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RESUMO

A doenca de Chagas (DC) é uma doenca tropical negligenciada (DTN), causada pelo
protozoario hemoflagelado 7rypanosoma cruzi. A DC possui diferentes formas de contagio,
sendo a principal delas a vetorial, através da picada de insetos da familia Reduviidae
(subfamilia Triatominae). Contudo, a transmissdo pode se dar ainda de forma vertical, da mae
para o filho, através da placenta ou da amamentacdo; por transfusdo sanguinea; através de
acidentes de laboratorio; ou por via oral, também chamada de transmissdo a distancia, que se
da através do consumo in natura de alimentos contendo insetos contaminados. O 7. cruzi possui
um ciclo evolutivo complexo, apresentando trés formas evolutivas distintas (epimastigota,
amastigota e tripomastigota). A evolucdo da infecgdo se divide em trés fases: a fase aguda, a
indeterminada e a fase cronica. Nesta Gltima ocorrem danos, principalmente, do trato digestério
e do sistema cardiaco, em aproximadamente 30% dos pacientes infectados. Dados recentes da
literatura evidenciaram uma nova forma de amastigota, o amastigota dormente, que se aloja em
células de tecidos profundos e pouco vascularizados, formando ninhos, sendo aptos a reiniciar
o ciclo da doenca a qualquer momento. Estima-se que a doenga atinja de 6 a 8 milhdes de
pessoas em todo o Mundo e que cause aproximadamente 50 mil mortes. Ha apenas dois
farmacos que sdo utilizados no tratamento dos pacientes chagdsicos: o nitroimidazol,
benznidazol, e o derivado nitrofuranico, nifurtimox. Devido a efeitos genotoxicos o uso do
nifurtimox foi descontinuado no Brasil, restando apenas o benznidazol como alternativa
terapéutica para a quimioterapia da doenca de Chagas. Os farmacos citados ndo demonstram
atividade efetiva na fase crénica da infec¢do, o que aponta para a necessidade do
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas que atendam aos pacientes chagésicos
cronicos. Um produto de origem natural que apresenta uma boa atividade in vitro frente ao T.
cruzi € a amida piperina. Esta amida pode ser isolada em rendimentos que variam de 3 a 10%,
a partir dos frutos secos de Piper nigrum (pimenta-do-reino). A estrutura quimica da piperina
pode ser dividida em trés subunidades principais, sendo elas: um anel aromatico trissubstituido;
um dieno conjugado, espacador, com quatro carbonos; além de uma fracdo do tipo amida-
piperidinil. Diferentes abordagens ja foram empregadas, visando a melhor compreensdo da
relacdo estrutura-atividade (REA) da piperina, que levaram a preparagéo de diferentes familias
de derivados desta importante amida natural. Neste trabalho, propomos a utilizacdo da
estratégia de hibridacdo molecular da piperina com o nucleo nitro-tiazol, farmacoforo presente
na estrutura do farmaco antiparasitario nitazoxanida (Annita®). Dados da literatura
demonstram que nitro-heterociclos interferem no equilibrio redox da célula do parasito, que
sendo mais sensivel a presenca de espécies radicalares de oxigénio e nitrogénio, sdo mais
afetadas por eles do que as células de mamiferos. Assim, os compostos planejados tém grande
potencial de apresentarem toxicidez seletiva frente a células do parasito. Resultados
preliminares, extremamente promissores, obtidos in vitro frente a amastigotas de 7. cruzi (cepa
tulahuen LaCZ, C2C3) de um hibrido piperina- nitazoxanida sintetizado neste trabalho, validam
a estratégia de planejamento molecular preconizada. Os hibridos foram preparados em
rendimento entre 24 e 47%, através de reacdo de acoplamento entre acidos carboxilicos e
amidas, em presenca HATU. Os testes em 7. cruzi demonstraram-se positivos, com destaque
ao hibrido principal, LOP-04, que apresentou resultado de ICso na casa de 2 micromolar. Houve
destaque de outros dois compostos, ME-04 e ME-05, ambos demonstraram bons indices de
seletividade, 18,40 e 17,58, respectivamente. O conjunto de dados obtidos permitiu tragar um
estudo de REA buscando compreender quais por¢des das moléculas planejadas contribuiram
para a atividade tripanocida.

Palavras-chave: Acoplamento de amida, Doenca de Chagas, Piperina
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1. DOENCA DE CHAGAS: 114 ANOS E AINDA DESAFIADORA

A doenca de Chagas (também conhecida como tripanossomiase americana) ¢ uma
enfermidade causada pelo protozoario hemoflagelado 77y panosoma cruzi (Trypanosomatidae).
Apesar de estudos em DNA de mumias da América do Sul indicarem que a doenga aflige a
humanidade ha pelo menos 9 mil anos, a sua descoberta e caracterizacdo, feita pelo médico e
cientista Carlos Justiniano Ribeiro Chagas, se deu apenas em 1909 (CHAGAS, 1909). O
trabalho de Chagas ¢ dito como Unico em se tratando da histéria da medicina, levando em conta
o amplo detalhamento, desde a identificag@o do vetor e descrigdo dos ciclos do agente etioldgico
em diferentes hospedeiros, até o detalhamento das fases da doenca, divididas em fase aguda e
fase cronica (RASSI et al., 2010).

E possivel determinar sua forma de contigio em dois mecanismos principais, os
primarios e os secundarios. Os casos de transmissdo por mecanismos secunddrios, ocorrem por
ingestdo de alimento malcozido (inclusive, uma das principais formas de contagio por animais
silvestres), transmissdo sexual, acidentes laboratoriais e casos isolados, no geral. Dentre os
mecanismos primarios, além de transfusdo sanguinea, placentaria, transmissdo congénita e,
principalmente, por seus vetores (COURA, 2015). Os trés vetores mais importantes da doenca
sdo os insetos Triatoma irfestans, Rhodnius prolixus e Triadoma dimidiata (RASSI et al.,
2010), apesar de também ser encontrado em outros insetos das familias Triatoma, Rhodnius e
Panstrogylus (popularmente conhecidos como barbeiros, no Brasil). As varidveis mais
importantes para a infeccdo por vetor sdo que o inseto deve estar contaminado pelo parasita,
sua excreta seja no momento de seu repasto (alimentacdo sanguinea) e a intensidade das feridas
causadas, visto que para a infecgdo se instalar é necessario que, por conta da irritabilidade de
suas feridas, o hospedeiro definitivo se coce e carreie as excretas contaminadas pelo parasito a
corrente sanguinea por via da ferida causada, também pode ocorrer essa passagem pelas
mucosas do individuo. Ao chegar na corrente sanguinea em forma de tripomastigotas, o parasito
invade diferentes tipos celulares e se diferencia em amastigota, que se multiplica por fissdo
binaria e espalha-se pelos tecidos, formando pseudocistos que, quando rompidos, causam a
inflamacdo e, posteriormente, a necrose. Por fim, os amastigotas que se diferenciam por
tripomastigotas, rompem a membrana celular e infectam novas células (COURA, 2003). Essa
fase da doenca ¢ caracterizada pela fase aguda, que costuma néo exibir sintomas caracteristicos
além de febre, sendo que em aproximadamente 70% dos pacientes ndo exibem sintomas

clinicos. Apesar de mais raros, pode haver sintomas mais especificos, tais como alargamento









o primeiro ano o qual o termo Chagas disease ¢ mencionado), encontram-se 10,387 mil artigos
contra 10,933 artigos no periodo de 2010-2022 (Google Scholar; Pubmed, 2023).

