Resultados Biologicos

Apos os testes de caracterizagdo ¢ a identificagdo da pureza dos compostos sintetizados, foram
realizadas as andlises bioldgicas de ICso e CCso, encontrando o IS (indice de seletividade). Assim, foi
possivel definir o poténcia em relagdo a citoxicidade dos compostos testados e verificar se as
modificagdes feitas no composto de referéncia foram efetivas.

A metade da concentragdo inibitéria maxima (ICso), ¢ uma medida quantitativa representativa da
poténcia de uma substincia para inibir in vitro um processo bioldgico especifico em 50%, e ¢ definida
principalmente através de modelos de teste in vitro. Um outro teste importante, ¢ da determinagao do
CCso (citotoxicidade em concentragdo de 50%) que é a concentragdo do composto que causa
citotoxicidade nos 50% do células. E com isso, empregamos o indice de seletividade (IS) que ¢ definido
como a razdo de a concentragdo citotoxica de 50% (CCso) pela a concentragdo inibitoria de 50% (ICso)
(KOUTSONI.; KARAMPETSOU; DOTSIKA, 2019).

Todos os valores acima s@o cruciais para concluir se um composto testado, ¢ ou ndo apropriado
como agente antileishmania. Assim, os valores 1Cso, CCso € consequentemente de IS, que estdo indicados

na tabela 7.

Tabela 10: Compostos com seus respectivos valores de ICsyg, CCsg e IS.

Composto ICso L. CCso THP-1 IS
Infantum

@)
N >—<:> 5,5 uM 203,0 uM 36,9
L : “
S

Composto de referéncia

()
@[N\}NE_O 186,9 uM 798,6 UM 4,3
(0]

Composto 8

o)
N >—<:> 2 uM >1 M >19,9
@E»—NH 50,2 n 000 p
N
H

Composto 9

@)
N >—<:> 180,2 uM >1000 uM >5,5
| D—NH ’
-

Composto 10

Fonte: Do autor
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Analisando a tabela, podemos observar que dentre os compostos sintesizados, o composto 9 foi
o que obteve o melhor resultado referente ao Indice de Seletividade (IS), pois quanto maior o valor de IS,
melhor o resultado bioldgico. A alteragdo do 4tomo de enxofre (do composto de referéncia), por um N-
H, resulta em um resultado melhor do que a troca por um Oxigénio como feito no composto 8§, mas nao
foi uma mudangca significativa que justifique a troca do 4&tomo inicial de enxofre. Da mesma forma, com
aretirada do benzeno do benzotiazol do composto 10, foi possivel identificar uma alteragdo negativa nos
resultados bioldgicos, sendo possivel identificar que apenas o grupo tiazol nao ¢ o suficiente para ter uma
atividade biologica efetiva.

Dessa forma, conclui-se que o grupo benzeno ser mantido na estrutura ¢ que o enxofre (do
tiazol) ndo deve ser trocado por oxigénio nem por N-H, para garantir os efeitos biologicos do composto,

sendo necessario explorar outros tipos de substituicdo de atomos em testes futuros.

5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Sintese

5.1.1 Preparacao do composto 8

Em uma solugdo do acido carboxilico (11) (95,6 mg, 0,746 mmol) em dimetilformamida (1,0
mL), foram adicionados EDC (143,0 mg, 0,746 mmol), HOBt (5 mg, 0,037 mmol) e a amina (12) (50
mg, 0,373 mmol). A reagao foi agitada a 65°C por 120 horas com acompanhamento por CCD, em seguida
foi tratada com 4gua destilada. Como ndo houve precipitagao, foi feita uma extragdo com acetato de etila
e solucdo de NaOH 2M. Apds extraido a parte aquosa da parte organica, onde estdva presente o composto,
foi seco com sulfato de sédio anidro e o solvente removido pelo rotaevaporador e na bomba a vacuo,

levando a obtengdo de 8.

38 mg, 42%, 6leo amarelo. RMN H'(400 MHz, CDCl3) & 10.57 (s, 1H), 7.55 (m, 2H), 7,35 — 7,25 (m,
2H), 2.70 (s, 1H), 2.01 (d, 2H), 1.92 — 1.79 (m, 2H), 1.66 — 1.51 (m, 2H), 1.38 — 1.19 (m, 4H). RMN C"
(101 MHz, CDCls) & 174.40, 155.57, 147.86, 139.18, 124.26, 123.27, 117.41, 109.95, 44.83, 28.63,
25.05, 24.86. HRMS (ESI+): calculado para C14sH¢N2NaO," [M + Na]" = 267.1104 m/z, encontrado [M
+Na]" =267.1104 m/z, erro = 0 ppm. FT-IR v (cm-1): 3253 (N-H), 3130 (Csp3-H), 2998-2853 (C-H);
1675 (C=0);
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5.1.2 Preparac¢do do composto 9

Em uma solugdo do acido carboxilico (11) (96,4 mg, 0,752 mmol) em dimetilformamida (1,0
mL), foram adicionados EDC (144,2 mg, 0,752 mmol), HOBt (5 mg, 0,037 mmol) e a amina (13) (50
mg, 0,376 mmol). A reacdo foi agitada a 80°C por 192 horas com acompanhamento por CCD, em seguida
foi tratada com agua destilada e filtrada. Apds filtrado, o composto foi transferido e seco com sulfato de

sodio anidro. O solvente removido pelo rotacvaporador e na bomba a vacuo, levando a obtencao de 9.

