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RESUMO

As leishmanioses pertencem ao grupo das doencas tropicais negligenciadas, sendo
consideradas um problema de saude publica, sobretudo em paises emergentes e em
populacoes de baixa renda. A falta de priorizacdo, associado aos baixos investimentos
de pesquisa por parte das empresas farmacéuticas, resultou na existéncia de poucas
opgoes de tratamento, as quais tem se tornado obsoletas, com elevados efeitos adversos,
e até certo ponto pouco efetivas. Por essas razdes, a pesquisa por novos farmacos
eficazes e menos toxicos é essencial, e pode ser iniciada através do uso de ferramentas
da Quimica Medicinal, planejando, sintetizando e testando novos compostos bioativos.
Os derivados 2-amino-tiofenos sdo uma classe versatil de heterociclos que tem
apresentado destaque devido aos seus potenciais antileishmanias. Diante disso, o
objetivo desse trabalho foi sintetizar novos derivados 2-aminotiofeno-3-carboxamidas
candidatos a farmacos antileishmanias, através da realizacdo da modificacdo molecular
de prototipos 2-aminotiofenos-3-carbonitrila substituidos, a fim de verificar a
importancia do padrdo de substituicdo da posicdo C-3 do anel tiofénico. Dessa forma,
foram sintetizados 13 novos compostos, em rendimentos de 20 a 98%, utilizando a
Reacdo de Gewald como etapa chave para obtencdo dos 2-aminotiofeno-3-
carboxamidas. Os compostos tiveram suas estruturas confirmadas por RMN'H e “C,
suas atividades antileishmania avaliada frente as formas promastigotas de Leishmania
amazonensis, L. braziliensis, L. infantum e L. major, e suas toxicidades avaliadas frente
a macrofagos RAW 264.7. O composto 6BOC2 foi o que apresentou maior atividade
inibitéria com valores de ICs, inferior a 8pM para todas as espécies testadas, e indice de
seletividade (IS) superior a 37,6. A comparacao dos valores de inibicdo e IS dos
derivados 3-carboxamidas em relacdao aos derivados 3-carbonitrila permite afirmar que a
presenca do radical 3-carbonitrila ndo é essencial para atividade antileishmania. Apesar
da substituicdio pelo grupo 3-carboxamida ndo ter resultado em compostos com
atividade superior aos derivados 3-carbonitrila, a obtencdao de novos compostos com
esse padrdo de substituicao deve ser levado em consideracdao no planejamento de novos

candidatos a farmacos antileishmania para essa classe de compostos.

Palavras-Chave: Leishmaniose; 2-aminotiofeno-3-carboxamida; Reacdo de Gewald,

Leishmania (spp.).



ABSTRACT

Leishmaniasis is considered a public health problem, most of the cases are registered in
emerging countries and in low-income populations, being still neglected tropical
diseases which are not prioritized in research investments by large pharmaceutical
companies, which results in few treatment options, in which they have several adverse
effects, and long periods of treatment. In view of this, it became necessary to search for
new effective and less toxic drugs, which is initiated by the understanding of Medicinal
Chemistry, which allows the synthesis or isolation of better compounds. In addition,
among the compounds with activity described in the literature, the 2-amino-thiophene
derivatives are a versatile class of sulfur-containing compounds and an immense
capacity to offer ligands for different molecular targets, with anti-leishmania potential.
replacement of carbonitrile, which showed low solubility, by carboxamide at position-3,
which showed activity against L. amazonenses in other studies. Thus, the objective of
this work was to synthesize new 2-aminothiophene-3 carboxamide derivatives that are
candidates for antileishmanial drugs, by carrying out the molecular modification of
substituted 3-carbonitrile prototypes, in order to verify the importance of the
substitution pattern of the C-3 position of the thiophene ring. Fifteen compounds were
synthesized, with color varying between yellow and orange, yields from 20 to 98%,
with the same synthetic route for all molecules. The compounds had their structures
confirmed by NMR1H and 13C, their antileishmanial activities evaluated against the
promastigote forms of Leishmania amazonensis, L. braziliensis, L. infantum and L.
major, and their toxicities evaluated against RAW 264.7 macrophages. The 6BOC2
compound showed the highest inhibitory activity with IC50 values lower than 8uM for
all species tested, and a selectivity index (SI) higher than 37.6. The comparison of the
inhibition values and SI of the 3-carboxamide derivatives in relation to the 3-
carbonitrile derivatives allows us to affirm that the presence of the 3-carbonitrile radical
is not essential for antileishmanial activity. Although the substitution by the 3-
carboxamide group did not result in compounds with activity superior to the 3-
carbonitrile derivatives, obtaining new compounds with this substitution pattern should
be taken into account when planning new antileishmanial drug candidates for this class
of compounds.

Palavras-Chave: Leishmaniasis; 2-aminothiophene-3carboxamide, Gewald

Reaction; Leishmania (spp.).
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1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas parasitarias transmitidas por vetores, causadas [
protozoarios do género Leishmania, apresentando mais de 20 espécies diferentes, senuo
consideradas problema de saude publica em mais de 98 paises, em sua maioria em
desenvolvimento e com populacao de baixa renda, estimando um ndimero de 0,9-1,7
milhdes de pessoas infectadas por ano e 20.000-30.000 mortes por ano (VARELA et al.,
2012; WHO, 2016; STEVERDING, 2017).

Apesar de sua carga parasitaria ser generalizada em varias regides do mundo, ha
poucas opcdes de tratamento, pois 0s investimentos em pesquisas para 0S mesmos Nao
sdao priorizados. As atuais terapias que tratam as leishmanioses tém muitos efeitos
adversos e longos periodos de tratamento, além de desconfortaveis e de alto custo, o que
dificulta seu uso em paises emergentes (MAROLI et al.,, 2013; AKBARI, ORYAN,
HATAM, 2017).

Dado o exposto, o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de
leishmaniose tornou-se ainda mais relevante e necessdrio, tendo em vista a busca e
necessidade de medicamentos seguros, mais baratos e disponiveis em vias mais
confortaveis, como a via oral, sendo assim os tiofenos ganham o interesse das industrias
farmacéuticas por serem compostos heterociclicos com amplo espectro de atividades
farmacolégicas, inclusive antileishmania (TAKAHASHI et al., 2011; GRAMEC, MAIS,
DOLENG, 2014).

Os derivados do tiofeno sdo metabolitos secundarios encontrados em varios
organismos como fungos e plantas. Eles sdo compostos contendo enxofre de estrutura
molecular simples que podem fornecer ligantes para varios alvos moleculares. O que
permite que eles possuam diversas propriedades farmacolégicas como anti-
inflamatérias, antitumorais, anticonvulsivantes, antiarritimicas, antibacterianas,
antifungicas e antiprotozodrias. Dentre as atividades antiprotozodrias eles apresentam
atividade contra as formas promastigotas de L. donovani, L. infantum, L. braziliensis e
L. amazonensis (LIMA et al., 2009; AMR et al., 2010; SOUZA et al., 2012; GRAMEC,
MASI, DOLENC, 2014).



Nesse sentido, heterociclos tiofénicos tém sido o cerne de pesquisas de sintese e
avaliacdo biolégica de muitos grupos de pesquisa. Os quais tém desenvolvido e
aprimorado rotas de obtencdo de 2-aminotiofenos, especialmente a partir dos trabalhos
do quimico Karl Gewald (1961), o qual desenvolveu um método simples, barato, de
facil aplicacdo e capaz de fornecer altos rendimentos dos mesmos (GEWALD, 1961;

GEWALD 1976).

Nosso grupo de pesquisa tem trabalhado, por algum tempo, com a obtencao de
derivados 2-aminotiofenos e suas avaliagdes antileishmania, obtendo resultados efetivos
e seletivos contra formas promastigotas e amastigotas (aqui destacar as espécies), além

de apresentarem baixos niveis de citotoxicidade (RODRIGUES et al., 2015).

Os resultados obtidos e publicados por nosso grupo de pesquisa permitiram a
identificacdo de regides farmacoféricas importantes para a potencialidade
antileishmania de derivados 2-aminotiofenos, direcionando o planejamento de sintese de
nossos novos derivados, sendo esta a discussdao deste trabalho. Esse planejamento
incluiu a estratégia de modificacdo molecular pela substituicdo de grupos em regides
especificas de nosso esqueleto tiofénico, a fim de melhorar algumas de suas
propriedades fisico-quimicas, como solubilidade, e seus parametros farmacocinéticos e
farmacolégicos. O desenvolvimento das vias sintéticas responsaveis pela obtencdo
desses derivados permitiu a sintese de novos candidatos, que poderdo representar em

uma alternativa terapéutica como farmacos leishmanicidas.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Leishmanioses
As leishmanioses sao doencas tropicais negligenciadas as quais possuem a maior

parte dos casos registrados em paises emergentes e em populacdes de baixa renda, elas
sao conhecidas com essa denominagdo por ndo serem priorizadas nos investimentos de
pesquisa pelas grandes empresas farmacéuticas, contendo assim poucas opcOes de

tratamento.

Essas doengas parasitarias sdao consideradas problema de saude publica, com
diversas manifestacoes clinicas, que sdo transmitidas entre hospedeiros mamiferos pela
picada de flebotomineos fémeas no qual a principal espécie responsavel pela
transmissao da doenca no Brasil é a Lutzomyia longipalpis, vetores estes que
transportam cerca de vinte espécies do género Leishmania, que fazem parte da familia
Trypanosomatidae (BLANCO, NASCIMENTO, 2017; GUERRERO, CEDILLO,
ESMENJAUD et al., 2017; SOUZA, LIMA, 2018).

Essas diferentes espécies sdao endémicas em mais de 98 paises, com carga
generalizada em varias regides do mundo. Elas possuem apresentagdes clinicas
variadas, que podem ser confundidas com outras condicdes patoldgicas e sua
complexidade depende da espécie e da resposta imunologica do hospedeiro frente a
infeccdo do determinado tipo de protozodario. As principais formas da doenca sdo a
Leishmaniose Cutanea (LC) que é a mais comum, e caracteriza-se por causar lesdes na
pele que podem se tornar cronicas ou cicatrizes desfigurantes, e a Leishmaniose Visceral
(LV) que afeta 6rgaos internos como baco, figado, medula 6ssea e ganglios linfaticos,
sendo a forma mais grave e fatal se ndo tratada (GONCALVES et al., 2018; SOUZA,
LIMA, 2018; RUIZ, GROUT, SAURABH, 2020; WONG, 2021).

As leishmanioses acometem grande parte da populacao mundial, principalmente as
que estdo em vulnerabilidade social, apresentando uma prevaléncia de 12 milhdes de
casos e de incidéncia anual de 2 a 2,5 milhdes, estando presente em aproximadamente
98 paises, a maioria em desenvolvimento ou subdesenvolvidos. Em paises de alta carga
de leishmaniose, aproximadamente 556 milhdes de pessoas estdo em risco de LV, e
cerca de 339 milhdes de pessoas para LC. Para a LC existem mais de 431 milhdes de

pessoas em areas endémicas, com 1 milhdo de notificacGes nos ultimos 5 anos,



apresentando mais de 90% dos casos em Afeganistdao, Argélia, Brasil, Colombia, Peru,
Reptiblica Islamica do Ird e Aradbia Saudita (Fig. 1). Quanto a LV tem mortalidade
global de aproximadamente 59.000 o6bitos por ano, com 90% dos casos nos seguintes
paises: Brasil, Bangladesh, Eti6pia, India, Suddo e Suddo do Sul (Fig. 2) (VRIES,
REEDIJK, SCHALLIG, 2015; WHO, 2015; OMS, 2015; WHO, 2016; NERY, 2019;
OMS, 2019).

