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RESUMO

A leishmaniose ¢ uma enfermidade de origem parasitaria causada pelo protozodario Leishmania
infantum; ¢ considerada pela Organizacdo Mundial da Saide como uma doenga tropical
negligenciada. Atualmente, ndo existe uma cura para essa doenga, sendo a principal forma de
tratamento os medicamentos Glucantime e Anfotericina B, esses firmacos possuem certa
eficiéncia no tratamento, no entanto, possuem uma alta toxicidade e efeitos colaterais severos.
Diante desse contexto se faz necessario o desenvolvimento de novos farmacos, mais eficientes,
menos toxicos e de baixo custo para o tratamento dessa doencga. Neste trabalho, foram
sintetizados e caracterizados trés compostos de uma classe de sulfonilpiperazinas, tendo como
base trabalhos previamente realizados pelo nosso grupo de pesquisa onde foi realizado o estudo
de uma série de compostos com potencial atividade contra o 7. cruzi (agente causador da doenga
de Chagas) e L. infantum, a partir do planejamento e modificagdes quimicas nos fragmentos de
um composto protétipo (hit inicial) a fim de melhorar a suas atividades biologicas. Apos a
analise dos trabalhos, foi realizado um planejamento de trés novas modificagdes, sendo elas no
fragmento benzenossulfononila, onde se manteve a carbonila do fragmento amino-arila e a
relagdo meta entre oxigénio e o nitrogénio da piperazina. Os trés derivados foram sintetizados
em 4 etapas e caracterizados por RMN de 'H e *C. Apds a sintese e caracterizagdo dos
compostos, foram realizados os ensaios bioldgicos contra a L. infantum. Os resultados
mostraram que os compostos tiveram uma diminuicdo da atividade contra a L. infantum em
relacdo aos compostos obtidos previamente pelo grupo, uma vez que o ICso do composto mais
ativo ¢ de 0,59 uM e a melhor atividade biologica obtida neste trabalho foi de 4,96 uM para o
derivado 4c. Esse trabalho contribui para a compreensdo da relagdo entre estrutura quimica e
atividade bioldgica de compostos da classe sulfonilpiperazinas e no desenvolvimento de novos

candidatos a farmacos contra a Leishmaniose.

Palavras-chave: Leishmaniose. L. infantum. Derivados. Atividade.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a parasitic disease caused by the protozoan Leishmania infantum; it is
considered by the World Health Organization to be a neglected tropical disease. Currently, there
is no cure for this disease, and the main form of treatment is the drugs Glucantime and
Amphotericin B. These drugs have a certain efficiency in treatment, however, they have high
toxicity and severe side effects. In this context, it is necessary to develop new, more efficient,
less toxic and low-cost drugs for the treatment of this disease. In this work, three compounds
from a class of sulfonylpiperazines were synthesized and characterized, based on work
previously carried out by our research group in which a series of compounds with potential
activity against 7. cruzi (the causative agent of Chagas' disease) and L. infantum were studied,
based on the planning and chemical modifications to the fragments of a prototype compound
(initial hit) in order to improve their biological activities. After analyzing the work, three new
modifications were planned, namely to the benzenesulfononyl fragment, where the carbonyl of
the amino-aryl fragment and the meta ratio between oxygen and nitrogen of piperazine were
maintained. The three derivatives were synthesized in 4 steps and characterized by Mand
BENMR. After synthesizing and characterizing the compounds, biological tests were carried
out against L. infantum. The results showed that the compounds had a decrease in activity
against L. infantum compared to the compounds previously obtained by the group, since the 1cs0
of the most active compound is 0.59 uM and the best biological activity obtained in this work
was 4.96 uM for derivative 4¢. This work contributes to the understanding of the relationship
between chemical structure and biological activity of compounds of the sulfonylpiperazine

class and to the development of new drug candidates against Leishmaniasis.

Keywords: Leishmaniasis. L. infantum. Derivatives. Activity
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1 INTRODUCAO

Doengas Tropicais Negligenciadas (DNT’s) s3o um grupo de doengas que afetam mais
de 1,7 bilhdes de pessoas, principalmente em comunidades marginalizadas e mais pobres, onde
cuidados com a qualidade da 4gua, saneamento € o acesso a satde sao inadequados. As DNT’s
sao causadas por uma variedade de patdégenos que incluem virus, bactérias, toxinas e fungos.
Dengue, Raiva, Hanseniase, Leishmaniose e doenca de Chagas sdo algumas das mais de 20
patologias presentes nesse grupo, estas sdo consideradas negligenciadas devido a exclusao
social ligada a populacao afetada, ao baixo financiamento recebido nas areas de pesquisa,
producdo e controle por parte dos Orgdos governamentais, ¢ ao desinteresse por parte da
industria farmacéutica visto que nd3o ha um retorno financeiro adequado ao investimento
necessario em pesquisa ¢ desenvolvimento. (OMS,2023)

A Leishmaniose visceral, forma mais grave da doenca, ¢ causada pelo protozoario
flagelado Leishmania infantum (L. infantum); é caracterizada pela perda de peso, aumento do

figado, anemia e pode ser fatal em mais de 95% dos casos se ndo tratada. (OMS, 2023)

