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RESUMO

As doencas infecciosas negligenciadas acometem principalmente as populagdes de baixa renda,
residentes em locais de maior vulnerabilidade. A leishmaniose se enquadra nesse grupo e é
causada por protozoarios pertencentes ao género Leishmania. Dificuldades como dificil
administracdo e a existéncia de efeitos despertam na categoria cientifica um olhar centrado na
busca de compostos organicos que possuam boa eficacia, facil acesso, baixa toxicidade e facil
administracdo. Os derivados 2-aminotiofenos sdo um grupo de compostos que vem
apresentando boa atividade contra as formas amastigotas e promastigotas de Leishmania. Além
de serem moléculas com boa atividade biologica e baixa toxicidade, sao facilmente obtidas por
meio da classica Reacdo de Gewald. Estudos anteriores demonstram uma promissora atividade
antileishmania in vitro para os hibridos tiofeno-inddis, esse ponto foi avaliado a partir de
varia¢Bes no tamanho do anel cicloalquila ligado ao nacleo tiofeno, seguido de variacGes de
susbtituicGes no anel indol. Nesse contexto, o presente projeto visou obter sinteticamente novos
derivados 2-aminotiofeno-3-carbonitrila candidatos a farmacos leishmanicidas, através da
realizacdo da modificacdo molecular de prototipos 2-aminotiofeno-3-carboxamidas, a fim de
verificar a importancia do padréo de substitui¢do da posi¢do C-3 do anel tiofénico. No presente
estudo foram obtidos 10 novos derivados 2-aminotiofénicos. Os espectros de *H e 3C (DEPT)
comprovaram a formacdo dos compostos planejados. Todos 0s compostos apresentaram bons
rendimentos que variaram de 34 a 89%, tendo o composto 6CNP02 apresentado maior
porcentagem. Quanto aos testes de atividade, quatro dos dez compostos sintetizados
apresentaram atividade inibitoria sobre o crescimento das formas promastigotas das espécies
de Leishmania analisadas. Sendo eles os compostos 6CNP02, 6CNP03, 6CNP09 e 6CNP10. O
composto com menor valor de ICsg e de IS foi 0 6CNP10 (ICso = 2,11 uM) frente a Leishmania
infantum, o qual apresenta o anel indol substituido na posicdo C-6 pelo grupamento ciano. O
composto 6CNP10 além de apresentar atividade antileishmania, apresentou também os
melhores indices de atividade quando relacionado as drogas de referéncia também testadas que
ja vém sendo utilizadas no tratamento da leishmaniose, indicando assim uma menor
citotoxicidade a células do ser humano. Por fim, conclui-se que a modificagdo bioisostérica
realizada nesse estudo ndo conferiu melhores valores de 1Cso as moléculas sintetizadas, sendo
assim observa-se que a troca do grupamento amida pela nitrila na posi¢ao C-3 do anel tiofénico

ndo é tao favoravel.



Palavras-Chave: quimica medicinal; planejamento de farmacos; 2-aminotiofenos; reacdo de

Gewald.



ABSTRACT

Neglected infectious diseases mainly affect low-income populations living in places of greater
vulnerability. Leishmaniasis falls into this group and is caused by protozoa belonging to the
genus Leishmania. Difficulties such as difficult administration and the existence of effects
awaken in the scientific category a look focused on the search for organic compounds that have
good efficacy, easy access, low toxicity and easy administration. The 2-aminothiophene
derivatives are a group of compounds that have shown good activity against the amastigote and
promastigote forms of Leishmania. In addition to being molecules with good biological activity
and low toxicity, they are easily obtained through the classic Gewald reaction. Previous studies
demonstrate promising antileishmanial activity in vitro for thiophene-indole hybrids, this point
was evaluated from variations in the size of the cycloalkyl ring attached to the thiophene
nucleus, followed by variations in substitutions in the indole ring. In this context, the present
project aimed to synthetically obtain new 2-aminothiophene-3-carbonitrile derivatives
candidates for leishmanicidal drugs, by carrying out the molecular modification of 2-
aminothiophene-3-carboxamide prototypes, in order to verify the importance of the substitution
pattern of the C-3 position of the thiophene ring. In the present study, 10 new 2-
aminothiophenic derivatives were obtained. The 1H and 13C spectra (DEPT) confirmed the
formation of the planned compounds. All compounds showed good yields ranging from 34 to
89%, with the compound 6CNPO2 showing the highest percentage. As for the activity tests,
four of the ten synthesized compounds showed inhibitory activity on the growth of the
promastigote forms of the Leishmania species analyzed. These being the compounds 6CNP02,
6CNP03, 6CNP09 and 6CNP10. The compound with the lowest 1C50 and IS values was
6CNP10 (IC50 = 2.11 uM) against Leishmania infantum, which has the indole ring replaced at
the C-6 position by the cyano group. The 6CNP10 compound, in addition to presenting
antileishmanial activity, also presented the best activity indexes when related to the reference
drugs also tested that have already been used in the treatment of leishmaniasis, thus indicating
a lower cytotoxicity to human cells. Finally, it is concluded that the bioisosteric modification
performed in this study did not provide better IC50 values to the synthesized molecules, thus,
it is observed that the exchange of the amide group for the nitrile in the C-3 position of the

thiophenic ring is not so favorable.

Keywords: medicinal chemistry; drug design; 2-aminothiophenes; Gewald reaction.
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1 INTRODUCAO

Dentre as diversas doencas infecciosas negligenciadas que acometem a populacdo com
maior vulnerabilidade social e econd6mica encontra-se a leishmaniose. Atualmente, tal patologia
vém ocupando um lugar importante como alvo de pesquisas na busca por alternativas de
tratamento e prevencdo. O motivo dessa preocupacdo da comunidade cientifica é
principalmente pelo tratamento das diversas formas da leishmaniose ser bastante limitado,
existindo poucas drogas eficientes contra o parasita.

Além da escassez de medicamentos, 0s esquemas terapéuticos utilizados e preconizados
pelo Ministério da Saude do Brasil sdo geralmente muito longos, demandando muitos dias de
tratamento, além de sua administracdo ser por via parenteral. Ambos fatores dificultam o
cumprimento da farmacoterapia devido o desconforto causado ao paciente e proporcionam, na
maioria das vezes, a formacdo de parasitas resistentes as drogas convencionalmente usadas.
Outro ponto negativo desses medicamentos € o surgimento de diversos efeitos colaterais,
podendo variar de leves a graves, fazendo com que o bem estar do paciente nao esteja totalmente
assegurado.

Em vista disso, diversos pesquisadores estdo lancando médo da quimica medicinal por
meio de técnicas de planejamento racional de farmacos. Estudos vém demonstrando resultados
importantes de moléculas modificadas baseadas em protdtipos com relagdo a atividade
antileishmania. As modificacdes moleculares sdo feitas em grupamentos importantes na
interacdo com o parasita, buscando, além da eficacia, compostos que sejam seguros e que ndo
proporcionem maleficios aos individuos que o utilizarem.

Os derivados 2-aminotiofénicos representam uma classe quimica que vém se
apresentando como alternativa promissora de novos farmacos com atividade antileishmania,
com bons valores de eficacia e seguranca frente as formas amastigotas e promastigotas de
Leishmania. A sintese desses compostos se destaca por sem simples, rapida e por produzir
rendimentos relativamente satisfatorios, sendo este um ponto importante, pois facilita a
realizacdo de novas pesquisas e gera compostos de baixo custo.

Por conseguinte, o presente trabalho foi realizado visando a obtencdo de novos
derivados 2-aminotiofénicos contendo grupamentos que, em outros estudos, demonstraram
aumento na atividade antileishmania, esperando-se contribuir com dados para pesquisas
seguintes na busca pelo desenvolvimento de farmacos ativos e seguros, que possam futuramente

restabelecer a satide das populagfes necessitadas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Leishmanioses

2.1.1 Aspectos gerais

As Doengas Infecciosas Negligenciadas (DINs) sdo um grupo de doencas geralmente
parasitérias, que acometem principalmente as popula¢fes de baixa renda, residentes em locais
de maior vulnerabilidade e com acesso limitado aos servigcos de salde, sendo elas em sua
maioria mulheres, criancas e populacdes indigenas. Atualmente, 20 doencas séo classificadas
como DINs, sendo lideranca em prevaléncia ou incidéncia as geo-helmintiases como
ascaridiase, ancilostomiase, tricuriase e estrongiloidiase, seguidas por filariose linfatica,
esquistossomose, escabiose, leishmaniose, doenca de Chagas e dengue (HOTEZ et al., 2020;
OPAS, 2022).

2.1.2 Manifestagdes clinicas

De forma geral, existem trés formas principais da doenca: leishmaniose tegumentar
(LT), leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose mucocutanea (LMC) (WHO, 2016). A forma
mais comum, dentre estas, ¢ a LT, conhecida popularmente por “ulcera de Bauru”, “ferida
brava” ou “nariz de tapir”, podendo apresentar-se como leishmaniose tegumentar zoonética
(LTZ) ou leishmaniose tegumentar antropondtica (LTA), sendo L. tropica, L. major, L.
amazonensis e L. mexicana suas principais espécies causadoras. J4 LMC, conhecida como
“espundia” ¢ caracterizada por afetar as mucosas, além da pele. As principais espécies
causadoras dessa forma da doenca séo a L. (Viannia) braziliensis e a L. amazonensis. Como
citado anteriormente, existe ainda a LV, que concretiza um grande problema de salde publica
devido & gravidade de suas manifestacdes, e que se manifesta por infec¢bes causadas pelas
espécies L. donovani e L. infantum (SILVEIRA et al., 1997).

