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Resumo

Na busca de potenciais agentes antimicrobianos, reportamos a sintese de 7 hibridos
moleculares resultantes da fuséo entre acil-hidrazidas aromaticas e da lawsona. Os
compostos foram submetidos a atividade antimicrobiana in vitro, sendo que o
compostos 23 (ICsp 1,83 uM), apresentou maior atividade frente ao Trypanosoma
cruzi, quando comparado ao farmaco de referéncia benzonidazol. E atividade contra
Leishmania amazonensis, os compostos 23 (ICsp 9,65 uM), 25 (IC5o 12,16 uM), 26
(ICs0 8,38 uM), 28 (ICs0 5,96 uM) e 29 (ICso 8,08 uM) apresentaram atividade quando
comparado a anfoterecina b. Quanto a atividade frente a bactéria Staphylococcus
aureus, 0os compostos 24, 25, 26 e 29 apresentaram atividades (CIM 7.50 pg.mL™,
CIM 0,93 pg.mL™3.75 pg.mL™* e 1,87 pug.mL™ respectivamente). Os compostos

foram avaliados no ensaio em células LLCMK2 e apresentaram baixa citotoxicidade.

Palavras-chave: Doencas negligenciadas; Atividade tripanocida; Atividade

leishmanicida; Lawsone;



XXI

Abstract

In the search for potential antimicrobial agents, we report the synthesis of 7
molecular hybrids, resulting from the fusion between aromatic acyl-hydrazides and
lawsona. The compounds were submitted to antimicrobial activity in vitro activities,
the compound 23 (ICsp 1,83 puM), showed more activity against Trypanosoma cruzi,
when compared to the reference benzonidazole. And activity against Leishmania
amazonensis, the compounds 23 (ICsp 9,65 uM), 25 (ICso 12,16 pM), 26 (ICso 8,38
uM), 28 (ICs0 5,96 pM) e 29 (ICso 8,08 uM), when compared to amphotericin b. And
antibacterial activity against S. aureus (MIC 0.93 ug.mL™) and, compounds 24, 26
and 29 presented activities only against S. aureus (MIC 7.50 pg.mL™, 3.75 p.mL™*
and 1.87 u.mL™, respectively). Compounds that were evaluated in the test on

LLCMK2 cells showed low cytotoxicity.

Keywords: Neglected diseases; Trypanocidal activity; Leishmanicidal activity;

Lawsone; Hydrazide hybrids of naphthoquinone .



1 INTRODUCAO

1.1Justificativa do trabalho

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) sdo um grupo de doencgas que se
desenvolvem exclusivamente ou principalmente nos tropicos, em climas quentes e
umidos, como, por exemplo, a leishmaniose e a doenca de chagas. Estas
enfermidades representam um obstaculo devastador a saude, devido a incapacidade
ou morte que atinge a milhdes de pessoas, principalmente em regiées mais pobres,
onde os indices de desenvolvimentos socioeconémicos sao baixos, por isso, €
considerada uma necessidade terapéutica importante e permanece nao atendida na
sua plenitude (OMS, 2017a).

Além disso, o tratamento e a prevencdo efetiva da crescente variedade de
infeccbes causadas por parasitas e bactérias, sdo ameacados pela resisténcia
antimicrobiana e exige uma acdo em todos 0s setores governamentais e da
sociedade, pois novos mecanismos de resisténcia surgem e se propagam
mundialmente, e sem antibidticos eficazes, o tratamento das doencas tornam-se
comprometidos, tornando o custo dos cuidados de saude para os pacientes com
resisténcia maior, do que para 0s naos resistentes, resultando em doencas
prolongadas, deficiéncia e morte (OMS, 2017b). Os farmacos disponiveis para o
tratamento dessas enfermidades apresentam graves efeitos adversos (LEMKE,
2012), desafiando alternativas de uma quimioterapia eficiente e segura, por iSso a
pesquisa em sintese de novos medicamentos que possam ser utilizados é
urgentemente necessaria e 0os metabolitos secundarios de fontes naturais podem
desempenhar um papel muito importante nesta busca de farmacos mais eficazes e
seguros (DE MOURA et al., 2001).