A maior complicacdo em relagdo ao tratamento da doenca é porque os farmacos
existentes, benznidazol e nifurtimox (Figura 3), apesar de o ultimo ter sua comercializacéo
interrompida na América do Sul por conta de seus efeitos genotodxicos, t€m efeito apenas na
fase aguda da doenga. Como mencionado anteriormente, a natureza silenciosa da doenca, em
boa parte dos casos, impede com que o diagnostico seja dado a tempo de ser possivel perceber
a infeccdo ainda na fase aguda. Uma adversidade dos farmacos em questio ¢ que além de ndo
fazerem o efeito desejavel na fase cronica da doenca, seus efeitos adversos costumam piorar o
quadro clinico do paciente, sendo tais efeitos, perda de peso, nduseas, vOomito, insonia,
depressdo, perda de memoria, sonoléncia e intolerancia hepatica (JANNIN & VILLA, 2007).
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Figura 3 — Molécula do insumo farmacéutico ativo (IFA) dos farmacos benznidazol (1) e nifurtimox (2).

Apesar de ndo se saber tudo sobre o mecanismo de acdo dos dois farmacos disponiveis
para o tratamento da doenca de Chagas, foi percebido que ambos agem como pro-farmacos,
onde o grupo nitro ¢ ativado por uma nitro-redutase dependente de NADH tipo 1, convertida
em um grupo amina, o que forma radicais livres intermediarios e metabdlitos eletrofilicos no
parasito, causando a toxicidade para o mesmo. A Figura 4 aponta os principais intermediarios
reativos formados pela agdo das nitro-redutases em nitroimidazois (PETERSON & WYLLIE,
2014).
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Figura 4 — Intermediarios reativos causados pela agfo das nitro-redutases. Fonte: PATTERSON & WYLLIE,
2014.









pesquisadas, no caso, envolvendo o sistema imune do parasito, tais como a cruzipaina e a trans-
sialidase. A cruzipaina (cruzaina em sua forma cristalizada) é encontrada em ambas as trés
formas evolutivas do T. cruzi, epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas, sendo amplamente
presentes na superficie dos amastigotas. A cruzipaina é responsavel pela nutri¢do do parasito,
pelos mecanismos de invasdo e evasdo do hospedeiro e pelas etapas de diferenciagdo do ciclo
de vida do parasito. Dentre as principais, também podem ser destacadas as tripanotiona redutase
(TR) e o ferro-superoxido dismutase (SOD), as quais agem contra o estresse oxidativo na célula
do parasito (GARCIA-HUERTAS & CARDONA-CASTRO, 2021).

Munido dos atuais conhecimentos sobre o parasito e a doenca, faz-se interessante
utilizar do maior nimero de técnicas possiveis, anteriormente mencionadas, tais como o0s
conhecimentos de produtos naturais para realizar hibridizacdes moleculares, entender os
possiveis sitios terapéuticos do parasito e utilizar-se das descobertas feitas através da
modelagem e ancoragem molecular, o que leva a um maior conhecimento do porqué buscar
determinados grupos ou fungdes organicas que aparentam ter um efeito sobre a doenca de
Chagas, pondo fim a essa enfermidade milenar e de niimeros expressivos em termos de

morbidade e impactos econémicos.

1.2. PRODUTOS NATURAIS, UMA ALTERNATIVA VIAVEL

Um grupo de artigos muito conhecido para quem trabalha com produtos naturais séo os
levantamentos realizados por Newmann e Cragg, nos quais os autores relacionam, em
determinadas faixas de tempo, farmacos aprovados pela Food and Drug Administration (FDA),
a agéncia reguladora dos Estados Unidos. No ultimo levantamento, publicado em 2020, os
autores observam que, dentre os 1881 farmacos aprovados entre 1981 até 2019, 18,9% sdo
derivados de modificacdo estrutural, outros 25,7% sdo sintéticos, mas mimetizam ou té€m
grupos farmacoféricos baseados em produtos naturais, 3,8% sdo definidos como, de fato,
produtos naturais e 0,8% sdo misturas botanicas de concentragdes pré-definidas. Ou seja, 48,7%
dos 1881 farmacos tém participacdo direta ou indireta de produtos naturais, sendo os 51,3%
(951) restantes divididos entre vacinas, macromoléculas bioloégicas e produtos eminentemente
sintéticos, o que demonstra a extensa importancia atual dos produtos de origem natural, no

desenvolvimento de alternativas terapéuticas de combate a diferentes tipos de enfermidades. O

grafico contendo os dados ¢ representado pela Figura 7 (NEWMANN & CRAGG, 2020).









o ciclo celular, causando apoptose, reduz niveis de peroxidagdo lipidica (que causa stress
oxidativo, devido a formacdo de radicais livres, nocivos a célula) e proteinas carboniladas (o
aumento da produgdo de tais proteinas foi observado em pacientes com doengas como
Alzheimer, cancer de mama, diabetes entre outras) e ainda ha mecanismos conhecidos ainda
mais especificos, como relatam Dong e Thamalingam em seus respectivos artigos (UL HAQ et
al., 2020; DE SOUZA et al., 2016; DONG et al., 2015; THARNALINGAM et al., 2016;
KOSTELECKA et al., 2024).

A porgdo aromatica da piperina (1,3-benzodioxola) ¢ frequentemente associada a
mecanismos antidepressivos e antimicrobianos. Para o caso de antimicrobianos, Tavares e
colaboradores testaram a atividade de diversos alcaloides da planta Zanthoxylum tho folium e
descobriram, através de um estudo de relago estrutura-atividade (REA), que grupos metoxila
nas mesmas posi¢des onde ficaria o grupo metilenodioxi levaram a uma drastica reducdo da
atividade antibacteriana (TAVARES et al., 2014).

Se por um lado néo ha tantos estudos de REA para a por¢do aromatica, a por¢do do anel
piperidinico ¢ amplamente estudada, seja como um conector, seja em determinadas fungdes
bioldgicas. Um estudo importante que embasa este trabalho indica que o anel piperidinico abre
portas para uma gama de possibilidades ao se acoplar determinados grupos, a fim de se obter
um incremento na atividade anti 7. cruzi em sua forma amastigota (SIJM et al., 2021).

Ainda mais importante para o presente trabalho ¢ o demonstrado pelo artigo de Ribeiro
e colaboradores, onde foram testados, além da propria piperina, diferentes analogos e derivados
com ag¢do anti-amastigotas de 7. cruzi. Analisando os diversos compostos presentes na Figura
9 e suas atividades descritas na Tabela 1, € possivel tracar a REA de compostos benzodioxdlicos

com e sem anel piperidinico (RIBEIRO et al., 2004).
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Figura 10 — Fung¢8o amida.

Outro fator importante é que o grupamento amida é um dos grupos de maior ocorréncia
na estrutura de biomoléculas, visto que estdo presentes em peptideos e proteinas, permitindo
interagdes por ligagdes de hidrogénio com as tais biomoléculas, de forma geral e, portanto,
sendo fundamental em seu processo de modulacdo biologica (KUMARI et al., 2020; NELSON
& COX, 2004).

Em se tratando de sintese organica, a reacdo de formagdo de amidas (que sera abordado
em detalhes posteriormente) € a reacdo de maior interesse na quimica medicinal de acordo com
dados da literatura (2014), apresentada em cerca de 50% dos textos e, inclusive, ultrapassando
a sintese de heterociclos na literatura antiga (1984), ao qual prevalecia como a mais citada por
cerca de 30% dos textos (BROWN & BOSTROM, 2023).