A LV é uma enfermidade generalizada cronica grave, podendo ser fatal para 0 homem,
cuja letalidade pode chegar a 100% caso nao seja tratada. No Brasil, € causada pela Leishmania
infantum chagasi, semelhante a Leishmania infantum encontrada em alguns paises do
Mediterraneo e da Asia. A partir de uma visdo clinica, a LV caracteriza-se pela presenca de
febre persistente, astenia, hepatoesplenomegalia, emagrecimento, anemia,

hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia. Em casos mais graves pode levar a caquexia,
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edema e obito. A forma como a doenca ira se manifestar dependerd da circunstancia em que o
individuo se apresenta, seja por seu estado nutricional, ou até mesmo pela auséncia de
tratamento, sendo este ultimo a causa da evolugdo para o ébito em mais de 90% dos casos. O
periodo de incubacdo da LV pode variar de 10 dias a 24 meses no ser humano, com média entre
2 e 6 meses. Os grupos mais susceptiveis a essa forma da doenca sdo as criangas, 0s idosos e 0s
pacientes imunossuprimidos, podendo esse Gltimo grupo apresentar quadro de LV muito além
do periodo habitual de incubagdo (ALVES et al., 2004; ARONSON; MAGILL, 2020; ASSIS
et al., 2008; BRASIL, 2016; LAISON; RANGEL, 2005).

Dentre as demais formas da leishmaniose, a LT é a mais frequente e se manifesta por
meio de lesdes indolores na pele que sdo iniciadas no local da inoculacdo das promastigotas
infectantes; essas lesdes se apresentam com formato arredondado ou ovalado, base eritomatosa,
infiltrada e de consisténcia firme, com bordas bem delimitadas e elevadas, fundo avermelhado
e com granulag@es grosseiras. O periodo de incubacao para essa forma da doenca é de em média
2 meses e todos 0s grupos sao susceptiveis a infecccdo. A LT também pode-se apresentar em
sua forma difusa ou mucocutanea (LMC) caracterizada pela presenca de lesdes destrutivas na
mucosa da nasofaringe (ARONSON; MAGILL, 2020; BRASIL, 2016; KAHIME, 2016).

2.1.3 Transmissao

A leishmaniose é uma patologia causada por protozoarios pertencentes a mais de 20
espécies do género Leishmania. Esses parasitas sdo transmitidos aos humanos pela picada de
um flebotomineo fémea do género Lutzomyia, popularmente conhecido como “mosquito palha”
(Figura 1), que esteja infectado. Este inseto mantém-se ativo no periodo noturno, e transmite 0s
parasitas através do repasto sanguineo (OPAS, 2016; WHO, 2016, 2017).

A leishmaniose cuténea é fundamentalmente uma enzootia de animais silvestres. Um
grande namero de mamiferos pode ser reservatério para Leishmania. Pode-se encontrar este
parasito em roedores, marsupiais, edentados, procionideos, canideos, primatas e ungulados.
Vaérias espécies de animais domésticos tém sido encontradas infectadas com frequéncia, entre
elas cavalos, burros e cdes. A transmisséo entre estes animais ou entre eles e o ser humano
ocorre pela picada de um flebotomineo infectado (NEVES et al., 2012; REY, 2008).

No caso da leishmaniose visceral, o principal reservatorio que possibilita a infecgdo no
homem € o cdo doméstico (Canis familiaris), devido a facilidade do contato do mosquito com
ambos, porém, alguns animais silvestres como raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous)

e marsupiais (Didelphis albiventris) também podem assumir esse papel, possibilitando a
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multiplicacdo do parasita (FRANCA-SILVA et al., 2003; NUNES et al., 1991). Além da
transmissdo através da picada do flebotomineo, a leishmaniose visceral também pode ser
transmitia de forma congénita, vertical, transplacentaria, por relacdo sexual, transfusdes
sanguineas, transplante de 6rgdos e no uso em comum de agulhas entre usuarios de drogas
endovenosas (BOEHME et al., 2006; MEINECKE et al., 1999; ORYAN; AKBARI, 2017).

Figura 1 — Fémea de flebotomineo ingurgitada

Fonte: Brasil, 2014.

O parasita apresenta duas morfologias distintas no processo de transmisséo da doenca:
amastigota ndo flageladas e promastigota metaciclicas flageladas (Figura 2) (BANETH et al.,
2008). A forma amastigota imovel tem corpo ovoide, medindo entre 2 - 4 um, flagelo interno e
é intracelular, pode ser encontrada na corrente sanguinea e nos tecidos dos hospedeiros
mamiferos. J& a forma promastigota apresenta corpo alongado medindo entre 10 — 15 um de
comprimento por 1,5 a 3,5 um de largura, flagelo livre e extracelular, presente no intestino do
flebotomineo (BARRAL-NETTO et al., 1986; SERAFIM et al., 2021;).

Figura 2 — Morfologia da Leishmania
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Ao longo dos anos, estudos demonstraram que a saliva de flebotomineos e o gel secretor
produzido por promastigotas sao fatores importantes na transmissao vetorial e contribuem para
a sobrevivéncia do parasita. Outro aspecto que torna a transmisséo efetiva € a resposta imune
do hospedeiro a picada do inseto, visto que os macréfagos recrutados fagocitam os parasitas e
permitem que estes se proliferem em seu organismo (ABDELADHIM et al., 2014; PETERS et
al., 2008; ROGERS et al., 2002; ROHOUSOVA et al., 2006).

O ciclo biologico do parasito é heteroxeno (Figura 3) e pode ser dividido em trés estagios
que correspondem a digestdo sanguinea e a progressdo do ciclo gonotréfico, periodo
compreendido entre o repasto sanguineo e a oviposic¢ao, no vetor:

O primeiro estagio ocorre entre 0 a 2 dias e se inicia apos o flebotomineo fazer sua primeira
refeicdo de sangue infectado, apds a refeicdo as amastigotas séo liberadas em um bolo de sangue
confinado por uma membrana peritréfica (MP) onde ocorre o desenvolvimento do parasito. O
processo de transformacéo das amastigotas ingeridas em promastigotas inicia-se entre 6 a 12
horas ap6s o repasto. Neste periodo, as amastigotas se diferenciam em promastigotas
prociclicas; esta forma tem divisdo lenta e da origem a promastigotas nectonomas (PNs) entre
36-48 horas (LAWYER et al., 1987; LAWYER, et al., 1990; FREITAS, 2010; SERAFIM et
al., 2021; SECUNDINO et al., 2005).

No segundo estagio, de 2 a 5 dias apds o repasto, as PNs saem da MP que se encontra
em desintegracdo e ancoram-se no epitélio do intestino médio do flebotomineo. Esse processo
é marcado pela intensa multiplicagdo das formas prociclicas e completa transformacdo em PN,
preenchendo o intestino abdominal anterior. Muitas PN ancoram-se através de seus flagelos as
microvilosidades do epitélio intestinal, evitando sua expulsdo durante a liberagdo do bolo fecal.
PN migram para regido anterior do intestino médio e ddo origem a promastigotas haptomonas,
que se dividem eficientemente e estabelecem a infeccdo do intestino médio (GOSSAGE et al.,
2003; ROGERS; CHANCE; BATES, 2002; ROGERS et al., 2004; SERAFIM et al., 2021).

Por fim, no terceiro estagio, o flebotomineo faz outra refei¢do de sangue, o0 que promove
a multiplicagédo de leptonomas promastigotas (LP), que se diferenciam em promastigotas
metaciclicas (PMs), que sdo extremamente moveis, e se depositam no esdfago e na faringe.
Entdo, quando ocorre um novo repasto sanguineo, 0 mosquito transfere atraves da picada as
PM que penetram a pele. O sangue fresco faz com que as PMs que permaneceram no intestino
do vetor se diferenciem em promastigotas retroleptomonas (PRs). As PRs representam a
maioria dos parasitas do intestino médio nos proximos 3 dias (FREITAS, 2010; SERAFIM et
al., 2021). Ao adentrarem a corrente sanguinea, as PMs penetram células como dendriticas,

fibroblastos, neutrofilos e principalmente macrdfagos, visto que os parasitas sdo fagocitados.
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Ap0s o processo de fagocitose, as formas promastigotas se diferenciam em amastigotas, que se
multiplicam por divisdo binaria dentro de vacutolos parasitoforos. Apds a intensa multiplicacédo
0s vacuolos se rompem e as formas amastigotas infectam outras células na corrente sanguinea
(KEVRIC et al., 2015; NO, 2016).

Figura 3 — Ciclo bioldgico da Leishmania
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Fonte: Adaptado de NAGLE et al., 2014.

2.1.4 Aspectos epidemiologicos

De acordo com a WHO, atualmente, mais de 1 bilhdo de pessoas residem em areas
endémicas para leishmaniose e estdo susceptiveis a infeccdo por essa doenca. Estima-se que
ocorram anualmente 30 mil novos casos de LV e mais de 1 milh&o de novos casos de LT. A
multifatoriedade e a mortalidade das leishmanioses estdo relacionadas principalmente com o
constante aumento de resisténcia dos parasitos aos farmacos disponiveis e a falta de acesso aos
mesmos. Além disso, os medicamentos leishmanicidas exigem um periodo prolongado de

tratamento, apresentam diversos efeitos colaterais, alta toxicidade e, em alguns casos, alto
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custo. Tal fato justifica a importancia do desenvolvimento de novas alternativas para a
farmacoterapia que possuam boa eficacia, baixa toxicidade e facil administracdo (LAMOTTE
etal., 2017; NAGLE et al., 2014; NO, 2016; WHO, 2020).

A LV afeta populagBes economicamente vulneraveis em mais de 80 paises da Asia,
Africa Oriental, América do Sul e na regifo do Mediterraneo, além disso, a falta de controle em
areas remotas torna dificil estimar a sua real incidéncia e taxa de letalidade. Entre 2001 e 2020
foram notificados cerca de 68 mil novos casos dessa forma de leishmaniose; os 10 paises mais
afetados sdo Brasil, Etiopia, Eritréia, India, Quénia, Nepal, Somalia, Suddo do Sul e Suddo,
representando mais de 90% dos novos casos. Cerca de 87% dos casos de LT ocorrem no
Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Ird, Iraque, Libia, Paquistdo, Siria e Tunisia. Mais de
39,7 mil casos de leishmaniose mucocutanea foram registrados em 2020 na América Latina e
no Caribe (DNDi, 2018; WASHINGTON, 2021).

