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RESUMO

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) permanecem um grande desafio de
satde publica mundial, especialmente a leishmaniose, cuja alta incidéncia e toxicidade dos
tratamentos disponiveis demandam novas alternativas terapéuticas. Neste trabalho foram
planejados, sintetizados e avaliados nove compostos hibridos obtidos por reagdes de
substitui¢do nucleofilica aromatica (SNAr) entre nucleos piridinicos e heterociclos
sulfurados (benzimidazol, benzoxazol e benzotiazol). A estratégia de hibridagdo
molecular e bioisosterismo foi empregada visando a obtencao de derivados com maior
potencial antiparasitario e melhor perfil farmacocinético. Os compostos foram
caracterizados por espectroscopia de RMN ('H e *C) e avaliados quanto a atividade
leishmanicida frente as formas amastigotas intracelulares de Leishmania infantum e a
citotoxicidade em macrofagos humanos (THP-1). O derivado 5 apresentou melhor
desempenho bioldgico, com ICso = 1,17 uM e indice de seletividade superior a 50,
indicando alta eficicia e baixa toxicidade. As andlises in silico (SwissADME)
confirmaram propriedades adequadas de lipofilicidade e biodisponibilidade oral. Os
resultados demonstram que a hibridagdo molecular entre nucleos piridinico e
heterociclicos sulfurados constitui uma abordagem promissora para o desenvolvimento

de novos agentes antileishmaniose.

Palavras-chave: Leishmaniose; Quimica Medicinal, Hibridagdo Molecular;

Bioisosterismo; Derivados Piridinicos.



ABSTRACT

Neglected Tropical Diseases (NTDs) remain a major global public health
challenge, particularly leishmaniasis, whose high incidence and toxicity of current
therapies demand new therapeutic alternatives. In this study, nine hybrid compounds were
designed, synthesized, and evaluated through aromatic nucleophilic substitution (SNAr)
reactions between pyridinic nuclei and sulfur-containing heterocycles (benzimidazole,
benzoxazole, and benzothiazole). Molecular hybridization and bioisosterism strategies
were applied to obtain derivatives with enhanced antiparasitic potential and improved
pharmacokinetic profiles. The compounds were characterized by NMR spectroscopy ('H
and °C) and assessed for leishmanicidal activity against intracellular amastigotes of
Leishmania infantum and cytotoxicity on human macrophages (THP-1). Compound 5
exhibited the best biological performance (ICso = 1.17 uM; Selectivity Index > 50),
indicating high potency and low toxicity. In silico SwissADME analysis confirmed
favorable lipophilicity and oral bioavailability. Overall, the molecular hybridization
between pyridinic and sulfur heterocyclic cores proved to be a promising strategy for the

development of new antileishmanial agents.

Keywords: Leishmaniasis; Medicinal Chemistry; Molecular Hybridization;

Bioisosterism; Pyridinic Derivatives.
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1. INTRODUCAO

1.1. DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS

As Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) compreendem um grupo de
enfermidades predominantes em regides de clima tropical e subtropical, especialmente
em paises em desenvolvimento da Africa, Asia e América Latina. Essas doengas sdo mais
frequentes em areas marcadas pela ineficacia das politicas publicas e pela caréncia de
servigos essenciais, como saneamento basico, acesso a agua potavel e assisténcia médica
adequada (PAHO, 2024). As DTNs representam um desafio relevante a satde publica,
pois contribuem para o aumento dos indices de morbimortalidade e para a perpetuacao
do estigma social e da discriminagdo nas comunidades afetadas (Fonseca; Albuquerque;
Zicker, 2020).

Dados de 149 paises indicam que cerca de um bilhdo de pessoas sdo acometidas
pelas DTN, resultando em mais de 35.000 obitos registrados por dia (PAHO, 2024). No
Brasil, estima-se que cerca de 100 milhdes de pessoas estdo suscetiveis a contrair uma ou
mais dessas doengas, sendo o pais reconhecido como endémico para diversas DTNs, com
destaque nos elevados nimeros de casos de hanseniase, esquistossomose, tracoma e
leishmaniose visceral, além de ser notorio a alta incidéncia de dengue, doenca de Chagas,
leishmaniose cutanea e infec¢des por helmintos transmitidos pelo solo (Brito et al., 2022).

O estudo Global Burden of Disease (2019) apresentou dados anuais sobre a
incidéncia das DTNs (Lin ef al., 2022), revelando um aumento expressivo no numero de
casos ao longo das ultimas décadas (de 33,69 milhdes em 1990 para 57,99 milhdes).

Enquanto isso, por meio do Sistema de Informagdes Hospitalares do Sistema Unico de
Saude (SIH/SUS), pesquisas nacionais no periodo entre 2001 e 2018 registraram no

estado do Piaui 49.832 internagdes hospitalares por DTNs. As principais enfermidades
registradas foram dengue (78,2%), leishmanioses (8,6%) e hanseniase (6,4%) (de Sousa
Brito et al., 2022).

A auséncia de politicas publicas eficazes e, consequentemente, o aumento da
proliferacdo de DTN, resultam em gastos excessivos e sobrecarga do sistema publico de
saude, devido ao aumento de internagdes e reinternagdes hospitalares. Além disso, as

DTNs nao se definem apenas por fatores geograficos, mas também pela negligéncia
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historica de instituicdes de satde e da industria farmacéutica, que frequentemente
destinam poucos recursos a pesquisa ¢ ao desenvolvimento de terapias voltadas a essas
enfermidades, apesar de seu impacto significativo na morbidade global(Akhoury et al.,
2023).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS) relata que mais de 20 DTNs presentes
nas américas, sdo responsaveis por cerca de 500 mil a 1 milhdo de ébitos por ano. Dentre
as vinte DTNs elencadas, doze delas sdo causadas por parasitas, quatro por bactérias, duas

por virus, uma por fungo e a tltima ¢ relativa a picada de cobras (Tabela 1) (PAHO, 2024).

Tabela 1. DTNs enlencadas pela OMS e seus respectivos causadores.

Patologia (s) Agente causador

Ulcera de Buruli Bactéria
Doencga de Chagas Parasita
Dengue e Chikungunya Virus
Dracunculiase Parasita
Equinococose Parasita
Infecgdes por trematddeos Parasita
Tripanossomiase Africana Parasita
Leishmaniose Parasita
Lepra Bactéria
Filariase linfatica Parasita
Micetoma e outras micoses Fungo
Oncocercose Parasita
Raiva Virus
Piolhos e outros ectoparasitas Parasita
Esquistossomose Parasita
Helmintiases Parasita
Envenenamento por cobras Cobra
Teniase e cisticercose Parasita
Tracoma Bactéria
Treponematose Treponematose

Fonte: OMS, 2022.

De tal forma, para diminuir os efeitos causados pela proliferagdo das DTNs, a
OMS elaborou um roteiro para combater essas doencas até 2030, no qual estabelece metas
e marcos globais voltados a prevencdo, controle, e/ou erradicagdo das vinte doencas
listadas. O documento também define metas transversais alinhadas com o 13° Programa
Geral de Trabalho da OMS, 2019-2023, e os Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
(ODS), além de apresentar estratégias para atingir essas metas durante a proxima década

(World Health Organization, 2020).
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Dentre as DTNs destacadas, encontra-se a Leishmaniose, cujo ciclo de
transmissdo, dindmica de proliferacdo e desafios terapéuticos representam um impacto
significativo, especialmente em contextos de maior vulnerabilidade social e econdmica.
Além do entrave cientifico para o desenvolvimento de novos farmacos de agdo menos

invasivas.