Figura 1: Mapa da endemicidade da Leishmaniose Cutanea pelo globo em 2015
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Fonte: WHO, 2016.

Entre os anos de 2001 a 2017 foram notificados 59.769 casos de LV na América,
assim com uma média de 3.516 casos por ano, dentre os paises deste continente, o
Brasil é o pais com o maior percentual de casos, com mais de 96% dos registros. Além
disso, o Brasil esta entre os 6 paises que somaram 90% dos casos globais, assim como
entre 0os principais paises com maior numero de casos por LC e LV. Portanto, a
leishmaniose é considerada um problema para a saide publica brasileira, decorrente ao
elevado numero de casos registrados por ano, pela distribuicdo geografica e pela
dificuldade em seu controle. Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania
(Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia) guyanensis, Leishmania (Viannia)

lainsoni, Leishmania (Viannia) shawi e Leishmania (Viannia) naiffi sdo as principais



espécies que causam leishmaniose no Brasil (BRASIL, 2015; BRASIL, 2017; OPS,
2019; BRASIL, 2020).

Figura 2: Mapa da endemicidade da Leishmaniose Visceral pelo globo em 2015
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Fonte: WHO, 2016.

As principais espécies causadoras da LC sdo: Leishmania (L.) major, L. tropica, L
braziliensis, L. mexicana e L. amazonensis, sendo a mesma considerada pela
Organizacao Mundial de Saiide (OMS) como uma doenga de categoria 1, gravemente
negligenciada, emergente e nao controlada. Quanto a sua sintomatologia, é recorrente o
surgimento de nédulos e papulas, podendo evoluir para tlceras, com variadas formas e
aspectos, localizadas na face, nariz, orelhas, membros, nddegas, podendo ocorrer em
mais de uma drea. Além disso, essas lesdes podem causar incapacidades criticas e
cicatrizes definitivas que trazem estigmatizacdo e muitas vezes exclusdao social
(BLANCO, NASCIMENTO, 2017, MEIRELES, MAIA, SOARES et al., 2017;
BAHRAMI, HARANDI, RAFATI, 2018; AMARU, CHAVEZ, 2021).

A LV é causada principalmente pelas seguintes espécies: L. donovani, infectando
humanos, e L. infantum que infecta humanos e caes, apresentando como principal vetor

transmissor o fleb6tomo Lutzomia longipalpis, resultando em uma doenca caracterizada



por suprimir a resposta imunoldgica e considerada a forma clinica mais grave da
leishmaniose. Sua sintomatologia pode ndo acontecer, no caso de infec¢oes silenciosas,
e para aquelas evidentes os principais sintomas sdo febre, perda de peso, baco e figado
edemaciados, e anormalidade nos exames sanguineos que culminam em anemia,
leucopenia e trombocitopenia (WHO, 2016; ABEIJON et al., 2019; COSTA, 2020;
MALEK et al., 2019).

Nos ultimos anos as pesquisas no Brasil tém evidenciado o crescimento geografico
da LV e a expansdo das notificacdes por LC, em sua maioria associados aos fatores de
desnutricao, migracdo, condicoes ambientais, condi¢cdes socioeconomicas e mudangas
climaticas. No ano de 2018 o pais confirmou 3.466 de LV, com destaque para regido
Nordeste com maior concentracdo do nimero de casos (50,1%), e para LC foram
registrados 16.432 casos em todo o estado brasileiro, com destaque para regido Norte
com maior nimero de casos (45,8%). Quanto a letalidade da LV, em 2018 chegou a
porcentagem de 8,9%, considerada a maior da ultima década. (OMS, 2019; GALVIS,
ALBUQUERQUE, SILVA et al., 2020; BRASIL, 2020).

A transmissdo da leishmaniose ocorre quando os flebotomineos fémeas infectados, por
meio da picada, inoculam promastigotas nos mamiferos, no ato da alimentacao do
sangue do hospedeiro. Essas promastigotas sdao fagocitadas por células fagociticas,
como os macrofagos, sendo agora transformadas em amastigotas, as quais irdo se
multiplicar por divisdo binaria, rompendo a célula hospedeira, infectando outras células
fagocitarias mononucleares. Os flebotominios durante o repasto sanguineo irdo ingerir
as células fagocitarias infectadas, as quais se rompem no estdmago do inseto, liberam as
amastigotas que se transformam em promastigotas, migrando para o intestino iniciando
o desenvolvimento, multiplicacdo e diferenciacdo em formas promastigotas
metaciclicas, as formas infectantes para os vertebrados. Entdo, finalmente, seguem para
a faringe do inseto, onde podem infectar novos hospedeiros a partir de um novo repasto
(FIG. 3) (FERREIRA, 2017; COURA, 2018; FAVARO, QUEIROZ, NUNES, 2018;
VIEIRA, 2019).

O tratamento das leishmanioses, irda depender da regido geografica, da espécie
infectante, da sintomatologia, e das respostas as drogas disponiveis naquela regido. Para
casos de L.C com lesOes que estdo em processo de cicatrizacdo espontanea, a espera sem
medicacdo é a primeira escolha. A quimioterapia é eficaz, resultando na cura, porém

devido a severidade dos efeitos adversos, o longo tempo de duragdo de tratamento, o
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desconforto para o paciente e toda a despesa hospitalar, torna-se um tratamento de baixa
adesdo e pouco satisfatério (AKBARI, ORYAN, HATAM, 2017; CHAKRAVARTY,
SUNDAR, 2019).

Figura 3: Ciclo biolégico da leishmaniose

Sandfly Stages Human Stages
Sandfly takes a blood meal :
(1) roocis oremstioote stage @) Promastigotes are

phagecytized by

inke the skin) h
e Divide in the gut and /ﬂ' = __/ ::E:t?:r ;ﬂi:
migrate to proboscis ?‘ﬁ of mononuclear

Wkl &

G
Amastigotes transform into
promastigote stage in the gut

Promastigotes transform
into amastigotes.

Amastigotes multiply in cells
of varipus tissues and infect

- N — % N other cells
e Ingestion of ;_5.'_"

parasitized cell 2|
Sandfly takes a blood meal

(ingests macrophages infected
with amastigotes)

A= Infective Stage
A= Diagnostic Stage
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Os antimoniais pentavalentes (Sb") sdo utilizados desde a década de 1940 como
tratamento padrao e de primeira escolha para LV, ha comercialmente o N-
metilglucamina (Glucantime) e o estibogluconato de sédio (Pentostam), porém estes
necessitam de uma frequéncia em seu uso de 30 dias, e embora seja eficaz apresenta alta
toxicidade, principalmente cardiaca. A droga de segunda escolha é a anfotericina B,
antifiungico utilizado de 15 a 20 infusOes intravenosas principalmente para LV, que
apesar da eficicia também apresenta efeitos adversos, principalmente renais e
hematol6gicos. A Miltefosina foi desenvolvida para o tratamento de cancer, e o primeiro
medicamento oral para leishmaniose, apesar na vantagem da forma farmacéutica, apds
uma década de uso a sua eficacia diminuiu, além dos varios efeitos colaterais como

hepatite téxica, insuficiéncia renal, anorexia, ndusea, diarreia (Figura 4)



(GONGCALVES, COSTA, 2018; CHAKRAVARTY, SUNDAR, 2019; MOKNI, 2019;
GALVIS et al., 2020).

Figura 4. Estruturas quimicas das principais drogas utilizadas no tratamento das

leishmanioses

a) Glucantime; b) Pentostam; c) Anfotericina B; d) Miltefosina.
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Fonte: préprio autor.

Dado o exposto, fica evidente que as atuais drogas utilizadas para o tratamento de
leishmaniose além de estarem sendo utilizadas ha muitos anos, favorecendo o
aparecimento de linhagens resistentes, apresentam consideravel toxicidade, graves
efeitos colaterais que limitam seus usos em diversos casos, sdo mal toleradas, a maioria
¢ de administracdo parenteral, dificultando a adesdo ao tratamento, apresentam custo
elevado, sendo de dificil acesso, principalmente em paises em desenvolvimento, os
quais sdo os principais afetados epidemiologicamente pela leishmaniose
(GONCALVES, COSTA, 2018; CHAKRAVARTY, SUNDAR, 2019; MOKNI, 2019;
GALVIS et al., 2020).

Dessa forma, fica evidente a necessidade de descoberta de novas drogas eficazes,
menos toxicas, de uso convencional e mais barato contra estas doencas. Para isso, é
necessario compreender a Quimica Medicinal e suas ferramentas, a qual baseia-se na
sintese ou isolamento de compostos com atividade biologica, visando melhor afinidade
pelos alvos, maior eficacia farmacolégica, menos efeitos colaterais indesejaveis, solugao
para resisténcias aos medicamentos disponiveis no mercado, e menor custo (PEDROSA,

CRUZ, MARQUES et al., 2017; MIKOVSKI, BASSO, SILVA et al., 2018).

Buscando métodos racionais dentro dessa area, que resolva ou minimize tais
problematicas, é indispensavel realizar estudos de modelagem molecular para propor
estruturas quimicas com maiores chances de serem farmacos especificos, eficazes e
seguros, reduzindo assim o tempo e investimentos em ensaios (TYZACK,

KIRCHMAIR, 2019).

A exemplo do estudo de Coelho (2017) o qual utilizou a modelagem molecular para
avaliar os perfis de afinidade de uma série de derivados do eugenol a alvos moleculares
relacionados a leishmaniose, onde foi obtida uma série de ésteres de base de Mannich

do eugenol, onde 7 compostos apresentaram atividade antileishmania antipromastigota.

Assim como para Aradjo (2021) que em seu estudo realizou testes de docking

molecular de um complexo metalico de ruténio com epiisopiloturina e 6xido nitrico



(Epiruno2) e avaliou sua atividade antileishmania in vitro, obtendo resultados
promissores na modelagem molecular de boa atividade e afinidade, os quais foram
comprovados nos ensaios in vitro com inibicdo do crescimento de promastigotas de
espécies L. major. Sendo assim, pode-se comprovar a importancia da Quimica

Medicinal e sua area de modelagem para os estudos de novos farmacos.
2.2 Derivados tiofénicos como novas alternativas terapéuticas

Novos estudos de planejamento molecular e sintese demonstram que os derivados
tiofénicos sdo compostos quimicos com grande potencial antileishmania.

Os tiofenos (Figura 1) sdo moléculas pertencentes ao grupo de compostos
heterociclicos aromaticos, que despertaram o interesse da industria farmacéutica por
apresentar um amplo espectro de atividades farmacoldgicas como: antitumoral,
anticonvulsivante, antinociceptiva, antiarritmica, anti-inflamatéria ou antileishmania
(CROFT, COOMBS, 2003; WERMUTH, 2004; BROWN, 2007; AMR et al., 2010;
RODRIGUES, DIAS, NERIS et al., 2015).

Figura 5 — Estrutura do tiofeno

e

Fonte: Autor préprio.
Auxilio do programa ChemDraw Ultra 12.0.