Como estratégia na descoberta de novos farmacos, temos a hibridizacdo
molecular, que é uma das ferramentas mais valiosas para a descoberta de
protétipos. Esta estratégia envolve a fusdo de fragmentos moleculares bioativos para
se planejar um novo composto com caracteristicas sinérgicas de dois fragmentos,
apresentando afinidade otimizada para um biorreceptor (JUNIOR et al.,, 2007,

LAZAR et al., 2004). Como os derivados de naftoquinonas podem constituir



compostos com grande importancia farmacoldgica, e de modo correspondente, as
moléculas portadoras de hidrazida. O presente estudo visa a obtencdo de novas
compostos derivados da fusdo entre lawsona e acil-hidrazidas aromaticas e

submissédo dos produtos a testes de atividade antimicrobiana.

1.2 Doenca de Chagas

1.2.1 Aspectos gerais

A doenca de chagas tem o nome de Carlos Ribeiro Justiniano Chagas,
meédico e pesquisador brasileiro que descobriu a doenca em 1909, ela é também
conhecida como tripanossomiase americana, uma infeccdo sistémica crénica,
causada pelo protozoario flagelado T. cruzi. Estima-se que 6 a 7 milhdes de pessoas
estejam infectadas, sendo endémica em 21 paises latino-americanos, no entanto
nas ultimas décadas tem sido detectado em muitos paises europeus, Estados
Unidos da América e Canada (OMS, 2017c; POLANCO-HERNANDEZ et al., 2003).

A doenca de Chagas € transmitida principalmente aos seres humanos pela
picada e contato com as fezes ou urina de triatomineos, sendo o Triatoma infestans
principal vetor, pertencente a familia reduvidae (Figura 1) (POLANCO-HERNANDEZ
et al., 2003), mas também pode ser transmitida por transfusdo sanguinea,
transplantes de 6rgédos, pela ingestdo de alimentos contaminados, pela passagem
da mée infectada para o recém-nascido durante a gravidez ou parto, e raramente
por acidentes laboratoriais. Também é considerada oportunista para os individuos
infectados com o virus HIV (virus da imunodeficiéncia humana) (OMS, 2017c;
RIBEIRO, 2012; SILVA et al., 2010; DA SILVA, et al., 2013).

Até o presente momento, ndo ha vacina para a prevencdo da doenca, sendo
o controle vetorial (OMS, 2017c; DE MOURA et al., 2001) e controle da transmisséo

sanguinea, os métodos mais eficazes (FERREIRA et al., 2013).



Figura 1: Triatoma infestans, principal vetor na transmisséo da doenca de Chagas.

Fonte: https://www.cdc.gov/dpdx/trypanosomiasisamerican/index.html. Adaptado.

1.2.2 Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi.

O agente etiologico da doenca de Chagas apresenta um ciclo de vida
complexo, presente em hospedeiros vertebrado e invertebrado. Baseado
principalmente em critérios morfologicos, como a forma do parasita, posicdo do
nucleo e regido flagelar, trés formas sé@o classicamente descritas:

- Amastigotas: com divisoria intracelular, flagelada, presente no hospedeiro
vertebrado;

- Tripomastigotas: uma forma infecciosa, flagelada, presente em hospedeiros
vertebrados e invertebrados;

- Epimastigotas, um flagelo extracelular, n&o infeccioso e presente
tipicamente no hospedeiro invertebrado (DE FARIA et al., 1999).

O ciclo evolutivo do T. cruzi esta representado na Figura 2. No hospedeiro
invertebrado (insetos triatomineos) a forma tripomastigota circulante na corrente
sanguinea é ingerida pelo inseto durante o hematofagismo, diferenciando-se em
epimastigota, multiplicando-se por divisdo binaria simples na por¢éo terminal do tubo
digestivo, diferenciando-se em tripomastigotas metaciclicas que sado infectantes para
os hospedeiros vertebrados (DE FARIA et al., 1999).
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Figura 2: Ciclo evolutivo do T. cruzi.