1.2. LEISHMANIOSE

A Leishmaniose ¢ uma doenga parasitaria, causada por protozoarios do género
Leishmania, e transmitida a humanos e outros vertebrados através da picada de insetos
flebotomineos, conhecido popularmente como mosquito-palha ou birigui. Essa doenga
pode se manifestar de trés formas clinicas diferentes: leishmaniose cutanea (LC), mucosa
(LM) e visceral (LV). No Brasil, os agentes patologicos mais comuns responsaveis pela
doenga sdo: Leishmania braziliensis (leishmaniose mucosa ou tegumentar), Leishmania
amazonensis (leishmaniose cutinea) e Leishmania infantum (leishmaniose visceral),
(Herrera et al., 2020).

O ciclo de reproducao parasitaria (Figura 1) confere duas principais etapas: a
infec¢do de um hospedeiro invertebrado (o flebotomineo) e em um hospedeiro vertebrado
(demais mamiferos e humanos) (Pefia, 2022). A transmissdo ocorre quando o
flebotomineo fémea infectada, (comumente do género Lutzomyia na América Latina) pica
o hospedeiro vertebrado durante a alimentacdo sanguinea, inoculando as formas
metaciclicas do parasita. Em seguida, inicia-se o desenvolvimento intracelular do
protozodrio a partir da infeccdo de macrofagos apds estes fagocitarem as formas
metaciclicas do patdgeno, que se diferenciam em amastigotas (estrutura nao flagelada do

protozoario).

18



Figura 1. Ciclo epidemioldgico da Leishmaniose visceral
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Fonte: Blanco, Nascimento (2017)

No interior dos macréfagos, as formas amastigotas do parasita multiplicam-se
intensamente até provocar a lise completa da célula hospedeira. Os protozoarios liberados
seguem infectando novos macrofagos, perpetuando o ciclo até serem novamente
ingeridos por flebotomineos. No trato digestivo do vetor, o protozoario evolui para sua
forma flagelada (promastigota), que posteriormente sdo inoculadas na corrente sanguinea
de um novo hospedeiro mamifero durante a alimentacao do inseto. Os principais sintomas
manifestados sdo febres recorrentes, hepatomegalia e esplenomegalia, quadro anémico
com alteragoes plaquetarias e desnutricao, fadiga e dispneia (falta de ar) para LV, e lesdes
nas mucosas das vias aéreas e na epiderme paraa LC e LM (WHO, 2023).

A Organizagdo Pan-Americana da Saude (OPAS) trouxe atualizagdes do plano de
acdo para o controle das leishmanioses nas Américas (2017-2022) para o periodo de 2023-
2030. Neste documento mostra o aumento consideravel nos casos de LC em 2021 na
Guatemala (35%), Honduras (41%), Nicaragua (94%) e México (146%). Do mesmo
modo, Argentina, Brasil e Paraguai apresentam um padrao de transmissdo em expansao.

Um banco de dados quanto a identificacdo e distribui¢do de Leishmania considera que
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Brasil, Colombia e Peru concentram mais de 60% dos registros. O Brasil apresentou o
maior nimero de espécies (15 no total), seguido por Equador e Peru (11 espécies cada)
(PAHO, 2023).

Os indices referentes a leishmaniose visceral (LV) sdo preocupantes, pois estima-
se a ocorréncia de 50 a 90 mil novos casos anuais, sendo aproximadamente metade deles
em criancas (DNDi América Latina, 2022). Essa enfermidade apresenta risco
particularmente elevado entre individuos portadores do virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), que possuem probabilidade até cem vezes maior de desenvolver a forma
ativa da doenga. Nesses casos, o diagnostico ¢ frequentemente dificultado por sintomas
atipicos e pela baixa sensibilidade das ferramentas prognoésticas disponiveis, o que
contribui para menores taxas de sucesso terapéutico e maior toxicidade associada aos
farmacos atualmente utilizados (Cloots et al., 2021).

A alta toxicidade dos medicamentos utilizados, que sdo associados a efeitos
colaterais como nauseas e vomitos, € o longo periodo de tratamento dificultam o controle
efetivo da doenca levando a altos indices de casos reincidentes. Uma das principais

alternativas terapéuticas para tratamento da LV ¢ a Miltefosina®, administrada por via
oral duas vezes ao dia durante 28 dias (DNDi América Latina, 2022). No entanto, a
disponibilidade limitada desse farmaco em diversos paises compromete a adesdo e a
continuidade terapéutica, agravando o impacto clinico e epidemiologico da enfermidade.

No mercado europeu, por exemplo, em compras diretas por institui¢des privadas,
o preco chega a € 3.000 — 12.000 por curso de tratamento (28 dias, 56 capsulas). Enquanto
nos EUA, cada ciclo terapéutico custa entre US$ 17.000 e US$ 57.600, dependendo da
dosagem e da quantidade de capsulas (84 céapsulas para tratamentos prolongados),
(Sunyoto; Potet; Boelaert, 2018). J4 no Brasil, estima-se que o custo direto com
miltefosina seja US$ 259,92 por paciente, incluindo outros componentes do tratamento
(Carvalho et al., 2021).

Diante desse cendrio, a maioria dos enfermos ndo possui condi¢des financeiras
para arcar com terapias onerosas (Tessema et al., 2024) . O grande intervalo de tratamento
impossibilita a realizacdo de atividades cotidianas, como o exercicio do trabalho e
atividades escolares, sendo uma implicagdo socioecondmica para a populagdo. Além
disso, a interrup¢do e ndo finalizacdo dos tratamentos geram deformidades visiveis e
incapacidade fisica, causando sofrimento e discriminagdo (Sunyoto et al, 2024). Dessa
forma, torna-se extremamente relevante o desenvolvimento de novas alternativas

terapéuticas com potencial antiparasitario, fundamentado em abordagens da quimica
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medicinal para que haja maior equidade no acesso ao tratamento para o controle da

leishmaniose.

1.3. A QUIMICA MEDICINAL E SUAS FERRAMENTAS

A quimica medicinal ¢ uma ciéncia fundamental para o desenvolvimento de novos
farmacos fundamentada no estudo da relacdo entre a estrutura quimica das substancias
bioativas e suas respectivas agdes moleculares. O termo farmaco refere-se a uma
substancia empregada no tratamento, prevencao ou cura de doengas em seres humanos e
animais, atuando como o principio ativo do medicamento responsavel pelo efeito
terapéutico desejado (Lima; Barreiro, 2005).

Em outras palavras, o farmaco pode ser definido como um composto capaz de
interagir com sistemas biologicos, desencadeando uma resposta fisiologica especifica.
Atualmente, a quimica medicinal demanda constante aprimoramento, exigindo uma
compreensdo aprofundada das caracteristicas das substancias ativas, de suas propriedades
quimicas e dos efeitos que produzem no organismo, incluindo o local e o tempo de acao,
bem como a relagdo entre dose administrada e resposta obtida (Patrick, 2013).