Dessa forma, o planejamento e a sintese para a obtencdo de derivados do tiofeno é
interessante para finalidade terapéutica, tendo em vista que é uma classe versatil de
compostos que contem enxofre e uma capacidade enorme de oferecer ligantes para
diversos alvos moleculares. Tais moléculas apresentaram atividades relevantes contra
microorganismos, incluindo acdo antiprotozodria, a exemplo de agdes contra formas
promastigotas da L. donovani, L. infantum, L. braziliensis e L. amazonensis,
evidenciando seu potencial para o tratamento das leishmanioses (LIMA et al., 2009;
MARGL et al., 2011; MENDONCA JUNIOR et al., 2011; TAKAHASHI et al., 2011;
SOUZA et al., 2012; GRAMEC, 2014; RODRIGUES, 2015).
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Dentre os derivados do tiofeno, destacam-se os 2-aminotiofenos com atividade
efetiva e seletiva para as formas promastigotas e amastigotas dos parasitas, além de
demonstrar menor toxicidade em células humanas (macr6fagos) do que ao parasito,
sendo assim considerado uma opgdo terapéutica segura (RODRIGUES et al., 2015).
Tendo em vista que estes derivados podem estar condensados ao grupo indol, com
subunidade aromatica rica em elétrons, isto permite ampla distribuicdo nos sistemas
biologicos, e importante interacdo com os receptores pela presenca do grupo NH

(SETTIMO, 1996; ALVES et al., 2009)

Sendo de suma importancia enfatizar os resultados de estudos no nosso grupo de
pesquisa (Laboratério de Quimioinformatica da UFPB, em parceria com os laboratoérios
de Sintese e Vetorizacdo de Moléculas da UEPB e Laboratério de Leishmaniose da
UFPB) os quais identificaram atividade anti-leishmania in vitro promissora destes
derivados 2- amino-tiofenos, com auséncia de toxicidade frente a células mamiferas, os
quais apresentavam anel indélico terminal apresentaram-se mais efetivos, concluindo

relevante potencialidade com antileishmania (RODRIGUES et al., 2015, 2018).

Tal estudo foi caracterizado pela atividade anti-leishmania in-vitro promissora do
derivado tiofénico SB-83 (Figura 6) contra a espécia L. amazonensis, com Cls, de 3,37
pg/ml, DLs, de 2500 mg/kg por via oral, com poucas alteragdes comportamentais em
camundongos e com atividade igual entre as diferentes cepas resistentes e sensiveis,

indicando potencial antileishmania.

Figura 6 — Estrutura do composto SB-83

Br

Fonte: Rodrigues et al. (2015; 2018).

Outro estudo em nosso grupo que comprovou a potencialidade dos derivados 2-

amino-tiofénicos foi o de Félix et al. (2016), o qual afirmou atividade antileishmania in
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vitro frente a L. amazonensis, com Cls de até 2,07 pg/ml para o composto TN8-7

(Figura 7).

Figura 7 — Estrutura do composto TN8-7
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Fonte: Felix et al. (2016).

Ashok et al. (2017) sintetizaram e avaliaram a acao biolégica de quinze derivados 1-
(tiofen-2-il)-9H-pirido[3,4-b]contra as formas promastigotas e amastigotas das espécies
Leishmania donovani e Leishmania amazonensis e apresentaram resultados de atividade
potentes contra L. donovani (15,55, 7,70, 7,00, 3,80, 14,10, 9,25, 3,10, 4,85 uM) e
resultado significativo in-vitro de dois compostos frente a formas amastigotas com

atividade de 8,80 pM e 7,50 pM.

Silva et al. (2020) afirmaram em seu estudo a eficacia de derivados indol-3-il-
tiosemicarbazonas frente as espécies Leishmania infantum (Cls, 4.36 e 23.35 pM) e
Leishmania amazonensis (CI5S0 12.31 e > 481.52 pM), apresentando baixa

citotoxicidade frente a macrofagos.
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Dado o exposto, avaliando os resultados promissores de todos os estudos citados,
destaca-se a importancia e relevancia da sintese destes compostos, avaliando-os como

potenciais candidatos para a sintese e avaliacdo de novos farmacos anti-leishmania.

No entanto, para desenvolver novos farmacos é necessario antes um planejamento
racional que depende de informacoes sobre o alvo molecular, seu efeito biologico e
todas as suas intervencOes, havendo a necessidade de estudos anteriores ao
desenvolvimento. Sendo assim é de suma importancia entender a estrutura quimica para

utilizar técnicas experimentais de modificagcdes moleculares (BARRETO, 2009).

Dentre as técnicas de modificacdo molecular existe o bioisosterismo, simplificacao,
hibridacdo molecular, entre outras. Podendo alterar substituintes da molécula para
identificar e quantificar suas propriedades fisico-quimicas, as quais poderdo influenciar
na atividade farmacolédgicas destes candidatos a novos farmacos (BARRETO et al.,

2001; THOMAS, 2003; WERMUTH, 2003; CHUNG et al., 2005).

Uma substituicao nos derivados dos tiofenos, com a carbonitrila (Composto 1 do
Esquema 1), apesar de apresentar boa atividade antiftingica, foi identificada uma baixa
solubilidade. Sendo estudada uma melhor op¢do quimicamente para esta substituicdo o
uso do grupo funcional amida (Composto 2 do Esquema 1), o qual desempenha um
papel fundamental na composicdo de biomoléculas, incluindo muitos medicamentos
aprovados clinicamente, e apresenta maior solubilidade. Tendo em vista que se busca
farmacos antileishmanias que sejam administrados por via oral, a carboxamida é mais

interessante (SILVA, 2017).

Esquema 1. Reacdo para obtencao de adultos de Gewald

R
(CH 5 )n
(CH,)n 2
: T D
< — |
S X S
X CN
CH,
R= CN NH?2 1: R=CN
=CNouCO 2: R= CONH2

Fonte: Proprio autor
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Compostos derivados [-carbolinicos contendo carboxamida na posicdo-3
apresentaram compostos com potente atividade para células tumorais humanas, com
valores de ICs, na faixa de 0,45-2,93 pM, e compostos ativos frente a L. amazonensis
com valores de ICs, de 4,45, 19,23 e 5,50, o que afirma a promissora atividade das
carboxamidas farmacologicamente, assim como especificamente com atividade

antileishmania.

Assim como o estudo de Zimmwemnn (2018) no qual o 4-amino-N-(2-((5-bromo-2-
((2-fluorobenzil)oxi)benzil)amino)etil-1,2,5-oxadiazol-3-carboxamida (S21) apresentou
atividade tripanocida e antileishmania in vitro, com Cls, 42,3 pM, e doze dos seus
analogos apresentaram algum grau de inibicdo parasitaria para ambos os parasitos, além
disso, foi o que apresentou um indice de seletividade de 5,3, indicando a menor

citotoxidade dentre os compostos.

Os 2-aminotiofenos sdo sujeitos a mudangas quimicas em sua estrutura para sintese
de corantes, agroquimicos e compostos ativos farmacologicamente, sendo assim, foram
descritos na literatura diversos métodos para a sua preparacdo. Dentre as abordagens
para a sintese dessas estruturas quimicas, a mais classica, bem estabelecida, simples e de
baixo custo é a reacdo de Gewald (GEWALD et al.,, 1976; LUTJENS et al., 2003;
PILLAI et al., 2005; NIKOLAKOPOULOS et al., 2006).

2.3 Reacado de gewald

Gewald, em 1961, desenvolveu uma rota sintéticas de uma reagdo universal,
promissora e simples de sintetizar os derivados dos 2-amino-tiofénicos, com bons
rendimentos. Esta reacdo é considerada versatil tendo em vista a vasta disponibilidade
de reagentes, as brandas condi¢Oes reacionais, a simplicidade para a realizacdo dos

procedimentos e os rendimentos satisfatérios (GEWALD, 1961; GOUDA et al., 2011).

A reacdo de Gewald (Esquema 2) ocorre entre uma cetona ou aldeido, uma
nitrila ativada e enxofre, na presenca de uma base, sejam aminas secundarias ou
tercidarias como dietilamina, morfolina, trietilamina e piridina, assim como bases
inorganicas, e com solventes polares como DMF e alcoois (GEWALD, 1961; GOUDA
et al., 2011).
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Esquema 2. Reacdo de Gewald
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Fonte: Proprio autor
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3.0BJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Obter sinteticamente novos derivados 2-aminotiofeno-3-carboxamidas candidatos a

farmacos antileishmanias, através da realizacdo da modificacao molecular de prot6tipos

3-carbonitrila substituidos, a fim de verificar a importancia do padrao de substituicdo da

posicdo C-3 do anel tiofénico.

3.2. Objetivos especificos

Sintetizar novos 2-aminotiofeno-3-carboxamidas através de técnicas de

modificacao molecular;

Determinar as principais caracteristicas fisico quimicas e o calculo dos rendimentos

dos compostos sintetizados;
Comprovar as estruturas dos novos compostos atraveés de técnicas espectroscopicas;

Avaliar o potencial antileishmania dos candidatos a farmacos sintetizados in vitro
frente a formas promastigotas de Leishmania amazonensis, L. major, L. brasiliensis

e L. infantum;
Avaliar a citotoxicidade dos candidatos a farmacos em macr6fagos;

Realizar estudos de relacdo estrutura quimica x atividade biol6gica (SAR).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Sintese dos compostos

Os derivados 2-amino-tiofénicos propostos nesse estudo foram obtidos através
de uma rota sintética linear composta por duas etapas reacionais. Na primeira etapa
foram obtidos os adutos de Gewald, derivados 2-amino-tiofeno-3-carboxamidas
(6AMD, 7AMD, 8AMD e 6AMDBOC), conforme apresentado no Quadro 1. Em
seguida, cada um desses 2-amino-tiofenos foram reagidos com quantidades equimolares

de diferentes aldeidos indélicos, gerando os compostos finais desejados (Quadro 2).

Dos 4 adutos de Gewald sintetizados, apenas o0 6AMDBOC trata-se de um

composto inédito. Os demais ja foram obtidos e descritos na literatura.

Os adutos de Gewald (compostos 6AMD, 7AMD, 8AMD e 6AMDBOC) foram
obtidos em rendimentos variando de 22% (para o 7AMD) a 83% (para o 6AMDBOC).

Analisando os dados de outros trabalhos, observamos que Arya, 1972, e Gewald,
Schinke and Bottcher, 1966 obtiveram o composto 6AMD em rendimento variando
entre 61 e 71%, sendo obtido portanto, em rendimento comparavel ao rendimento
obtido nessa dissertacdao (65%). Gewald, Schinke and Bottcher, 1966 também
descreveram o ponto de fusdo do composto 6AMD como sendo entre 189-190°C, sendo

portanto, compativel com o resultado obtido (180 — 184°C).

Os compostos 7AMD e 8AMD foram obtidos por Aurelio et al.,, 2011,
respectivamente, com rendimento de 31% e 43%, sendo esses valores comparaveis aos
obtidos nesse trabalho (22% e 30%). Nesse mesmo trabalho, os autores apresentaram o
valor do ponto de fusdo do composto 7AMD como sendo 163°C, portanto apresentando

valor equivalente ao observado nessa dissertagcdo (165 — 166°C).