De acordo com o Ministério da Saude (MS), em 2020 no Brasil, foram notificados
16.432 casos de LT (Figura 4), sendo a Regido Norte responsavel por 44,5% dos casos (7.312
casos), seguido da Regido Nordeste com 17,4% dos casos (2.853 casos), Regido Centro-Oeste
com 14,8% casos (2.444 casos), Regido Sudeste com 13% dos casos (2.148 casos) e Regido Sul
com 1,16% dos casos (191 casos). Os 9% (1484 casos) restantes ndo foram inseridos em
nenhuma Unidade Federativa de acordo com os dados disponibilizados. O Estado que obteve
destaque com o maior nimero de casos dentre os demais € o Para (2.997 casos), seguido do
estado do Mato Grosso (1.846 casos), Minas Gerais (1.721 casos), Amazonas (1.563 casos) e
Bahia (1.122 casos). Ou seja, dois dos estados que apresentaram maior nimero de casos estdo
localizados na Regido Norte. Além disso, os dados demonstram que a maioria dos casos
correspondem a forma cuténea (Figura 5) em todas as regifes do pais. Ndo obstante, €
importante ressaltar que, ao se comparar os dados entre os anos de 1980 e 2020 (Figura 6),
observa-se uma diminui¢do no numero de casos de LT no Brasil, este fato pode estar ligado

principalmente a subnotificagdo dessa doenca.



Figura 4 — Casos de Leishmaniose Tegumentar por UF de infeccéo
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Figura 5 — Proporg¢do de casos de Leishmaniose Tegumentar de acordo com a forma clinica por regido de
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Figura 6 — Casos de Leishmaniose Tegumentar no Brasil de 1980 a 2020
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No ano de 2020, também segundo o MS (Figura 7), foram notificados 1.933 casos de
LV, estando 48,6% (939 casos) destes localizados na Regido Nordeste, 16% (308 casos) na
Regido Norte, 13,2% (256 casos) na Regido Sudeste, 4,7% (90 casos) na Regido Centro-Oeste
e 0,36% (7 casos) na Regido Sul. Os 16,2% (313 casos) restantes ndo foram inseridos em
nenhuma Unidade Federativa, de acordo com os dados disponibilizados. O Estado com maior
numero de casos dentre os demais € 0 Maranhao (329 casos), seguido do Estado do Para (187
casos), Minas Gerais (181 casos), Ceara (177 casos), Bahia (142 casos), Piaui (103 casos) e
Tocantins (103 casos). Correlacionando com os dados de LT citados anteriormente, observa-se
que alguns Estados lideram com os maiores nimeros de casos notificados para ambas as formas
da doenca. Além disso, de acordo com os dados informados pelo MS, observa-se que entre 0s
anos de 2017 e 2020 os casos de LV apresentam declinio significativo, como demonstrado na

Figura 8.
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Figura 7 — Casos de Leishmaniose Visceral por UF de infeccdo
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Figura 8 — Casos de Leishmaniose Visceral no Brasil de 1980 a 2020
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2.1.5 Tratamento

A principal classe de medicamentos utilizados para o tratamento da leishmaniose é a
dos compostos antimoniais pentavalentes como o antimoniato de N-metilglucamina
(Glucantime ®) e o estibogluconato de sédio (Pentostam ®) (Figura 9). Estas substancias
demonstram-se eficazes no tratamento de LT, LMC e LV, porém, sdo consideradas drogas de
escolha ha mais de 50 anos e apresentam efeitos colaterais bastante frequentes, como dores
musculoesqueléticas e abdominais, alteragdes hepaticas, distlrbios cardioldgicos e alteracdes
eletrocardiogréaficas (LIMA et al., 2007; LYRA et al., 2013).

A administracdo do medicamento é outro ponto a ser discutido, visto que estes
necessitam ser administrados pela via parenteral por varios dias, causando desconforto ao
paciente e, consequentemente, levando a falta de adeséo ao tratamento. O ndo cumprimento da
farmacoterapia possibilitou o surgimento de formas resistentes do parasita, sendo este outro
obstaculo significativo no tratamento com essa classe de compostos.

Tanto o antimoniato de N-metilglucamina quanto o estibogluconato de sédio agem
através da inibicdo do maquinario energético do ciclo do acido citrico e da glicolise, causando
diminuigdo dos niveis de adenosina (ATP) e guanosina trifostato (GTP), ou seja, afetando as
reacGes metabolicas do parasita. Estudos também apontam a possibilidade de uma conversdo
metabdlica no interior do macréfago do Sb*> em Sb*3, sendo este tltimo responsavel pela acio
do farmaco contra as leishmanias, mas também relacionado a toxicidade ao paciente (KOFF,
ROSEN, 1994; SERENO et al., 1997).

Figura 9 — Estrutura do antimoniais pentavalentes
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Além dos antimoniais pentavalentes, existem também os medicamentos de segunda
linha de tratamento como a anfotericina B e as pentamidinas. Ambas séo utilizadas quando néo
ha& uma resposta favoravel ao tratamento com antimoniais pentavalentes, com a finalidade de
diminuir a clinica da doenca e solucionar possiveis infec¢Bes secundarias que possam vir a
agravar 0 caso. No entanto, assim como 0s antimoniais pentavalentes, a anfotericina B é
administrada por via parenteral por um longo periodo de tempo, tem alto custo e desencadeia
diversos efeitos colaterais devido a sua toxicidade ao figado, pulmdes e rins, 0 que novamente
corrobora para a falta de adesdo a farmacoterapia e, consequentemente, para o surgimento de
mecanismos de resisténcia dos parasitas (BALASEGARAM et al., 2012; MACHADO-PINTO
etal., 2002; NEVES et al., 2012; PELISSARI et al., 2011).

Outro medicamento que tém se mostrado bastante promissor no tratamento da
leishmaniose, principalmente cuténea, € a miltefosina, desenvolvida inicialmente a fim de
auxiliar no tratamento de cancer. Diferente dos demais, este farmaco apresenta poucos efeitos
colaterais e € administrado por via oral. Entretanto, além dessa substancia ter um elevado custo,
demostrou ser potencialmente teratogénica, tornando-se assim contraindicada para mulheres
gravidas ou que ndo estejam usando métodos anticoncepcionais de forma regular (ALMEIDA
etal., 2011; SUNDAR et al., 2002).

A paramomicina, um antibiético da classe dos aminoglicosideos, vém demonstrando
também bons resultados no tratamento da leishmaniose visceral, podendo ser administrado por
via intramuscular ou tdpica. O seu mecanismo de acdo se da principalmente por meio da
inibicdo da atividade mitocondrial da Leishmania (ALMEIDA et al., 2011; LIMA et al., 2007,
SUNDAR et al., 2007).

Todos esses quesitos levam a crer que a farmacoterapia da leishmaniose é bastante
limitada devido a existéncia de poucos medicamentos eficazes e com baixa toxicidade. Nesse
contexto, mostra-se essencial a descoberta, o desenvolvimento de novas alternativas

terapéuticas para o tratamento dessa enfermidade.

2.2 Planejamento de farmacos

E notavel que historicamente a quimica medicinal vem ganhando um importante espaco
no planejamento e desenvolvimento de moléculas com atividade anticancerigena,
antiproliferativa, antiviral, antimicrobiana, entre outras. A quimica computacional é o principal

instrumento utilizado no planejamento, otimizacdo e criagdo de novos compostos organicos
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com atividade bioldgica; essa investigacdo é realizada sobretudo a partir do estudo de docking
molecular, visando observar a interacdo com alvos com importancia farmacologica. Essa
avaliacdo utiliza protdtipos, de origem sintética ou natural obtidos utilizando Virtual Screenig,
que tenham sido previamente estudados e que apresentem resultados promissores. Além disso,
a sintese quimica se destaca devido a existéncia de reacBes quimicas inovadoras e mais
eficientes e metodologias eficazes (ESTRADA, 1996; LIMA, 2007; THIRUMURANGAN,
2017).

2.2.1 Derivados tiofénicos

Dentre os compostos organicos de importancia biologica destacam-se as moléculas
contendo anéis heterociclicos. Muitas dessas foram isoladas de recursos naturais e suas
estruturas foram posteriormente simplificadas e modificadas, sendo consideradas estruturas
privilegiadas. Os derivados tiofénicos estdo incluidos nesse grupo de substancias, e apresentam
uma ampla gama de atividades biologicas; entre elas pode-se destacar sua agdo antituberculose,
antifungica, antitumoral, antibacteriana, anti-helmintica e antiprotozoaria contra as formas
amastigotas e promastigotas de Leishmania (CLEGHORN et al., 2018; GUIMARAES et al.,
2014; JAMPILEK, 2019; MASIH, 2022; M.FOUAD, 2018; PRESTON et al., 2018,
RODRIGUES et al., 2018; YO et al., 2020).

Publicagbes do nosso grupo de pesquisa demonstram uma promissora atividade
antileishmania in vitro para os hibridos tiofeno-inddis por meio de varia¢cdes no tamanho do
anel cicloalquila ligado ao nucleo do tiofeno e variagGes de substituicGes no anel indol. Néo
foi possivel estabelecer uma relacdo direta de como as substituicbes no anel indol afetam a
atividade bioldgica, mas a posicdo 5 parece ser importante para a atividade, uma vez que a
grande maioria dos compostos mais ativos possui substituicdes nessa posicao 5-bromo no anel
indol, em especial com o grupo ciclohexa[b]tiofenos, apresentando um melhor perfil que os
farmacos de referéncia (antimoniais tri e penta-valente) se mostrando promissores candidados
a farmacos leishmanicidas (FELIX et al., 2016; SERAFIM et al., 2018).

A diversidade de atividades biologicas e a facil obtencdo desse grupo de compostos
quimicos justifica e desperta a grande procura em avaliar possiveis modifica¢fes estruturais na
busca de melhores perfis farmacoldgicos e de menor toxicidade.