1.1 A Leishmaniose

A leishmaniose visceral humana (LVH), também conhecida como calazar, ¢ uma doenca
tropical negligenciada causada pelo protozoario flagelado L. infantum, sendo uma das maiores
doengas parasitarias endémica em 80 paises, sendo 13 paises localizados na regido das
Américas. India, Suddo, Brasil e Quénia sio responsaveis por 68% dos casos mundiais de LVH
(OPS/OMS, 2020). Os registros da doenca em territorio brasileiro sdo maiores nos estados de
Minas Gerais, Maranhdo, Pard e Ceard (Figura 1) (SVSA/MS 2022). Nos anos entre 2001 e
2021 foram registrados um total de 69665 novos casos com uma taxa de letalidade de 8%, sendo
0 maior registro em comparagdo a outros continentes. Ela afeta principalmente a populagao
mais pobre e esta relacionada a condi¢des precarias de vida, como individuos com imunidade
comprometida e desnutri¢ao. (BENCHIMOL, 2019; MCNAMARA, 2022; MINISTERIO DA
SAUDE, 2022)
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Figura 1 — Numero de novos casos de leishmaniose visceral por UF registrados em 2022 no Brasil.
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Fonte: SVSA/MS 2022 - Secretaria de Vigilancia em Saude e Ambiente

1.2 Ciclo De Vida Do L. Infantum

A transmissao da doenga ocorre onde hd uma maior incidéncia dos mosquitos do género
Flebotomineos. O Lutzomyia longipalpis (mosquito-palha) € o principal vetor de transmissdo
da L. infantum no Brasil. (BOECHAT, 2015; SOUSA, 2019).

O ciclo da L. infantum se inicia com a picada da fémea do mosquito-palha, durante o
repasto sanguineo a tromba infectada com a forma promastigota (estagio infeccioso) do
protozoario penetra na pele da vitima e sdo fagocitados por macrofagos. No intestino do
mosquito, os macrofagos se rompem, ocorrendo a liberacdo das formas amastigotas,
multiplicando-se assim por divisdo binaria e se transformam na forma promastigota (forma
flagelada). Por sua vez, as formas promastigotas também se multiplicam por divisdo binaria até
se transformarem nas formas promastigotas metaciclicas (forma infectante), completando o
ciclo do parasita no vetor. (CDC, 2023)

No estdgio humano ap6s a picada e repasto sanguineo, a forma promastigota ¢
fagocitada por macréfagos e outras células fagociticas mononucleares, a mesma se transforma
na forma amastigota e se multiplica por divisdo simples, a forma amastigota continua infectando
novos macréfagos concluindo o ciclo de infecgdo pela L. infantum no corpo humano (CDC,

2023).
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Figura 2- Ciclo de vida da Leishmania infantum
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A transmissdo da leishmaniose pode ocorrer também pela transfusdo de sangue,
transmissao venérea (durante o ato sexual) e congénita (transmitida da mae para o feto pela
placenta durante a gestacdo) (BOECHAT, 2015). As vitimas infectadas apresentam sintomas
como febre, tosse, dor abdominal, anemia, perda de peso, diarreia, fraqueza, aumento do figado
e do bago.

No ano de 2019, foi publicado um boletim informativo para identificacdo do mosquito
palha (Figura 3), ¢ de extrema importdncia que a populagdo realize poda de arvores
regularmente a fim de manter o ambiente bem iluminado e que mantenham os quintais limpos
e livres de matéria organica, visto que € nesse local que a fémea do inseto deposita seus ovos,

evitando assim a presenca do mosquito.
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Figura 3 — Boletim informativo mosquito palha.
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1.3 Desenvolvimento De Novos Farmacos

Para todas as formas de leishmaniose, o tratamento se faz por meio do medicamento
Glucantime, produzido pela Aventis. O Glucantime ¢ um medicamento injetavel antiparasitario,
que contém antimoniato de meglumina na sua composi¢do, atuando na inibicdo de enzimas
glicoliticas e na beta oxidagao de acidos graxos (FIOCRUZ, 2023). O tratamento ¢ feito durante
20 dias consecutivos no caso da Leishmaniose visceral e durante 30 dias consecutivos nos casos
de Leishmaniose tegumentar. No entanto, esse medicamento apresenta uma alta toxicidade e
varios efeitos colaterais que incluem dor nas articulagdes, nauseas, vomitos, dores musculares,
febre, dor de cabeca, diminui¢do do apetite, dificuldade para respirar, inchago do rosto, dor na
barriga e alteragdes no exame de sangue, especialmente nos testes de fung¢do do figado.
(MOREIRA, 2017).

Como tratamento alternativo, utiliza-se a Anfotericina B, esse medicamento ¢ utilizado
para tratamento de infecg¢des sistémicas por fungos e em formas de leishmanioses graves,
refratdrias ao tratamento pelos antimoniais. Como as membranas das Leishmanias contém

ergosterol, o medicamento prejudica a permeabilidade celular dos protozoarios, com perda de
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pequenos cations, principalmente K', causando assim morte celular do parasita. (HERCOS,
2023).

No entanto, a anfotericina B ¢ um medicamento, que requer cuidados especiais quando
empregada no tratamento, pois apresenta uma alta toxidade. Seu uso ¢ limitado pelos efeitos
adversos, como anafilaxia, trombocitopenia, dor generalizada, convulsdes, calafrio, febre,
flebite, anemia, anorexia, diminui¢ao da fung¢do tubular renal e hipocalcemia em um terco dos

doentes. (ORDONEZ-GUTIERREZ, 2007).

Figura 4 - Representagdo estrutural dos farmacos utilizados para tratamento da LVH.

Glucantime OH
OH
0 o
H OH \Sl/)+ OH
N o o OH
OH
HN
AN

Anfotericina B

Fonte: Autor.