17



Quadro 1. Estruturas quimica, rendimentos e caracteristicas fisico-quimicas dos aductos de Gewald sintetizados.

i Faixa Ren Siste
COD PM Aparéncia R
X Fusao ma de
I1GO (g/mol) Cristal f
(°C) (%) | eluicao
Hex/
6AM CH Amarel 180 — 0,
65 AcOEt
D 2 96 0 184 23
(7:3)
Hex/
7AM CH Vermel 165 — 0,
22 AcOEt
D 2 10 ho 166 45
(7:3)
Hex/
8AM CH Vermel 265,4 — 0,
30 AcOEt
D 2 24 ho 268,1 51
(7:3)
6AM Beje 126 — 0, 83 Hex/
DBOC N-Boc 97 127 57 AcOEt
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(7:3) |
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Quadro 2. Estruturas quimica, rendimentos e caracteristicas fisico-quimicas dos 2-aminotiofenos-3 carboxamidas obtidos.

co PM Aparénci Faixa Si
DIGO ! (g/mol) a Cristal Fusao f end. st. de
(°C) elui¢do”
%)
6A 402 Amarelo 279 — H
MD?2 H, r claro 282 ,57 6 ex/AcOEt
6A 323 Amarelo 263 — H
MD3 H, escuro 265 57 4 ex/AcOEL
6A 353 Amarelo 265 — H
MD4 H, CH; 268 52 4 ex/AcOEL
6A 481 Amarelo 295 -298 H
MD5 H, I 64 8 ex/AcOEt
7A 416 Amarelo 231,0 H
MD?2 H, r escuro 240,0 54 8 ex/AcOEL
7A 337 Beje 204,1 - H
MD3 H, 206,5 47 0 ex/AcOEL
7A 366 Laranja 206,1 - H
MD4 H, CH; escuro 2129 ,59 5 ex/ACOEL
8A 430 Amarelo 238,3 — H
MD?2 H, r 244,5 48 0 ex/AcOEL
8A 381 Amarelo 190,1 - H
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MD4 H, CH; mostarda 192,8 ,55 ex/AcOEt
8A 509 Amarelo 264 H
MD5 H, r 265 23 ex/AcOEt
6BO 503 Amarelo 245 H
C2 -Boc r 246 ,57 ex/AcOEt
6BO 424 Amarelo 214 H
C3 -Boc 218 ,52 ex/AcOEt
6BO 454 Amarelo 254 H
C4 -Boc CH; 255 64 ex/ACOEL

* Hex/AcOFEt (7:3)
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Os maiores rendimentos obtidos foram de 98% (6AMD5; 7AMD2;
6AMDBOC4), 92% (8AMD5), 83% (6AMDBOC) E 80% (8AMD2; 6AMDBOC?2;
6AMDBOC3). E os menores rendimentos obtidos foram de 20% (7AMD3), 22%
(7AMD) e 30% (8AMD) (Quadro 2).

4.2. Comprovacao estrutural

A molécula codificada como 6AMDBOC foi comprovada estruturalmente como
sendo um adulto de Gewald de nome 2-amino-3-carbamoil-4,7-diidrotieno[2,3-
c]piridina-6(5H)-carboxilato de terc-butila pelos dados espectrais de RMN 'H e *C,

demostrados nas figuras 8 e 9.

No espectro de RMN 'H (Figura 8) foi possivel observar um simpleto com
integral para 9H em 1,42 ppm indicando as 3 metilas homotopicas da porgao terc-butila.
Além de um duplo tripleto em 3,52 ppm e um tripleto em 2,72 ppm, referente aos
hidrogénios H-5 e H-4, respectivamente. Como também um sinal em 4,28 ppm, em
singleto, para o hidrogénio H-7, confirmando o anel piridina. Além de 2 simpletos
largos, com integral para 2H, em 6,59 e 6,97 ppm referente aos hidrogénios (NH,) da

amina e da carboxamida, respectivamente.

No espectro de RMN "“C (Figura 9) do composto 6AMDBOC é possivel
observar 10 sinais para carbono, que devido a presenca de 3 carbonos homotépicos é
compativel com a molécula que apresenta 13 carbonos em sua estrutura quimica. Sendo
7 sinais de C (carbono nao hidrogenado), 3 sinais de CH, (carbono metilénico) e 1 sinal
de CH; (carbono metilico). E possivel observar ainda os sinais caracteristicos da
molécula em 79,73 ppm, 27,04 ppm, referente, respectivamente, ao carbono vizinho ao
oxigénio (C-O) e das 3 metilas homotépicas da porcao terc-butila. Além do sinal das
duas carbonilas da por¢io N-Boc em 168,00 ppm devido a presenca dos dois
heteroatomos (O e N) e o sinal da carbonila da por¢dao carboxamida em 160,14 ppm,

corroborando com a estrutura.

22



Figura 8. Espectro de RMN 'H do composto 6AMDBOC
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A substancia codificada como 6BOC4 foi comprovada estruturalmente como
sendo o derivado tiofeno 2-(((5-metoxi-1H-indol-3-il)metileno)amino)-3-carbamoil-4,7-
diidrotieno[2,3-c]piridina-6(5H)-carboxilato de terc-butila pelos dados espectrais de

RMN 'H e *C, demostrados nas figuras 10 e 11.

No espectro de RMN 'H (Figura 10) foi possivel observar um simpleto com
integral para 9H em 1,44 ppm indicando as 3 metilas homotopicas da porgao terc-butila.
Além de um tripleto em 3,57 ppm e um mutipleto em 2,89 ppm, referente aos
hidrogénios H-5 e H-4, respectivamente. Como também um sinal em 4,49 ppm, em
simpleto, para o hidrogénio H-7, confirmando o anel piridina. Além de 2 simpletos
largos, com integral para 1 H, em 8,50 e 7,67 ppm referente aos hidrogénios (NH-) da
carboxamida. Também foi observado um simpleto largo em 12,35 ppm com integral
para 1H, referente ao hidrogénio (NH) do anel indol que associado aos sinais em 7,62
ppm como um simpleto com integral para 1H corresponde ao H-4’e 6,91 ppm,
representado por um duplo dubleto, com integral para 1H referente ao H-6’, junto do
sinal em 7,44 ppm como um dubleto com integral para 1H confirmam a presenga do
anel indol. Ainda é possivel observar um simpleto em 8,66 ppm com integral para 1H

referente ao hidrogénio da imina.

Figura 10. Espectro de RMN 'H do composto 6BOC4
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No espectro de RMN "*C (Figura 12) do composto 6BOC4 é possivel observar
17 sinais para carbono, que devido a presenca de carbonos homotdpicos justifica a
molécula possuir 22 carbonos. Sendo 11 sinais de C (carbono nao hidrogenado), 5 sinais
de CH (carbono metinico), 3 sinais de CH, (carbono metilénico) e 4 sinais de CHj3
(carbono metilico). Com sinais caracteristicos da molécula, como os sinais em 79,73
ppm, 55,87 ppm, 27,04 ppm, referente, respectivamente, ao carbono vizinho ao
oxigénio (C-O) da porcao terc-butila, da metoxila na posicao 5 do anel indol e das 3
metilas homotépicas da porgdo terc-butila. E possivel observar ainda o sinal da
carbonila da por¢do N-Boc em 154,78 ppm mostrando uma blindagem devido a
presenca dos heteroatomos O e N e o sinal da carbonila da porcdo carboxamida em

165,51 ppm, corroborando com a estrutura.

A substancia codificada como 6AMD?2 foi comprovada estruturalmente como
sendo o derivado tiofeno 2-(((5-bromo-1H-indol-3-il)metileno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxamida pelos dados espectrais de RMN 'H e C,

demostrados nas figuras 13, 14 e 15.

No espectro de RMN 'H (Figura 13) foi possivel observar 4 multipletos na
regido de 1,71 a 2,74 ppm, cada um, com integral para 2H indicando os hidrogénios, H-
4, H-5, H-6 e H-7, do anel tetraidrobenzo. Além de 2 simpletos largos, com integral para
1 H, em 8,07 e 7,51 ppm referente aos hidrogénios (NH-) da carboxamida. Também foi
observado um simpleto largo em 12,17 ppm com integral para 1H, referente ao
hidrogénio (NH) do anel indol que associado aos sinais em 7,39 ppm como duplo
dupleto com integral para 1H e constante de acoplamento J = 5,72 e 1,28 Hz
corresponde ao H-6’ que acopla com o H-7’, representado por, um dubleto em 7,49 ppm
com integral para 1H e constante de acoplamento J = 5.72 Hz, que junto dos sinais em
8,32 e 8,21 ppm, como dubletos com integral para 1H e constante de acoplamento J
=1,16 e 1,8 Hz, respectivamente, comprovam a presenca do anel indol. Ainda é possivel
observar um simpleto largo em 8,63 ppm com integral para 1H referente ao grupo

imina.
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Figura 12. Espectro de RMN "*C do composto 6BOC4
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Figura 14. Expansodes do espectro de RMN 'H do composto 6AMD?2
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No espectro de RMN "*C (Figura 15) do composto 6AMD?2 é possivel observar
18 sinais para carbono, que corrobora a estrutura da molécula. Sendo 8 sinais de C
(carbono nao hidrogenado) com deslocamento de 165,91 a 114,33 ppm, 5 sinais de CH
(carbono metinico) com deslocamento quimico na regidao de 114,76 a 135,91 ppm e 4
sinais de CH, (carbono metilénico) com deslocamento quimico na regido de 22,71 a
26,44 ppm. Confirmando os sinais caracteristicos do grupamento carbonila, da
carboxamida, em 165,91 ppm e para o grupo imina em 153,50 ppm. Além da ligacao
carbono-bromo que protege o sinal de carbono quaternario C-5 para uma regido

aproximada de 114.76 ppm.

Figura 15. Espectro de RMN "*C do composto 6AMD?2
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A molécula codificada como 7AMD3 foi comprovada estruturalmente como
sendo o derivado tiofeno 2-(((1H-indol-3-il)metileno)amino)-5,6,7,8-tetraidro-4H-
ciclohepta[b]tiofeno-3-carboxamida pelos dados espectrais de RMN 'H e BC,

demostrados nas figuras 16, 17 e 18.

No espectro de RMN 'H (Figura 16) foi possivel observar 5 multipletos na
regiao de 1,55 a 2,92 ppm com integral para 2H cada, indicando os hidrogénios, H-4, H-
5, H-6, H-7 e H-8 do anel cicloheptano. Além de 2 simpletos largos, com integral para 1

H, em 8,02 e 7,54 ppm referente aos hidrogénios (NH) da carboxamida. Também foi
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observado um simpleto largo em 11,93 ppm com integral para 1H, referente ao
hidrogénio (NH) do anel indol que associado aos sinais em 7,24 ppm como um tripleto
com integral para 1H e constante de acoplamento J = 5,36 Hz corresponde ao H-6’ que
acopla com o H-7’, representado por, um dubleto em 7,50 ppm com integral para 1H e
constante de acoplamento J = 5,36 Hz, confirmam junto dos sinais em 7,18 ppm como
um tripleto com integral para 1H e constante de acoplamento J = 5,36 Hz, e do sinal em
8,11 ppm como dubleto com integral para 1H e constante de acoplamento J = 1,92 Hz,
os hidrogénios aromaticos e a presenca do anel indol. Ainda é possivel observar um

simpleto largo em 8,62 ppm com integral para 1H referente ao hidrogénio da imina.

Figura 16. Espectro de RMN 'H do composto 7AMD3
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Figura 17. Expansoes do espectro de RMN 'H do composto 7AMD3
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No espectro de RMN "C (Figura 18) do composto 7AMD3 é possivel observar
19 sinais para carbono, que corrobora a estrutura da molécula. Sendo 8 sinais de C
(carbono ndo hidrogenado) com deslocamento de 166,97 a 112,75 ppm, 6 sinais de CH

(carbono metinico) com deslocamento quimico na regidao de 115,01 a 135,51 ppm e 4
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sinais de CH, (carbono metilénico) com deslocamento quimico na regido de 27,52 a
32,42 ppm. Podendo confirmar os sinais caracteristicos do grupamento carbonila, da

carboxamida, em 166,97 ppm e para o grupo imina em 152,89 ppm.

Figura 18. Espectro de RMN "C do composto 7AMD3
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A substancia codificada como 8AMD5 foi comprovada estruturalmente como
sendo o derivado tiofeno 2-(((5,7-dibromo-1H-indol-3-il)metileno)amino)-4,5,6,7,8,9-
hexaidrocicloocta[b]tiofeno-3-carboxamida pelos dados espectrais de RMN 'H e C,

demostrados nas figuras 19 e 20.