Um dos estudos do nosso grupo de pesquisa que visava avaliar a atividade
antileihsmania frente a L. amazonensis, de compostos contendo a combinacdo do nucleo 2-

aminotiofeno com nucleos indol, demonstrou que todos os derivados sintetizados e testados
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apresentaram menor toxicidade que os medicamentos de referéncia, mesmo na concentracdo
mais alta avaliada, além disso, nenhum deles apresentou citotoxicidade eritrocitaria humana.
Os compostos que apresentaram melhor atividade foram TN8-7 (Figura 10), TN6-1 e TN7, com
respectivos valores de Clso de 2,1, 2,3 e 3,2 ug/ml. Além disso, quando comparados os valores
de Clso do composto contendo o nucleo indol ndo substituido com o Clsg dos compostos com a
substituicdo na posicdo 5 deste anel, observou-se que as moléculas contendo substituicdes,
cOmo 0 grupamento ciano, apresentavam melhoramento na atividade antipromastigota (FELIX
etal., 2016).

Figura 10 — Estrutura do TN8-7

CN
CN
Q/ [
S N/
N TN8-7
H

Fonte: Félix, 2016.

Ferreira (2022) sintetizou e avaliou a atividade de derivados 2-aminotiofénicos
apresentando o anel N-Boc-piperidina ligado ao anel tiofénico e nucleo indol frente a formas
promastigotas de algumas cepas de Leishmania, e observou que todos compostos,
principalmente o 6BOC2 (Clsp < 8uM) (Figura 11), contendo esse grupo protetor,

demonstraram melhores valores de Clso do que as demais moléculas que ndo o continham.

Figura 11 — Estrutura do 6BOC2
o

XT s \\_Q

Fonte: Ferreira, 2022.
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Portanto, visando o aprimoramento da atividade antileishmania, o presente trabalho uniu
as ideias de ambas publicacfes, ou seja, lancou mdo da utilizacdo do anel N-Boc-piperidina
juntamente com o nucleo indol substituido em diferentes posi¢cdes. Ademais, buscou-se
modificar o grupamento carboxamida ligado ao anel tiofénico por uma nitrila, a fim de avaliar

a importancia desse grupamento para a atividade biologica.
2.2.2 Reacdo de Gewald

Para obtengdo desses derivados 2-aminotiofénicos, uma das rotas sintéticas mais
utilizadas ¢ a classica reacdo de Gewald (Figura 12), que se caracteriza por ser uma reacao
rapida, de baixo custo, de alta variabilidade quimica e que resulta em compostos finais em
rendimentos satisfatérios. Outra vantagem é o fato de existirem mais de uma dezena de
variagGes metodoldgicas que podem ser utilizadas, permitindo uma vasta aplicagdo quimica. A
reacdo para obtencdo dos compostos 2-aminotiofenos substituidos a partir de uma reacdo de
condensacdo de compostos que apresentam carbonilas (aldeidos e cetonas) em sua estrutura
com uma nitrila ativada através da presenca de uma base, e enxofre em temperatura ambiente
(PUTEROVA; KRUTOSIKOVA; VEGH, 2009; SABNIS et al., 1999; SHRIDHAR et al.,
2007).

Figura 12 — Esquema reacional da reacdo de Gewald

R4 X

R, X
j:O + < + Sy Base / \
R, - Ry NH,

S
X = CO,Et, CN

Fonte: Autoria prépria, 2022.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Sintetizar, caracterizar e comprovar as estruturas de novos derivados 2-aminotiofeno-3-
carbonitrilas candidatos a farmacos leishmanicidas, através da realizacdo da modificacao
molecular de prototipos 2-aminotiofeno-3-carboxamidas a fim de verificar a importancia do

padréo de substituicdo da posicdo C-3 do anel tiofénico.

3.2 Objetivos especificos

e Promover a sintese quimica de novos derivados 2-aminotiofénicos com o objetivo de
avaliar a modificacdo bioisostérica na posi¢do C-3 do grupo amida pelo grupo ciano.

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas dos produtos sintetizados.

e Comprovar as estruturas quimicas por técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN).

e Avaliar o potencial leishmanicida dos candidatos a farmacos sintetizados in vitro frente
a formas promastigotas de Leishmania amazonensis.

e Auvaliar a citotoxicidade dos candidatos a farmacos em macrofagos.



33

4 METODOLOGIA
4.1 Local de trabalho

Todos os procedimentos experimentais de sintese dos compostos foram realizados no
Laboratério de Desenvolvimento e Sintese de Farmacos (UEPB — Campus I) em parceria com
0 Professor Dr. Ricardo Olimpio de Moura, sob supervisdo do Prof. Dr. Francisco Jaime
Bezerra Mendonca Junior. A caracterizacdo dos compostos por Ressonancia Magnética Nuclear
foi realizada no Nucleo de Analise e Pesquisa em Ressonancia Magnética Nuclear (NAPRMN)
do Instituto de Quimica e Biotecnologia da UFAL, sob coordenacdo do Prof. Dr. Thiago
Mendonca de Aquino. Os testes de atividade antipromastigota foram realizados no Laboratorio
de Doencas Infecciosas da UFDPar, sob coordenacdo do Prof. Dr. Klinger Antonio de Franca
Rodrigues.

4.2 Procedimento geral de sintese
4.2.1 Reagentes

Todos os reagentes (Quadro 1) foram obtidos comercialmente e utilizados sem

purificacdo previa.

Quadro 1 — Reagentes utilizados nas sinteses

Nome Estrutura quimica Formula molecular

o
1-Boc-4-piperidona \kOTI\(/Vr C10H17NO3
O

CN
Malononitrila CH2(CN)2

CN



(0]
"
5-Bromoindol-3- B
) ; CoHsBrNO
carboxialdeido \
N
H
(0]
H
Indol-3-carboxialdeido \ CoH7NO
N
H
(0]

7-Azaindol-3-

CSHeNzo
carboxialdeido ‘ N \
N/ i
(0]
H
5-Metoxindol-3- H.CO
’ CaoHoNO
carboxialdeido \ 10H9NO2
N
H
NO,
(0]
2-Nitrobenzaldeido C-HsNO3
H

(0]
3-Nitrobenzaldeido O_{ C7HsNOs
H
(@]
4-Nitrobenzaldeido om—@—{ C7HsNO3

Fonte: Autoria propria, 2022.

T
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4.2.2 Solventes

Os solventes foram usados para o processo reacional, de purificagdo e como eluentes.
Foram eles: etanol, acetato de etila, hexano e diclorometano. Todos foram obtidos

comercialmente, e ndo foram submetidos a nenhum tipo de purificacéo.
4.2.3 Processo reacional

e Reacdo 1 — Obtencdo do 6CNP (2-amino-3-ciano-4,7-dihidrotieno[2,3-c]piridina-
6(5H)-carboxilato de terc-butila)

Figura 13 - Obtencéo do aduto de Gewald

CN

(6]
S—S
CN J/ N
S S EuN \
+ + sl. i E— ‘ NH,
\S S / Etanol o N
N CN Y S
ﬁ O

Malononitrila Enxofre

6CNP

1-BOC-4-
piperidona

Fonte: Autoria propria, 2022.

O aduto de Gewald foi obtido a partir da reagcdo de condensagédo em etanol (5 mL)
contendo quantidades equimolares (2,5 mmol) de 1-boc-4-piperidona, enxofre e malononitrila,
com adicdo de 0,5 eq de trietilamina sob banho de gelo, com posterior agitacdo (400 rpm) por
4 h a temperatura ambiente, em baldo de fundo redondo. Constatou-se o término do
procedimento por meio de CCD em um sistema 7:3 hexano/acetato. O precipitado formado foi
submetido a filtragem em papel de filtro e seguida lavado com etanol gelado. Os cristais

formados na solugdo mae foram submetidos ao mesmo processo de filtragem.
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e Reagdo 2 — Obtencdo dos derivados 2-aminotiofénicos a partir da reacdo de

condensacédo do composto 6CNP com aldeidos

Figura 14 - Reagdo de obtencdo dos derivados tiofénicos contendo o anel indol

Fonte: Autoria propria, 2022.

Figura 15 - Reacdo de obtenc¢do dos derivados tiofénicos com benzaldeidos

Fonte: Autoria propria, 2022.

Para a sintese dos produtos finais, foram adicionadas em um baldo de fundo redondo
quantidades equimolares (0,18 mmol) do 6CNP e dos reagentes contendo o grupamento R-
nitro-benzaldeido ou R-indol-3-carboxialdeido (Figuras 14 e 15), em meio etandlico, tendo
como catalizador o &cido acético. Acompanhou-se 0 processo reacional por meio de CCD e este
foi realizado a temperatura ambiente por 24h. Apos a confirmacdo do término, o baldo foi
colocado no rotaevaporador para a redugdo do volume e em seguida mantido em temperatura

ambiente até a formacdo dos cristais. Os cristais obtidos foram filtrados com o auxilio de um
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papel de filtro e lavados com etanol gelado para evitar a presenca de impurezas. Por meio desse

processo, foram obtidos os seguintes compostos:

Quadro 2 — Nomenclatura dos compostos sintetizados
Cadigo Nome (IUPAC)

(E)-2-(((5-bromo-1H-indol-3-il)methileno)amino)-3-ciano-4,7-dihidrotieno[2,3-

6CNPO1
c]piridino-6(5H)-carboxilato de terc-butila
5CNPO2 (E)-3-ciano-2-((4-nitrobenzilideno)amino)-4,7-dihidrotieno[2,3-c]piridino-
6(5H)- carboxilato de terc-butila
SeIE (E)-2-(((1H-indol-3-il)methileno)amino)-3-ciano-4,7-dihidrotieno[2,3-
c]piridino-6(5H)- carboxilato de terc-butila
SCNPO4 (E)-3-ciano-2-(((5-metoxi-1H-indol-3-il)metileno)amino)-4,7-dihidrotieno[2,3-
c]piridino-6(5H)- carboxilato de terc-butila
T (E)-2-(((1H-pirrolo[2,3-b]piridin-3-il)metileno)amino)-3-ciano-4,7-
dihidrotieno[2,3-c]piridino-6(5H)-c carboxilato de terc-butila
SCNPOS (E)-3-ciano-2-((2-nitrobenzilideno)amino)-4,7-dihidrotieno[2,3-c]piridino-
6(5H)- carboxilato de terc-butila
TN (E)-3-ciano-2-((3-nitrobenzilideno)amino)-4,7-dihidrotieno[2,3-c]piridino-
6(5H)- carboxilato de terc-butila
SCNPOS (E)-3-ciano-2-(((5-metil-1H-indol-3-il)metileno)amino)-4,7-dihidrotieno[2,3-
c]piridino-6(5H)- carboxilato de terc-butila
SEINEE (E)-3-ciano-2-(((5-ciano-1H-indol-3-il)metileno)amino)-4,7-dihidrotieno[2,3-
c]piridino-6(5H)- carboxilato de terc-butila
5CNPLO (E)-3-cyano-2-(((6-ciano-1H-indol-3-il)metileno)amino)-4,7-dihidrotieno[2,3-

c]piridino-6(5H)- carboxilato de terc-butila

Fonte: Autoria propria, 2022.
4.3 Estudo Quimico

4.3.1 Cromatografia de Camada Delgada (CCD)

Para o acompanhamento monitorado das reacdes foi utilizada a cromatografia de
camada delgada de placas FLUKA silica gel 60 sobre folha de aluminio, com espessura de 0,20
nm. A leitura das mesmas foi feita através de radiacdo de ultravioleta (UV) o comprimento de
onda (A) de 254 ou 365 nm.
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4.3.2 Faixa de fusao