Dessa forma, os conceitos de farmacocinética e farmacodinamica sdo
fundamentais na quimica medicinal, pois descrevem, respectivamente, como o organismo
absorve, distribui, metaboliza e elimina o firmaco, € como este exerce sua acao no corpo.
A farmacocinética, em especial, analisa as quatro fases envolvidas no trajeto do farmaco
pelo organismo: absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo, conhecidas pela sigla
ADME, que representam os processos de captagdo, transporte, transformagdao e
eliminagdo dessas substincias. Nesse contexto, fatores como peso molecular (PM) e
lipofilicidade (logP) sdo determinantes para a absor¢do, uma vez que influenciam
diretamente a permeabilidade seletiva das membranas bioldgicas (Pirie et al., 2024).

As propriedades farmacodindmicas referem-se aos efeitos que os farmacos
produzem no organismo € ao seu respectivo mecanismo de acao, isto €, a forma pela qual
exercem seus efeitos bioldgicos. Assim, ¢ analisada a interagdo das substancias com seus
alvos moleculares, geralmente receptores especificos, aos quais se ligam com diferentes
graus de afinidade. A relagdo entre o farmaco e o receptor ¢ frequentemente comparada a
um sistema de “chave e fechadura”, no qual a compatibilidade entre ambos determina a

intensidade e a eficdcia da resposta terapéutica (Jambhekar; Breen, 2025).
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O coeficiente de ionizagdo (pKa) por exemplo, possui papel significativo tanto na
fase farmacocinética quanto na farmacodindmica, pois determina a proporc¢ao entre suas
formas ionizadas e ndo ionizadas em diferentes pH, influenciando diretamente sua agao
no organismo (Pirie ef al., 2023). Na fase farmacocinética, as formas nao ionizadas, por
serem mais lipofilicas, atravessam com mais facilidade as biomembranas por transporte
passivo, enquanto as formas ionizadas, mais polares e solvatadas por moléculas de agua,
tém mais dificuldade nesse processo, embora favorecam a dissolugao do principio ativo
nos fluidos do trato gastrointestinal. Ja na fase farmacodindmica, a ionizacao ¢ relevante
porque permite a formagao de interacdes eletrostaticas entre o farmaco e o sitio ativo do
alvo bioldgico, como ligagdes idnicas ou interagdes do tipo ion-dipolo, influenciando a

eficacia terapéutica (Barreiro ef al., 2015)

Essas interacdes eletrostaticas sao relevantes para o reconhecimento molecular e
a afinidade do farmaco pelo biorreceptor. Em suma, as propriedades essenciais citadas
para um farmaco oralmente ativo sé sdo possiveis com o desenvolvimento de estratégias
capazes de projetar moléculas complexas que atendam a esses pré-requisitos (Graham L.
Patrick, 2013). Entre essas estratégias, destaca-se o bioisosterismo, que consiste na
substituicdo de grupos quimicos por outros com caracteristicas fisico-quimicas
semelhantes, preservando a atividade bioldgica e favorecendo o design racional de

farmacos.

1.4. BIOISOSTERISMO

Os bioisosteros sdo moléculas que apresentam propriedades fisico-quimicas
semelhantes e interagem com o mesmo alvo farmacologico, podendo atuar como
agonistas ou antagonistas e produzir uma resposta bioldgica equivalente. Esse principio
fundamenta o conceito de bioisosterismo, uma importante estratégia da quimica
medicinal empregada no design racional de novos farmacos. O processo consiste na
identificacao de fragmentos moleculares intercambiaveis, permitindo a substituicao de
por¢des da molécula original sem comprometer sua eficidcia. Essa abordagem ¢
amplamente utilizada na modificacdo estrutural de compostos lideres (lead compounds —

LC), com o objetivo de otimizar suas propriedades terapéuticas (Lima & Barreiro, 2005).
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O bioisosterismo constitui um recurso amplamente utilizado no planejamento
estratégico de farmacos, sendo fundamental para potencializar a acdo terapéutica e
eliminar caracteristicas indesejaveis. Essa estratégia contribui para o aperfeigoamento do
perfil farmacocinético e para o aumento da especificidade em relacao ao alvo bioldgico.
Um exemplo representativo ¢ o uso de anéis aromaticos, estruturas essenciais em
moléculas bioativas que permitem substituicdes quimicas controladas, possibilitando a
modificagao da composi¢cao molecular e, consequentemente, a otimizagao da atividade
farmacologica (Lima & Barreiro, 2005).

A importancia desse conceito se evidencia ao analisar bancos de dados de
empresas como Pfizer, AstraZeneca e GlaxoSmithKline (GSK®), onde aproximadamente
99% de seus produtos comercializados apresentam pelo menos um anel aromatico em sua
composicao (Poléto et al., 2018). A introducdo de um atomo de nitrogénio ou de outro
heteroatomo nesses anéis resulta em aumento da polaridade e reducdo da densidade
eletronica, fatores que podem alterar significativamente a reatividade molecular. Essa
modificacdo também promove melhor solubilidade em agua, influenciando a ligagdao do
composto as proteinas plasmaticas e, consequentemente, sua distribuicdo no
organismo(Cambridge MedChem, 2023). Entre os anéis heterociclicos mais empregados,
destaca-se a piridina, considerada a segunda estrutura aromdtica mais utilizada na

industria farmaceéutica, ficando atrés apenas do anel fenil (Subbaiah; Meanwell, 2021).

Na busca por novos farmacos anti-leishmaniose, o benzimidazol (figura 2) tem se
destacado como uma estrutura promissora devido ao seu reconhecido potencial
antiparasitario. Trata-se de um composto aromatico anfotero, de natureza heterociclica e
biciclica, formado pela fusdo de um anel imidazolico a um anel benzénico, contendo dois
atomos de nitrogénio nas posicdes 1 e 3. J4 avaliado em diferentes contextos biologicos,
o benzimidazol apresenta ampla versatilidade farmacoldgica, incluindo atividades
anticancerigenas, anti-HIV, antimalaricas e antiparasitarias (Thatikayala, 2022).

Devido a semelhanca estrutural entre o nucleo benzimidazdlico e certas
biomoléculas naturais, como a purina, esses compostos apresentam elevada capacidade
de interagir com alvos biologicos em sistemas vivos. Tal caracteristica torna o
benzimidazol um esqueleto molecular valioso no planejamento e desenvolvimento de
novos farmacos (Ajani et al., 2016). De forma analoga, os bioisOsteros benzotiazol e
benzoxazol (figura 2) também demonstraram atividade antiparasitiria relevante. A

sintese de derivados 6-amino-benzotiazois, contendo substituicdes na posi¢cdo 2 e seus
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respectivos acidos antranilicos, revelou dois mecanismos de acdo principais: a inibig¢do
da fagocitose de macrofagos e a morte de amastigotas intracelulares, decorrente do

aumento da produgdo de 6xido nitrico (NO) (Delmas et al., 2002).

Figura 2. Estruturas quimicas dos compostos heterociclos sulfurados. Da esquerda para

direita: a) benzoxazol, b) benzoimidazol, ¢) benzotiazol
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Fonte: A autora

Compostos derivados de benzoxazol, contendo fragmentos de tiossemicarbazidas
e quinolina, demonstraram forte atividade antileishmanicida, atribuida a inibi¢do da
enzima pteridina redutase (PTRI1) do protozoario. Essa enzima desempenha papel
essencial na reducdo do acido folico a folato, etapa indispensavel para a sintese de purinas
e pirimidinas, bases nitrogenadas fundamentais na forma¢do do DNA (Zhang; Zhao;
Zhou, 2018).Tanto os derivados de benzotiazol quanto os de benzoxazol mencionados
apresentaram modificagcdes estruturais adicionais incorporadas aos seus nucleos
bioisostéricos, com o objetivo de aumentar a eficacia farmacologica, estratégia conhecida

como hibridagdo molecular.