No espectro de RMN 'H (Figura 19) foi possivel observar 6 multipletos na
regido de 1,32 a 2,82 ppm com integral para 2H cada indicando os hidrogénios, H-4, H-
5, H-6, H-7, H-8 e H-9 do anel hexaidrocicloocta. Além de 2 simpletos largos, com
integral para 1 H, em 8,44 e 7,67 ppm referente aos hidrogénios (NH,) da carboxamida.
Também foi observado um simpleto largo em 12,35 ppm com integral para 1H,
referente ao hidrogénio (NH) do anel indol que associado aos sinais em 7,50 ppm como
um simpleto com integral para 1H corresponde ao H-4’, e 7,89 ppm, representado por
um simpleto com integral para 1H refere-se ao H-6’, confirmam a presenca do anel

indol e que junto a auséncia de sinais para os H-5’ e 7’ confirma a substituicdo na
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porcao indol. Ainda é possivel observar um simpleto em 8,64 ppm com integral para 1H

referente hidrogénio da imina.
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Figura 19. Espectro de RMN 'H do composto 8AMD5
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No espectro de RMN "*C (Figura 20) do composto 8AMD5 é possivel observar
20 sinais para carbono, que corrobora a estrutura da molécula. Sendo 10 sinais de C
(carbono nao hidrogenado) com deslocamento de 165,56 a 106,22 ppm, 4 sinais de CH
(carbono metinico) com deslocamento quimico na regidao de 114,34 a 136,76 ppm e 6
sinais de CH, (carbono metilénico) com deslocamento quimico na regido de 25,29 a
32,33 ppm. Podendo confirmar os sinais caracteristicos do grupamento carbonila, da

carboxamida, em 165,56 ppm e para o grupo imina em 152,51 ppm.

Figura 20. Espectro de RMN "C do composto 8AMD5
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4.3. Atividade Antileishmania
A atividade antileishmania foi avaliada a partir dos ensaios biolégicos realizados

em parceria com o prof. Dr. Klinger Antonio da Franca Rodrigues, na Universidade
Federal do Delta do Parnaiba.

No Quadro 3, estdo apresentados os resultados da avaliacdo da atividade
antileishmania dos derivados 2-aminotiofenos-3-carboxamidas e das drogas referéncia

anfotericina B e pentamidina frente as formas promastigotas de Leishmania
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amazonensis, L. braziliensis, L. major e L. infantum, juntamente com os dados da

citotoxicidade frente a macr6fagos RAW 264.7, e os indices de seletividade (IS).

Quadro 3. Atividade antileishmania frente a formas promastigotas de Leishmania
amazonensis, L. braziliensis, L. major e L. infantum, efeitos citotéxicos contra
macrofagos e indices de seletividade (IS) dos derivados 2-aminotiofénicos-3-

carboxamidas e farmacos de referéncia (valores de ICsy e CCsoem pM).

Compo ICse IS ((
stos Cso
i I 1 I N
LA |S VB |S LI |s LM |S ®
Ny 3
6AMD | ,, 3,4 |10 |314 |24 [34 |10 |314 |1436
1 p 3
6AMD2 | ) 49 |41 |10 |300 |10 [300 |11 |301 |0074
1 2 9 2 2
6AMD3 | 53 |50 |95 |67 |05 |26 |, 72 |05 65,83
9 3 9 3 3
6AMDA |, 163 |3 |52 |10 |328 |82 |19 27,5
y 2
6AMDS | 283 [10 |283 |8 |63 |65 |93 83,21
9 3 3
7AMD2 | 31 |10 [31,1 |10 |31,1 |10 |311 |109
7AMD 9 4 N 3
3171 |12 |10 |303 |51 |04 |5 |57 03,17
7AMD4 8 g 7 2
4 15 |10 |264 |[,59 |48 |69 |04 |6426
BAMD | 10 10 10
8AMD2 | 4, 10 10 10
> 2
BAMDS | 298 |10 298 |25 |68 [,2 |24 984
6AMD 9 3 > 3
BOC 35 |31 |10 |301 |10 |301 |2 |37 09,7
7 3 6 4 P
6BOC2 | ¢7 176 |, 71 |30 |6 |15 |3 |44 |884
5 5 5 3
6BOC3 | 99 lo6 |10 |357 |10 |357 |10 |357 |569
8 3 1 1 P
6BOC4 | 11 lo4 |24 |99 |06 |07 |13 |03 |4635
Anfoter 0 1 0 1 0
icina B 3 |1 |25 |5 |3 |3 |59 |7 38
Pentam 4 6 3 7 2
idina 2032 |9 |788 18 |82 |7 Jo013 |3 93,79

LLA - Leishmania (Leishmania) amazonensis
LVB - Leishmania (Viannia) braziliensis

LLI — Leishmania (Leishmania) infantum

LLM — Leishmania (Leishmania) major
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M® — Macréfagos RAW 264.7
IS = CC50 / IC50

Os compostos que apresentaram melhor atividade inibitoria sobre o crescimento
da cepa LLA foram o 6BOC3 com ICsy de 5,99uM e o 6BOC 2 com 7,67pM, assim
como para a LVB o0 6BOC2 também apresentou a melhor atividade com ICs de 6,71pM
considerada. Tais resultados reforcam os estudos de Rodrigues et al. (2015) os quais
apresentaram em seus derivados tiofénicos com por¢ao indolica, atividade in vitro para
com a espécie L. amazonensis, corroborando assim a importancia destes derivados para
atividade antileishmania.

A L. infantum (LLI) foi a espécie que se mostrou mais sensivel aos compostos,
apresentando 8 compostos com valores de ICs inferior a 8 pM. Para a LLI destacaram-
se os compostos 6AMD3 (ICs = 5,05pM), BAMDS5 (ICso = 5,25pM), 6BOC2 (ICso =
5,6pM) e 6BOC4 (ICs = 6,06pM).

Para a LLM o 6BOC2 também apresentou a maior inibicao com ICs, de 5,3pM,
seguido pelo 6AMDA4 (ICs.= 7,82 pM).

A série mais promissora foi a caracterizada quimicamente pela presenca do
grupo piridina carboxilato de terc-butila ligado ao anel tiofénico (EAMDBOC). Nessa
série foi observado que a insercdo do radical indol provocou um incremento na
atividade antileishmania, o que pode ser observado pela maior atividade dos derivados
6BOC2, 6BOC3 e 6BOC4, quando comparado com seu precursor 6AMDBOC. Com
destaque para molécula 6BOC2 que apresentou ICs inferior a 8uM frente as 4 espécies
de Leishmania avaliadas, e com IS superior a 37,6. O derivado 6BOC2 apresenta em
sua estrutura quimica a presenca do halogénio bromo na posicao C-5", o que corrobora
o estudo de Felix (2020) que verificou que seu segundo composto mais ativo (42)(Fig.
21) também apresentava o bromo na posicdo 5 do indol.

Figura 21 — Estrutura do composto 42

Br-

NH
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Fonte: Felix et al. (2020).

Destacando-se também a insercdo da metoxila (6BOC4) no anel indol no qual
apresentou uma atividade inibitéria significativa em todas as linhagens, obtendo um
resultado promissor assim como Felix (2020) que teve o seu composto 19 (Fig. 22),
como O mais ativo, e este também apresentava a metoxila como radical do indol, e
assim como Felix (2016) que tem em seu composto TN6-2 (Fig. 23) apresentou um ICs

de 5,99pM.

Fig. 22 — Estrutura do composto 19 Fig. 23 — Estrutura do composto TN6-2

Fonte: Felix et al. (2020). Fonte: Felix et al. (2016)

Sendo assim, pode-se concordar que a adicdo de um bromo promove um carater
hidrofébico, em decorréncia da sua eletronegatividade, o que permite maior
lipossolubilidade. Porém em relacdo ao radical metoxila é observada um carater
hidrofilico, em consequéncia a maior tendéncia de formar ligacdes de hidrogénio
(FELIX, 2020).

Ja a série menos promissora foi a do 8AMD, em que apenas o composto 8AMD5
apresentou atividade (ICsp = 5,25uM — LLI e 9,2pM — LLM), o qual foi caracterizado
quimicamente pela insercdao de dois radicais bromo.

Outra série que mostrou resultados promissores foi do 6AMD, de forma que a
presenca de um ciclo com 6 carbonos pode ser importante para a atividade biolégica, o
que corrobora a pesquisa de Felix (2016) na qual os compostos TN6 apresentaram

atividade inibitoria em praticamente todos os compostos.
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No que diz respeito aos valores de CCs,, foi observado que todos os derivados 2-
aminotiofeno-3-carboxamidas avaliados apresentaram menor toxidade aos macréfagos
do que as diferentes formas do parasito, revelando tratar-se de compostos que
apresentam margem de seguranca para a utilizagao.

Em relagdo a atividade dos farmacos de referéncia, para a Anfotericina B, pode-
se observar que ela efetivamente apresenta os menores valores de ICs (0,3 — 0,59 pM)
sendo muito efetiva em inibir o crescimento de todas espécies de leishmania avaliadas.
Porém, é importante destacar que ela apresenta também os menores indices de
seletividade (0,3 — 1,5), sinalizando o grande potencial citotoxico ja relatado por esse
farmaco.

Quando comparamos nossos resultados com o outro fairmaco de referéncia, a
Pentamidina, observamos que os derivados 2-aminotiofénicos em sua grande maioria
apresentaram atividade superior a esse farmaco, assim como apresentaram melhores
indices de seletividade.

De forma a avaliar e verificar a importancia do padrao de substituicdo da posicao
C-3 do anel tiofénico, que era um dos objetivos principais dessa dissertacao, iremos
apresentar a comparacdo dos resultados da atividade antileishmania frente a L.
amazonensis, e do indice de seletividade (IS) dos derivados substituidos na posicao 3
com o grupo carboxamida obtidos nesse trabalho, com os dados de analogos nos quais a
Unica alteracdo estrutural, é a presenca de grupos carbonitrila e grupo éster na posicao

C-3. Esses dados encontram-se sumarizados no Quadro 4, a seguir.

Quadro 4. Atividade antileishmania frente a formas promastigotas de Leishmania
amazonensis, efeitos citotoxicos contra macrofagos e indices de seletividade (IS) dos
derivados  2-aminotiofeno-3-carboxamidas, 2-aminotiofeno-3-carbonitrila, e 2-
aminotiofeno-3-éster substituidos (valores de ICsoem pM)

2-aminotiofeno-3- 2-aminotiofenos-3-carbonitrila /
carboxamidas 3-éster
Compo I Compos IC
P IS P ’ IS
sto Cso to 0
20.
S N 6CN o 5,2
6AMD
10 T >4
6EST NT
00
8AMD > N 8CN 1,2 36,
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10 T 58
22,
6CNP 3.8
56
33 71,
oc 6AMDB . S RMD59 3.1
1 23
6.5 29,
RMD37
2 84
1 25 14, 88,
6AMD?3 TNG
0,53 2 7 8
9 31 73 6.6
7AMD?3 SB44
,71 2 7 5
1 24 3,3 33,
6AMD?2 SB83
2.49 1 7 6
9 33 3.6 8.7
7AMD?2 SB200
4 ,1 5 7
9 36 17, 66,
6AMD4 TNG-2
02 3 9 8
8 31 29, >3
7AMD4 TN7-2
4 5 1 9,1

Nosso grupo de pesquisa ja realizou a sintese de diversos derivados 2-amino-
tiofeno (adutos de Gewald) com a presenga de nitrila e ésteres na posicao C-3, os quais
ja foram anteriormente avaliados quando seu potencial Antileishmania.

Para fins de avaliacdo do efeito da substituicdo na posicao C-3 iremos comparar
inicialmente os adutos de Gewald analogos (linhas 3-5 do quadro 4), cujas estruturas

quimicas estdo representadas na Figura 24.