As faixas de fusdo dos compostos sintetizados foram determinadas no equipamento

Fisatom, Modelo 431, e a visualizagdo foi feita em sistema dptico com aumento de 4x.
4.3.3 Fator de retencéo

A determinacéo do fator de retencdo dos compostos sintetizados foi realizada por meio
de cromatografia em camada delgada em placas FLUKA Analytical Silica Gel com espessura
de 0,20 mm, através da comparacdo das medidas obtidas para 0s compostos com o sistema
eluente predeterminado. Para revelar foi utilizada a cAmara de emissdo de radiacédo ultravioleta

Boitton, em comprimentos de 254 e 365 nm.
4.3.4 Rendimento da reacéo

A partir da pesagem dos compostos em uma balancga analitica pode-se realizar o calculo
do rendimento da reacdo, com obtencdo do valor em gramas e posterior conversdo para
quantidade de mols (Equacédo 1). Sendo assim, possibilitou-se relacionar o nimero de mols do
produto e o nimero de mols do reagente de partida, obtendo-se entdo o rendimento em
porcentagem (Equacéo 2).

mproduto

(Equagdao 1) Numero de mols, oquto= =———
produto MMproduto

Nuimero de mols do produto

(Equacgio 2) x 100 = Rendimento (%)

Numero de mols do reagente de partida

4.3.5 Aparéncia

A aparéncia dos compostos foi determinada apenas pela observacéo visual, a olho nu,

do produto.



39

4.3.6 Nomenclatura das moléculas

Os nomes das novas moléculas foram obtidos pelo programa ChemDraw Ultra 13 da
CambridgeSoft, levando em consideracdo as regras da IUPAC (International Union of Pure
and Amplied Chemistry).

4.4 Caracterizacao estrutural

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de H e 3C (DEPT) foram
obtidos em um espectrémetro Bruker DXP de 125 e de 600 MHz. Os deslocamentos quimicos
(6) foram indicados em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em hertz
(Hz). Utilizou-se os picos residuais de (dimetilsulféxido) DMSO deuterado como referéncia.
Foram empregadas as seguintes abreviaturas: s (simpleto), sl (simpleto largo), d (dupleto), dd
(duplo dupleto), t (tripleto) e m (multipleto).

4.5 Ensaios Biologicos para Avaliagdo do Potencial Leishmanicida e Citotoxico

4.5.1 Manutencao de parasitos e macrofagos

Parasitos das espécies Leishmania amazonenses (IFLA/BR/67/PH8), Leishmania major
(MHOM/BR/1976/JOF), Leishmania infantum (HOM/BR/1975/M2903) e Leishmania
braziliensis (MHOM/BR/1975/M2903) foram mantidos in vitro na sua forma promastigota em
meio Schneider suplementado [20% de soro fetal bovino (SFB) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA), 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina] (Sigma-Aldrich, St. Louis,
EUA),pH 7,226 +1 °C em incubadora Biochemical Oxigen Demand (BOD) (Eletrolab EL202,
Sé&o Paulo, Brasil) e replicadas semanalmente.

A linhagem celular de macréfagos murinos RAW 264,7 foi conservada em frascos de
cultura celular de 750 cm? (Corning Glass Workers — New York — USA) em meio Eagle’s
minimal essential medium (DMEM) suplementado [10% de SFB, 1% de antibidtico — 100
U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina] (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), pH 7, a
37 °C, 5% de CO2 com 80% de umidade. Os repiques forma realizados apds as células atingirem
a confluéncia, caracterizada pela formacéo de uma monocamada de células em torno de 48h a

72h apos acondicionamento.
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4.5.2 Preparo de drogas

Para os testes in vitro, preparou-se solucBes-estoque das substancias nas concentragdes
de 40 mg/mL em dimetilsulfoxido — (DMSO) (Mallinckrodt Chemicals, ST. Louis, EUA). Para
cada teste a solucdo-estoque foi diluida nos meios de cultura apropriados até atingir as

concentracdes finais desejadas.

4.5.3 Atividade antipromastigota

A inibicdo do crescimento de formas promastigotas foi avaliada com base em Nunes et
al. (2021). Formas promastigotas em fase logaritmica de crescimento foram cultivadas em
placas de 96 pocos (1 x 160 parasitos/po¢o) contendo 100 pL de meio Schneider suplementado,
em triplicata, contendo concentracOes seriadas das substancias-teste (50 a 1,56 uM) e controle
positivo (miltefosina 200 a 1,56 uM). As placas foram incubadas em camaras climatizadas
BOD a 26 °C por 72 h. Apos o periodo de tratamento, 10 pL de MTT (5 mg/mL) foram
aplicados em cada poco para estabelecer a avaliagdo colorimétrica da inibi¢do de crescimento.
Em seguida a placa foi novamente incubada por mais 4 h, seguidamente recebendo a adi¢éo de
50 pL de solugdo de dodecil sulfato de sodio (DSS) a 10% (p/v em &gua destilada) para a
solubilizacdo dos cristais de formazan. Realizou-se a leitura em espectrofotbmetro de
microplacas a 540 nm (modelo Biosystems EIx800, Curitiba, PR, Brasil). O controle negativo
foi realizado com meio Schneider suplementado e contendo 0,2% de DMSO, considerado como

100% de viabilidade das leishmanias.

4.5.4 Citotoxicidade em macrdfagos

Em uma placa de 96 pocos foram adicionados 100 pL de meio DMEM suplementado e
1 x 105 macréfagos RAW 264.7 por poco. Apds 4 h de incubagdo a 37 °C e 5% de CO2 para
adesdo celular realizou-se trés lavagens com PBS estéril. Em seguida, foram adicionados 100
puL de meio DMEM suplementado contendo diferentes concentragdes das substancias (400 a
1,56 uM) e incubados por um periodo de 72 h. No final do periodo foi aplicado 10 uL de MTT
(5 mg/mL) e incubado por mais 4 h. Em seguida, retirou-se o sobrenadante e adiciona-se 100
pL de DMSO em todos os pocos. Apds 30 min de agitacdo, a leitura foi realizada a 540 nm em
uma leitora de placa. O meio DMEM suplementado e contendo 0,5% de DMSO foi usado como

controle negativo e considerado com 100% de viabilidade de macrofagos (NUNES et al, 2021).
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4.5.5 Andlise estatistica

As diferentes concentragcdes medias sobre formas promastigotas (Clso) e macréfagos
(CCso) foram calculadas por regressdo nédo linear. Para comparages entre grupos foram
realizadas as analises de variancia ANOVA seguida pelo teste de Tukey através de um
programa estatistico, tomando-se o valor de p < 0,05 como nivel maximo de significancia

estatistica.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese dos compostos

5.1.1 Obtengéo do Aduto de Gewald 6CNP

A sintese dos novos compostos teve como base estruturas de protétipos 2-
aminotiofénicos (Figura 16) ja estudados pelo nosso grupo de pesquisa e que demonstraram
boa atividade leishmanicida e menor toxicidade que os medicamentos de referéncias utilizados
atualmente (FELIX, 2016; RODRIGUES et al., 2015). A partir de um biosisosterismo n&o-
classico buscou-se substituir o grupamento amida na posicdo C-3 do anel tioféncio pelo
grupamento ciano, a fim de avaliar possiveis alteracdes no padrao de atividade frente as formas
promastigotas de Leishmania.

Figura 16 — Protdtipos utilizados

BIOISOTERO

BIOISOSTERO

Fonte: Autoria prdpria, 2022.

Realizou-se a obtengdo por meio de rota sintética dividida em duas etapas, sendo obtido
na primeira etapa, através da Reacdo de Gewald, o composto 6CNP ja descrito na literatura, e
na segunda etapa 0s dez compostos ineditos por meio de uma reagdo de condensacao do aduto
de Gewald com aldeidos indélicos e fenilicos. Esse procedimento foi realizado baseado na

metodologia de obtencdo dos protétipos ja citados.



43

O mecanismo da reacdo de Gewald (Figura 17) inicia-se com uma reagdo de
condensacao de Knoevenagel entre uma cetona ou um aldeido e um composto metileno ativado.
Primeiramente, ocorre 0 ataque da base trietilamina ao carbono metilénico da malononitrila,
retirando um préton do mesmo, formando assim um nucleofilo que ataca a carbonila do 4-
oxopiperidina-1-carboxilato de ter-butila (reagente de partida). Com isso, ocorre 0
deslocamento de elétrons = para o oxigénio, tornando-o apto para a captacdo do proton que
estava ligado a trietilamina. Logo apés, uma molécula de agua é formada e o rearranjo da
estrutura faz com que se forme uma dupla ligagcdo, dando origem a uma acrilonitrila.
Posteriormente, a trietilamina retirard o préton mais &cido da molécula localizado na posi¢ado a.
a carbonila, formando um carbanion que ataca um dos atomos de enxofre (Ss). Sendo assim, 0
composto contendo o &tomo de enxofre sofre fechamento do anel através do ataque do atomo
de enxofre a nitrila. Por fim, o rearranjo prototrépico e a tautomerizacdo fornece os compostos
2-aminotiofénicos (HUANG; DOMLING, 2010).