Diante dessas consideracdes, vemos a necessidade do estudo e busca por novos
farmacos eficazes contra a leishmaniose visceral humana, menos téxicos para o corpo humano

e acessivel a toda a populagdo.

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Sintetizar e avaliar a atividade biologica de uma classe de sulfonilpiperazinas contra o

protozoario L. infantum, agente causador da Leishmaniose.

2.2 Objetivos Especificos

a) Sintetizar e caracterizar trés compostos da classe de sulfonilpiperazinas;
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b) Determinar a atividade in-vitro dos compostos sintetizados contra L. infantum,

¢) Avaliar a relagdo estrutura e atividade bioldgica.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Planejamento e Alteracoes do Hit

No trabalho de MARTINHO et al, publicado em 2022, foi apresentado um #it inicial
com potencial atividade contra 7. cruzi, protozoario causador da doenca de Chagas; nesse
trabalho foram realizadas alteragdes nos fragmentos do 4it (esquema 1) das quais se destacam
a adicdo de uma carbonila entre o grupo piridina e o grupo amino (destacado em laranja no
esquema 1), e alteragdes nos substituintes do anel aromatico da sulfonila (destacado em

vermelho no esquema 1); além de outras alteracdes.

Esquema 1 — Hit inicial e conclusdo do estudo realizado por Martinho, sobre a relacao estrutura e

atividade contra 7. cruzi.

-O grupo amino foi essencial

o) o a
\/:NN } para a atividade;
\ ’ . . .
(\N \_l__,' -As aminas ciclicas

\) melhoram a poténcia;
-A pirrolidina foi o

S
/©/ S melhor fragmento
Yoty

Hit inicial
O cloro foi o melhor ICsq T.cruzi: 3,7uM
substituinte

Fonte: MARTINHO et al, 2022, adaptado

O trabalho de dissertagao realizado por Hercos, no ano de 2023, deu continuidade as
modificac¢des do Ait; 0 mesmo realizou modificagdes em diferentes fragmentos, inserindo uma
carbonila entre a piperazina e o anel aromatico do fragmento amino-arila (Esquema 2). Os

derivados sintetizados por Hercos foram testados contra 7. cruzi e L. infantum.



18

Esquema 2 — Conclusao do estudo realizado por Hercos, sobre a relagdo estrutura e atividade
contra L. infantum.

A adicao de carbonila entre a
piperazina e o aril melhorou

a atividade bioldgica. C oA . .

© O oxigénio foi essencial para

0, atividade biologica.

:

.
]
[]
]
[
3,
(!

.
.
-~

-

N\ N \_N ;' A grupo dimetilamino e nitrila
S\ ON~.>" melhoram a atividade biolégica.
o

Cl

Fonte: HERCOS et al, 2023.

Com os resultados obtidos por Hercos, foi observado que a carbonila inserida entre o
anel aromatico e o nitrogénio da piperazina melhora consideravelmente a atividade biologica
contra o L. infantum, passando de I1Cso = 4,59 uM (composto GUI25) para ICso = 0,59 uM
(composto GUI33) (Esquema 3). Observou-se também que a posicao relativa entre o oxigénio
e o nitrogénio no anel aromatico influenciam na atividade biologica, sendo que a relagdo meta
apresentou melhor atividade frente as outras posicdes (orfo ou para), apresentando um ICso=
0,59 uM, enquanto para a posi¢ao para apresentou ICso= 0,90 uM (composto ACCM87) e a
posi¢do orto ICso= 10,28 uM (composto GUI32) (Esquema 3). A partir dessas consideragdes,
foi planejado a sintese e avaliacdo anti-L. infantum de derivados do composto GUI33 a fim de
estudar alteragdes no fragmento benzenossulfonila, mantendo a carbonila do fragmento amino-
arila e a relacdo meta entre o oxigénio e o nitrogénio do anel aromatico. O esquema 4 apresenta

a andlise retrossintética para a sintese dos compostos planejados.
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Esquema 3 — Modificagdes realizadas e sua atividade.

0
NJ‘\©/O\/\N/ GUI33
Q | ICsq L. infantum: 0,59 pM
2N 50 59 1
S ) CCso THP4: 1117,8 uM
0O | SI: 1894,6
of N_
of j
\©\ 9o o 0 GUI32
S- ICso L. infantum: 10,28 uM
N N 50 & - 10,cop
o LN O r —> Q}S,OJ\© CCso THP;: >500 uM
N S Sl: >48,6
I (0] ’
GUI25 cl o
ICs L. infantum: 4,59 uM (\ ACCM87
CCso THP4: 169,16 uM N | . )
Sl 36,9 \ N\) o~N ICs L. infantum: 0,90 uM

0
So CCso THP;: >500 puM
o SI: >555,5

CCsp: Concentragao Citotéxica para reducao de 50% da viabilidade celular
IC50: Concentragdo minima para inibicdo de 50% do alvo
IS: indice de Seletividade, CCsq/ ICs5

Fonte: Autor.

Esquema 4- Analise retrossintética para sintese dos compostos almejados neste trabalho.

Amidacéao 1)
0 R
e X
a’ Ny

Substituicao
nucleofilica

Substituicao nucleofilica

Fonte: Autor.

A andlise retrossintética da estrutura dos compostos almejados se inicia com a
desconexdo da ligagcdo do enxofre como nitrogénio da piperazina, seguido da desconexdo da
cadeia 2-dimetilamonoetil com o oxigénio ligado ao anel aromatico, e por fim a desconexdo da
carbonila com o nitrogénio da piperazina. Obtendo assim os reagentes de partida destacados no

esquema 4 para a sintese dos derivados almejados.
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3.2 Sintese das Modificacoes do Fragmento Benzenossulfonila.