Figura 24 — Estruturas das séries com carboxamida, carbonitrila e éster na posicao 3
(valores de ICsoem pM).
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Considerando os analogos que possuem o anel 4,7-diidrotieno[2,3-c]piridina-
6(5H)-Boc, e conforme pode ser visto no Quadro 4 e Fig. 24, as moléculas RMD59 e
RMD37, apresentando respectivamente éster etilico e éster terc-butilico na posicao C-3
apresentaram os menores valores de ICs, do que seus respectivos analogos com nitrila
(6CNP) e carboxamida (6AMDBOC) em C-3. Sendo o derivado com 3-carboxamida
cerca de 2,5 vezes mais ativo do que o derivado 3-carbonitrila, que foi o menos ativo
desse conjunto de moléculas. As moléculas contendo o grupo 3-éster, especialmente o
RMD?59 apresentou o maior IS, enquanto que o 6CNP com nitrila em C-3 foi o com
menor IS.

Em contrapartida, para os andlogos de benzotiofenos o composto com o grupo
éster etilico em C-3 (6EST) foi o menos ativo, (ICs, maior que 400puM), o derivado com
nitrila em C-3 (6CN) teve atividade intermediaria (ICs, = 22,561M) e comparavel a seu
analégo 6CNP, enquanto o composto com carboxamida em C-3 ndo teve seu ICs
observado abaixo de 10pM.

Com base nesses resultados, e considerando analogos com anéis de 6 membros
ndo se é possivel estabelecer um padrao de substituicio em C-3 que resulte em
compostos mais ativos e mais seguros. Porém a presenca do anel 4,7-diidrotieno[2,3-

c]piridina-6(5H)-Boc resultou em compostos mais ativos que 0s respectivos
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benzo[b]tiofenos, indicando que a presenca dessa porcao é favoravel a atividade
antileishmania.

Em relacdo aos compostos anel hexaidrocicloocta[b]tiofeno (anéis de 8
membros), o derivado 8CN, com nitrila na posicdo C-3 demonstrou uma excelente
atividade antileishmania (ICso = 1,2pM), enquanto que o analogo com carbonitrila em
C-3 (BAMD) ndo teve atividade observada até a concentracdo de 10pM.

Por fim, foi realizada a avaliacdo do efeito da substituicdo na posicdo C-3 de
nitrila por carboxamidas, em compostos contendo radicais indolicos ndao substuidos, e
substituidos em C-5" com radicais bromo e metoxila (linhas 6-11 do quadro 4).

Nos analogos contendo indol ndo substituido (6AMD3 (Figura 25), 7AMD3
(Figura 27), TN6 (Figura 26) e SB44 (Figura 28)) também observamos resultados
inconclusivos sobre o efeito da substituicio em C-3 para a atividade antileishmania e
para a seguranca (IS). A molécula 6AMD3 (contendo amida em C-3) apresentou uma
atividade inibitoria de 10,53pM sendo quase 50% mais ativo que seu respectivo analogo
substituido em C-3 com nitrila (molécula TN6 com ICs, 14,7uM). Apesar da menor
atividade da molécula TN6, ela apresentou um IS 3,5x maior que seu analogo 6AMD3.

Para os analogos contendo o anel ciclohepta[b]tiofeno e sem substituicdo no anel
inddlico, observamos comportamento inverso. A molécula contendo o radical 3-nitrila
(SB44) foi mais ativo e mais citotéxico (ICs = 7,37, IS = 6,65 pM), enquanto que o
respectivo analogo 3-carboxamida (7AMD3) foi menos ativo e mais seguro (ICsy =

9,17, 1S = 31,2 pM).

Fig. 25 — Estrutura do composto 6AMD3 Fig. 26 — Estrutura do composto TN6

/ \ / ”
I

Fonte: Autor proprio. Fonte: Felix et al. (2016)
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Fig. 27 — Estrutura do composto 7AMD3 Fig. 28 — Estrutura do composto SB44

I N i N
. l

Fonte: Autor proprio. Fonte: Rodrigues et al. (2015)

Para analogos contendo indol 5-substituidos com atomo de bromo (SB83 (Fig.
29), SB200, 6AMD?2 (Fig. 30) e 7AMD?2) utilizamos o estudo de Rodrigues et al.
(2015) para fins de comparacgao.

Observa-se que os derivados SB83 e SB200 contendo substituinte 3-carbonitrila
apresentaram valores de ICs = 3,37 e 3,65 1M, respectivamente, sendo 3 a 4 vezes mais
ativos que os respectivos compostos apresentando substituinte 3-carboxamida (6AMD2
e 7AMD?2). Portando para os derivados substituidos com 5-bromo-indol a substituicao

do radical 3-nitrila por 3-carboxamida foi desfavoravel par a atividade antileishmania.

Fig. 29 — Estrutura do composto SB83 Fig. 30 — Estrutura do composto 6AMD-2
Br
Br
| e
N
L / ,
/ 0
= H,N
Fonte: Rodrigues et al. (2015). Fonte: Autor proprio.

Para analogos contendo indol 5-substituidos com radical metoxila (TN6-2 (Fig.
23), TN7-2 (Fig. 33), 6AMD4 (Fig. 31) e 7AMD4 (Fig. 32)) utilizamos o estudo de
Felix et al. (2016) para fins de comparacao.

Diferentemente do observado para as moléculas substituidas com bromo em C-5
", os derivados 3-carboxamidas (6AMD4 e 7AMD4) contendo 5-metoxi-indol
apresentaram atividade antileishmania superior aos seus analogos 3-carbonitrila. Os

compostos 6AMD4 e 7AMD4, respectivamente com valores de ICsy = 9,02 e 8,4 pM
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foram de 2 a 3 vezes mais ativos que TN6-2 e TN7-2. Portando para os derivados
substituidos com 5-metoxi-indol a substituicao do radical 3-nitrila por 3-carboxamida
foi favoravel par a atividade antileishmania.

Fig. 31 — Estrutura do composto 6AMD-4

O\\CH
% :

Fonte: Fonte propria.

Fig. 32 — Estrutura do composto 7AMD4 Fig. 33 — Estrutura do composto TN7-2

S / . . CHy
HyN {\l/

Fonte: Autor proprio. Fonte: Felix et al. (2016)

Dessa forma, e diante dos resultados que temos até o momento é possivel
afirmar que para a atividade antileishmania frente a L. amazonesis a posi¢cao C-3 dos
derivados 2-amino-tiofenos é passivel de modificacdo, ndao sendo essencial a presenca
do radical 3- carbonitrila (-CN) para manutencao da atividade. Porém a substituicdo da
carbonitrila pela carboxamida ndo demonstrou claramente que a modificacdo molecular
no carbono C-3 causa um incremento significativo na atividade, sendo portanto
necessario, no planejamento de novas moléculas, avaliar as duas possibilidades de

substituicao.
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5. CONCLUSAOQO

Foi realizada a sintese de 13 compostos derivados 2-amino tiofeno-3-
carboxamidas sob forma de pé com coloragdo que variou entre amarelo claro a escuro e
laranja, sendo utilizada a mesma rota sintética para todos as moléculas. Sendo assim,
foram nomeadas quatro séries de compostos 6AMD, 7AMD, 8AMD e 6AMDBOC,
com substituicdes quimicas alterando o tamanho do anel ligado as posicdes C-4, e C-5

do heterociclo tiofeno.

Todos os compostos tiveram suas caracteristicas fisico-quimicas determinadas, e
todas estruturas quimicas foram confirmadas através da interpretacao dos espectros de

RMN 'H e "C.

Varios compostos avaliados frente as formas promastigotas de Leishmania
amazonensis, L. major, L. brasiliensis e L. infantum apresentam significativa atividade
antileishmania, apresentando valores de ICs, inferior a 10 pM. Todos os compostos
mostraram-se mais ativos que o farmaco referéncia Pentamidina, e menos ativos que a

Anfotericina B.

A cepa de L. infantum mostrou ser a cepa mais sensivel, apresentando 8
compostos com valores de ICs inferior a 8 pM, assim como tendo os compostos
6AMD3 e 8AMD5 com os menores valores de ICs, observados, sendo respectivamente

5,05 e 5,25 pM.

A série 6AMDBOC, contendo o anel N-Boc-piridina, ligado ao anel tiofénico foi
a série que apresentou o melhor perfil de atividade antileishmania, tendo o composto
6BOC?2 ativo frente as 4 espécies de Leishmania avaliadas com valores de ICs, inferior

a8 pM.

Todos os compostos testados apresentaram bons indices de seletividade, sendo,
portanto, menos toxicos para as células de mamiferos (macréfagos), do que para
Leishmania spp. E quando comparado com os farmacos de referéncia, todos compostos
mostraram-se mais seguros, sendo a Anfotericina B, o composto mais ativo, porém mais

toxico.

Portanto, é conclusivo que a maior parte dos derivados 2-amino tiofenos

sintetizados neste estudo onde houve a substituicdo na posicao C-3 de uma nitrila pela
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carboxamida demonstraram minima ou quase nenhuma melhoria na atividade inibitéria
contra a L. amazonensis quando comparada com as que foram substituidas pela nitrila.
Apesar de ndo ter sido observado que a modificacdo proposta pudesse levar a
compostos mais ativos, esse estudo permitiu identificar que a posicdo C-3 é passivel de
modificacdo molecular sem perda significativa da atividade, permitindo assim planejar

novas séries de moléculas contendo ambas substitui¢oes.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Procedimento geral

6.1.1 Local de trabalho
Todos os procedimentos experimentais visando a sintese dos compostos foram

realizados no Laboratério de Sintese e Vetorizagdo de Moléculas (UEPB) sob
supervisdo do Prof. Dr. Francisco Jaime Bezerra Mendonga Junior; A caracterizacdao dos
compostos por Ressonancia Magnética Nuclear foi realizado no Nucleo de Analise e
Pesquisa em Ressonancia Magnética Nuclear (NAPRMN) do Instituto de Quimica e
Biotecnologia da UFAL, sob coordenacao do prof. Dr. Thiago Mendonga de Aquino,
Laboratorio de doencas Infecciosas da UFDPar, sob coordenacdo do prof. Dr. Klinger

Antonio da Franca Rodrigues .

6.1.2 Cromatografia em 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. Para revelar o resultado obtido nas mesmas foram feitas revelagdes sob luz

ultravioleta (254 ou 365 nm).

6.1.3 Faixa de fusdo
Foram efetuados em aparelho AM 381, Marconi Equipamentos para

Laboratérios, sendo indicados sem corre¢des os pontos de fusao.