Figura 17 — Mecanismo reacional da reagdo de Gewald
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Fonte: Autoria propria, 2022.

Apos filtragem, lavagem com etanol gelado e secagem, a pureza do aduto 6CNP foi

constatada atraves da realizacdo de CCD, onde pode-se observar a presenca de apenas um
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ponto, confirmando a inexisténcia de outros compostos contaminantes. Sua aparéncia foi de p6

branco amarelado, com rendimento de 50%.

Figura 18 — Aduto 6CNP

Fonte: Autoria propria, 2022.

5.1.2 Obtencao dos derivados 2-aminotiofénicos

Para obtencdo dos derivados 2-aminotiofénicos, seguindo as metodologias de obtengéo
dos prototipos, foram realizadas reagdes de condensacdo do aduto 6CNP com aldeidos fenilicos
e inddlicos. O mecanismo dessa reacdo (Figura 19) inicia-se quando o grupamento aldeido se
ativa em meio acido por meio da captacdo de um hidrogénio. Entdo, o par de elétrons do
nitrogénio presente na amina do derivado aminotiofénico age como nucledfilo e ataca o carbono
do aldeido; posteriormente, ocorre o deslocamento dos elétrons da ligacdo para o oxigénio, que
apos capturar um préton do meio formara uma molécula de agua ligada a estrutura. Com a
formacdo da molécula de agua, a estrutura se torna instavel fazendo com que ocorra um
rearranjo que possibilitara a formacdo de uma dupla ligagdo entre o nitrogénio e o carbono,
seguida da eliminacdo da molécula de agua. Por fim, a molécula de &gua retira o préton ligado

ao nitrogénio, dando origem a um ion hidrénio e ao derivado 2-aminotiofénico.
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Figura 19 — Mecanismo reacional de obtencéo dos derivados 2-aminotiofénicos
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Fonte: Autoria propria, 2022.

A partir desse processo, foram obtidos 10 compostos com diferentes variagdes em seus

radicais, como descrito nos Quadros 3, 4 e 5.
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Quadro 3 — Derivados 2-aminotiofénicos sintetizados

CcODIGO ESTRUTURA

6CNPO1 \{/ &F@

6CNP02 o
\{/\B/

6CNPO3 %/ N\
\{/\H/ S

e
6CNP04 o
e s
S
CN \ /N
6CNPO5 N7\

4
—



6CNPO06

6CNPO7

6CNPO8

6CNPO09

6CNP10
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N\ 7\

NC
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Fonte: Autoria propria, 2022.



Quadro 4 — Caracteristicas fisico-quimicas dos derivados 2-aminotiofénicos contendo radical indol

{ o~ .
- = ol
o A

Cadigo R X Formula PM (g/mol) Aparéncia Faixa de Rf* Rendimento (%0)
molecular Fuséo (°C)
6CNP01  Br CH C22H21BrN4O2S 485,40 Amarelo 223 - 236 0,40 34
6CNPO3 - CH C22H22N402S 406,50 Amarelo 231 - 235 0,41 44
6CNP04 OCHs3 CH C23H2aN403S 436,53 Amarelo 253 — 255 0,44 36
6CNPO05 - N C21H21Ns502S 407,49 Amarelo escuro 242 — 259 0,24 46
6CNP08 CHs CH C23H24N402S 420,53 Amarelo 232 - 240 0,43 67
6CNP09 CN CH C23H21Ns502S 431,51 Amarelo 278 — 285 0,23 55
6CNP10 CN CH C23H21N5025 431,51 Amarelo 241 — 245 0,3 65

* Hex/AcOEt (6:4)
Fonte: Autoria propria, 2022.

Nenhum dos derivados 2-aminotiofénicos sintetizados necessitou de purificacdo ap0s o processo reacional. Os compostos contendo o

grupamento indol apresentaram aparéncia de p6 amarelo como descrito na literatura, com excecdo do composto 6CNPO5, que se apresentou na
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forma de cristal amarelo escuro. Os rendimentos desse grupo de moléculas variaram entre 34 — 67%, sendo 0os compostos 6CNP08 (67%), 6CNP10
(65%), 6CNP09 (55%) e 6CNPO5 (46%) com melhores porcentagens.

Quadro 5 — Caracteristicas fisico-quimicas dos derivados 2-aminotiofénicos contendo radical benzilico

\1/ \L( s . \{/ \L( s

CODIGO R: R Rs nlj;::j:r PM (g/mol) Aparéncia Faixa de fusdo (°C) Rf* Rend. (%)
6CNPO02 H H NOz CzH20N4O4S 412,46 Amarelo escuro 222 - 228 0,32 89
6CNPO6 NO. H H  CaoH20N404S 412,46 Amarelo escuro 214 - 219 0,58 44
6CNPO7 H NO2 H  CzoH2N404S 412,46 Amarelo escuro 212 - 217 0,6 46

* Hex/AcOEt (6:4)
Fonte: Autoria propria, 2022.

Ja os compostos contendo o radical benzilico se apresentaram na forma de cristal amarelo escuro, e demonstraram rendimentos de 89%
(6CNP02), 44% (6CNP06) e 46% (6CNPQ7), mantendo-se proximos dos compostos contendo o radical indol.
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5.2 Comprovacéo estrutural

Os compostos obtidos foram caracterizados através da técnica de RMN 'H e RMN 3C
(DEPT) a fim de comprovar sua estrutura quimica. Neste trabalho os RMNs de H e RMNs C
(DEPT) dos compostos 6CNP04 e 6CNP02, sendo o primeiro uma molécula com contendo o
radical indol e o segundo o radical benzil, foram interpretados e detalhados, respectivamente.
Os dados dos demais compostos sintetizados podem ser observados no Quadro 6.

No espectro de RMN H do composto 6CNP04 (Figuras 21 e 22) foi possivel observar
um simpleto com integral para 9H em 1,44 ppm indicando as 3 metilas homotdpicas da porcéo
terc-butila, assim como um simpleto em 3,82 ppm com integral para 3H referente aos
hidrogénios da metoxila ligada ao anel indol. Observou-se também um singleto em 3,65 ppm,
um multipleto em 2,65 ppm e um singleto em 4,50 ppm, todos com integral para 2H,
correspondentes aos hidrogénios do anel piperidina. Além disso, os dupletos em 6,90 ppm e em
7,41 ppm, e os singletos em 8,03 ppm e em 8,15 ppm, todos com integral para 1H, junto com o
sinal em 12,02 ppm em simpleto largo com integral para 1H referente ao hidrogénio (NH)
confirmam a presenca do anel indol. Por fim, é possivel observar um simpleto em 8,72 ppm
com integral para 1H referente ao hidrogénio da imina, sendo este um sinal diagnostico que
confirma a condensagdo do aduto de Gewald e do aldeido, devido a ligagdo das duas moléculas

através do atomo de nitrogénio.

Figura 20 — Espectro de RMN H (600 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP04
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Fonte: Autoria propria, 2022.
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Figura 21 — Expansdo do espectro de RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP04
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Fonte: Autoria propria, 2022.

No espectro de RMN 3C (DEPT) do composto 6CNP04 (Figura 23) foi possivel
observar 18 sinais, isso ocorre devido a presenca de carbonos homotdpicos, visto que a
molécula possui 23 carbonos. Sendo 8 sinais de carbonos nao hidrogenados (C), 5 sinais de
carbonos metinicos (CH), 3 sinais de carbonos metilénicos (CHy>) e 2 sinais de carbono metilico
(CHs). Observou-se também sinais caracteristicos da molécula como os sinais em 80,04 ppm
correspondente ao carbono da porcao terc-butila ligado ao &tomo de oxigénio, em 55,66 ppm
referente a metoxila ligada ao anel indol e em 28,51 ppm que confirma a presenca das 3 metilas
homotdpicas da por¢éo terc-butila. Ademais, no sinal em 154,33 ppm confirmou-se a presenca
da carbonila do grupo protetor N-Boc, demonstrando a existéncia de uma blindagem devido a
presenca dos heterodtomos oxigénio e nitrogénio.
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Figura 22 — Espectro de DEPT (150 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP04
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Fonte: Autoria propria, 2022.

No espectro de RMN H do composto 6CNP02 (Figura 24 e 25) observou-se em 1,44
ppm um sigleto com integral para 9H referente as 3 metilas homotdpicas da progéo terc-butila.
A presenca do anel piperidina foi confirmada através dos sinais em 2,70 ppm em multipleto,
3,66 ppm em singleto e 4,58 ppm também em singleto, tendo estes integrais para 2H. Como
também os sinais em 8,22 ppm e 8,39 ppm em dubletos, com constante de acoplamento J =
7,62 Hz, e integral para 2H, indicam a presenca do anel benzénico para-substituido. Ainda é
possivel observar um simpleto em 8,84 ppm com integral para 1H referente ao hidrogénio da
imina, confirmando a condensacgédo do aduto de Gewald e do aldeido, da mesma forma que o
sinal discutido anteriormente para 0 6CNP04.



Figura 23 - Espectro de RMN H (600 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP02
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Figura 24 — Expanséo do espectro de RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP02
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No espectro de RMN C (DEPT) do composto 6CNP02 (Figura 26) foi possivel

observar 15 sinais. Isso ocorre devido a presenca de carbonos homotdpicos,
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molécula possui 23 carbonos. Foram 8 sinais de carbonos ndo hidrogenados (C), 3 sinais de
carbonos metinicos (CH), 3 sinais de carbonos metilénicos (CH2) e 1 sinal de carbono metilico
(CHa). Observou-se também sinais caracteristicos da molécula como os sinais em 80,17 ppm
correspondente ao carbono da porc¢éo terc-butila ligado ao &tomo de oxigénio e em 28,50 ppm
que confirma a presenca das 3 metilas homotdpicas da porcédo terc-butila. O radical benzilico
foi confirmado por meio dos sinais em 124,65 ppm e 130,77 ppm que correspondem aos
carbonos homotopicos deste anel, assim como o sinal em 149,84 ppm referente ao carbono
ligado ao grupo nitro. Por fim, o sinal em 154,29 ppm, semelhante ao encontrado no espectro
de RMN *3C do composto 6CNP04, confirma a presenca da carbonila do grupo protetor N-Boc.