Um estudo de analise das reagdes utilizadas em candidatos a farmaco demonstrou que,
em 128 candidatos, mais de 90% das moléculas pequenas (massa molecular menor que 550,
seguindo as regras de Lipinsky) contém ao menos um atomo de nitrogénio. Outro ponto
interessante € que o nitrogénio se encontra também como o atomo de maior interesse em sintese
envolvendo insercdo de heterodtomos em estruturas organicas, visto que, no mesmo estudo, em
196 sinteses, 112 (57%) sdo responsaveis por uma N-substitui¢do, tal como ¢, também, o atomo
mais presente em formacdes de heterociclos, sendo observado em 54 (92%) de 63 casos de
formacdo. Também foi observado que em 84 (66%) candidatos havia-se feito reacdes de N-
acilacdo para amidas. O que torna o grupo funcional ainda mais atrativo aos olhos da quimica
medicinal ¢ observar que de 53 farmacos de moléculas pequenas que excederam 1 bilhdo de
dolares em vendas em 2003, 9 (17%) continham ao menos uma por¢do amida em suas
estruturas. Focando ainda em sua sintese, observou-se que das 84 amidas, 37 (44%) foram
sintetizadas por via de um cloreto acido (4cido carboxilico ativado), outras 21 (25%) por reagdo
de acoplamento de amidas, 11 (13%) a partir de anidridos mistos, 9 (11%) partindo de carbonil
diimidazol e os demais 6 (7%) sofrem outras sinteses de niimeros menos expressivos, que nao
foram especificadas no artigo (CAREY et al., 2006).

A utilizagdo de amidas na quimica medicinal é bem ampla, demonstrando acdes
antimicrobianas, analgésicas e anti-inflamatérias, inseticidas, antitumorais, fibrinoliticas

(prevengdo de formacdo de codgulos sanguineos) e anticonvulsivas (KAMAL et al., 2021).
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Um importante caso de uma amida com heterociclo, unindo os dois mais atrativos
interesses da sintese organica, ¢ encontrado na nitazoxanida, principio ativo presente no
medicamento Annita® (Figura 11), tendo sua fun¢fio antiparasitaria bem embasada pela
literatura e sendo o principal farmaco contra parasitas que causam infecgdes do trato intestinal
e do estdmago. O mecanismo de agdo do farmaco se da pela inibicdo da enzima piruvado
ferroxidina oxirredutase (PFOR), na maioria dos casos, sendo desconhecido no caso de
helmintos. Outros usos associados ao farmaco sdo como antivirais, o qual sugere-se que o
mecanismo de agdo esteja relacionado a ativagdo da quinase por RNA, ativando a sintese de
interferons (proteinas de sinalizacdo celular) aumentando a resposta imunologica e, também,
ha uso antitumoral, atribuidos a mecanismos de autofagia, anticitocinas, inibicdo de c-Myc e
produgdo de interleucinas (FOX & SARAVOLATZ, 2005; LIRA et al., 2021; SHIGYO et al.,
2016; FAN-MINOGUE et al., 2013; HONG et al., 2012).

Figura 11 — Estrutura do farmaco nitazoxanida (Annita®).

E interessante notar, também, que ha um outro grupo de grande interesse na estrutura
da Annita®, o grupo nitro-tiazol, o qual sera abordado em outro topico deste trabalho. reunindo
estas informagdes com o que foi discutido sobre a estrutura e os grupos de interesse da amida
natural piperina, faz-se interessante sintetizar compostos que possam Vvir a ter 0 maior numero
de grupos com caracteristicas medicinais similares, na tentativa de se atingir um ou mais sitios
bioquimicos. Para atingir tal objetivo, € necessario com que se entenda sobre mecanismos de
planejamento racional de farmacos, tal como o utilizado neste trabalho, a hibridagéo molecular,

que sera o tema do préoximo topico.

1.5. FERRAMENTAS DE PLANEJAMENTO RACIONAL DE FARMACOS

Novas técnicas vém sendo desenvolvidas pela industria farmacéutica, de modo geral,
para que se haja uma maior diversidade na criacdo de bibliotecas quimicas, tais como o uso de
computadores para a predi¢do e simulacdo de interagdes farmaco-receptor (ancoramento
molecular), ou processos de triagens farmacologicas automatizadas. Relacionando-se tais
técnicas, podem ser formuladas diversas novas, tal como o desenvolvimento de farmacos
baseado em fragmentos, que propde identificar fragmentos hits em compostos a fim de

potencializar seu efeito ou até mitigar efeitos adversos. Nesse universo, utilizam-se duas
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2. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS

Motivados pela clara necessidade de se desenvolver novas alternativas eficazes
para a quimioterapia da doenga de Chagas, buscamos neste trabalho investigar a atividade anti-
T. cruzi de uma série de compostos planejados, utilizando a hibridacdo molecular como
principal ferramenta de modificacdo estrutural (VIEGAS-JUNIOR et al., 2004). Nesse
planejamento utilizaremos uma abordagem que envolve o acoplamento da amida natural
piperina com o fragmento nitrotiazdlico presente no farmaco nitazoxanida, que possui
reconhecida atividade antiparasitaria. Esta abordagem se sustenta nas observagdes,
anteriormente descritas em trabalhos do nosso grupo, que descreveram o efeito anti-7. cruzi da
amida natural piperina, que exerce sua atividade anti-parasitaria, principalmente, através da
interferéncia direta no mecanismo de citocinese do parasito (FREIRE-DE-LIMA et al., 2008).
Assim, a partir do planejamento molecular preconizado, planejou-se novas estruturas hibridas,
tendo a reagdo de amidag¢do como etapa-chave para a introducdo do nucleo nitrotiazol da
nitazoxanida. E descrito que este fragmento atua desestabilizando o equilibrio redox celular,
devido a sucessivas redugdes intracelulares, que geram espécies toxicas, que se acumulam no
interior da célula do parasito (MAYA et al., 2002). Desta forma, os derivados planejados
poderdo conjugar os mecanismos de acdo da piperina e da nitazoxanida, sendo potencialmente
ativos contra o 7. cruzi. A estratégia sintética de planejamento molecular (Figura 23) envolve
o acoplamento do acido pipérico e analogos (p.ex., os acidos metilenodioxi-cindmico e
metilenodioxi-benzdico) com um anel piperidinico funcionalizado com uma carboxila de 4cido,
que funcionard como um conector para a porcdo nitrotiazolica. Esse acoplamento da porgio
proveniente da estrutura da piperina, com o nitro-heterociclo ocorrera através de reacdes de
amidacdo, as quais serdo avaliadas para a escolha da abordagem que melhor se adequa ao
sistema planejado. Pretende-se com isso relacionar as alteragdes estruturais com a atividade
tripanocida observada para os novos derivados obtidos, permitindo um estudo de REA para esta

nova série de derivados.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS
Assim, entre nossos objetivos, estd a sintese da nova série de hibridos (Figura 23), suas