A rota sintética (esquema 5) se iniciou com uma amida¢ao do dcido m-hidroxibenzoico
com N-boc piperazina, utilizando EDC como agente ativante da carbonila do acido, HOBt como
catalisador e DMF como solvente, produzindo o composto 1.

Esquema 5 — Rota sintética para obtengao dos derivados de sulfonilpiperazinas com modificagdes no

fragmento benzenossulfonila

" NH
Q o_N_/ 0 ~_NMe,.HCI
HO X HO cl
OH e} N/\
g N__O
(A) MOl g
1 o)
0 0
MezN/\/o\©)L® HCI (em AcOEt) MezN/\/OO)L@
N__O NH.HCI
, U Y- ©
o) 3
R Q. cl
|\\ S\\
= . MezN/\/O 4a) R =4 F (38%)

0
’\G\l 4b) R = 2,5 OMe (17%)
(D) P
O
C

(0]

4 4c) R = 4 OMe (7%)
AN

GR
=

Fonte. Autor!
1(A): DMF, EDC, HOB, t.a. 45h, Rendimento 61%. (B): TButNa', DMF, 60°C, 120h, Rendimento
90%. (C): HCI 2M em AcOEt, t.a. 24h, Rendimento 100%. (D): DCM, Et;N, t.a, 24 — 48h.

4a-

A proposta do mecanismo para a primeira etapa utilizando EDC como ativador e HOBt
como catalisador (esquema 6), se inicia com a desprotonagdo do acido carboxilico pelo EDC,
em seguida, o carboxilato ird atacar o carbono eletrofilico do EDC, formando um intermediario.
A hidroxila do catalisador, HOBY, ira fazer um ataque nucleofilico ao carbono eletrofilico do
intermediario, liberando uma ureia como subproduto e formando um éster ativado, que ira
sofrer entdo um ataque da amina (N-boc piperazina); apds isso ird ocorrer a transferéncia de

protons, a amida serd formada.
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Esquema 6 — Proposta de mecanismo para sintese do intermediario 1

S
o b\ o
HO _H NN HO
Q) //C/’N 'Il . g\h\/’N/\/\N/
N HCl on© |
i (H HCl
EDC
(0]
non ! HO ‘ Y
+ N e
Subproduto H &O L,N/\/\'T' Hel
+ :&_ O,H

Intermediario 1

o i o
TOY oo - G
N RNYO N HoBt
o o)

Fonte: Autor
Na figura 5 estd apresentado o espectro de RMN de 'H do intermediario 1. Nesse foi
observado a presenca de um tripleto (7,19 ppm) e trés multipletos (6,90-6,88 ppm, 6,88-6,84
ppm, 6,83-6,81 ppm) referente aos quatro hidrogénios do anel aromatico. Também houve a
presenca de um multipleto (3,72-3,38 ppm) referente aos oito hidrogénios da piperazina e um

singleto (1,46 ppm) referente as trés metilas do grupo protetor boc.
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Figura 5 — Espectro de RMN 'H (400 MHz, CDCl;) do intermediario 1
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Fonte: Autor
Na sequéncia foi realizada uma substitui¢do nucleofilica na hidroxila do composto 1
pelo cloridrato de cloreto de 2-dimetilaminoetil, utilizando terc-butdxido de sddio como base e
DMF como solvente, produzindo o composto 2. O mecanismo se inicia com a desprotonagao
da hidroxila pela base, seguido do ataque do oxigénio ao carbono liberando o cloro por ser um
bom grupo abandonador, obtendo assim o intermediario 2.

Esquema 7 — Proposta de mecanismo para sintese do intermediario 2

Fonte: Autor
Na figura 6 estd representado o espectro de RMN de 'H do intermedidrio 2, onde
podemos observar a presenga de um tripleto (4,07 ppm) referente aos dois hidrogénios ligados
ao oxigénio vizinho ao anel aromadtico, podemos observar também a presenca de um tripleto
(2,74 ppm) referente aos dois hidrogénios do carbono ligado ao grupo amino. Em 2,34 ppm
podemos observar um sinal referente aos 6 hidrogénios do grupo dimetilamino, evidenciando

assim a presenca do intermediario almejado.
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Figura 6 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) do intermediario 2
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Fonte: Autor

Posteriormente foi realizada a retirada do grupo protetor boc utilizando HCl 2M em
acetato de etila. O mecanismo comega com a protona¢ao do oxigénio pelo acido, que resulta na
desconexdo da ligagdo entre o oxigénio e o isobutano; em seguida o par de elétrons do
nitrogénio ataca o hidrogénio acido ficando positivo, o carboxilato ao restituir a liga¢do pi
rompe a ligacdo entre a carbonila e a piperazina, liberando CO; e formando o intermediario 3.