6.1.4 Nomenclatura das moléculas
Os nomes das moléculas foram gerados pelo programa ChemDraw Ultra 13 de

CambridgeSoft, levando em consideracdo as regras [IUPAC (em inglés: International

Union of Pure and Applied Chemistry)

6.2 Procedimentos Gerais para sintese dos derivados 2-amino-tiofeno-3-
carboxamidas
Reacado de Gewald:

Em um baldao de fundo redondo foram adicionados uma mistura de quantidades
equimolares de: uma cetona ciclica (ciclohexanona, cicloheptanona, ciclooctanona, ou
Boc-4-piperidona) (0,5 eq.; 0,250g; 0,0016 mmol), enxofre elementar (Ss) (1,28 g) e 2-
cianoacetamida (3,36 g). Os reagentes foram dissolvidos em 30 ml de etanol absoluto e
2,92 mL de morfolina foram adicionadas gota a gota. A solucdo foi agitada a 400 rpm a
50 °C e monitorada por CCD por 22 hs. Apds as 22 hs, a mistura reacional foi resfriada
a temperatura ambiente, e o residuo s6lido formado foi filtrado em funil sinterizado,
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lavado com etanol gelado até obtencdo de residuo sélido cromatograficamente puro. O
solido resultante foi recristalizado em etanol absoluto, e os cristais obtidos forneceram:

2-Amino-4,5,6,7-tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxamida (6AMD) sob forma de
cristais amarelos, Faixa de fusao 180-184 °C; Rf = 0,23 (1:1 hexano/acetato de
etila), rendimento 65%;

2-Amino-5,6,7,8-tetraidro-4H-ciclohepta[ b]tiofeno-3-carboxamida (7AMD) sob
forma de cristais vermelhos, Faixa de fusdao 165-166 °C; Rf = 0,45 (9:1 de
cloroférmio/metanol), rendimento 22%;

2-Amino-4,5,6,7,8,9-hexaidrocicloocta[b]tiofeno-3-carboxamida (8AMD) sob
forma de cristais vermelhos, Faixa de fusdo 265,4-268.1 °C; Rf = 0,51 (9:1 de
cloroférmio/metanol), rendimento 30%;

2-amino-3-carbamoil-4,7-diidrotieno[ 2,3-c]piridina-6(5H)-carboxilato de terc-
butila (6AMDBOC) sob forma de cristais beje, Faixa de fusdo 126-127 °C; Rf =
0,57 (9:1 de cloroférmio/metanol), rendimento 83%;RMN 'H (400 MHz, DMSO
d-6) 6 6,97 (s, 2H, NH2); 6,59 (sl, 2H, NH2); 4,28 (s, 2H); 3,52 (dt, 2H, J = 10,12,
3,08 Hz); 2,72 (t, 1H, J = 3,16Hz); 2,68 (t, 1H, J = 3,52Hz); 1,42 (s, 9H); RMN
3C (400 MHz, DMSO d-6) § 168,00; 160,14; 154,28; 129,83 112,80; 107,82;
79,60; 67,30; 28,55; 26,55;

Segunda etapa:

Em um baldo de fundo redondo foram dissolvidos em 5 ml de etanol absoluto
quantidades equimolares de um aducto de Gewald (6AMD, 7AMD, 8AMD ou
6AMDBOC) (0,5 eq.; 0,250g; 0,0016 mmol), e 1H-indol-3-carbaldeido (5-H, 5-bromo,
5-metoxi, 5-7-dibromo e ) (3,36 g, 0,0016 mmol). 10 gotas de acido acético foram
adicionadas ao meio reacional, e a solugao foi agitada a 400 rpm a 50 °C e monitorada
por CCD por 18 hs. Apo6s constatado término da reacao, a solucdo foi resfriada a
temperatura ambiente, e os cristais obtidos foram filtrados e lavados com etanol gelado,
fornecendo:

2-(((5-Bromo-1H-indol-3-il)metileno)amino)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[ b]tiofeno-3-
carboxamida (6AMD?2) sob forma de cristais amarelo claro, Faixa de fusdo 279 —
282°C; Rf = 0,57 (9:1 de cloroférmio/metanol), rendimento 46%. RMN 'H (400
MHz, DMSO d-6) § 12,17 (sl, 1H, NH); 8,63 (s, 1H); 8,32 (d, 1H, J = 1,16 Hz);
8,21 (d, 1H, J = 1,8Hz); 8,07 (sl, 1H, NH); 7,51 (sl, 1H, NH); 7,49 (d, 1H, J =
5,72 Hz); 7,39 (dd, 1H, J = 5,72, 1,28 Hz); 2,74 (m, 2H); 2,66 (m, 2H); 1,78 (m,
2H); 1,71 (m, 2H); RMN "C (400 MHz, DMSO d-6) § 165,91; 153,50; 153,45;
136,95; 136,59; 135,97; 128,70; 127,07; 126,53; 126,35; 123,82; 114,96; 114,76;
114,33; 26,44; 25,34; 23,19; 22,71.

2-(((5-Bromo-1H-indol-3-il)metileno)amino)-5,6,7,8-tetraidro-4 H-

ciclohepta[b]tiofeno-3-carboxamida (7AMD?2) sob forma de cristais amarelos
escuro, Faixa de fusdo 231,0 — 240,0°C; Rf = 0,54 (9:1 de cloroférmio/metanol),
rendimento 98%. RMN 'H (400 MHz, DMSO d-6) § 12,04 (sl, 1H, NH); 8,58 (s,
1H); 8,43 (d, 1H, J = 1,16 Hz); 8,12 (d, 1H, J = 1,92 Hz); 7,78 (sl, 1H, NH); 7,53
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(sl, 1H, NH); 7,46 (d, 1H, J = 5,68 Hz); 7,37 (dd, 1H, J = 5,72, 1,32 Hz); 2,82 (m,
2H); 2,75 (m, 2H); 1,82 (m, 2H); 1,62 (m, 2H); 1,55 (m, 2H); RMN C (400
MHz, DMSO d-6) § 167,09; 156,16; 152,50; 149,94; 140,17; 136,48; 135,89;
132,88; 126,67; 126,17; 124,41; 114,68; 114,58; 114,46; 32,38; 30,01; 28,24;
28,16; 27,54.

2-(((5-Bromo-1H-indol-3-il)metileno)amino)-4,5,6,7,8,9-
hexaidrocicloocta[b]tiofeno-3-carboxamida (8AMD2) sob forma de cristais
amarelo, Faixa de fusdo 238,3 — 244,5°C; Rf = 0,48 (9:1 de cloroférmio/metanol),
rendimento 80%. RMN 'H (400 MHz, DMSO d-6) § 12,11 (sl, 1H, NH); 8,64 (s,
1H); 8,37 (s, 1H); 8,17 (d, 1H, J = 1,72 Hz); 8,02 (sl, 1H, NH); 7,49 (sl, 1H, NH);
7,48 (s, 1H); 7,39 (dd, 1H, J = 5,68, 1,00 Hz); 2,86 (m, 2H); 2,78 (m, 2H); 1,61
(m, 4H); 1,44 (m, 2H); 1,31 (m, 2H); RMN “C (400 MHz, DMSO d-6) § 166,45;
157,37; 153,15; 152,60; 138,39; 136,55; 135,50; 131,69; 126,59; 126,27; 124,02;
114,85; 114,65; 114,44; 32,35; 30,46; 27,22; 26,20; 25,91; 25,30.

2-(((5-Bromo-1H-indol-3-il)metileno)amino)-3-carbamoil-4,7-diidrotieno[2,3-
c]piridina-6(5H)-carboxilato de terc-butila (6BOC2) sob forma de cristais
amarelo, Faixa de fusdo 245,0 — 246,0°C; Rf = 0,57 (9:1 de cloroférmio/metanol),
rendimento 80%. RMN 'H (400 MHz, DMSO d-6) § 12,23 (sl, 1H, NH); 8,66 (s,
1H); 8,30 (s, 1H); 8,26 (s, 1H); 8,13 (sl, 1H, NH); 7,6 (sl, 1H, NH); 7,50 (d, 1H, J
= 5,80Hz); 7,43 (d, 1H, J = 5,68Hz); 4,50 (s, 2H); 3,57 (m, 2H); 2,49 (m, 2H);
1,44 (s, 9H); RMN "C (400 MHz, DMSO d-6) § 165,41; 155,05; 154,40; 137,56;
136,65; 134,91; 126,52; 126,47; 125,93, 123,72; 115,07; 114,93; 114,23; 79,75;
56,51; 28,55, 19,10;

2-(((1H-Indol-3-il)metileno)amino)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[ b]tiofeno-3-
carboxamida (6AMD3) sob forma de cristais amarelo escuro, Faixa de fusdo
263,0 — 265,0°C; Rf = 0,57 (9:1 de cloroférmio/metanol), rendimento 54%. RMN
'H (400 MHz, DMSO d-6) 6 12,06 (sl, 1H, NH); 8,65 (s, 1H); 8,44 (sl, 1H, NH);
8,20 (s, 1H); 8,12 (d, 1H, J = 5,24 Hz); 7,53 (d, 1H, J = 5,36 Hz); 7,45 (sl, 1H,
NH); 7,28 (t, 1H, J = 5,20 Hz); 7,21 (t, 1H, J = 5,00 Hz); 2,78 (m, 2H); 2,66 (m,
2H); 1,77 (m, 2H); 1,71 (m, 2H); RMN "C (400 MHz, DMSO d-6) § 165,84;
154,42; 153,82; 138,00; 136,68; 136,22; 128,35; 126,11; 124,62; 123,85; 122,20;
121,38; 114,83; 113,04; 26,69; 25,37; 23,18; 22,75.

2-(((1H-Indol-3-il)metileno)amino)-5,6,7,8-tetraidro-4 H-ciclohepta[ b]tiofeno-3-

carboxamida (7AMD3) sob forma de cristais beje, Faixa de fusdao 204,1 —
206,5°C; Rf = 0,47 (9:1 de clorofé6rmio/metanol), rendimento 20%. RMN 'H (400
MHz, DMSO d-6) 6 11,93 (sl, 1H, NH); 8,62 (s, 1H); 8,23 (d, 1H, J = 5,24 Hz);
8,11 (d, 1H, J = 1,92 Hz); 8,02 (sl, 1H, NH); 7,54 (sl, 1H, NH); 7,50 (d, 1H, J =
5,36 Hz); 7,24 (t, 1H, J = 5,36 Hz); 7,18 (t, 1H, J = 5,16 Hz); 2,92 (m, 2H); 2,76
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(m, 2H); 1,82 (m, 2H); 1,62 (m, 2H); 1,55 (m, 2H); RMN C (400 MHz, DMSO
d-6) § 166,97; 152,89; 151,10; 140,61; 137,87; 135,51; 132,56; 130,08; 124,83;
12,67; 121,99; 121,86; 115,05; 112,75; 32,42; 29,98; 28,13; 28,12; 27,52.

2-(((1H-Indol-3-il)metileno)amino)-3-carbamoil-4,7-diidrotieno[ 2,3-c]piridina-
6(5H)-carboxilato de terc-butila (6BOC3) sob forma de cristais amarelos, Faixa
de fusdao 214,0 — 218,0°C; Rf = 0,52 (9:1 de cloroférmio/metanol), rendimento
80%. RMN 'H (400 MHz, DMSO d-6) § 12,12 (sl, 1H, NH); 8,69 (s, 1H); 8,48 (s,
1H); 8,24 (s, 1H); 8,10 (d, 1H, J =5,2Hz); 7,55 (s, 1H); 7,54 (s, 1H); 7,30 (t, 1H, J
= 5,00Hz); 7,23 (t, 1H, J = 5,24Hz); 4,50 (s, 2H); 3,57 (t, 2H, J = 3,6Hz); 2,89 (s,
2H); 1,44 (s, 9H); RMN "C (400 MHz, DMSO d-6) § 165,36; 155,84; 154,68;
138,05; 137,33; 135,08; 125,11; 124,59; 123,97; 122,36; 121,29; 114,75; 113,15;
79,74; 28,55; 26,93;

2-(((5-Metoxi-1H-indol-3-il)metileno)amino)-4,5,6,7-tetraidrobenzo[ b]tiofeno-3-
carboxamida (6AMD4) sob forma de cristais amarelos, Faixa de fusdao 265,0 —
268,0°C; Rf = 0,52 (9:1 de cloroférmio/metanol), rendimento 54%. RMN 'H (400
MHz, DMSO d-6) § 11,95 (sl, 1H, NH); 8,63 (s, 1H); 8,48 (d, 1H, J = 2,00 Hz,
NH2); 8,12 (s, 1H); 7,63 (d, 1H, J = 1,64 Hz); 7,59 (d, 1H, J = 2,00 Hz, NH2);
7,41 (d, 1H, J = 5,84 Hz); 6,89 (dd, 1H, J = 5,84, 1,64 Hz); 3,79 (s, 3H, OCH3);
2,79 (m, 2H); 2,66 (m, 2H); 1,77 (m, 2H); 1,70 (m, 2H); RMN *C (400 MHz,
DMSO d-6) 6 165,97; 155,90; 154,64; 153,95; 136,74; 136,25; 132,62; 128,11;
125,81; 125,26; 114,67; 113,94; 113,81; 102,85; 55,86; 26,78; 25,37; 23,18;
22,76.