Fonte: http://www.parasitandonaweb.xpg.com.br/trypanosoma.html

Estas formas tripomastigotas metaciclicas podem invadir as células do
hospedeiro vertebrado, quando no sitio de inoculacdo se difundem pela corrente
sanguinea linfatica, infectando outras células, diferenciando-se em amastigotas
intracelulares, transformando em tripomastigotas, e com o rompimento celular,
invadem tecidos adjacentes e se espalham através da corrente sanguinea e linfatica,
principalmente nas células musculares, cardiacas, lisas e esqueléticas (FERREIRA
et al., 2013; RASSI, 2002).

1.2.3 Patogenia

A doenca de Chagas apresenta-se em duas fases: cronica e aguda. A fase
aguda inicial dura cerca de seis a oito semanas ap0s a picada do vetor (BRASIL,
2005; DE FARIA et al., 1999). Por transfuséo, o periodo de incubacdo é mais longo,
de 30 a 40 dias, na qual é caracterizada por grande um numero de parasitas
circulantes na corrente sanguinea, na maioria dos casos 0s sintomas sao ausentes,
leves ou inespecificos (ROMANHA et al., 2010).

Em menos de 50 % das pessoas picadas pelo triatomineo, os primeiros sinais

visiveis caracteristicos podem ser uma lesdo cutdnea ou um inchaco das palpebras



de um olho, conhecida como sinal de Romafa (Figura 3) (OMS, 2017c; RASSI,
2002; RIBEIRO, 2012). Outros sintomas podem estar presentes, como febre, dor de
cabeca, glandulas linfaticas alargadas, palidez, dor muscular, dificuldade em

respirar, inchaco e dor abdominal ou toracica (OMS, 2017c).

Figura 3: Sinal de Romafa na Doenca de Chagas aguda.

Fonte: http://medifoco.com.br/doenca-de-chagas-sinais-e-sintomas-da-fase-aguda-e-crénica/

A fase crbnica inicia-se 2 a 3 meses apos a infeccdo (RASSI, 2002), podendo
se manifestar mais de 10 anos apos a fase aguda (BRASIL, 2005). Esta fase é
caracterizada por infiltrados inflamatérios mononuclear em graus variados, com
presenca constante de parasitas em tecidos, com parasitemia baixa ou indetectavel
(RIBEIRO, 2012), cuja resposta celular se limita a proliferagéo dos parasitas e néo a
erradicacdo da infeccdo. Os parasitas presentes principalmente nos musculos
cardiacos podem levar a manifestacdo mais grave e frequente que desenvolve em
20 a 30 % dos infectados: Cardiopatia crénica de Chagas (CCC) (FERREIRA et al.,
2013; RASSI, 2002) e/ou aumento do esbéfago ou célon, chamado de megaesbdfago
e de megacolon. Estas alterac6es podem a levar a morte subita devido a arritmia
cardiaca ou insuficiéncia cardiaca progressiva causada pela destruicdo do muasculo
cardiaco e do sistema nervoso (OMS, 2017c; RASSI, 2002).

1.2.4 Tratamento

Os principios ativos introduzidos entre 1960 e 1970, o nifurtimox (Lampit®)

um derivado nitrofuranico que devido sua alta porcentagem de efeitos colaterais


http://medifoco.com.br/doenca-de-chagas-sinais-e-sintomas-da-fase-aguda-e-crônica/

deixou de ser fabricado no Brasil. Mais tarde o benznidazol (Rochagan®) um
derivado imidazolico (Figura 4), que apresenta melhor perfil de seguranga na

eficacia em estudos clinicos (RASSI, 2012).