1.5. HIBRIDACAO MOLECULAR

A hibridagdo molecular é uma técnica amplamente explorada na quimica
medicinal, visando a combina¢do de duas moléculas (ou partes delas) em uma tnica
estrutura quimica. Recentemente, essa abordagem tem sido reconhecida como uma
estratégia eficaz para projetar ligantes capazes de interagir com diversos alvos biologicos.
A sintese de compostos hibridos pode ser realizada por meio da conexdo através de um
espagador ou pela integragdo de estruturas a partir da incorporagdo dos fragmentos

moleculares (Viegas-junior ef al., 2007)
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O acoplamento de heterociclos de nitrogénio em novas moléculas bioativas tem
se mostrado uma estratégia promissora no desenvolvimento de compostos com atividade
antileishmanial, sobretudo quando aplicado em processos de hibridagao molecular entre
fragmentos pirazolinicos e imidazoélicos. O esqueleto heterociclico formado pela fusao de
desses anéis apresenta atividade significativa contra Leishmania amazonensis. Essa classe
de compostos caracteriza-se por boa permeabilidade através das membranas dos
macrofagos e do vactiolo parasitoforo, atributo relacionado a sua lipofilicidade moderada

e a afinidade seletiva por alvos moleculares especificos (Martin-Montes et al., 2021).

A capacidade das moléculas hibridas de interagir com multiplos alvos bioldgicos
constitui uma grande vantagem, especialmente no tratamento de doengas complexas ou
multifatoriais, como o cancer, doencas neurodegenerativas e infeccdes. Esses
medicamentos hibridos, por sua acdo multitarget (também denominada como multialvo),
modulam diversas vias relacionadas as doengas simultaneamente, aumentando a eficacia
terapéutica e, potencialmente, reduzindo a probabilidade de resisténcia (Lembo;

Bottegoni, 2024)

O emprego de nucleos piridinicos no contexto da hibridagdo molecular aplicada a
doencas parasitarias tem se mostrado uma abordagem promissora, conforme demonstram
estudos que avaliam a atividade de compostos sobre o metabolismo de Leishmania
donovani, L. braziliensis e L. infantum. Os derivados de piridina apresentam eficacia tanto
na inibigao de processos metabdlicos do parasita quanto na modulacdo dos mecanismos
de defesa do hospedeiro. Essa acdo envolve, entre outros fatores, a reducdo da captacao
de glicose, o que provoca privagdo de nutrientes ao protozodrio, € a inibi¢do da enzima
superoxido dismutase de ferro (SOD-Fe), responsavel pela conversdao do radical livre
superoxido em espécies menos reativas (Martin-Montes ef al., 2023).

Nesse contexto, a hibridacdo molecular apresenta, além de sua reconhecida
caracteristica multitarget, a vantagem de aprimorar propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas de compostos bioativos. Nesse contexto, o presente estudo tem como
objetivos o planejamento, por meio das estratégias de bioisosterismo e hibridagdo
molecular, a sintese e a avaliag@o da atividade biologica de compostos frente aos parasitas
Leishmania infantum, incluindo analises de viabilidade celular e perfil farmacocinético

in silico.
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2. OBJETIVOS

o Planejar novos compostos com potencial acao antiparasitaria;
e Sintetizar compostos planejados;

e Avaliar a atividade antiparasitaria contra L. Infantum e citotdxica dos compostos

sintetizados;

o Avaliar as propriedades ADME in silico.

e

MATERIAIS
.1 REAGENTES E SOLVENTES

[98)

e 2-cloro-3-nitropiridina (CAS 5470-18-8) - Sigma Aldrich.
e 2-cloro-5-nitropiridina (CAS 4548-45-2) - Sigma Aldrich.
e 2, 6-dicloro-3-nitropiridina (CAS 16013-85-7) - Sigma Aldrich.
e 2-mercaptobenzotiazol (CAS 149-30-4) - Sigma Aldrich.

e 2-mercaptobenzimidazol (CAS 583-39-1) - Sigma Aldrich.
e 2-mercaptobenzoxazol (CAS 2382-96-9) - Sigma Aldrich.
¢ Dimetilformamida (CAS 68-12-2) — Sigma Aldrich.

e (Carbonato de Potéassio (CAS 584-08-7) - Vetec.

e Acetato de etila (CAS 141-78-6) - Vetec.

e Metanol (CAS 67-56-1) - Vetec.

e Hexano (CAS 110-54-3) - Vetec.

3.2 EQUIPAMENTOS

e Balanga analitica - Shimadzu, modelo Ax200.

e (Camara de luz ultravioleta com irradia¢do de luz no comprimento de onda de 254
e 365 nm.

e Bomba a vécuo.
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o Agitador magnético com aquecimento, modelo AA2050 Gehaka®.

e Espectrometro de ressonincia magnética nuclear (RMN) Bruker Ascend™ 400
avance I1I HD (9,2 Tesla) do laboratério multiusuario do Instituto de Quimica da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU), operando em frequéncias de 400
MHz para os nucleos de hidrogénio e 100 MHz para o carbono. Utilizou-se

cloroférmio deuterado (CDCl3) como solvente.

4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.1 SINTESE DE ACOPLAMENTO DOS COMPOSTOS PIRIDINICOS

Em um baldo reacional de 100 mL, foram adicionados 100 mg do derivado
piridinico (0,63 mmol) dissolvidos em 3 mL de dimetilformamida (DMF). Em seguida,
adicionou-se 0,43 g de 2-mercaptobenzimidazol (2,52 mmol), previamente solubilizado
em 3 mL de DMF, e 0,35 g de carbonato de potassio (2,52 mmol) a mistura reacional. O
sistema foi mantido sob agitagdo e aquecimento (80 °C) por 6 horas (figura 2). O
progresso da reacdo foi monitorado por cromatografia em camada delgada (CCD),
empregando fase movel hexano:acetato de etila (7:3) e deteccdo sob camara de UV (L 254
nm). Ao término do processo, o meio reacional (figura 3) foi resfriado a temperatura
ambiente e, posteriormente, submetido a banho de gelo, sendo entdo adicionados 54 mL
de agua destilada gelada, o que resultou na precipitacdo do produto. O sé6lido obtido foi

filtrado sob pressdo reduzida, apresentando coloragdo amarelada a alaranjada.

Todos os nove compostos sintetizados seguiram a mesma metodologia
experimental, suas estruturas quimicas estdo organizadas no Quadro 1, e suas
propriedades macroscopicas e demais dados quantitativos como massa molar,

temperatura de fusdo e rendimento do produto final sdo apresentados na tabela 2.

Figura 3. Reacdo de acoplamento entre os nucleos piridinicos e bases imidazolinicas.

= N CO,, DMF
Noz_/l ¥ HS_</ @ 2 ’ 3 No /j\
RSN el X 80°C, 6h Z/K /I\

R =H ou CI R1 = H, benzimidazol, benzoxazol ou

X=NH,OouS benzotiazol
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Fonte: A autora

Figura 4. Sistema reacional utilizado para a condugéo das reacdes de substituicdo aromatica
entre nucleos nitro-piridinicos e os heterociclos sulfurados.