Figura 25 — Espectro de DEPT (150 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP02

thi_24:05
6CNPGR S v
4
|

2

7145

r2.6E+08

_ 1600240
1542087
—149.8453
(o] 140.7052
O.
—134.2166
— 1307715
p4
— 1246549
— 116.1735
— 1140250
[}
= 1078423
z \
. d 80,1709
40,4871
40,3470
40,2070

L
Y

39 9285
39,7893
‘30 ga97
— 285016
24,4059

159

r2.4E+08

F2.2E+08

-2.0E+08

(@]
z

1.8E+08

r1.6E+08

r1.4E+08

r1.2E+08

r1.0E+08

8.0E+07

-6.0E+07

4.0E+07

-2.0E+07

j " | r F-0.0E+00

F-2.0E+07

t-4.0E+07
t-6.0E+07
t-8.0e+07

-1.0E+08

—1.2E+08

—-1.4E+08

T T T T T T T T
0 80 70 60 50 40 30 20

T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 9
f1 (ppm)

Fonte: Autoria propria, 2022.



cODIGO

6CNPO1

6CNPO2

6CNPO3

6CNPO4

6CNPO5

Quadro 6 — Dados dos espectros de RMN de 'H e *C (DEPT) (6, DMSO-d6, 125MHz e 600MHz)

DESLOCAMENTO (ppm)

RMN H (400 MHz, DMSO d6) § 12,29 (sl, 1H, NH); 8,73 (s, 1H); 8,56 (d, 1H, J = 1,84 Hz) 8,26 (s, 1H); 7,50 (d, 1H, J =
8,6Hz): 7,41 (dd, 1H, J = 8,6, 2,0 Hz); 4,50 (s, 2H); 3,65 (t, 2H, J = 5,56 Hz); 2,65 (M, 2H); 1,43 (s, 9H): DEPT (125 MHz,
DMSO d6) § 164,40; 156,19; 154,38; 138,30; 136,66; 132,78; 126,75; 126,60; 124,83; 115,08; 114,98; 114,93; 114,16;
103,09; 80,04; 28,48; 24,42.

RMN *H (600 MHz, DMSO d6) & 8,84 (s, 1H); 8,39 (d, 2H, J = 7,62 Hz) 8,22 (d, 2H, J = 7,62 Hz): 4,58 (s, 2H): 3,66 (s,
2H): 2,70 (m, 2H); 1,44 (s, 9H): DEPT (150 MHz, DMSO d6) § 164,13; 160,02; 159,71; 154,29, 149,84; 140,70; 134,21;
130,77, 124,65; 116,17; 114,02; 107,84; 80,17; 28,50; 24,40.

RMN *H (600 MHz, DMSO d6) & 12,15 (sl, 1H, NH); 8,74 (s, 1H); 8,38 (d, 1H, J = 7,26 Hz) 8,23 (s, 1H); 7,53 (d, 1H, J =
3,24 Hz); 7,29 (m, 1H); 4,50 (s, 2H): 3,65 (s, 2H): 2,65 (m, 2H); 1,44 (s, 9H); DEPT (150 MHz, DMSO d6) & 164,66; 156,56;
154,33; 138,00; 137,58; 132,75; 126,10; 125,05; 124,10; 122,50; 122,39; 115,05; 114,82; 112,95; 102,47; 80,04; 28,51
24.,46.

RMN H (600 MHz, DMSO d6) 5 12,02 (sl, 1H, NH): 8,72 (s, 1H): 8,15 (s, 1H): 8,03 (s, 1H): 7,41 (d, 1H, J = 8,64 Hz);
6,90 (d, 1H, J = 8,58 Hz); 4,50 (s, 2H); 3,82 (s, 3H); 3,65 (s, 2H); 2,65 (m, 2H); 1,44 (s, 9H); DEPT (150 MHz, DMSO d6)
§ 164,48; 156,02; 156,00; 154,33; 137,23; 132,62; 132,51; 125,96; 115,14; 114,46; 113,87; 113,62; 104,57; 102,80; 80,04;
55,66; 28,51; 24,45.

RMN H (600 MHz, DMSO d6) § 12,65 (sl, 1H, NH): 8,72 (s, 1H): 8,64 (d, 1H, J = 7,80 Hz); 8,38 (d, 1H, J = 4,36 Hz);
8,36 (s, 1H); 7,33 (dd, 1H, J = 7,56, 4,80 Hz); 4,51 (s, 2H): 3,54 (s, 2H): 2,65 (m, 2H); 1,44 (s, 9H): DEPT (150 MHz,
DMSO d6) § 163,91; 156,46; 154,32; 150,32; 145,32; 137,45; 132,87; 130,56; 118,55; 117,51; 114,86; 113,43; 103,30;
80,04; 28,51; 24,43.
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6CNPO6

6CNPO7

6CNPO8

6CNPO09

6CNP10

RMN H (400 MHz, DMSO dé6) & 8,96 (s, 1H); 8,21 (dd, 1H, J = 7,60, 1,20 Hz); 8.16 (dd, 1H, J = 8,08, 0,96 Hz); 7,92 (t,
1H,J = 7,40 Hz); 7,92 (dt, 1H, J = 7,92, 1,40 Hz); 4,58 (s, 2H); 3,65 (t, 2H, J = 5,36 Hz); 2,69 (m, 2H); 1,43 (s, 9H); DEPT
(125 MHz, DMSO d6) ¢ 160,09; 158,07; 154,22; 149,78; 134,53; 134,21; 133,36; 131,34; 129,98; 129,33; 125,43; 113,95;
107,47, 80,13; 28,47, 24,40.
RMN H (600 MHz, DMSO dé6) & 8,89 (s, 1H); 8,79 (s, 1H); 8,41 (t, 1H, J = 7,56 Hz); 7,86 (t, 1H, J = 7,86 Hz); 4,58 (s,
2H); 3,66 (s, 2H); 2,70 (m, 2H); 1,44 (s, 9H); DEPT (150 MHz, DMSO d6) 6 160,14; 159,93; 154,30; 148,79; 136,78;
135,34; 134,03; 131,22; 127,11; 124,08; 114,07; 107,30; 80,16; 28,50; 24,40.
RMN H (600 MHz, DMSO d6) § 12,03 (sl, 1H, NH); 8,70 (s, 1H); 8,23 (s, 1H); 8,16 (s, 1H); 7,40 (d, 1H, J = 8,04 Hz);
7,11 (dd, 1H, J = 8,16 Hz); 4,50 (s, 2H); 3,65 (s, 2H); 2,65 (s, 2H); 2,43 (s, 3H); 1,44 (s, 9H); DEPT (150 MHz, DMSO d6)
0 164,73; 156,41; 154,33; 137,41; 136,29; 132,67; 131,22; 125,96; 125,45; 125,38; 122,49; 115,07, 114,50; 112,55; 102,38;
80,03; 56,51, 28,51; 24,47; 21,89.
RMN *H (400 MHz, DMSO d6) § 12,54 (sl, 1H, NH); 8,77 (s, 1H); 8,74 (m, 1H); 8,39 (s, 1H); 7,70 (dd, 1H, J = 8,40, 0,44
Hz); 7,65 (dd, 1H, J = 8,40, 1,56 Hz); 4,50 (s, 2H); 3,65 (t, 2H, J = 5,52 Hz); 2,65 (s, 2H); 1,44 (s, 9H); DEPT (125 MHz,
DMSO d6) 6 163,58; 155,91; 154,28; 139,74; 139,05; 132,84; 127,40; 127,14, 126,87; 124,87; 120,61; 114,89; 114,85;
114,42; 104,46; 103,75; 80,06; 28,48; 24,41.
RMN H (600 MHz, DMSO d6) § § 12,56 (sl, 1H, NH); 8,49 (d, 1H, J = 7,98 Hz); 8,45 (s, 1H); 8,04 (s, 1H); 7,63 (d, 1H, J
= 8,41, Hz); 4,51 (s, 2H); 3,65 (s, 2H); 2,65 (s, 2H); 1,43 (s, 9H); DEPT (150 MHz, DMSO d6) 6 163,80; 156,26; 154,32;
140,23; 136,88; 132,95; 128,18; 126,96; 125,15; 123,18; 120,34, 117,85; 116,16; 114,86; 114,82; 105,64, 103,39; 80,07;
28,51, 24,44.

Fonte: Autoria propria, 2022.
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5.3 Atividade antipromastigota e citotoxicidade

No Quadro 7 estdo apresentados os resultados da avaliacdo da atividade antileishmania
dos derivados 2-aminotiofénicos-3-carbonitrilas e das drogas de referéncia Anfotericina B e
Miltefosina frente as formas promastigotas de Leishmania amazonensis, leishmania
braziliensis, leishmania major e Leishmania infantum. Estdo descritos também os dados de

citotoxidade frente a macrofagos RAW 264.7.

Quadro 7 - Atividade antileishmania frente a formas promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis, L. major
e L. infantum, efeitos citotoxicos contra macréfagos e indices de seletividade (1S) dos derivados 2-

aminotiofénicos-3-carbonitrilas e farmacos de referéncia (valores de ICsp € CCsoem pM).

, ICs00 IS CCuxo
Molécula LLA] IS | LLI | 1S [LVB] IS [LLM] 1S M®
6CNPO1 >10 | - | >10 | - | >10 ] - | >10 - 284 47
6CNP02 1452 | 156 | 927 | 244 | 962 | 235 | 11,83 | 191 | 225095
6CNPO3 628 | 602 | 553 | 684 | 479 | 789 | 6,1 | 620 | 37827
6CNP04 >10 | - | >10 | - | >10 | - | >10 - 3982
6CNPO5 >10 | - | >10 | - | >10 | - | >10 - 346 84
6CNP06 >10 | - | >10 | - | >10 | - | >10 - 287,83
6CNPO7 >10 | - | >10 | - | >10 ] - | >10 - 301,62
6CNPO8 >10 | - | >10 | - | >10 | - | >10 - 264.33
6CNP09 938 | 297 | 6,93 | 403 | 7.95 | 351 | 65 | 429 | 279,05
6CNP10 473 | 581 | 2,11 | 130,2 | 2,78 | 98,8 | 364 | 755 | 2747

Anfotericina B 0,33 | 1,27 | 0,35 1,2 0,25 | 1,68 | 0,48 0,87 0,42
Miltefosina | 16,94 | 16,1 | 1547 | 17,6 | 154 | 17,7 | 17,8 | 154 | 2733

LLA — Leishmania (Leishmania) amazonensis
LVB - Leishmania (Viannia) braziliensis
LLI — Leishmania (Leishmania) infantum
LLM — Leishmania (Leishmania) major
M® — Macrdfagos RAW 264.7
IS = CC50/ |C50
Fonte: Autoria propria, 2022.