0 0
OQ”
o) o
~

(\\N'\/?/NOZ

Benzonidazol Nifurtimox

Figura 4: Estruturas quimicas do Benzonidazol e do Nifurtimox.

O benzonidazol geralmente é usado para tratamento de primeira escolha, o
esquema posoldgico consiste em criancas receber a dose de 5 a 10 mg/kg em 2 ou
3 doses divididas por dia e para adultos as doses recomendadas sao de 5 mg/kg por
dia, por um periodo de 60 dias. Os principais efeitos colaterais sdo: nauseas,
tremores, excitacdo, insbnia e crises convulsivas (KIRCHHOFF, 2002; RASSI, 2012).

Para o nifurtimox a dose diaria recomendada para criancas é de 15 mg/kg em
3 doses divididas por dia durante 60 a 90 dias, administradas por via oral. Para
adultos, a dose é de 8 al0 mg/kg por dia, pelo mesmo tempo de administracdo para
as criancas (RASSI, 2012). Os efeitos colaterais mais comuns sao: insonia,
anorexia, nausea, vomito, desconforto abdominal, diarreia, insénia, irritabilidade,
desorientacdo, dor de cabeca, mialgia, artralgia, tonturas, vertigens e mudanca do
humor (KIRCHHOFF, 2002; RASSI, 2012;).

O mecanismo de agéo do nifurtimox e benzonidazol envolve a formacéao de
radicais livres e/ou metabdlitos nucleofilicos. O grupo nitro de ambas as drogas é
reduzido pela agédo da nitroredutase, levando a producdo de um radical anion nitro
(NO,"), do anion superéxido (02 e do peréxido de hidrogénio (H.O), que na
presenca do fon férrico (Fe*®), formam os radicais livres, principalmente o radical
hidroxila (OH"), ligam-se a lipidios, proteinas e DNA, lesando as células do parasita
(OLIVEIRA et al., 2008).



1.3 Leishmaniose

1.3.1 Aspectos gerais

As leishmanioses sdo um grupo de doengas causadas por protozoarios,
cerca de 20 espécies de Leishmania (OMS, 2017d) sdo capazes de infectar
hospedeiros vertebrados. Nos seres humanos é associado a oito espécies:
Leishmania donovani, Leishmania amazonensis, Leishmania infantum, Leishmania
major, Leishmania tropica, Leishmania aethiopica, Leishmania braziliensis e
Leishmania mexicana. A transmissdo ocorre pela picada do mosquito fémea
flebotomineo dos géneros Phelobotomus (Europa, Asia, Africa) e Lutzomyia
(América) (GUIMARAES et al., 2013), conhecido no Brasil por birigui, mosquito-
palha ou tatuquira (Figura 5) (GENARO, 2000a).

As leishmanioses sdo endémicas em mais de 98 paises, estima-se que
milhGes de pessoas estdo expostas ao risco, afetando principalmente os individuos
mais pobres (DNDI, 2017), pois esta associada a desnutricdo, deslocamento de
populacao, habitacdo precéria e sistema imune deficiente, acarretando cerca de 30
mil mortes por ano (OMS, 2017d).

Figura 5: Mosquito fémea transmissor da Leishmania ssp.
Fonte: OMS, 2017e

Em 2015, mais de 90% dos novos casos notificados & OMS ocorreram em
sete paises: Brasil, Etidpia, India, Quénia, Somalia, Suddo do Sul e Sudio. E as
epidemias recorrentes de leishmaniose visceral na Africa Oriental (Etiopia, Quénia,
Sudao do Sul e Sudao) causaram alta morbidade e mortalidade nas comunidades
afetadas (OMS, 2017f).



1.3.2 Ciclo evolutivo do género Leishmania

O género Leishmania apresenta um ciclo evolutivo que envolve a forma
flagelada promastigota (hospedeiro invertebrado) e a forma amastigota né&o
flagelada (hospedeiro vertebrado) (HERWALDT, 2002), e esté ilustrado na Figura 6.