Esquema 8 — Proposta de mecanismo para sintese do intermediario 3

@®

4 ¥ .. ~y HB) CO, N
/\/\/O\Q\WNJ/T\ V‘_. [ NT0s -4» pN-‘J\O, — (\N‘/)&O —4> OQ)LK/)WHQ

H N -
I He

Fonte: Autor
Na figura 7 é apresentado o RMN de 'H do intermediario 3, o qual foi obtido apds
clivagem do grupo protetor boc. A presenca do intermediario almejado foi determinada pela
auséncia do sinal referente as trés metilas do grupo boc e pelos sinais referentes as ligagdes com

o HCl em 10,6 ppm, 9,69 ppm e 9,51 ppm.
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Figura 7 — Espectro de RMN de 'H (400 MHz, DMSO) do intermediario 3
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Fonte: Autor

Com a piperazina desprotegida foi realizada uma reacdo de substitui¢do na sulfonila entre o
composto 3 com o cloreto de benzenossulfonil substituido, utilizando trietilamina como base e
diclorometano como solvente, obtendo assim os derivados 4a — ¢. O mecanismo da reagao se
inicia com o par de elétrons do nitrogénio da piperazina realizando um ataque a sulfonila,
formando um intermedidrio com o nitrogénio carregado positivamente, posteriormente ocorre
a desprotonagdo pela trietilamina. Por fim, a ligacdo dupla da sulfonila e reestabelecida
removendo o cloro, formando o derivado de benzenossulfonila e o cloreto de trietilamonio
como subproduto.
Esquema 9 — Proposta de mecanismo para sintese do derivado
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Fonte: Autor
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Para o estudo de diferentes substituintes no fragmento benzenosulfonila foram
sintetizados trés derivados a fim de relacionar a atividade bioldgica e estrutura quimica; o
derivado 4a foi sintetizado com a presenga do fltor na posi¢ao para, sendo ele um atomo mais
eletronegativo que o cloro e criando a possibilidade de realizar ligagdo de hidrogénio; a figura
8 apresenta 0 RMN de 'H do derivado 4a onde podemos observar a presenga dos sinais
referentes aos 4 hidrogénios do anel aromético do fragmento benzenosulfonila, sendo eles um
multipleto entre 7,78 — 7,75 ppm, e outro multipleto entre 7,24 ppm e 7,22 ppm.

O derivado 4b foi sintetizado a fim de avaliar a presenca de dois grupos doadores em
diferentes posi¢des no anel aromatico do fragmento benzenosulfonila, aumentando a densidade
eletronica do anel e mantendo a possibilidade de ocorrer ligagcdes de hidrogénio. Na figura 9
esta representado o espectro de RMN de 'H do derivado 4b, onde podemos observar os sinais
referentes as metoxilas, sendo eles um singleto em 3,87 ppm referente aos trés hidrogénios da
metoxila da posi¢do orto e um singleto em 3,81 ppm referente aos trés hidrogénios da metoxila
da posicao meta.

O derivado 4c foi sintetizado a fim de avaliar a presenca de um grupo doador na posicao
ativa para, mantendo a possibilidade de realizar ligagdes de hidrogénio e aumentando a
densidade eletronica do anel aromatico. A figura 10 apresenta o espectro de RMN de 'H do
derivado 4¢, onde observamos a presenc¢a do sinal dos trés hidrogénios da metoxila em 3,89
ppm, confirmando a presenca do derivado almejado.

Os espectros de RMN 3C dos derivados 4a — ¢ estio representados em anexo.
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Figura 8 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do derivado 4a
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Figura 9 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) do derivado 4b
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Figura 10 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCls) do derivado 4¢
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3.3 Resultados Biologicos e Estudo da Atividade Contra L. Infantum dos Derivados com
Modificacoes Realizadas no Fragmento Benzenossulfonila.

Com a sintese e caracterizagdo dos derivados, foi possivel realizar os testes biologicos,
testando os analogos contra a forma amastigota da L. infantum. Os ensaios bioldgicos foram
realizados em parceria com a pesquisadora titular Silvane Maria Fonseca Murta do instituto
René Rachou/ Fiocruz -MG. O parametro estudado foi a concentragdo para inibicao de 50%
do alvo biolégico (ICso). Os resultados obtidos a partir dos derivados, juntamente com a
atividade do composto que deu origem a esse trabalho e do medicamento de referéncia

anfotericina B, estdo dispostos na tabela 1.



Tabela 1: Resultados da atividade biologica contra L. infantum dos derivados 4a-c.

(o]
K/N\A_;‘
Cédigo Estrutura ICso!
(0]
& Y
GUI33 7 0,59 £ 0.4 uM
Cl
éﬁf o
~7
4a O// 8,59  0.96 uM
F
(0]
f’f\s//
4 o// 4,96 + 1.70 uM
e
o 0/
& 7
Vi
4b ° 20,47 + 1.57 uM
~
Anfotericina B - 0,25+ 0,0 um

!Concentragdo do composto que reduz em 50% o crescimento parasitario.
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Os ensaios biologicos realizados com o GUI33(sintetizado por Hercos et al (2023))

contra L. infantum resultaram em uma significativa atividade bioldgica (ICso = 0,59 uM) o que

motivou o estudo de novas modificagdes a fim de avaliar diferentes substituintes no grupo

benzenossulfonila. O resultado obtido do analogo 4a contra L. infantum mostrou uma

diminui¢do da poténcia em relagdo ao GUI33 (4a: ICso= 8,59 uM). A diferenca da estrutura

quimica se da pela troca do cloro pelo flior, um 4tomo mais eletronegativo; esse resultado

mostra que o cloro ¢ um melhor substituinte na posi¢ao para do anel aromatico.

O anélogo 4c foi sintetizado a fim de avaliar a presenca de um grupo doador de elétrons

ligado na posicdo para do anel aromatico. Com os resultados obtidos observamos uma

diminui¢do na atividade (4¢: ICso= 4,96 uM), a inser¢do da metoxila na posi¢do para do anel

diminui a atividade, porém em comparacao ao derivado 4a apresentou uma melhor poténcia,
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esse resultado demonstra que ¢ de interesse testar outros substituintes doadores ligados ao anel
aromatico, visto que ¢ preferivel grupos doadores a grupos muito eletronegativos para esta
posicao.