45 mg, 45%, solido bege. RMN H' (400 MHz, DMSO) 8 12.00 (s, 1H), 11.37 (s, 1H), 7.42 (s, 2H), 7.06
(s, 2H), 1.95 — 1.63 (m, 5SH), 1.52 — 1.07 (m, 5H). HRMS (ESI+): calculado para C1sHi¢N;HO" [M + H]"
= 244.1444 m/z, encontrado [M + H]" = 244.1444 m/z, erro = 0 ppm. FT-IR v (cm-1): 3277 (N-H), 3047
(Csp3—H), 2929-2853 (C—-H); 1680 (C=0);

5.1.3 Preparac¢do do composto 10

Em uma solugao do 4cido carboxilico (11) (127,9 mg, 0,999 mmol) em dimetilformamida (1,0
mL), foram adicionados EDC (191,44 mg, 0,999 mmol), HOBt (6,7 mg, 0,0499 mmol) e a amina (14)
(50 mg, 0,499 mmol). A reacdo foi agitada a 85°C por 96 horas com acompanhamento por CCD, em
seguida foi tratada com agua destilada e filtrada. Apds filtrado, o composto foi transferido e seco com
sulfato de sodio anidro. O solvente removido pelo rotaevaporador e na bomba a vacuo, levando a

obtengao de 10.

58 mg, 55%, solido alaranjado. RMN H' (400 MHz, CDCls) § 11.73 (s, 1H), 7.43 (d, 1H), 6.99 (d, 1H),
2.47 (m, 1H), 1.98-1.85 (m, 4H), 1.79 — 1.55 (m, 4H), 1.36-1.30 (m, 2H). HRMS (ESI+): calculado para
CioH14sN2NaOS™ [M + Na]* = 233.0719 m/z, encontrado [M + Na]* = 233.0716 m/z, erro = 1,29 ppm.
FT-IR v (cm-1): 3253 (N-H), 3159-3059 (Csp3-H), 2998-2853 (C-H); 1675 (C=0);

5.2 Analise biologica
5.2.1. Avaliacdo da suscetibilidade in vitro

Monocitos derivados da linhagem monocitica humana THP-1 (5x104) foram diferenciados em
macrofagos pela adicdo de 20ng/mL de acetato de forbol miristato (PMA) em cultura. Apos 72 horas da
diferenciagdo de macrdéfagos THP-1, em placas pretas de 96 pogos (Corning Incorporated, Corning, NY),
eles foram infectados com formas promastigotas de Leishmania infantum (MHOM/BR/1974/PP75)

transfectada com o gene tdTomato, em fase estacionaria (20 parasitos por macrofago) por 4 horas. Apos
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trés lavagens com PBS 1X, as células infectadas foram tratadas com varias concentragdes dos compostos
testados. Foram realizados dois experimentos independentes, em quadruplicata de cada amostra. o ICs
foi determinado pelo método ndo linear modelo de inclinacdo varidvel de regressdao de acordo com a
equacdo “log (inhibitor) vs. response” no GraphPad Prisma v.8.2.0. A concentragdo do composto que
inibe 50% do crescimento dos parasitos (ICso) foi determinada pela diminuicdo da fluorescéncia dos
parasitos na auséncia e presenga do composto, apos 72 horas de exposi¢do, por meio de um leitor de
microplacas (SpectraMax M2, Molecular Devices, Sunnyvale, CA) com valores de excitagdo e emisso:

554 e 58 1nm, respectivamente.

5.2.2. Avaliagao da citotoxidade

Macroéfagos THP-1 (5,0x104) foram diferenciados em placas de 96 pogos e incubadas por 72
horas em meio RPMI 1640 suplementado a 37°C em estufa contendo 5% de CO,. Apds o periodo de
diferenciagdo das células, o meio de cultura foi removido, e adicionado meio RPMI 1640 suplementado.
Posteriormente, os macrofagos foram tratados com os farmacos, empregando-se diluigdes seriadas,
durante 72 horas a 37°C, em estufa contendo 5% de CO». Apds o periodo de tratamento, a viabilidade
celular foi avaliada pelo método de Alamar Blue (Invitrogen™). Foram adicionados aos pogos 20uL de
uma solucdo de Alamar Blue em uma diluicdo de 1:1 e apdés quatro horas de incubagdo a leitura foi
realizada através dos seguintes comprimentos de onda: 570 e 600nm. Os resultados foram expressos
como o percentual diferenca na reducao entre células tratadas e nao tratadas. A concentragdo do composto
que inibe 50% da viabilidade da célula THP-1 (CCso) foi obtida por anélise de regressdo nao linear usando
o programa GraphPad Prism 8.0, Inc. Foram realizados dois experimentos independentes, em triplicata

de cada amostra.

6. CONCLUSAO

Neste trabalho, realizamos a sintese dos compostos 8, 9 ¢ 10, partindo de um composto de
referéncia (composto 7), ja estudado pelo grupo do Laboratorio de Sintese de Candidatos a Farmacos
(LaSFar) e que obteve bons resultados biologicos (ICso: 5,5 5,5 uM; CCso: 203 uM; IS: 36,3).

Os compostos 8, 9 e 10 foram sintetizados com sucesso e purificados, obtendo um rendimento
de 42%, 47% e 55% respectivamente. Por fim, caracterizados atraves de técnicas de espectroscopia,
espectrometria e realizado testes bioldgicos (IS: 4,3; 19,8; 5,5 respectivamente).

Atraves das sinteses conseguimos aumentar o portifélio de moléculas com modifica¢des
interessantes na classe dos benzotiazo6is. Dessa forma, obtivemos os resultados que, todas as moléculas
sintetizadas tiveram efeitos de atividade bioldgica inferiores do composto de referéncia, mas que
serviram de base para entendermos um pouco mais sobre essa classe tdo importante nos estudos de

farmacologia e como esses compostos se comportam com as modificagdes estruturais.
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