Os hospedeiros vertebrados incluem grande variedade de roedores e
mamiferos, incluindo o homem. Os hospedeiros invertebrados sdo pequenos insetos
da ordem Diptera, familia Psychodidade, subfamilia Phlebotominae (GENARO,
2000b), que ao exercer o hematofagismo ingerem com sangue 0S macrofagos
parasitados por formas amastigotas. Durante o trajeto pelo trato digestivo, 0s
macréfagos se rompem liberando as formas amastigotas que sofrem divisdo binaria
e se transformam rapidamente em promastigotas, na qual sdo envoltas por uma
membrana peritréfica secretada pelas células do estbmago do inseto. Entre o
terceiro e o quarto dia, a membrana peritrofica se rompe e as formas promastigotas
ficam livres. O tempo necesséario para que o ciclo se complete varia entre trés a
cinco dias para diferentes espécies (GENARO, 2000b; RATH et al., 2003).
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Figura 6: Ciclo evolutivo do género Leishmania.
Fonte: CDC. http://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html. Adaptado.



A transmissdo para o hospedeiro vertebrado ocorre durante o processo de
alimentacdo do flebotomineo, na tentativa da ingestdo do sangue, as formas
promastigotas sdo introduzidas no local da picada. Dentro de quatro a oito horas,
sdo fagocitados pelos macrofagos teciduais. E apos 24 horas as formas
promastigotas se transformam em amastigotas. Dentro do vacuolo fagocitario dos
macréfagos, as amastigotas multiplicam-se por divisdo binaria, e por fim, a
membrana do macréfago se rompe liberando as amastigotas para os tecidos
(GUIMARAES et al., 2013; GENARO, 2000b, RATH et al., 2003).

1.3.3 ManifestacOes da doencga

A leishmaniose manifesta em trés formas clinicas distintas, dependendo da
espécie de Leishmania envolvida na infeccdo: Leishmaniose cutanea (LC),
Leishmaniose mucocutanea (LMC) e leishmaniose visceral (LV) (GENARO, 2000b
GUIMARAES et al., 2013)

1.3.3.1 Leishmaniose cutanea

A leishmaniose cutanea (LC) é a forma mais comum, sendo
caracterizada por lesdes cutaneas ulcerosas, indolores, Unicas ou mudltiplas, em
partes expostas do corpo, deixando cicatrizes ao longo da vida e deficiéncia grave
(OMS, 2017d). As espécies envolvidas na LC sao: Leishmania tropica, Leishmania
major, Leishmania aethiopica; Leishmania infantum, Leishmania donovani,
Leishmania mexicana, Leishmania amazonensis, Leishmania venezuelensis e
Leishmania brasiliensis (GENARO, 2000b, SOARES-BEZERRA et al.,, 2004),
provocam cerca de 0,6 milhdes a 1 milhdo de novos casos no mundo, na maioria
ocorrem em 6 paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Ird e Republica Arabe
da Siria (OMS, 2017d). A lesé@o causada por LC pode ser observada na Figura 7.
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Figura 7: Lesdo caracteristica da LC.
Fonte: OMS, 2017d.

1.3.3.2 Leishmaniose mucocutanea

A leishmaniose mucocutanea (LMC) é caracterizada por lesGes destrutivas
gue afeta parcial ou total as regibes nasofaringeas (Figura 8). As espécies
envolvidas s&o: Leishmania braziliensis, Leishmania panamensis, Leishmania
guyanensis, Leishmania peruviana e Leishmania chagasi. Ocorrendo em 90 % dos

casos de LMC nos paises: Bolivia, Brasil, Etiopia e Peru (OMS, 2017d).