Fonte: A autora

Quadro 1. Compostos obtidos.

1
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Tabela 2. Dados quantitativos e propriedades fisicas dos compostos sintetizados.

Aspc. MM
Produto R (%) T.F(°C) m(g)
Fisico (g.mol-1)
Sal.
1 51,4 137,8-145.8 0,09384 289,327
Amarelado
Sal.
2 493 139,8-150,2 0,08969 289,331
Alaranjado
Sél.
3 54,5 198,9-203,6 0,12849 454,573
Amarelado
Sal.
4 52,3 164,4-170,0 0,08988 272,280
Amarelado
Sél.
5 46,8 158,8-169,1 0,07998 272,280

Alaranjado




Sol.

6 45,7 205,3-210,5 0,0995 420,465
Amarelado
Sol.
7 45.4 137,7-151,5 0,07827 273,266
Marrom
Sol.
8 46,8 138,6-148,5 0,08018 273,266
Marrom
Sol.
9 430 198,5-207,8 0,09405 422,433
Marrom

A seguir, os ensaios bioldgicos de cultura celular e de parasitologia com L.
infantum, bem como os estudos de citotoxicidade e a avaliagdo de propriedades
farmacocinéticas, foram realizados no Laboratorio de Quimica Medicinal e
Computacional (LQMC), integrante do Centro de Pesquisa e Inovagdo em Biodiversidade
e Descoberta de Farmacos (CIBFar), no Instituto de Fisica de Sdo Carlos (IFSC),
Universidade de Sao Paulo (USP). As andlises foram conduzidas pela Dr.* Marilia Valli,

sob supervisao do Prof. Dr. Adriano D. Andricopulo.

4.2 PROCEDIMENTO ENSAIOS IN VITRO

4.2.1 Cultura celular

Células HFF-1 (fibroblastos humanos) foram cultivadas em meio DMEM sem
vermelho de fenol, suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS) e 1% de penicilina
e estreptomicina (pen/strep) a 37°C sob 5% de CO.. Células THP-1 (linhagem celular de
monocitos humanos) foram cultivadas em meio RPMI, suplementado com 10% de FBS

e 1% de pen/strep, a 37°C sob 5% de COs..

4.2.2  Cultura parasitolégica L. infantum

As formas promastigotas da cepa de L. infantum (MHOM/MA/67/ITMAP-263)
foram mantidas regularmente em meio Schneider para insetos (pH 7,4), suplementado

com 10% de FBS, 0,2% de hemina, 0,1% de biotina, 1% de adenina e 1% de penicilina e
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estreptomicina (pen/strep), sendo cultivadas em culturas axénicas a 28°C.4.2.3 Ensaios

de amastigotas intracelulares de L. infantum.

A avaliag@o dos compostos foi realizada de acordo com os estudos descritos por
Ortega et al. (2019) e Fernandes et al. (2020). Em placas de cultura de 96 pocos, células
THP-1 foram semeadas a uma densidade de 2x10* células/pogo em 100 pL. de meio RPMI
e diferenciadas em macrofagos com forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) a 20 ng/mL.
Ap6s incubacado por 72 h (37°C, 5% CO:), o meio foi aspirado, e promastigotas em estagio

tardio de L. infantum foram adicionadas (2x10° células/pogo, 100 puL).

Ap6s 24 h de incubagao, o meio foi aspirado para remover parasitas extracelulares,
e 100 uL de meio fresco foi adicionado a cada pogo. Os compostos de teste e a miltefosina
(MIL), usada como controle positivo, foram adicionados em diluigdes seriadas (dilui¢ao
1:2) para obter concentracdes finais entre 64-0,12 pM. As placas incluiram controles

negativos (crescimento de 100%).

Apo6s 120 h de incubagdo, o meio foi removido, e as células foram fixadas em
metanol (15 min) e coradas com Giemsa (10 min). O numero médio de amastigotas
intracelulares por célula THP-1 foi determinado utilizando um microscopio invertido. A
inibicao do crescimento foi expressa como a porcentagem do niimero de amastigotas por
célula em relagcdo aos controles negativos. Os valores de ICso foram obtidos usando o
software GraphPad Prism versdo 8.0 (San Diego, CA, EUA). Cada concentraciao de

composto foi avaliada em duplicata.

4.2.3 Citotoxicidade na linhagem celular THP-1

Células THP-1 foram semeadas a uma densidade de 2x10* células/pogo em placas
de cultura de 96 pogos com meio RPMI e incubadas durante a noite (37°C, 5% CO-). Os
compostos foram adicionados em dilui¢des seriadas (diluicdo 1:2) nas concentragdes de

64-0,12 uM, e as placas foram incubadas conforme descrito anteriormente.

Todas as placas incluiram doxorrubicina (DOX) como controle positivo (6,4-0,01
uM) e pogos ndo tratados como controle negativo (crescimento de 100%). A viabilidade
celular foi avaliada por fluorimetria apos 4 h da adicdo de 20 pL de resazurina (Valli et
al., 2022). Resumidamente, a fluorescéncia foi medida a 536 ¢ 588 nm em um leitor

automatico de microplacas SpectraMax Gemini.
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Os dados foram analisados utilizando o software GraphPad Prism versdo 8.0 (San
Diego, CA, EUA) para o célculo do valor de CCso, € a porcentagem de células nio vidveis
foi determinada e comparada aos pogos controle negativo. Cada concentragdo de

composto foi avaliada em duplicata.

4.3 DETERMINACAO IN SILICO DAS PROPRIEDADES ADME

As propriedades farmacocinéticas in silico foram calculadas utilizando a
ferramenta online Swiss ADME, considerando os seguintes parametros: logP de
consenso, peso molecular, polaridade (Area de Superficie Polar Topolégica), insaturagio
(fracdo de Csp3), flexibilidade (nRotb), solubilidade (logS) e a Regra dos 5 de Lipinski
(swissADME, [s. d.]; Daina, 2017).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando o reconhecido potencial antileishmaniose associado aos nticleos piridinico e
benzimidazolinico, a primeira etapa do trabalho consistiu no planejamento de novos compostos
utilizando a estratégia de hibridacdo molecular entre esses dois sistemas heterociclicos, visando a
obten¢do de novas entidades quimicas com possivel atividade biologica aprimorada (Figura 5). A
combinacdo desses nucleos busca explorar sinergias estruturais e eletronicas capazes de
potencializar a interacdo com alvos moleculares envolvidos na fisiopatologia da leishmaniose.
Além disso, foi empregado o principio do bioisosterismo classico, promovendo a substitui¢ao
isostérica entre os atomos de nitrogénio, oxigénio e enxofre no nucleo benzimidazolinico (Figura
5), com o intuito de avaliar os efeitos dessas modificagdes sobre propriedades fisico-quimicas,
estabilidade conformacional e perfil de interagdo molecular. Essa abordagem racional visa
contribuir para o delineamento de novos prototipos com potencial farmacologico relevante no