caracterizacdes (IV, RMN 'H, RMN 3C e EM), bem como a avaliagdo do perfil de toxicidade
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a preparacdo da nova molécula hibrida entre a piperina e a nitazoxanida foi
desenhada a analise retrossintética mostrada na Figura 24. Por desconexdo da ligacdo C-N da
amida secundaria na estrutura do hibrido piperina-nitazoxanida (desconexdo a), evidenciam-se
dois fragmentos: o intermedidrio contendo o anel piperidinico adequadamente funcionalizado
com uma carboxila e o 2-amino-5-nitro-tiazol (disponivel comercialmente). Cabe ressaltar que
a etapa de construcdo da amida secundaria presente no hibrido pretendido, deve ser realizada
através da utilizacdo de metodologias mais seletivas de ativacdo da carboxila de acido, visto
haver neste intermedidrio uma fung¢fo amida terciaria, que pode reagir com reagentes
eletrofilicos comumente utilizados na preparagdo de cloretos de acido (p.ex., SOCl; ou cloreto
de oxalila) (MOHAMMADKHANI & HERAVI, 2019). Por desconexdo da ligacdo C-N da
amida terciaria presente no intermediario com o anel piperidinico funcionalizado (desconexdo
b), evidencia-se o acido pipérico como seu precursor, através de uma reacdo de amidacdo deste
com isonipecotato de etila (comercial). Por sua vez, o acido pipérico € convenientemente
preparado através de uma etapa de interconversdo de grupos funcionais (I.G.F.) (WARREN &
WYATT, 2008), envolvendo a reagdo de hidrolise basica da amida natural piperina, seguida de
neutralizacdo do meio, para formagédo do acido livre. A amida natural, precursora do hibrido
planejado, pode ser facilmente isolada dos frutos secos de Piper nigrum (pimenta-do-reino),
através da metodologia originalmente descrita por Ikan (IKAN, 1991), adaptada em nosso

grupo de pesquisa (VELEZ et al., 2024).
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Figura 28 - Mecanismo da oxidagdo de aldeido através do reagente de Jones. Fonte: RODIG, 1990.
3.2. SINTESE GERAL DOS AMIDO ESTERES
3.2.1. SINTESE ATRAVES DE CLORETO DE ACILA

Para a primeira reacdo de amidacfo, nas quais a reacdo se faz sobre acidos carboxilicos
com apenas uma carbonila, optou-se pela preparacdo dos respectivos cloretos de acido, tanto
por ser relativamente mais barato e apresentar bons rendimentos, como também pela formacao,
neste caso, de subprodutos volateis, o que torna a reagdo limpa. A reacdo de formacao do cloreto
de acila, embora seja uma reagdo que deva ser conduzida em meio anidro e forme acido
cloridrico, ¢ uma reagdo ja bem masterizada pelo grupo, o que a torna menos dificil de se
controlar, necessitando certos cuidados, tal como ter controle do ambiente inerte e preenchendo
um sistema de trap (sistema capaz de captar os gases antes que possam chegar a bomba) em
um rota-evaporador, neutralizando todo o acido cloridrico formado. Tomadas as devidas
precaugdes, € possivel se executar a reagcdo com tranquilidade. A seguir, encontra-se uma breve
discussdo sobre o mecanismo da formacdo de cloretos de acila pela acdo do cloreto de oxalila,
que envolve uma reagdo do tipo SN4 (SOLOMON’S, 2016).

Incialmente, para a formagio do cloreto de acila (43), é acrescentado o acido
(representado genericamente em 37) e o cloreto de oxalila (38), que por estar em excesso
também age como solvente dessa primeira etapa. Apds de uma adicdo nucleofilica, através do
ataque do par de elétrons do oxigénio carbonilico em uma das carbonilas do cloreto de oxalila,
ha a formacdo do oxo-enolato (39), retirando o ion cloreto, formando o intermedidrio do tipo
anidrido protonado (40). O ion cloreto realiza entdo um ataque nucleofilico na carbonila ativada
desse intermediario, produzindo um hidréxi-oxoacetato (41), que perde CO e CO; e ion cloreto,
ja formando o cloreto de acila, que se encontra em sua forma protonada (42). O ion cloreto

acaba por abstrair um préton do ion oxo6nio, produzindo assim o cloreto acido desejado.
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3.3. HIDROLISE DE ESTERES
3.3.1 SINTESE GERAL DOS AMIDO-ACIDOS

Como mencionado anteriormente, a hidrélise basica de ésteres (reagdo de saponificacio)
¢ uma reacdo mais rapida quando comparada com a de amidas. Isso se deve ao menor carater
acido do acido de Lewis do carbono carbonilico da amida, por conta da ressonédncia dos pares
de elétrons do nitrogénio, dificultando que ocorra um ataque nucleofilico na carbonila amidica.
Portanto, escolheu-se o procedimento reacional com hidréxido de litio, utilizando-se uma
mistura 1:1:1 em volume de THF, metanol e agua (Carey, 2014). Tal reacdo ndo requer maiores
cuidados, além da agitacdo constante até que os reagentes sejam consumidos, o que pode durar
entre 4 e 24 horas, dependendo da estrutura do éster.

O mecanismo ¢ bem simples, onde o par de elétrons da hidroxila ataca
quimiosseletivamente a carbonila do amido-éster (48), formando um intermediario tetraédrico
(49) que regenera a sua dupla ligacdo com o oxigénio, expulsando o grupamento alcédxido.
Posteriormente, ocorre uma desprotonagdo do amido-acido (50) pelo alcoxido, por ser este uma
espécie mais basica, gerando entio o carboxilato (51), produto da reacdo de saponificacdo. Ao
ter o meio acidificado até pH 3, ocorre protonacdo de (51), fornecendo o amido-acido, que

precipita no meio. O mecanismo da saponificacdo ¢ mostrado na Figura 30 (POLANYL &

SZABO, 1934).

ek — [R5,

(48) 7% (49) (50)

|
A2 [ dg — L]

80-90% (51)

Figura 30 - Mecanismo de formagdo dos amido-acidos por saponificagdio dos respectivos ésteres, seguido de
neutralizagdo do meio. Fonte: POLANYL & SZABO, 1934.

3.4. HIDROGENACAO
3.4.1 PRODUCAO DO AMIDO ACIDO PIPERICO SATURADO

Liberdade conformacional estd diretamente associada as propriedades de absorcio,
distribuicdo, metabolismo e excrecio (ADME). Apesar de hoje ser considerada simplificada, a
regra de Lipinski, com os adendos de Veber, estipula que um farmaco deve ter 10 ou menos
ligacdes rotaveis, que Veber denomina como cada ligacdo simples, excluindo-se as ligacdes

com nitrogénio, visto que hd uma grande barreira rotacional (VEBER et al., 2002; CARON et
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Figura 33 — Efeito de ressonéancia, retirador de elétrons do anel triazol substituido pelo grupamento nitro.

3.6. SINTESE DE AMIDAS PELO USO DO REAGENTE DE
ACOPLAMENTO HATU

Sabendo-se da possibilidade de formagdo de diversos subprodutos com o uso do cloreto
de oxalila, incluindo intermedidrios do tipo do reagente de Vilsmeler-Haack
(MOHAMMADKHANI & HERAVI, 2019), foi necessario se pensar numa metodologia
alternativa para ativacdo da segunda carboxila de acido presente na estrutura. A solucdo foi a
utiliza¢do da reacdo mediada por um sal de urénio, o HATU (17). A vantagem de tal método ¢
que, além de ser uma reagfio extremamente especifica frente a acidos carboxilicos, seus
subprodutos sdo retirados facilmente com lavagens aquosas, tendo em vista a natureza i6nica
da maior parte deles (AL-WARHI et al., 2010; ROBERT, 2022). E importante salientar que o
processo de preparacdo da segunda, também da terceira, quando se fez necessario, amida da
estrutura foi executado apds a etapa de hidrélise dos amido-ésteres obtidos na etapa anterior,
como serd explicado posteriormente. Tal reagdo foi também utilizada da producio de alguns
amido-ésteres, na intencdo de se aumentar a cadeia alifatica entre o amino-nitrotiazol e o anel
piperidinico.