Apenas quatro compostos apresentaram atividade inibitéria sobre o crescimento das
formas promastigotas das cepas de Leishmania analisadas, sendo eles os compostos 6CNP02,
6CNP03, 6CNP09, 6CNP10. O derivado 6CNP10 apresentou os melhores valores de 1Cso
(ICs0=2,11-4,73) e de IS (58,1 — 130,2) para todas as especies de Leishmania. Estes resultados
corroboram com os estudos de Rodrigues et al., 0s quais comprovaram gue compostos contendo
a porcdo indolica em sua estrutura apresentam importante atividade antileishmania..

Um composto contendo a porc¢éo benzilica, 0 6CNP02, também apresentou valores de
ICso consideraveis nessa analise. Essa molécula apresenta em sua estrutura o radical nitro (-

NO) assim como os compostos 6CNP06 e 6CNP0O7, porém, esses Ultimos possuem esse
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grupamento ligado nas posi¢des orto e meta no anel benzénico, e 0 6CNP02 na posic¢ao para.
Isso leva a crer que esta posicdo pode ser importante para a atividade frente as formas
promastigotas dessas espécies de Leishmania.

Os compostos mais promissores foram aqueles que apresentaram o radical indol ndo
substituido (6CNP03) e os substituidos com o grupamento ciano (CN) nas posi¢des 5 e 6
(6CNPQ9 e 6CNP10, respectivamente) em suas estruturas. O composto 6CNP10 que apresenta
o0 anel indol substituido na posicdo 6 apresentou os melhores valores de 1Cso para todas as
espécies de Leishmania, sendo a cepa de Leishmania infantum a que se demostrou mais sensivel
a esse produto (ICso= 2,11 puM).

Além disso, os compostos 6CNPO1 e 6CNP04, contendo os radicais 5-bromo e 5-
metoxi, respectivamente, ligados ao grupamento indol se apresentaram como compostos
inativos. Correlacionando estes resultados com o estudo realizado por Ferreira (2022) que
demonstrou a auséncia de atividade leishmanicida de compostos contendo o grupamento amida
ligado ao anel tiofénico, juntamente com o grupamento indol substituido na posicdo 5 pelos
radicais bromo e metoxi, observa-se que ndo existe um aumento ou perca da atividade, até a
concentracédo de I1Cso< 10 UM, ao substituir-se o radical 3-carboxiamida pelo 3-nitrila.

Ao relacionar os dados de ICso dos novos compostos sintetizados com os dados da
Anfotericina B, farmaco de primeira escolha no tratamento da leishmaniose, pode-se observar
que este farmaco é efetivamente ativo contra todas as espécies de Leishmania avaliadas,
apresentando os menores valores (ICso= 0,25 — 0,48 puM). Porem, apesar dos bons resultados
de atividade, ela apresentou os menores indices de seletividade (0,87 — 1,68), confirmando seu
grande potencial citotdxico, o que dificulta o seu uso.

Quando comparados os valores de 1Csg dos novos compostos obtidos com outro farmaco
de referéncia, a miltefosina, observa-se que 0s quatro derivados 2-aminotifénicos ativos
apresentaram valores menores, o que indica sua melhor atividade antileishmania. Além disso,
a miltefosina demonstrou ser menos seletiva que os compostos sintetizados ativos (IS = 15,4 —
17,7), e mais seletiva que a Anfotericina B.

Sendo assim, conclui-se que a substituicdo do grupamento 3-carboxiamida pelo
grupamento 3-nitrila ndo confere melhoramento na atividade antileishmania, ao mesmo tempo
que ndo reduz esse parametro. Também é possivel considerar a importancia do radical ciano
nas moléculas contendo o grupamento indol, contribuindo assim para o aumento da atividade.

Além da importancia da posicdo para, para compostos contendo o grupamento benzilico.
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6 CONCLUSAO

A leishmaniose consiste em importante problema de satde publica em todo o mundo,
principalmente em populacdes em estado de vulnerabilidade. Apesar de ser uma patologia
muitas vezes mortal, as alternativas de tratamento sdo escassas e causar prejuizos ao paciente.
Por esse motivo, o desenvolvimento de novas alternativas que possam ser utilizadas na
farmacoterapia das leishmanioses torna-se um assunto relevante entre a comunidade cientifica.

No presente estudo, o procedimento de sintese e caracterizacdo fisico-quimica foram
realizados com sucesso, possibilitando a obtencdo e comprovacdo de 10 novos derivados 2-
aminotiofénicos. Os espectros de H e 3C evidenciaram a formagdo dos compostos, tendo 0s
sinais corroborado efetivamente para cada uma das moléculas.

Os rendimentos apresentaram valores na faixa de 34 - 89%, sendo o composto 6CNP01
responsavel pelo menor e o composto 6CNP02 pelo maior. Todas os produtos apresentaram
coloracdo amarela, variando de amarelo forte para amarelo escuro.

Além disso, conclui-se que quatro dos 10 novos compostos sintetizados apresentaram—
se ativos frente o crescimento das formas promastigotas das espécies de Leishmania analisadas.
Sendo eles os compostos 6CNP02, 6CNP03, 6CNP09 e 6CNP10. Apenas um composto
contendo o radical benzilico apresentou valores de 1Csop < 10 uM, sendo ele substituido na
posicdo para pelo o grupamento nitro.

O composto com melhor valor de ICso foi aguele contendo o radical indol substituido
na posi¢do 6 deste anel pelo grupamento ciano. Além de apresentar atividade antileishmania,
apresentou também os melhores indices de atividade quando relacionado as drogas de
referéncia também testadas que ja vém sendo utilizadas no tratamento da leishmaniose,
indicando assim uma menor toxicidade.

Portanto, espera-se posteriormente comprovar essas estruturas através da técnica de
espectrometria de massas, aléem da realizacdo de ensaios de atividade antileishmania com os
compostos ativos a fim de avaliar sua acdo frente as formas amastigotas. Busca-se também
elucidar possiveis alvos bioldgicos, através de estudos computacionais, que possam estar

relacionados a atividade destes compostos.
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APENDICES

APENDICE A - Espectro de RMN H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP0O1
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APENDICE B - Expansdo do espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP01
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APENDICE C - Expansdo do espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP01
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APENDICE D - Espectro de DEPT (125 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP01
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APENDICE E - Espectro de RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP02
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APENDICE F - Expanséo do espectro de RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP02
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APENDICE G - Espectro de DEPT (150 MHz , DMSO-d6) do composto 6CNP02
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APENDICE H - Espectro de RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP03
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APENDICE | - Expanséo do espectro de RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP03
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APENDICE J - Espectro de DEPT (150 MHz , DMSO-d6) do composto 6CNP03
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APENDICE K - Espectro de RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP04
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APENDICE L - Expansdo do espectro de RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP04
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APENDICE M - Espectro de DEPT (150 MHz Hz, DMSO-d6) do composto 6CNP04
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APENDICE N - Espectro de RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP05
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APENDICE O - Expansdo do espectro de RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP05
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APENDICE P - Espectro de DEPT (150 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP05

thi_24.05.2092 em=l = = @i o o e YU
6CNPOS = inm o £ 53 Bo=? = z fhones: F oo [2.9E+08
m [ = L - [ =] L= -l ) m e 1< Y T amwua -
=] muoy = o oo ::?: = 2 i@??%%ﬁ x =
| AN [ Y e o |
-2.0E+08
1.5E+08
-1.0E+08
F3.0E+07
-0.0E+00
--5.0E+07
F-1.0E+08
F-1.5E+08
-2.0E+08

170 160 150 140 130 120 110 100 0 a0 70 60 50 40 30 20
f1 (ppm)



APENDICE Q - Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP06
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APENDICE R - Expansio do espectro de RMN H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP06
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APENDICE S - Espectro de DEPT (125 MHz , DMSO-d6) do composto 6CNP06
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APENDICE T - Espectro de RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP07
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APENDICE U - Expansio do espectro de RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP07
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APENDICE V - Espectro de DEPT (150 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP07
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APENDICE W - Espectro de RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP08
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APENDICE X - Expansdo do espectro de RMN 'H (600 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP08

thi_24.05.2092 CR N T F1.4UE+U8
6CNPOS = o= Ta =
e i o pes
| Lo A W L1.30E+08
H1.20E+08
1.10E+08
-1.00E+08
i ! s P - —
L9.00E+07
Me -8.00E+07
CN
o -7.00E+07
>/N / \ V4
N L
4 s | 6.00E+07
N
-5.00E+07
| 4.00E+07
|
] |
r| L 3.00E+07
H | | |
\" h -2.00E+07
| |
| | I I
| | f ‘ | I |I| -1.00E+07
| | | | |
- [/ | )
| yA J
\ LA | \
AN —— - —1 — k — 0.00E+00
— T — — —T
= = Z = 2 F-1.00E+07
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.8 87 8.6 8.5 8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 7.7 7.6 7.5 74 7.3 7.2 71 7.0 6.9

79 7.8
f1 (ppm)



APENDICE Y - Espectro de DEPT (150 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP08
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APENDICE Z - Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP09
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APENDICE AA - Expanséo do espectro de RMN* H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP09
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APENDICE AB - Espectro de DEPT (125 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP09
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APENDICE AC - Espectro de RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP010
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APENDICE AD - Expanséo do espectro de RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP10
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APENDICE AE - Espectro de DEPT (150MHz, DMSO-d6) do composto 6CNP010
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