combate a leishmaniose.
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Figura 5. Planejamento por hibridagcdo molecular e bioisosterimo
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Nove compostos foram obtidos por meio de reacdes de acoplamento entre derivados
cloronitropiridinicos e diferentes heterociclos sulfurados, especificamente os niicleos mercapto-
benzimidazol, mercapto-benzoxazol e mercapto-benzotiazol. As reagdes ocorreram segundo o
mecanismo classico de substitui¢do nucleofilica aromatica (SNAr), favorecido pela presenca do
grupo nitro, um substituinte fortemente eletro-atraente, em posigdes orto e para em relagdo aos
grupos abandonadores (cloretos localizados nas posi¢gdes C-2 e C-6 do anel piridinico). Essa
ativagdo eletronica aumenta a suscetibilidade do anel a substitui¢do nucleofilica. O grupo nitro atua
como o principal ativador nesse tipo de reagdo, devido a sua elevada capacidade de estabilizar o
intermediério anidnico formado durante o processo. O grupo tiol dos heterociclos exerce o papel de
nucledfilo, enquanto o carbonato de potassio € responsavel por abstrair o proton acido gerado apos
o ataque nucleofilico, favorecendo a formagdo do produto desejado. O solvente utilizado (DMF),
mostrou-se adequado para este tipo de reagdo por ser um meio polar aprotico, capaz de solubilizar

eficientemente os reagentes e favorecer o mecanismo de substitui¢do nucleofilica (Figura 5).
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Figura 6. Proposta de mecanismo para a obtengio do produto 1.
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Fonte: A autora

Os 9 compostos obtidos através das reacdes de SNAr foram confirmados através
das analises dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) dos ntcleos de
hidrogénio 'H e carbono *C. O produto 1 foi selecionado como exemplo para discutir a
elucidacdo estrutural dos compostos 1, 4 e 7, tendo em vista que estes trés sdo isosteros e
apresentam alta similaridade estrutural e, consequentemente, apresentaram resultados

muito semelhantes nas analises espectroscopicas.

Figura 7. Estrutura do produto 1.
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Fonte: A autora, 2025
O produto 1 foi obtido como s6lido amarelo com ponto de fusdo compreendido na
faixa de 137,8-145,8°C. As analises dos espectros de RMN 'H e RMN de '*C foram
fundamentais para elucidagdo estrutural do produto obtido e confirmagao da obtengéo da

nitropiridina substituida. No espectro de RMN 'H (Figura 8) foi possivel observar sinais

de hidrogénios na regido de deslocamento quimico entre 6 7 ¢ 9 ppm.
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Figura 8. Espectro de RMN 'H do produto 1 (400MHz, CDCI3)
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No espectro RMN 'H ampliado (Figura 9) foi possivel observar o duplo dupleto
em 0 8,68 ppm correspondentes ao hidrogénio H-5 (1H, J23 = 4,7 Hz, J>.4 = 1,6 Hz) de
maior deslocamento quimico, o duplo dupleto em 8 8,59 ppm (1H, J = 8,2 Hz, 1,6 Hz).
Foi possivel observar também os seguintes sinais: dupleto (1H, /= 8,2 Hz), dupleto em
0 8,10 (1H, J=8,2 Hz), dupleto em 6 7,92 (1H, J=7,8 Hz) e duplo dupleto em 6 7,36 (1H,
J=28,24 Hz, 4,6 Hz), esses sinais correspondem aos hidrogénios H-3, H-12, H-15, e H-4
(Tabela 3).
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Figura 9. Espectro de RMN 'H do produto 1 ampliado.
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A andlise do espectro de RMN '3C (Figura 10) apresentou cinco sinais
quaternarios, sendo referente aos carbonos, C-1, C-2, C-8, C-10 e C-11 com ¢ 154,8,

141,3, 159,7, 152,4, ¢ 137,5 ppm respectivamente.
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Figura 10. Espectro de RMN do produto *C de 1 (150MHZ, CDCl3).
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Tabela 3.Dados de RMN do produto 1 (400Hz,150Hz, CDCl5).
Posicao on, multiplicidade, J (Hz) oc
1 - 154,8
2 - 141,3
3 8,59 (dd, J=8,2;1,6 Hz) 134,1
4 7,36 (dd, J=8,2; 4,7 Hz) 121,0
5 8,68 (dd, J=4,7;16 Hz) 153,1
8 - 159,7
10 - 152.4
11 - 137,5
12 8,10 (d, J=8,2 Hz) 121,3
13 7,53 (1) 125,9
14 7,46 (t) 126,5

15 7,92 (d, J=7,8 Hz) 123,5




Figura 11. Estrutura do produto 2.

Fonte: A autora, 2025

O produto 2 foi obtido como sé6lido amarelo. O ponto de fusdo para o produto foi
compreendido na faixa de 139,8-150,2°C. Para a caracterizagdo do produto 2, utiliza-se
das mesmas analises feitas no produto 1, visto que as duas estruturas sdo isdmeros. A
presen¢a do dupleto em & 9,33 ppm referente ao H-3 (J = 2,6 Hz) (Figura 12 e Tabela 4).
Foram observados também os sinais: duplo dupleto de 6 8,39 (1H, J24 2,6 Hz, J3.4
8,8 Hz), o dupleto 6 7,65 (1 H, J= 8,8 Hz), o dupleto em 6 8,08 (1 H,/J=8,2 Hz) e em o
7,92 ppm (1H, J = 8,0 Hz) referente respectivamente aos hidrogénios H-5, H-6, H-15 e H-
18 (Figura 13).

Figura 12. Espectro de RMN 'H do produto 2 (400MHz, CDCls)
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Quanto ao espectro

de RMN de "*C, o produto 2 mostrou comportamento

semelhante ao ilustrado ao espectro de *C obtido para o produto 1. Onde foi possivel

observar a presenga de cinco sinais referentes aos carbonos quaternarios C-1, C-4, C-11,

C-13 e C-14 com os respectivos 6 157,3, 141,8, 163,3, 152,2 e 136,3 ppm (Figura 14).
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Figura 14.Espectro de RMN *C do produto 2 (150MHZ, CDCl5)
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Tabela 4. Dados de RMN do produto 2 (400Hz,150Hz, CDCl;).

Posicao on, multiplicidade, J (Hz) oc
1 - 157,3
3 9,33 (d, J=2,6 Hz) 144,5
4 - 141,8
5 8,39 (dd, J=8.,8; 2,6 Hz) 131,3
6 7,65 (d, J/=8,8 Hz) 120,8
11 - 163,3
13 - 152,2
14 - 136,3
15 8,08 (d, J/=8,2 Hz) 121,7
16 7,47 () 126,2

17 7,55 (t) 125,5
18 7,92 (d, J= 8,0 Hz) 122,8

Com base nas estruturas previamente elucidadas dos produtos 1 e 2, passa-se agora
a caracterizacdo estrutural do produto 3. Este composto foi obtido a partir de uma reacao

de dupla substitui¢do nucleofilica aromatica ocorrida no anel de piridina.



Figura 15. Estrutura do produto 3.
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Fonte: A autora, 2025

O produto 3 foi obtido como so6lido amarelado. O ponto de fusdo para o produto
foi compreendido na faixa de 198,9-203,6°C. Adiante, analisa-se o espectro de RMN 'H
do produto (Figura 16).