Figura 8: Leséo caracteristica da LMC.
Fonte: OMS, 2017d

1.3.3.3 Leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar é a forma mais
grave da doenca. As espécies responsaveis pela LV sdo: Leishmania donovani,
Leishmania chagasi e Leishmania infantum (HERWLADT, 1999). Os infectados por
esta doenca podem apresentar crises irregulares de febre, perda de peso, aumento
do baco (esplenomegalia), figado (hepatomegalia), podendo de desenvolver em
tempos variaveis (Figura 9) (HERWLADT, 1999; SOARES-BEZERRA et al., 2004).
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Figura 9: Esplenomegalia na LV.
Fonte: WHO, 2017h

A LV é endémica no subcontinente indiano e na Africa Oriental, sendo que no
ano de 2015, cerca de 90 % dos novos casos notificados & OMS ocorreram em 7
paises: Brasil, Etidpia, india, Quénia, Somalia, Sud&o do Sul e Suddo (OMS, 2017d),
com aproximadamente 100 % de taxa de mortalidade em individuos néo tratados
(SOARES-BEZERRA et al., 2004).

Em 2004, o estado de Mato Grosso do Sul notificou 196 casos de LV, com
incidéncia de 8,9 casos por 100 mil habitantes e cura clinica de 70%. Em 2006, 231
casos registrados com 8 % de letalidade (BRASIL, 2006). Entre 2010 a 2017 foram
confirmados 1.521 casos no estado, com 109 6bitos. Portanto, por ser uma doenca
de evolucdo crbnica, acbes de prevencdo e controle devem ser desenvolvidas

(SES/MS, 2017), afim de que reduzam os indices de mortalidade.

1.3.4 Tratamento

O tratamento da leishmaniose depende de varios fatores, incluindo o tipo de
doenca, patologias concomitantes, a especificidade encontrada entre a diversidade
de espécies de parasitas e localizagdo geografica (HERWALDT, 1999). Os
medicamentos utilizados como o0s antimoniais pentavalentes, anfotericina B,
pentamidina e miltefosina estdo associadas ha multiplos efeitos que tornam a busca
de novos tratamentos necessaria (WILLIANS et al., 2003; RATH et al., 2003).

1.3.4.1 Antimoniais pentavalentes
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Os farmacos de primeira escolha para o tratamento de Leishmanioses sao os
estibogluconato de sédio (Pentostan®) e o antimoniato de meglubina (Glucantime®),
que foram introduzidos na quimioterapia na década de 40, atualmente sdo as
principais drogas eficazes utilizadas no tratamento das leishmanioses, porém
apresenta alta toxicidade (Figura 10). (FIOCRUZ, 2017; RATH et al., 2003).

A OMS preconiza como tratamento para a LV, a dose de 20 mg de Sb/kg/dia,
por via intramuscular ou intravenosa, por no minimo 20 dias e até duas semanas
apos a cura parasitolégica, na dose diaria maxima de 850 mg de antiménio. Para a
leishmaniose cutdnea e mucocutanea, a recomendacéo € de 10 a 20 mg Sb/kg/dia,
durante 30 dias ou até que a lesdo se cure (FIOCRUZ, 2017, RATH et al., 2003;
SOARES-BEZERRA et al., 2004).

O mecanismo de acgdo dos antimoniais pentavalentes continua pouco
compreendido, mas parece ser um evento que envolve diversos aspectos do
metabolismo do parasita, sendo capazes de formar complexos sollveis em agua e
com o atomo de antiménio, distribuindo os agentes antimoniais para os macréfagos
infectados. Além disso, como a forma pentavalente apresenta pouca toxicidade, é
possivel que esta forma seja um pré- farmaco, que se converta na forma mais toxica,
trivalente, proxima de seu local de acéo, ou seja, no interior dos macréfagos ou
proximo destas células (SOARES-BEZERRA et al., 2004).