O resultado biologico do andlogo 4b, apresentou uma perda significativa da atividade
bioldgica contra a L. infantum (4b: 1Cso= 20,47 pM) em comparagao com o GUI33 (ICso = 0,59
uM), a modificacdo realizada nesse derivado foi a inser¢cdo de duas metoxilas nas posi¢des 2 e
5 do anel aromatico respectivamente. Podemos observar que a presenca dos grupos doadores
em diferentes posi¢des resultou na perda de atividade, evidenciando que a posi¢do para do
substituinte parece ser essencial para a atividade nesse fragmento, bem como a presenga de dois
substituintes no anel aromatico do fragmento benzenossulfonila ndo ¢ interessante para a
atividade.

Portanto podemos concluir a partir do estudo entre a relagdo estrutura e atividade dos
derivados sintetizados nesse trabalho que das modificacdes realizadas, a melhor atividade foi a
do derivado 4c¢, o qual apresentou um grupo doador na posi¢do para. Apesar de ter levado a
uma reduc¢do de poténcia, quando comparado com o GUI33, o composto 4¢ apresenta uma
atividade biologica relevante, visto que ICspabaixo de 5 uM contra o L. infantum é uma poténcia
recomendada para compostos candidatos a iniciarem os estudos em modelos in vivo.
(KATSUNO et al, 2015.)

Estudos adicionais de citotoxicidade e farmacocinética precisam ser realizados com o
composto 4¢ para avaliar o seu potencial como um candidato a estudo in vivo contra a

leishmaniose.

4 CONCLUSAO

Nesse trabalho foi apresentado o planejamento, sintese, caracterizagdo e avaliagdo
biologica das modifica¢des realizadas no fragmento benzenossulfonila do composto GUI33,
potente contra L. infantum, obtendo trés derivados. O trabalho partiu dos resultados obtidos por
Hercos mantendo a posigdo relativa entre o oxigénio e o nitrogénio do anel aromatico com
melhor atividade (posi¢ao meta) e mantendo a carbonila entre o anel aromatico e o nitrogénio
da piperazina, realizando assim modificagdes nos substituintes ligados ao anel aromatico do
fragmento benzenossulfonila bem como sua posicgao relativa.

Das modificagdes realizadas foram sintetizados trés derivados, sendo eles obtidos a
partir de uma reacdo de amidacao do 4cido m-hidroxibenzoico com N-boc piperazina, obtendo
o intermedidrio 1, seguido de uma substitui¢do nucleofilica pelo cloridrato de cloreto de 2-

dimetilaminoetil, gerando o intermediario 2, posteriormente foi realizada a clivagem do grupo
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boc deste intermedidrio. Com a piperazina desprotegida foi realizada uma série de reagdes de
substitui¢do nucleofilica utilizando um cloreto de benzenossulfonil substituido, a fim de obter
os derivados almejados 4a-c.

Para todos os derivados obtidos houve uma diminui¢ao na atividade biologica, sendo o
derivado 4b o Unico a perder significativamente a atividade (4b: ICso= 20,47 uM). Realizando
o estudo da relacdo estrutura e atividade, conclui-se que a presenga de um grupo doador de
elétrons como Unico substituinte na posi¢do para do anel aromatico apresentou uma melhor
atividade que a presenca de um grupo fortemente retirador de elétrons como o fluor (4¢: ICso=
4,96 uM, 4a: ICso = 8,59 uM). A atividade do derivado 4c ¢ relevante para iniciar o estudo de
citotoxicidade e farmacocinética, com interesse em realizar um estudo in vivo, visto que um
ICs0 abaixo de 5SuM ¢ o recomendado para esse tipo de avaliagao.

Desta forma, este trabalho contribuiu para o estudo da influéncia de grupos doadores e
retiradores no fragmento estudado, colocando como proximo passo a sintese e avaliacdo de
outros grupos doadores de elétrons na posi¢ao para do anel aromatico, assim como o estudo da

citotoxicidade e farmacocinética para o derivado 4c.

5 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

5.1 Reagentes e Solventes

As reagdes foram realizadas com solventes e reagentes comerciais sem purificacao
prévia. Os solventes dimetilformamida, metanol e diclorometano foram utilizados apods
destilagdo dos mesmos.

5.2 Método Cromatografico (CCD)

A cromatografia de camada delgada (CCD) foi utilizada para acompanhar o andamento
das reagoes, para realizacdo da mesma foi utilizada placas obtidas a partir de cromatofolhas de
aluminio impregnadas com silica-gel 60 Fas4 (Sigma-Aldrich). A revelagao se deu através de

luz ultravioleta (254 nm) e/ou atmosfera de iodo.

5.3 Métodos Analiticos

a) Espectroscopia de Ressonancia Magnética

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) e de carbono

13 (RMN de *C) foram obtidos por meio do aparelho Bruker Ascend 400 (400 MHz para RMN



31

de 'H e 101 MHz para RMN de '3C) do Laboratorio de Multiusuarios do Instituto de Quimica
da UFU. Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em partes por milhdo (ppm), tendo
como referéncia interna residuos de solvente nao deuterado: cloroférmio (7,25 ppm para RMN
de 'H; 77,0 ppm para RMN de *C). Os valores das constantes de acoplamento foram medidos

diretamente nos espectros de RMN de 'H utilizando o programa MestReNova.