Figura 16. Espectro de RMN 'H do produto 3 (400MHz, CDCls)
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Devida a predominancia das estruturas aromaticas, ha uma concentragdo de sinais
na faixa 6,38 até 8,18 ppm. Esse, por tltimo, corresponde ao hidrogénio H-12 (1H, d, J
=10,1 Hz), e consecutivamente o dupleto em 6 6,40 ppm, € respectivo ao sinal de H-13
(1H, d, J=10,1 Hz) (Figura 16, Tabela 5). Os sinais correspondentes aos hidrogénios H-
7, H-8, H-9, H-23, H-24, H-25 ¢ H-26 foram atribuidos com base em dados tedricos

obtidos pelos programas ChemDraw 16.0 e MestreNova.
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Figura 17. Espectro de RMN 'H do produto 3 ampliado (400MHz, CDCl5)
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Quanto ao espectro de RMN de °C, o produto 3 apresentou dezoito sinais,
compreendendo 8 112,3 a 191,1 ppm (Figura 18 e Tabela 5). Sendo nove desses sinais,
referentes a carbonos quaternarios C-2, C-4, C-5, C-10, C-11, C-14, C-19, C-21 e C-22,
com os respectivos 6 191,1, 149,1, 135,8, 162,1, 140,4, 162,0, 191,1, 151,5, e 140,4 ppm.

42



Figura 18. Espectro de RMN de *C do produto 3 (150MHZ, CDCl5).
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Tabela 5. Dados de RMN do produto 3 (400Hz, 150Hz, CDCls)

Posicio on, multiplicidade, J (Hz) oc
2 - 191,1
4 - 149,1
5 - 135,8
6 8,07 (d, J=8,0 Hz) 116,8
7 7,24-7,18 127,7
8 7,31-7,27 124,8
9 7,53-7,49 121,5
10 - 162,1
11 - 140,4
12 8,17 (d, /= 10,1 Hz) 133,4
13 6,40 (d, J/=10,1 Hz) 1123
14 - 162,0
19 - 191,1
21 - 151,5
22 - 140,4
23 7,84 121,5
24 7,31-7,27 130,2
25 7,24-7,18 126,9
26 7,45-7,42 123,1

Os trés produtos apresentados anteriormente foram selecionados para

exemplificar o processo de elucidagdo estrutural adotado neste estudo, abrangendo a



interpretacdo dos dados espectroscopicos de RMN de 'H e *C. Os demais produtos

sintetizados foram caracterizados de maneira analoga, seguindo os mesmos critérios de

avaliacdo. Os respectivos espectros encontram-se reunidos no Apéndice (Figura 19-28).

E a seguir, as tabelas 6, 7, 8, 9 e 10 atribuem os dados de deslocamentos quimicos,

desdobramento e multiplicidade de sinais referentes aos compostos 4, 5, 6, 8 ¢ 9

respectivamente, com base em dados tedricos obtidos pelos programas ChemDraw 16.0

e MestreNova.

Tabela 6. Dados de RMN do produto 4 (400Hz,150Hz, CDCls).

Posicao on, multiplicidade, J (Hz) oc
1 - 154,2
2 - 142,4
3 8,56 (dd, J=7,5;1,5 Hz) 132,8
4 7,51 - 7,49 120,8
5 8,63 (dd, J=7,5;1,6 Hz) 152,9
8 - -
10 - -
11 - 152,1
12 - -
13 - 142,1

14 - 138,4

15 13,0 -

16 7,78 — 7,76 118,9

17 7,14 7,16 122,9

18 7,11 125,9
Tabela 7. Dados de RMN do produto 5 (400Hz, 150Hz, CDCl3).

Posicao oun, multiplicidade, J (Hz) oc
1 - 153,3
3 - 142,1
4 - 138,5
5 13,0 -

6 7,79-7,74 118,9
7 7,14 — 7,08 122,8
8 7,11 -7,13 125,9
9 7,52 — 7,46 111,1
11 9,16 (d,J=1.4 Hz) 144,8
12 - 143,0
13 8,40 (dd, /=7.4, 1.6 Hz) 131,3
14 7,65 (d, J=17.5 Hz) 122,1
15 - 160,7
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Tabela 8. Dados de RMN do produto 6 (400Hz, 150Hz, CDCls).

Posicao on, multiplicidade, J (Hz) oc
1 - 152,9
3 - 142,5
4 - 138,5
5 13,0 (s) -

6 7,77-7,82 117,6
7 7,12-7,22 121,9
8 7,12-7,22 124,3
9 7,48-7,56 110,9
11 - 159,07
12 7,43(s) 119,4
13 - 148,6
14 - 144,8
15 8.87 (s) 148,0
17 - 152,2
19 - 142,5
20 - 138,5
21 13,40(s) -
22 7,77-7,82 117,8
23 7,12-7,22 121,9
24 7,12-7,22 124,4
25 7,48-7,56 111,0

Tabela 9. Dados de RMN do produto 8 (400Hz, 150Hz, CDCls).

Posicao on, multiplicidade, J (Hz) oc
1 - 158,2
2 7.67 (d,J=17.5 Hz) 121,8
3 8.40 (dd,J=7.4,1.6 Hz) 131,3
4 - 142,8
5 9.16 (d,J=1.5 Hz) 144,4

11 - 161,9
13 - 140,2
14 - 150,7
15 7,58-7,65 119,3
16 7,28-7,37 124,8
17 7,28-7,37 125,2
18 7,49-7,57 110,4
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Tabela 10. Dados de RMN do produto 9 (400Hz, 150Hz, CDCls).

Posicao on, multiplicidade, J (Hz) oc
2 - 161,0
4 - 140,1
5 - 150,9
6 7,65-7,67 120,4
7 7,31-7,42 124,6
8 7,31-7,42 125,6
9 7,51-7,54 110,4
11 - 152,6
12 - 140,1
13 8.27 (d, J=7.3 Hz) 132,1
14 7.91(d, J=7.5Hz) 117,1
15 - 157,6

21 - 161,3
23 - 140,1
24 - 150,8
25 7.68 (ddd, J=7.1,5.2, 1.8 Hz) 120,5
26 7,31-7,42 124,6
27 7,31-7,42 125,6
28 7.56 (ddd, J=9.0, 7.3, 1.6 Hz) 110,3

5.1 ENSAIOS BIOLOGICOS

A avaliagdo das propriedades leishmanicidas e da citotoxicidade dos compostos 1
a9, bem como a determinacao do indice de seletividade (IS), estdo apresentadas na Tabela
3. Para fins comparativos, foram empregados como farmacos de referéncia o
benzonidazol e a miltefosina, ambos amplamente reconhecidos pelo uso terapéutico no
tratamento de doencas parasitarias. Os ensaios bioldgicos in vitro revelaram que todos os
compostos, exceto 3, exibiram atividade significativa na faixa de 1-30 uM frente as
formas amastigotas intracelulares de Leishmania infantum, demonstrando que as
modificagdes estruturais introduzidas foram eficientes na manuten¢ao ou potencializagao
da atividade antileishmaniose. Dentre os compostos avaliados, o derivado § destacou-se
por apresentar a melhor relacdo entre poténcia e seletividade, com valor de ICso de 1,17
uM e Indice de Seletividade (IS) superior a 50, o que sugere uma elevada afinidade pelo
alvo parasitario associada a baixa toxicidade celular. A citotoxicidade foi avaliada em
macrofagos hospedeiros e fibroblastos, conforme demonstrado na Tabela 6, com o intuito
de estimar a seguranga dos compostos frente a células nao infectadas. De modo geral, os

resultados indicaram que os derivados sintetizados apresentaram baixa toxicidade em
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c¢lulas humanas THP-1, reforcando o potencial desses hibridos heterociclicos como

protdtipos promissores para o desenvolvimento de novos agentes antileishmaniose.