Percebeu-se que a reacdo funciona melhor em meio anidro gerando melhores
rendimentos e menos intermediarios perceptiveis por CCD. Portanto, todo o procedimento foi
executado com o objetivo de se otimizar a reacgdo. Observou-se que, em média, a conversio
durava cerca de 4 horas. O meio reacional foi solubilizado com DMF anidro e houve adigédo de
DIPEA (52, Figura 34). Os demais reagentes sdo os amido-acidos, a amina correspondente (58),
o ativador HATU.

Inicialmente a DIPEA (52) age desprotonando o 4cido carboxilico (87), formando o
carboxilato (58). O par de elétrons do oxigénio do carboxilato ataca o carbocation do HATU,
demonstrado em (17), que ¢é retirado do restante da cadeia, formando um triazolpiriminolato
(89) e o diamino acetato (60). Posteriormente, o par de elétrons livre do oxigénio da porcdo
amino-enolato realiza o ataque nucleofilico a carbonila do diamino-acetato, que se desprende
do restante da cadeia, gerando tetrametiluréia (61) como subproduto e o intermediario
triazolpirimidin-acetato (62). Por fim, o par de elétrons da amina (63) ataca a carbonila desse
intermediario, produzindo um intermedidrio complexo (64) que, apds uma condensagio, forma
o subproduto triazolpiridinol (65) e o produto desejavel (amida), como descrito na Figura 34

(SHONE et al. 2023).
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Figura 34 - Mecanismo de formacg&o das diamidas através do reagente de acoplamento HATU. Fonte: SHONE et
al., 2023. Adaptado.

3.6.1. ACOPLAMENTO DO 2-AMINO-5-NITROTIAZOL
Apesar do acoplamento dessa amina ser feita através da sintese com o auxilio do sal de
urénio HATU, houve necessidade de adaptacdes no procedimento experimental e ajustes para
que a reacgdo funcionasse a contento. A principal questio envolve a baixa reatividade do grupo
-NH: posicionado numa relagdo 1,3 com o grupamento nitro do nucleo tiazol (2-amino-5-
nitrotiazol, Figura 33). Esta amina primaria, aromatica, tem sua basicidade/nucleofilicidade
comprometidas, principalmente, pelo efeito retirador de elétrons do grupamento NO» no
heterociclo, e sua posicionamento entre os atomos de enxofre e nitrogénio (posicdo 2 do anel).
Os rendimentos baixos (em torno de 10%) obtidos na primeira tentativa da reacdo, a
principio, indicou o desafio proposto, visto que ja se perdia muito reagente até chegar a etapa
do acoplamento, porém, dentre as tentativas de otimizar a reagdo, percebeu-se alguns fatores
que poderiam, se adequadamente observados, propiciar um incremento na formacao do produto
desejado:
e Certificar-se que o solvente (DMF) em atmosfera inerte, para isso, acoplou-se
um baldo de nitrogénio ao septo contendo o solvente 20 minutos antes da reacgéo;
e Armazenar os reagentes ja pesados na geladeira para que se evitasse uma
possivel degradacdo (principalmente do HATU);
e Realizar a reacfo inteiramente em banho de gelo, o principal fator que amenizou

o aparecimento de subprotudos na CCD;
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CODIGO FORMA ESTRUTURAL REND. PF (°C)
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Tabela 4 — Derivados metileno-didxi-benzoicos
CODIGO FORMA ESTRUTURAL REND. PF (°C)
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Tabela 5 — Derivados sem grupo metileno-dioxi
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os farmacos de referéncia, tanto benznidazol quanto a nitazoxanida, o que pode ter se refletido
em muito a sua poténcia de forma geral, facilitando a alocagdo no sitio ativo de funcionamento.

Sobre a distancia entre o anel aromatico e a fun¢do, que sera denominada de por¢éo (B),
¢ possivel citar em dois testes, tanto em LOP-04 ante LOC-04 quanto em LOP-07 ante LOC-
05, onde, comparando-se as duas primeiras, observou-se um aumento expressivo de quase 5
vezes na atividade em cruzi, porém tal atividade também se apresentou maior nas LLC-MK2,
indicando um aumento de duas vezes em citotoxicidade. Se essas variagdes forem postas na
balanc¢a, o aumento da cadeia se apresentou como melhor opcéo, visto o indice de seletividade
pouco maior que duas vezes na molécula de maior cadeia. E comparando as LOP-07 e LOC-
05, tal atirmag@o ndo pode ser dada, visto que os resultados se diferiram para atividade em cruzi
de forma marginal e a citotoxicidade se apresentou melhor por cerca de duas vezes na molécula
de menor cadeia, o que nos leva a acreditar que tal distancia s6 pode ser levada em conta se fora
associada a por¢do do anel piperidinico. Ainda sobre a por¢do (B), ¢ possivel destacar a
insaturacdo de cadeia entre LOP-04 e LOP-06, onde, com excecdo da citotoxicidade
marginalmente maior, o composto insaturado (LOP-04) apresentou uma atividade
antitripanossomial 4 vezes superior, o que por si s0 seria o suficiente para destacar a importancia
da insaturagdo da cadeia.

Portanto, tentando concluir o que fora dito anteriormente, a por¢do do anel piperidinico
(C), a afirmacdo direta pode ser dada comparando os compostos LOP-04 ante LOP-07, LOC-
04 ante LOC-05 e ME-04 ante ME-05. Diretamente, em se tratando de atividade anti cruzi, é
possivel afirmar que a porgdo (C) se destacou, apresentando resultados superiores a 25 vezes
quando comparados LOP-04 a LOP-07 e o mesmo se repetiu em LOC-04 comparado a LOC-
05, embora essa diferenca observada ndo tenha sido tdo grande quanto a anterior. O caso um
tanto curioso fica entre ME-04 e ME-05, as duas moléculas sem a porcdo (A), que exibiram
resultados semelhantes com uma leve superioridade tanto em citotoxicidade quanto em
atividade antitripanossomial, porém, ndo o suficiente para afirmar a superioridade da porcao
(C). Acredita-se que a semelhanca de ME-05, sem a porgdo (C), com os farmacos de referéncia
tenha sido o principal motivo dessa influéncia, ou seja, provavelmente pela facilidade de
alocag@o com o sitio ativo, porém, ainda assim se demonstra interessante inserir a porgdo (C)
em futuros protdtipos.

Apesar de ndo haver comparagdo direta entre a insercdo ou ndo do grupamento NO> no
anel aromatico, é possivel observar uma certa similaridade entre NIT-05 e LOP-07 que, apesar

de haver diferengas na porgao (B) entre uma ser saturada e a outra insaturada, a qual a insaturada
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4. MATERIAL E METODOS

As reacdes foram realizadas no Laboratério de Quimica Medicinal (LaQuiMed) do
Instituto de Quimica (Laboratério 48b), situado no Pavilhdo de Quimica (PQ) da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRYJ).

Posteriormente a preparacdo dos intermedidrios e produtos finais, foram empregadas as
técnicas de analise e determinagdo estrutural, dentre elas cromatografia em camada delgada
(CCD) e ressonancia magnética nuclear (RMN).