5.3 Procedimento Experimental de Sintese

a) Sintese do Intermediario 1

Esquema 10- Sintese do intermediario 1

o o)
] A o
HO OH N7 o EDC HoBt N/\ \4/
_—
+ HN\) 4\ DMF, ta. K/N\n/o
] o)
Acido m-hidroxibenzéico  N-boc piperazina 1

Fonte: Autor

Em um baldo, foi adicionado 160,4 mg (1,157 mmol, 1,2 eq) do acido m-
hidroxibenzoico, 2mL de dimetilformamida para solubilizar, 240,6 mg (1,253 mmol, 1,3 eq) de
EDC e 13,1 mg (0,096 mmol, 0,1 eq) de HOBY; foi adicionado 179,5 mg (0,964 mmol, 1 eq) de
N-boc piperazina. O baldo foi colocado sob agitacdo em temperatura ambiente por 45h, sendo
acompanhada por CCD (9:1 AcOEt/Hex e 8:2 DCM/MeOH). Foi adicionado 4agua destilada
gelada até precipitagdo, o precipitado foi filtrado e foi realizada CCD (9:1 AcOEt/Hex),
concluindo que o mesmo estava impuro. Foi realizada extracdo com acetato de etila (3 x 50mL),
a fase organica foi secada com sulfato de sddio, filtrada e evaporada a pressao reduzida, obtendo
um Oleo amarelado impuro; posteriormente foi realizada coluna cromatografica (9:1
AcOEt/Hex) a fim de purifica-lo.

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) $ 7,19 (t, /= 7,8 Hz, 1H), 6,90 — 6,88 (m, 1H), 6,88 — 6,84
(m, 1H), 6,83 — 6,81 (m, 1H), 3,72 — 3,38 (m, 8H), 1,47 (s, 9H).
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b) Sintese do Intermediario 2

Esquema 11- Sintese do intermediario 2.

O \N/
HO e}
O)LU \cly/ HC'n|1 +tButO "Na" _DMF _ O
o TS 60°C NK/
@) N_ O
b
1 Cloridrato de cloreto de 2-dimetilaminoetil 2 ©

Fonte: Autor

Em um baldo contendo 177 mg (0,58 mmol, 1 eq) do intermediario 1 solubilizado em
DMF (2 mL), adicionou-se 169 mg (1,15 mmol, 2 eq) de cloridrato de cloreto de 2-
dimetilaminoetil e 228 mg (2,31 mmol, 4.1 eq) de terc-butdxido de sddio, a reacdo foi colocada
sob agitacdo e aquecimento a 60°C durante 120h.

A reagdao foi acompanhada por CCD (8:2 AcOEt/Hex / 9:1 DCM/MeOH). Foi
adicionada 15mL de agua destilada gelada, mas ndo houve formacdo de precipitado, foi
realizada uma extracdo com acetato de etila (3 x 15mL), a fase organica foi secada com sulfato
de sddio, filtrada e evaporada a pressdo reduzida. Foi realizada CCD (9:1 DCM/MeOH) e o
produto foi encaminhada para analise de RMN 'H.

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) § 7,29 (t, J= 8,0 Hz, 1H), 7,00 — 6,92 (m, 3H), 4,07 (t,J= 5,7
Hz, 2H), 3,71 (s, 2H), 3,43 (s, 6H), 2,74 (t, /= 5,6 Hz, 2H), 2,34 (s, 6H), 1,47 (s, 9H).

¢) Sintese do Intermediario 3

Esquema 12 - Sintese do intermediario 3.

cr
®
\N/ \H/
(0]
OO I o8 BNy
HCI N
Cl
(0]
2 3

Fonte: Autor

Um baldo contendo 169,6 mg (0,45 mmol, 1 eq) do intermediério 2, foi colocado sob
banho de gelo e agitacdao. Foi adicionado 4,5 mL de HCI 2M, 0,5mL de AcOEt e 0,5mL de

metanol e a reagdo foi colocada sob temperatura ambiente. A reacao foi interrompida apos 24h;
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o HCI restante foi evaporado a pressdo reduzida e a reagdo foi encaminhada para analise de
RMN 'H.

RMN de 'H (400 MHz, DMSO) 5 10,66 (s, 1H), 9,69 (s, 1H), 9,52 (s, 1H), 7,41 (t, J=7,7
Hz, 1H), 7,13 — 7,05 (m, 3H), 4,40 (t, /= 4,9 Hz, 2H), 3,69 (s, 4H), 3,51 — 3,48 (m, 2H), 3,13
(s, 4H), 2,83 (s, 6H).

d) Sintese do Derivado 4a

Esquema 13 - Sintese do do derivado 4a

Ny
\N/ N

H o -2HCI o o OH 0
0 S DCM N
NH <
F 2o
3 F

Cloreto de 4-fuorobenzenossulfonil 4a

Fonte: Autor

Em um baldo contendo 20,9 mg do intermediario 3 (0,057 mmol, 1 eq) foi adicionado
ImL de DCM, e 13,3 mg (0,068 mmol, 1.2 eq) de cloreto de 4-fuorobenzenossulfonil. A reagao
foi colocada sob agitagdo e foi adicionado 26,16 mg (36uL, 0,285 mmol, 5 eq) de Trietilamina.
A reagdo foi mantida sob agitacdo por 24h e acompanhada por CCD (8:2 Hex/AcOEt). Foi
adicionado 15 mL de 4gua destilada e a solugdo foi extraida com diclorometano (3 x 10mL). A
fase organica foi secada com sulfato de soédio, filtrada e evaporada sob pressdo reduzida. A
mistura foi purificada por coluna cromatografica (92:8 DCM/MeOH). O produto foi
encaminhado para RMN 'H e !°C.
RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 7,79 — 7,75 (m, 2H), 7,28 — 7,26 (m, 1H), 7,25 — 7,22 (m,
2H), 6,98 — 6,95 (m, 1H), 6,89 — 6,85 (m, 2H), 4,12 (t, J = 5,5 Hz, 2H), 3,70 (s, 8H), 2,83 (t, J
=5,4 Hz, 2H), 2,41 (s, 6H).
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e) Sintese do Derivado 4b

Esquema 14 - Sintese do derivado 4b.