2-(((5-Metoxi-1H-indol-3-il)metileno)amino)-5,6,7,8-tetraidro-4 H-
ciclohepta[b]tiofeno-3-carboxamida (7AMD4) sob forma de cristais laranja
escuro, Faixa de fusdo 206,1 — 212,9°C; Rf = 0,59 (9:1 de cloroférmio/metanol),
rendimento 45%. RMN 'H (400 MHz, DMSO d-6) § 11,80 (sl, 1H, NH); 8,59 (s,
1H); 8,09 (sl, 1H, NH); 8,03 (d, 1H, J = 1,96 Hz); 7,77 (d, 1H, J = 1,64 Hz); 7,58
(sl, 1H, NH); 7,38 (d, 1H, J = 5,80 Hz); 6,86 (dd, 1H, J = 5,84, 1,68 Hz); 3,79 (s,
3H, OCH3); 2,93 (m, 2H); 2,75 (m, 2H); 1,82 (m, 2H); 1,62 (m, 2H); 1,55 (m,
2H); RMN 2C (400 MHz, DMSO d-6) § 167,04; 155,67; 152,98; 151,26; 140,67,
135,56; 132,53; 132,34; 129,79; 125,49; 114,87; 113,75; 113,46; 103,51; 55,88;
32,43; 29,98; 28,14, 28,15; 27,52.

2-(((5-Metoxi-1H-indol-3-il)metileno)amino)-3-carbamoil-4,7-diidrotieno[ 2,3-

c]piridina-6(5H)-carboxilato de terc-butila (6BOC4) sob forma de cristais
amarelos, Faixa de fusao 254,0 - 255,0°C; Rf = 0,64 (9:1 de
cloroférmio/metanol), rendimento 98%. RMN 'H (400 MHz, DMSO d-6) § 12,35
(sl, 1H, NH); 8,66 (s, 1H); 8,50 (d, 1H, J = 1,72 Hz); 8,16 (s, 1H) 7,67 (s, 1H);
7,61 (d, 1H, J = 1,28 Hz); 7,43 (d, 1H, J = 5,84Hz); 4,49 (s, 2H); 3,79 (s, 3H);
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3,57 (t, 2H, J = 3,6Hz); 2,89 (m, 2H); 1,44 (s, 9H); RMN C (400 MHz, DMSO
d-6) § 165,51; 156,07; 156,03; 154,78; 137,33; 135,10; 132,67; 125,27; 124,83;
114,60; 114,02; 113,91; 102,85; 79,73; 55,87; 28,55, 27,04;

2-(((5,7-Dibromo-1H-indol-3-il)metileno)amino)-4,5,6,7-
tetraidrobenzo[b]tiofeno-3-carboxamida (6AMD5) sob forma de cristais amarelos,
Faixa de fusdao 295,0 — 298,0°C; Rf = 0,64 (9:1 de cloroférmio/metanol),
rendimento 98%. RMN 'H (400 MHz, DMSO d-6) § 12,35 (sl, 1H, NH); 8,63 (s,
1H); 8,39 (s, 1H); 8,26 (s, 1H) 7,92 (s, 1H); 7,68 (s, 1H); 7,49 (s, 1H); 2,72 (m,
2H); 2,68 (m, 2H); 1,78 (m, 2H); 1,75 (m, 2H); RMN "C (400 MHz, DMSO d-6)
6 165,95; 152,88; 152,57; 137,21; 135,76; 135,34; 129,30; 128,28; 128,04;
127,62; 123,54; 115,40; 114,45; 106,33; 26,18; 25,34; 23,19; 22,66;

2-(((5,7-Dibromo-1H-indol-3-il)metileno)amino)-4,5,6,7,8,9-
hexaidrocicloocta[b]tiofeno-3-carboxamida (8AMD5) sob forma de cristais
amarelo, Faixa de fusdo 264,0 — 265,0°C; Rf = 0,23 (9:1 de cloroférmio/metanol),
rendimento 92%. RMN 'H (400 MHz, DMSO d-6) § 12,35 (sl, 1H, NH); 8,64 (s,
1H); 8,44 (s, 1H); 8,22 (s, 1H) 7,89 (s, 1H); 7,67 (s, 1H); 7,50 (s, 1H); 2,82 (m,
2H); 2,78 (m, 2H); 1,62 (m, 4H); 1,43 (m, 2H); 1,32 (m, 2H); RMN “C (400
MHz, DMSO d-6) 6 165,56; 152,51; 151,51; 138,17; 136,76; 135,27; 132,28,
129,93; 127,95; 127,66; 123,76; 115,52; 114,34; 106,22; 32,33; 30,49; 27,21;
26,12; 25,92, 25,29;

6.3 Manutencao de parasitos e macréfagos
Parasitos  das  espécies  Leishmania  (Leishmania) = amazonensis

(IFLA/BR/67/PH8), Leishmania (Leishmania) major (MHOM/BR/1976/JOF),
Leishmania (Leishmania) infantum (MHOM/BR/1974/PP75) e Leishmania (Viannia)
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, a 26 + 1 °C em incubadora
Biochemical Oxigen Demand (BOD) (Eletrolab EL202, Sao Paulo, Brasil) e repicadas

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 DMEM suplementado (10 % de SFB, 1% de antibiético - 100 U/mL de penicilina
e 100 pg/mL estreptomicina) (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), pH 7, a 37 °C, 5 % de

CO; com 80 % de umidade. Os repiques foram realizados apds as células atingirem a
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confluéncia, caracterizada pela formacdo de uma monocamada de células em torno de

48 h a 72 h ap6s o acondicionamento.

6.4 Preparo de drogas
Para os testes in vitro, foram preparadas solucoes-estoque das substancias nas

concentracoes de 40 mg/mL em dimetilsulféxido — (DMSO) (Mallinckrodt Chemicals,
St. Louis, EUA). Para cada teste a solucao-estoque foi diluida nos meios de cultura

apropriados até atingir as concentracdes finais desejadas.
6.5 Atividade antipromastigota

A inibicdo do crescimento de formas promastigotas foi avaliada com base em
Nunes et al. (2021). Formas promastigotas em fase logaritimica de crescimento foram
cultivadas em placas de 96 pocos (1 x 10° parasitos/poco) contendo 100 pL de meio
Schneider suplementado, em triplicata, contendo concentracoes seriadas das
substancias-teste (50 a 1,56 pM) e controle positivo (miltefosina 200 a 1,56 pM). As
placas foram incubadas em BOD a 26 °C por 72 h. Apds o periodo de tratamento, 10 pL.
de MTT (5 mg/mL) foram aplicados em cada poco para estabelecer a avaliagdo
colorimétrica da inibicao de crescimento. Em seguida a placa foi novamente incubada
por mais 4 h, seguidamente recebendo a adi¢do de 50 pL de solucdo de dodecil sulfato
de sodio (DSS) a 10 % (p/v em agua destilada) para a solubilizagdo dos cristais de
formazan. A leitura foi realizada em espectrofotometro de microplacas a 540 nm
(modelo Biosystems ELx800, 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.

6.6 Citotoxicidade em macréfagos

Em uma placa de 96 pocos foram colocados 100 pL. de meio DMEM
suplementado e 1 x 10° macr6fagos RAW 264.7 por pogo. Ap6s 4 h de incubagéo a 37
°C e 5 % de CO; para adesdo celular foram realizadas trés lavagens com PBS estéril.
Em seguida, foram adicionados 100 pL. de meio DMEM suplementado contendo
diferentes concentracoes das substancias (400 a 1,56 pM) e incubados por um periodo
de 72 h. No final do periodo foi aplicado 10 pL. de MTT (5 mg/mL) e incubado por mais
de 4 h. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e adicionado 100 pL. de DMSO em
todos os pogos. Ap6s 30 min de agitagdo, a leitura foi realizada a 540 nm em uma

leitora de placa. Meio DMEM suplementado e contendo 0,5 % de DMSO foi usado
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como controle negativo e considerado como 100 % de viabilidade de macréfagos

(NUNES et al., 2021).

6.7 Analise estatistica

As diferentes concentracbes médias sobre formas promastigotas (Clso) e
macrofagos (CCso) foram calculadas por regressao ndo linear. Para comparagoes 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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Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6AMD?2
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Expansdes do Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do
composto 6AMD?2
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Espectro de RMN “C (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6AMD?2

thi_20.19-2620 =2 528 23883 225 zensfess ssen
] L] ju Qs o e s 222 FEFEFFRLRER SHER
t v NPERANS S RV 5.08+07
4.5E+07
F4.0E+07
F3.5E+07
F3.0E+07
2.5E+07
F2.0E+07
F1.5E+07
F1.0E+07
II Iy
5.0E+06
+0.0E+00

170 160 150 140 130 120 110 100 90 a0 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

67



Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6AMD3
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Expansoes do Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6AMD3
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Espectro de RMN “C (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6AMD3
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Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSQO-d6) do composto 6AMDA4
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Expansoes do Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6AMD4
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Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6AMD5
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Espectro de RMN “C (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6AMD5
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Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 7AMD?2
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Expansoes do Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 7AMD?2
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Espectro de RMN “C (400 MHz, DMSO-d6) do composto 7AMD?2
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Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 7AMD3
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Expansoes do Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 7AMD3
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Espectro de RMN “C (400 MHz, DMSO-d6) do composto 7AMD3
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Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 7AMD4
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Expansoes do Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 7AMD4
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Espectro de RMN “C (400 MHz, DMSO-d6) do composto 7AMD4
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Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 8AMD?2
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Expansoes do Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 8AMD?2
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Espectro de RMN “C (400 MHz, DMSO-d6) do composto 8AMD?2
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Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 8AMD5
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Espectro de RMN “C (400 MHz, DMSO-d6) do composto 8AMD5
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Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6AMDBOC

thi_23.02.3021 ¢ z gamSgEny megnond 2
6AMDBOCE g R SEEEEERY  DRDEBLR 5% [1-908+08
L—L,,Wr{l__,ad—l
| | SN 4 -1.80E+08
/ 11.70E+08
T e 11.60E+08
 rocvan I
|
| F1.50E+08
|
[ p— | L1 anE+ng
| |
| 1206408 |
‘ LO0E+T
\ I
| r‘i‘ J f i 3006007
‘I i |" | 2008007
I _ 1 I b
17.00E+07
|
-6.00E+07
! L5.00E+07
|
y L4.00E+07
|
F3.00E+07
. |\ 2.00E+07
| | | F1.00E+07
AL N AN I av
_ _ _ . - L
e S m — — -0.00E+00
— I—'—| L
T 5 T B al - -1.00E+07
2 2 2 = =32 =
T T T T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 15 1.0 0.5
f1 (ppm)

91



Espectro de RMN *C (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6AMDBOC
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Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6BOC2
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Expansoes do Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6BOC2
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Espectro de RMN “*C (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6BOC2
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Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6BOC3
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Espectro de RMN **C (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6BOC3
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Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6BOC4
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Expansoes do Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6BOC4
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Espectro de RMN “*C (400 MHz, DMSO-d6) do composto 6BOC4
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