Para a ressonancia magnética nuclear, as analises de 'H e '>C foram realizadas em
aparelhos Bruker Avance-500 e Bruker Avance-400 (Central Analitica Multiusuario do
Instituto de Quimica da UFRRI), operando a 500 MHz e 400 MHz, respectivamente, para os
nticleos do 'H, e 125 e 100 MHz, respectivamente, para os niicleos do °C. As amostras foram
dissolvidas em cloroférmio deuterado (CDCls) e dimetilsulfoxido deuterado (DMSO) contendo
tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna.

Para os espectros na regido do Infravermelho (IV ou FT-IR) foram obtidos no
espectrofotdmetro da marca Bruker, modelo Vertex 70 (PPGQ-UFRRI), utilizando a técnica de
ATR. Os valores das absor¢gdes observadas foram representados em numero de onda, e a
unidade utilizada foi o centimetro reciproco (cm™).

Para os espectros de massa com ionizagdo por electrospray (ESI) foram obtidos no
cromatografo em fase liquida acoplado ao espectrofotometro de massas HPLC-MS 2020 da
Shimadzu (PPGQ — UFRRJ). Condig¢des de analise: Coluna Kromasil, C18 (150 mm x 4,6 mm
X 5 pm); Fase movel: agua + 0,1% HCOOH e acetonitrila+0,1% HCOOH (em gradiente); Fluxo
1,0 mL/min; ESI: modo positivo.

4.1. SINTESES

Para as analises, sinteses e purificacdes:

e Cromatofolhas de silica gel 60 F254 (camada de 0,2 mm), da marca Merck para o
acompanhamento por CCD das reagdes;

e Solventes: acetato de etila, N, N-dimetilformamida, diclorometano, etanol e metanol,
entre outros, fornecidos pela Sigma-Aldrich e/ou Neon;

e Silica gel flash padrdo (mesh 60), para a purificagdo em coluna cromatografica, da
marca Sorbent Tecnologies;

e No caso de reagdes anidras, ¢ importante salientar que os processos de secagem, tanto

da vidraria como dos solventes utilizados, foram feitos, tal como todos os
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procedimentos que necessitam atmosfera inerte, com o auxilio de bexigas de nitrogénios

(N2) acopladas a um septo.

4.1.1. PREPARACAO DOS ACIDOS CARBOXILICOS

No inicio da execugdo deste trabalho, o laboratorio j4 dispunha de quantidades
adequadas da amida natural piperina, isolada e purificada a partir dos frutos secos de Piper
nigrum. O isolamento e a purificacdo do produto natural foram realizados através de

metodologia ja descrita na literatura e otimizada em outros trabalhos do LaQuiMed-UFRRIJ.

4.1.1.1. SINTESE DO ACIDO (2E,4E)-5-(1,3-BENZODIOXOL-5-IL)PENTA-2.4-
DIENOICO (ACIDO PIPERICO)

Num baldo de 500 mL de capacidade, equipado com barra de agitacdo magnética e
condensador de refluxo, foi colocado 5,00 g de piperina. Sobre a amida natural foram entio
adicionados 100 mL de metanol, seguidos de 100 mL de uma solugdo etanolica 20% m/v de
hidroxido de potassio. A solugdo resultante foi refluxada durante 24 horas e a evolugdo da
reacdo de hidrolise basica foi acompanhada por CCD.

Apds o término da reagdo, a mistura foi resfriada até atingir a temperatura ambiente
onde, posteriormente, a suspensio resultante foi concentrada com o auxilio de um sistema de
rota-evaporador. O residuo sélido foi dissolvido em 4gua quente, num Bécher (cerca de 100
mL de agua, ou o suficiente para solubilizar todo o s6lido). A solucdo aquosa do carboxilato do
acido piperinico foi entdo transferida para um funil de separagdo e extraida por 3 vezes com 20
mL de éter etilico. Sobre a fase aquosa foi entdo gotejada uma solugéo 1 M de acido cloridrico,
até atingir o pH 3, quando ocorre a precipitacdo de todo acido pipérico, na forma de um sélido
amarelo escuro que, por fim, foi filtrado e lavado com o auxilio de agua gelada (3,3 g, 86% de
rendimento) (WANSRI ez al., 2022). O produto foi devidamente caracterizado pelos métodos
convencionais de analise e os dados obtidos estdo de acordo com os descritos na literatura
(FERREIRA, 2006). Pfops: 216°C; PFi: 216-217°C (IKAN, 1991). Os dados espectroscopicos
e espectrométricos utilizados na caracterizacdo do produto obtido encontram-se no anexo I

(Pgs. 1-3). O método reacional esta descrito na Figura 50.
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1) 20% KOH, McOH,
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o 2) HC1 10% até pH 3 o

Figura 50 — Reagdo de hidrdlise da piperina.
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excesso de Reagente de Jones com acool isopropilico. A reagio foi vertida agua gelada o que
culminou na formacgéo do preciptado, que apds ser filtrado se apresentou na coloragdo bege e,
apos realizada uma CCD, verificou sua pureza. Caso ndo estivesse pura, realizou-se uma
extracdo aquosa com KOH 20% e acetato. Apos a lavagem, a fase aquosa foi acidificada até
pH 3,0 e o precipitado lavado sob pressdo reduzida. Houve um rendimento de 63%. Pfips:
229°C; PFii: entre 229-231°C (ALDRICH, 2024). O método reacional estd apresentado na
Figura 51. Os dados espectroscopicos e espectrométricos utilizados na caracterizagdo do

produto obtido encontram-se no anexo I (Pgs. 45, 46 e 47).

Acctona,

(o]
Reagente de
Jones (28 M
o G8M OH
< Al cool Isopropilico
2h, refluxo

Figura 51 — Reagéo de oxidagdo através de Reagente de Jones para a obtengéo do acido benzo[D][1,3]dioxol-5.

4.1.2. PREPARACAO DOS AMIDO-ESTERES

4.12.1. SINTESE DO ACOPLAMENTO DOS ACIDOS COM O
ISONIPECOTATO DE ETILA, [(2E,4E)-5-(1,3-BENZODIOXOL-5-IL)PENTA-2,4-
DIENOIL|PIPERIDINA-4-CARBOXIETILA

A um baldo de 25 mL de capacidade (seco em estufa a 120°C por 24h), equipado com
barra de agitacdo magnética e septo de borracha, mantido sob atmosfera de N» seco, foram
adicionados 100 mg (0,458 mmol) do acido pipérico e 0,8 mL de cloreto de oxalila (20 mmol).
A evolucdo da reagdo foi acompanhada por CCD, de forma indireta, através da esterificacio
instantanea de uma pequena aliquota do cloreto de dcido com metanol. A reacdo foi terminada
em 30 minutos e apds o término, o excesso de cloreto de oxalila ¢ removido com o auxilio de
um rota-evaporador. O residuo obtido ¢ dissolvido em 5 mL DCM anidro, sob atmosfera inerte
e em banho de gelo, seguido da adigdo de 0,22 mL (1,02 g/mL, 1,374 mmol) do isonipecotato
de etila. Uma determinada quantidade do solvente seco (diclorometano) foi transferida ao baldo
até a total solubilizacdo do 4cido pipérico, com o auxilio de uma seringa. Em aproximadamente
30 minutos de reacdo foi feita uma CCD comparado o produto, produto + acido carboxilico e
acido carboxilico para que pudesse ser conferida a total consumacdo do reagente, sendo
necessario utilizar vanilina/acido sulfurico, visto a proximidade encontrada dos FRs (fator de
retencdo) do reagente e produto. Por fim, o contetido do baldo foi secado novamente com o
auxilio de um rota-evaporador e o s6lido formado foi solubilizado em acetado de etila para a
realizacdo de uma extragdo, primeiramente com uma solucio aquosa 5% v/v de 4cido cloridrico
e posteriormente com agua destilada. A fase organica foi secada em sulfato de sodio anidro e

filtrada com um funil de vidro e um filtro, e o resto do solvente foi evaporado com o auxilio do
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4.1.3.2. HIDROGENACAO DO AMIDO-ACIDO, SINTESE DO ACIDO 1-(5-
(BENZO[D][1,3]DIOXOL-5-IL)PENTANOIL)PIPERIDINA-4-CARBOXILICO