Ny
N, 7 N

N
2HClI | Q. Cl H o)
H Q 0 \\s\( 5
o} N
N/\ + \©i o . Et;N DC_M, k/)\‘ 0
NH (|3 °S. O
he

3 Cloreto de 2,5-dimetoxibenzenossulfonil 4b

—0

Fonte: Autor

Em um baldo contendo 19,7 mg (0,057 mmol, 1 eq) do intermediario 3, foi adicionado
ImL de DCM a fim de solubilizar o composto, posteriormente foi adicionado 12,1 mg de
Cloreto de 2,5-dimetoxibenzenossulfonil (0,057 mmol, 1 eq) e por fim foi adicionado 40uL
(0,285 mmol, 5 eq) de trietilamina.

A reacdo foi mantida sob agitacdo por 48h e foi acompanhada por CCD (85:15
DCM/MeOH/ 1:1 AcOEt/Hex). Foi adicionado 10 mL de dgua destilada e a solugao foi extraida
com diclorometano (2 x 10mL) e posteriormente a fase organica com agua (2 x10mL). A fase
organica foi secada com sulfato de sodio, filtrada e evaporada sob pressdo reduzida. A mistura
foi purificada por coluna cromatografica (92:8 DCM/MeOH). Foram obtidas 4 fracdes, foi
realizada CCD (92:8 DCM/MeOH) das fracdes obtidas, eram 3 impuras e 1 pura com 5 mg de
produto. Foi realizado RMN 'H e '*C da fragio mais pura.

RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & 7,40 (t, J = 3,0 Hz, 1H), 7,33 (t, IH), 7,11 — 7,04 (m, 1H),
7,00 — 6,92 (m, 4H), 4,50 — 4,34 (m, 2H), 3,88 (s, 3H), 3,79 (s, 3H), 3,52 — 3,32 (m, 8H), 2,71
(s, 2H), 1,96 (s, 6H).

f) Sintese do Derivado 4c¢

Esquema 15 - Sintese do derivado 4c

Ny 7
N N
o -2HCI o H o
N O
N

o) s!
N + b + Et;N DCM \©)L /\ o
L_NH NOLNY
O /
| L
3 o)

Cloreto de 4-metoxibenzenossulfonil 4c

Fonte: Autor
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Em um baldo contendo 22,7 mg (0,065 mmol, 1 eq) do intermediario 3, foi adicionado
ImL de DCM a fim de solubilizar o composto, posteriormente foi adicionado 13,7 mg de
Cloreto de 4-metoxibenzenossulfonil (0,065 mmol, 1 eq) e por fim foi adicionado 45,3 pL
(0,325 mmol, 5 eq) de trietilamina. A rea¢do foi mantida sob agitacdo por 24h e foi
acompanhada por CCD (7:3 AcOEt/Hex). Foi adicionado 10 mL de agua destilada e 10mL de
diclorometano, a solug¢ao foi extraida com agua (2 x 10mL). A fase organica foi secada com
sulfato de sodio, filtrada e evaporada sob pressao reduzida. Foi realizada coluna preparativa
(92:8 DCM/MeOH) para purificagio. A amostra foi enviada para analise de RMN 'H e 1*C.
RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) 6 7,69 (m, 1H), 7,68 — 7,66 (m, 1H), 7,29 — 7,27 (m,1H), 7,04
- 6,99 (m, 2H), 6,98 — 6,93 (m, 1H), 6,88 — 6,84 (m, 2H), 4,10 (t, J= 5,6 Hz, 2H), 3,89 (s, 3H),
3,68 — 3,59 (m, 4H), 3,01 (s, 4H), 2,82 (t, J = 5,6 Hz, 2H), 2,40 (s, 6H).

5.3 Procedimento Experimental Teste Bioldgico

a) Avaliacdo da Suscetibilidade In Vitro

Mondcitos derivados da linhagem monocitica humana THP-1 (5x10%) foram
diferenciados em macrdfagos pela adicao de 20ng/mL de acetato de forbol miristato (PMA) em
cultura. Apds 72 horas da diferenciacao de macrofagos THP-1, em placas pretas de 96 pocos
(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 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 ICso foi
determinado pelo método ndo linear modelo de inclinagdo variavel de regressao de acordo com
a equacao “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 diminui¢ao da fluorescéncia dos parasitos na auséncia e presenga do farmaco,
apo6s 72 horas de exposi¢do, por meio de um leitor de microplacas (SpectraMax M2, Molecular

Devices, Sunnyvale, CA) com valores de excita¢do e emissao: 554 e 58 1nm, respectivamente.
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Anexo

Espectro 1 — RMN de *C do composto 4a
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Espectro 2 — RMN de *C do composto 4b
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Espectro 3 — RMN de '3C do composto 4¢
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