Tabela 11. Atividade leishmanicida contra amastigotas intracelulares de L. infantum, e
citotoxicidade para macrofagos humanos (THP-1).

ICso
Composto CCso (uM)  SP?
(M)

5,7242,40 >64 >1,18

48,8+2,79 49,10+0,54 10,06
>64 >64 -
427£3,16  >64  >1498
1,17£0,54  >64  >54,70
226+0,93 3788221 16,76
2,45£1,67  >64  >26,12

2,53+0,28 >64 >25,29

o 0 N SN 0 A W N -

5254316 19,20+1,20 3,65
MIL  0,84+0,62 ; ;
DOX ; 0,010,001 -

Nota: MIL — Miltefosina, DOX - Doxorubicina

5.2 DETERMINACAO IN SILICO DAS PROPRIEDADES ADME

Os parametros de biodisponibilidade oral previstos para os compostos 1-9 estdo
apresentados na Tabela 7. As propriedades calculadas (massa molecular, lipofilicidade,
solubilidade, area de superficie polar topologica, fragdo de carbonos sp* e nimero de
ligagdes rotacionais) sdo Uteis para estimar se um composto sera biodisponivel por via

oral ou ndo.

Os compostos com um padrdo de monossubstitui¢ao (Grupo A: 1,2,4,5,7 ¢ 8)
apresentaram valores de lipofilicidade (LogP) e solubilidade (LogS) consideravelmente
distintos em relagdo aos compostos com um padrdo de dissubstitui¢do (Grupo B: 3, 6 ¢

9). As previsoes indicaram que os compostos do Grupo A possuem solubilidade variando
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de boa a moderada, com LogP dentro do intervalo esperado para compostos lead-like
(LogP <3). Em contrapartida, os compostos do Grupo B foram previstos como tendo
solubilidade reduzida ou insuficiente e um LogP mais elevado (LogP >3), embora ainda
dentro dos limites aceitaveis para compostos drug-like (LogP<5). Nos ensaios celulares

experimentais, nenhum dos compostos apresentou problemas de solubilidade.

Todos os compostos dos Grupos A e¢ B atenderam a regra de Lipinski, sem
apresentar violagdes. No entanto, os compostos do Grupo A exibiram menos limitagdes
nos parametros de biodisponibilidade oral em comparagao aos do Grupo B. Os principais
fatores que restringiram a biodisponibilidade dos compostos do Grupo B foram o alto
LogP* e a extensa Area de Superficie Polar Topologica (TPSA) (Egan; Merz; Baldwin,
2000; Ghose; Viswanadhan; Wendoloski, 1999; Muegge; Heald; Brittelli, 2001; Veber et
al., 2002).

Todos os compostos apresentaram valores apropriados de massa molecular e
numero de ligagdes rotacionais (nRotb), compativeis com a biodisponibilidade oral. Além
disso, foram caracterizados como altamente insaturados, devido a baixa fragdo de
carbonos sp? (Csp?<0,25), o que os torna moléculas predominantemente planas. A analise
das propriedades de absor¢do, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME) nas etapas
iniciais do desenvolvimento de farmacos contribui para aumentar as chances de sucesso

nas fases clinicas posteriores.

Tabela 12. Propriedades ADME previstas para os compostos sintetizados 1 - 9.

Peso Numero de
lecul Fracao lioacs TPSA LogP LogS*
MOECWAr — ge cop? 1820 (A2)  (Consenso)  (ESOL)
(g/mol) rotacioinais
1 289,33 0 3 125,14 2,76 -4,46 (M.S)
2 289,33 0 3 125,14 2,76 -4,46 (M.S)
3 454,57 0 5 191,57 5,00 -7,39 (P.S)
4 272,28 0 3 112,69 2,01 -3,79 (S)
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5 272,28 0 3 112,69 2,03 -3,79 (S)

6 420,47 0 5 166,67 3,42 -6,06 (P.S)
7 273,27 0 3 110,04 2,20 -3,97 (S)
8 273,27 0 3 110,04 2,23 -3,97 (S)
9 422,44 0 3 161,37 3,87 -6,42 (P.S)

Nota: M.S — Moderadamente solavel, P.S — Pouco soluvel, S - Solavel

6 CONCLUSAO

Neste trabalho, foram planejados, sintetizados e avaliados nove compostos
hibridos obtidos a partir da hibridagdo molecular entre os nucleos piridinico e
benzimidazolinico, benzoxazolico ou benzotiazolico, utilizando a reacdo de substitui¢ao
nucleofilica aromatica (SNAr) como principal rota sintética. Essa abordagem,
fundamentada em principios de bioisosterismo e hibridacdo molecular, teve como
objetivo explorar a combinagdo de dois sistemas heterociclicos reconhecidamente
bioativos para o desenvolvimento de novos protdtipos com potencial atividade

antileishmaniose.

Os ensaios biologicos in vitro revelaram que a maioria dos compostos apresentou
atividade leishmanicida relevante frente as formas amastigotas intracelulares de
Leishmania infantum, com valores de ICso variando de 1 a 30 uM. Entre os derivados
sintetizados, o composto 5 destacou-se por apresentar a melhor combinagao de poténcia
e seletividade, com ICso de 1,17 uM e Indice de Seletividade (IS) superior a 50, além de
baixa toxicidade em macrofagos e fibroblastos humanos. Esses resultados sugerem que
pequenas modificagdes estruturais no anel piridinico e nos heterociclos sulfurados podem
exercer influéncia significativa sobre a atividade biologica e o perfil de seguranca dos

compostos.

As analises in silico corroboraram os achados experimentais, demonstrando que o
composto S5 apresenta propriedades moleculares favoraveis a interagdo com alvos
enzimaticos envolvidos no metabolismo do parasita, bem como perfil farmacocinético

adequado as caracteristicas de um candidato promissor a farmaco.
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De modo geral, os resultados obtidos confirmam a eficiéncia da estratégia de
hibridacdo molecular entre nucleos piridinico e heterociclicos sulfurados como
abordagem racional para o desenvolvimento de novos agentes antileishmaniose. O
composto S, em particular, reuniu caracteristicas altamente favoraveis com elevada
poténcia, seletividade, boa previsdo de biodisponibilidade e propriedades ADME

equilibradas, consolidando-se como o principal candidato para estudos subsequentes.

A integragdo entre abordagens experimentais e computacionais, demonstrada
neste trabalho, reforca o potencial da quimica medicinal baseada em planejamento

racional como ferramenta promissora na descoberta de novos agentes antiparasitarios.
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APENDICE

Figura 19. Espectro de RMN de 'H de 4 (400MHZ, CDCls)
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Figura 20. Espectro de RMN de *C de 4 (150MHZ, CDCl5)
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Figura 21. Espectro de RMN de 'H de 5 (400MHZ, CDCls)
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Figura 22. Espectro de RMN de '*C de 5 (150MHZ, CDCl5)
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Figura 23. Espectro de RMN de 'H de 6 (400MHZ, CDCls)
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Figura 25. Espectro de RMN de 'H de 8 (400MHz, CDCI;5)
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Figura 26. Espectro de RMN de 13C de 8 (150MHz, CDCls)
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Figura 27. Espectro de RMN de 'H de 9 (400MHz, CDCls)
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Figura 28. Espectro de RMN de "*C de 9 (150MHz, CDCls)
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