Para a hidrogenac¢do do amido-acido, a um baldo de 50 mL, foram adicionados 50 mg
(0,152 mmol) do amido-acido a ser hidrogenado, 35 mg de Pd/C 10%, etanol para solubilizar a
mistura e um magneto. O baldo foi lacrado com o auxilio de um septo. O sistema foi posto sobre
um agitador magnético e, ao septo, fora acoplado um baldo contendo hidrogénio (H2) com uma
agulha longa o suficiente para se chegar ao meio reacional, sempre trocando o baldo, quando
esvaziasse, por cerca de 4 horas. Apds o término da reacdo, acompanhada por CCD, a suspensio
final foi1 filtrada com terra de infusérios sob pressdo reduzida, gerando, apds remogdo dos
volateis, 44 mg (87%) de um produto oleoso, claro e transparente. A reacdo de hidrogenacdo se

encontra descrita na Figura 52.

o
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Figura 52 — Etapa da formag&o dos amido-acidos saturados.

Os dados espectroscopicos e espectrométricos utilizados na caracterizacdo do produto
obtido encontram-se no anexo I (pags. 13, 14 e 15).

4.1.4. PROCEDIMENTO GERAL PARA O ACOPLAMENTO DE AMIDAS VIA
T3IP®

Em um baldo previamente passado pelo processo de secagem para reagdo anidra, foram
adicionados a amina 2-amino-5-nitro-tiazol (1,02 equivalente), o 4cido pipérico (50 mg, 1
equivalente) e dissolvidos em 2,0 mL de dicloro-metano anidro. Posteriormente, adicionou-se
a esse baldo quantidade o suficiente de 3 equivalentes de trietilamina e e 1,5 equivalentes do
reagente T3P® ao mesmo baldo. Apds uma hora de reagdo, verificou-se através de TLC o
desaparecimento dos reagentes e, portanto, iniciou-se o processo de término da reagéo, o qual
resumiu-se em finalizar com uma solugio aquosa de bicarbonato e separar as fases através de
funil de separacdo. A fase organica foi lavada com uma solugdo 10% de cloreto de aménia, a
fim de eliminar o restante de amina e, por fim, agua destilada. Observou-se um rendimento de

30% do produto, pouco inferior ao método utilizando HATU.
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Figura 53 — Reac8o de acoplamento de amida utilizando do reagente T3P®.
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4.1.5. PROCEDIMENTO GERAL PARA O ACOPLAMENTO DE AMIDAS VIA
HATU

A um baldo de 50 mL, mantido sob atmosfera inerte ¢ meio anidro, contendo um
magneto sob as mesmas condigdes, foram adicionados 80 mg (0,24 mmol) do amido-acido
LOP-3 juntamente a 99 mg de HATU (0,26 mmol), e 37,7 mg (0,26 mmol) do 2-Amino-5-
nitrotiazol. O baldo foi fechado com um septo, contendo uma bexiga de nitrogénio. A esse
mesmo baldo, ja sob agitacdo em em banho de gelo, foram inseridos 2 mL de NN-
dimetilformamida (DMF), seguidos de 0,8 mL de N, N-diisopropiletilamina (DIPEA).

Ap0s cerca de 3 horas a reacdo terminou para cada um dos derivados, sendo realizada,
em seguida e uma extragdo. O meio reacional foi solubilizado em acetato de etila e foi utilizada,
inicialmente, uma solucdo aquosa de cloreto de amonio 5%, lavando-o exaustivamente até ndo
se observar mais impurezas via CCD. Apos essa etapa, utilizou-se uma solucdo aquosa 5% de
bicarbonato de s6dio, também exaustivamente, seguido de uma solug@o 10% de cloreto de litio
para se ter certeza da eliminagdo de todo o DMF da solugéo. Por fim, lavou-se uma vez com
solugdo salina saturada. A camada orgénica foi seca com sulfato de sodio, filtrada e evaporada
por um sistema de rota-evaporador.

A reacdo de acoplamento se encontra descrita no Esquema 4. Os produtos em A (azul),
referentes aos: LOP-04 (27 mg, 24% de rendimento), LOC-04 (26 mg, 37% de rendimento) e
LOP-06 saturado com 2 espacadores (27 mg, 45% de rendimento) encontraram-se amarelados
e, apos recristalizar, em forma de um pd amarronzado, com excecdo de LOP-06, que se
encontrou amarelado.

Os produtos referenciados em B (vermelho), LOP-08 com 3 espacadores, (38,9 mg, 58%
de rendimento) foi encontrado em forma de um sélido amarelado e LOP-10, um s6lido marrom
escuro com 42% de rendimento.

Os produtos referenciados em C (verde), com 0 espacador (LOB-05), com 1 espagador
(LOC-05) e 2 espagadores (LOP-7) encontraram-se amarelados e apresentaram rendimento que
variaram de 39 a 42%.

O produto em D (roxo) apresentou uma coloragdo marrom, NIT-05, e obteve um
rendimento de 37%.

Os produtos referenciados em E (laranja) apresentaram, com 0 espacador (ME-05)
encontrou-se como um sélido de cor amarela com 45% de rendimento.

O produto referenciado em F (preto) apresentou-se em um s6lido marrom e obteve 37%

de rendimento.
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4.2. ENSAIO BIOLOGICO

e Para a avaliacao anti-T. cruzi

A avaliagdo da atividade anti-77ypanosoma cruzi das moléculas obtidas neste trabalho foi
realizada pelo doutorando Afonso Santine M. M. Velez, no Instituto de Veterinaria - UFRRJ,
no Laboratério de Imunologia e Virologia Veterinaria, sob a supervisdo da Profa Débora
Decoté-Ricardo de Lima.

e Cultivo de LLC-MK2
As células LLC-MK2 (ATCC) sdo fibroblastos que apresentam morfologia epitelial e foram
isoladas do rim de macacos rhesus (Macaca mulata). As células foram mantidas em meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) completo, suplementado com 5% de soro fetal
bovino (SFB), em estufa a 37°C com controle de umidade e sob atmosfera a 5% de CO». O
indculo foi obtido pelo tratamento da monocamada de células com solugdo aquosa de 0,25%
m/v de tripsina € 1 mM de acido etileno-diamino acético (EDTA) por 5 min. Passagens na
proporgdo de 1:6 do volume do in6culo foram realizadas a cada 4-5 dias.

e Cultivo de T. cruzi na forma tripomastigota
Células LLC-MK2 com 50% de confluéncia em garrafas de cultura de 175 cm?2 de area de
cultivo (T-175) foram infectadas com 5 x 107 formas tripomastigotas de 7. cruzi da cepa
Tulahuen C2C4 LacZ, transfectada com plasmideo de Escherichia coli para a expressdo
citoplasmatica da enzima beta-galactosidase (fGal) (BUCKNER et al., 1996). Foi utilizado
meio DMEM com 2% SFB. Apds 24h, o meio foi removido e a monocamada de células lavada
com tampao fosfato-salino (pH 7,2) (PBS). Meio DMEM com 2% SFB foi adicionado a cultura
e renovado a cada 2 dias. Formas tripomastigotas foram recolhidas do sobrenadante entre o 5°
e 10° dias ap0s a infeccdo, e separadas de células ndo aderidas por centrifugacédo diferencial.

e Solucdes estoques das misturas
As solucdes estoques dos compostos utilizados nos ensaios biologicos, foram obtidos pela
solubilizagdo destes em dimetilsulfoxido (DMSO), na concentracdo de 30 e 50 mM. As
concentragdes utilizadas nos ensaios foram obtidas por meio da dilui¢do seriada das solucdes
estoque preparadas para cada mistura. As dilui¢des foram realizadas no proprio meio de cultura
do experimento, de forma que a concentragdo maxima de DMSO presente nas culturas de
células ndo ultrapassasse 0,3% v/v.

e Atividade tripanocida contra 7. cruzi

Em uma placa de 96 pogos transparente, foi adicionada uma suspensio de 2 x 10*células

LLC-MK2 (ATCC) em meio DMEM + 2% SFB. As células foram incubadas a 37°C (5% CO»)
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por 3 h e em seguida lavadas com PBS para remogdo de células ndo aderidas. Uma suspenséo
contendo 5 x 10° formas tripomastigotas de 7. cruzi da cepa Tulahuen C2C4 LacZ, que expressa
a enzima f-galactosidase, foi adicionada as células, seguindo-se incubagdo a 37°C (5% COx)
por 20 h para estabelecimento da infecgdo. Os parasitos ndo internalizados foram removidos
por trés lavagens sucessivas com PBS, seguindo-se tratamento com dilui¢des seriadas dos
compostos em concentracdes decrescentes (50-0,51 pM) em triplicatas, pré-diluidos em
DMEM + 2% SFB. Controles néo tratado, veiculo (0,3% v/v DMSO) e branco (sem adicdo de
parasitos) foram incluidos no experimento. Benzonidazol foi utilizado em diluicdo seriada
como controle positivo. Adicionaram-se entdo 30 uL de solucdo 0,5 mM do substrato vermelho
de clorofenol f-galactopiranosideo (CPRG) em PBS com 0,9% v/v Igepal CA-630. Apos
incubacdo por 1,5 h a absorbancia foi medida a A = 570 nm com auxilio de um leitor de placas.
e C(itotoxidade contra células LLC-MK2

Em uma placa de 96 pogos transparente, foi adicionada uma suspensio de 2 x 10*células
LLC-MK2 (ATCC) em meio DMEM + 2% SFB. As células foram incubadas a 37°C (5% CO»)
por 20 h e em seguida lavadas com PBS para remogao de células ndo aderidas. As células foram
tratadas com dilui¢des seriadas dos compostos em concentragdes decrescentes (100-1 uM) em
triplicatas, pré-diluidos em DMEM + 2% SFB. Controles ndo tratado, veiculo (0,3% v/v
DMSO) e branco (sem adi¢do de células) foram incluidos no experimento. Apds incubagio por
48 h o sobrenadante foi removido e a monocamada de células lavada com PBS, renovando-se
o meio de cultura em seguida. Adicionaram-se entdo 20 pL de solucdo 3,0 mM de sal de MTT,
seguindo-se incubagdo por mais 1,5 h. O sobrenadante foi entdo removido e os cristais de
formazana de MTT dissolvidos pela adi¢do de 100 pL/pogo de DMSO. Apés incubacéo por 1,5
h para dissolucdo dos cristais de MTT ao abrigo da luz e 37°C, a absorbancia foi medidaa A =
570 nm com auxilio de um leitor de placas.

e Tratamento estatistico de dados
Os dados de absorbancia foram convertidos em valores de viabilidade relativa a média

do controle veiculo, descontados da média do controle branco, conforme a férmula abaixo:
Abs — Mg
L) = — b
VOO = M =y

V' (%) = Viabilidade em %
Abs = Leitura de absorbancia em determinado pogo
Mp = M¢édia da absorbancia da triplicata do Controle Branco
Mp = M¢édia da absorbancia da triplicata do Controle Veiculo
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Os valores de percentuais foram inseridos no software GraphPad Prism 7, onde foram
realizados os calculos estatisticos e gerados os graficos apresentados. Para os calculos da
concentragdo inibitéria do crescimento em 50% (Clso) foi utilizado o modelo padrio do
software de regressdo ndo linear para valor de concentracdo de inibidor versus resposta
normalizada com inclinagdo variavel. Os resultados finais para os valores de Clso foram obtidos
pela média de ao menos 3 experimentos independentes. Para os testes de significancia estatistica
foi utilizada a analise de variancia simples one-way ANOVA. Os graficos de dose respostas se

encontram no anexo, na secdo II, paginase. e f.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Levando em consideracdo os resultados dos ensaios biologicos do composto LOP-04,
que ¢ a base do projeto, ou seja, anadlogo direto da piperina, € possivel afirmar que o
planejamento estrutural foi validado, visto que houve morte de 50% de T. cruzi a uma
concentracdo de 2 micromolar. Foi possivel discutir e correlacionar a estrutura-atividade dos
compostos testados em ensaios biologicos, discutindo as interferéncias das porgdes de cada
molécula, a exemplo de ser melhor para os hibridos conterem ou ndo determinados grupos,
como o metilenodidxi, o anel piperidinico, presenga maior ou menor de insaturagdes, ou até a
interferéncia de insaturagdes.

Destacaram-se outras 2 moléculas, sendo elas: ME-04 ¢ ME-05, ambas apresentando
um valor baixo para ICso, de 7,02 e 7,35 micromolar, respectivamente e uma baixa
citotoxicidade frente a células de mamiferos, frente as quais ambas apresentaram ICso de 129,22
micromolar.

As sinteses e metodologias de sintese propostas foram assertivas, a medida que foi
possivel reproduzi-las com resultados satisfatorios. Apesar de a sintese das amidas ter um baixo
rendimento (variando entre 24 e 47%), por conta da baixa reatividade dos reagentes, optou-se
por um método menos poluente e com menos risco de se perder reagentes por degradacdo ou
reducdo nio pretendida.

Certamente, o acoplamento de amidas pelo reagente HATU ¢é uma forma eficaz de se
sintetizar amidas a partir de um acido carboxilico, tal como o reagente T3P®, apesar de esse
ultimo ndo ter demonstrado resultado no acoplamento dos compostos mais impedidos
(compostos contendo o anel piperidinico) com o reagente menos reativo (2-amino-5-
nitrotiazol).

As perspectivas para este trabalho envolvem o aprofundamento dos ensaios in vitro das
moléculas que ndo foram submetidas quando analisar a viabilidade de submeter as moléculas
mais ativas testadas a ensaios biologicos, como pdde-se observar em LOP-04, ME-04 ¢ ME-
05. A sintese de outros compostos, analisando a interferéncia acerca de grupos retiradores e
doadores eletronicos na porcdo aromatica, além de outras formas de espacadores entre o anel

piperidinico e a porc¢do nitro-tioimidazolica também sdo planejamentos futuros.
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7. ANEXOS
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7.2. ANEXO II - LC-MS E GRAFICOS DE DOSE RESPOSTA
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