CH,NH,*CH
2NH"CH3 T ||_|

Q" H—C—OH H—C—oH HO—C—H

O—=Sh—O—C—H H—(l:—OH HO—Cli—H
OH H—C—OH H=C—o0 ™ ?’/O_f_H )
H—C|:—O7Sb—O—Sb<O—C|:—H 3Na

H—C—OH
H—c—0 0—C—H
CH,OH coo Co0"
Antimoniato de meglumina Estibogluconato de sédio

Figura 10: Estruturas quimicas do antimoniato de meglumina e estibogluconato

de sodio.
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Em geral, os antimoniais pentavalentes sdo bem tolerados, mas algumas
reacoes colaterais podem ocorrer, como dor no local da injecdo, disfuncao
gastrintestinal, dores musculares difusas, enrijecimento das articulacdes, arritmias,
pancreatite e cardiotoxicidade (SOARES-BEZERRA et al., 2004).

1.3.4.2 Pentamidina

As amidinas sdo compostos organicos caracterizados pela presenca dos
grupamentos C=N e C-N, que proporcionam propriedades especificas das fungdes
azometina e amina, respectivamente. A pentamidina apresenta atividade com bons
resultados em pacientes imunodeprimidos, principalmente em casos nao
responsivos aos antimoniais pentavalentes (Figura 11) (SOARES-BEZERRA et al.,
2004).

A recomendacdo da OMS para o tratamento com pentamidina € de 4 mg/kg,
aplicados por via endovenosa trés vezes por semana. Apos a administracdo de 15
injecdes (5 semanas de tratamento) foi observado que 77 % dos pacientes com LV
evoluiram para cura e apés a administracdo de 27 injecdes (9 semanas de
tratamento) o percentual de cura foi de 94 % (SOARES-BEZERRA et al., 2004).
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Figura 11: Estrutura quimica da pentamidina.

O mecanismo de a¢do das diamidinas consiste em interferir na sintese de
poliaminas impedindo a sintese de moléculas importantes para a manutencdo do
parasita. Os efeitos adversos sao expressivos, como mialgias, dor no local da
administracdo, nauseas, dores de cabeca e hipotensdo. E os efeitos toxicos
observados sdo maiores do que os apresentados pelos antimoniais pentavalentes
(SOARES-BEZERRA et al., 2004).



14

1.3.4.3 Anfotericina B

A anfotericina B € um antibiotico poliénico com atividade antifingica e
leishmanicida, é produzida pelo Streptomyces nodosus, se caracteriza quimicamente
por uma grande estrutura ciclica, parte da qual é hidrofébica com muitas hidroxilas e
outra parte lipofilica apresentando duplas ligagbes (Figura 12) (RATH et al., 2003;
SOARES-BEZERRA et al., 2004).

O mecanismo de acéo da anfotericina B decorre de sua ligacédo ao ergosterol,
com consequente alteracdo de permeabilidade de membrana e do equilibrio
osmaotico do parasita. O uso clinico € recomendado para os casos graves de
leishmaniose ndo responsiva ao tratamento convencional, com ameaca de morte.
Seu uso € bastante restrito devido aos inUmeros efeitos toxicos que apresenta, como
febre, calafrios, hipotensédo ou hipertensao, diminuicdo da funcéo renal e dos niveis
séricos de potassio (RATH et al., 2003; SOARES-BEZERRA et al., 2004).

Anfotericina B

Figura 12: Estrutura quimica da anfotericina B.

Sua acao adversa mais importante € a nefrotoxicidade, um efeito que pode
ser atenuado pelo emprego de um esquema terapéutico em dias alternados. Pode
ser empregada por via endovenosa, na dose diaria maxima de 50mg dissolvida em
500 cm® de solugéo de dextrose a 5 % (SOARES-BEZERRA et al., 2004).
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1.3.4.4 Paromicina

A paromomicina (aminosidina) € um antibiético aminoglicosideo extraido de
Streptomyces rimosus, cuja estrutura quimica € apresentada na Figura 13
(SOARES-BEZERRA et al., 2004).

E utilizada na forma injetavel (124 mg/kg dia por 19 dias em média) como
monoterapia para a LV, apresentando resultados positivos em estudos clinicos
realizados no Quénia e na India. Em outros estudos, a paromomicina associada ao
Pentostan® apresentou resultados similares aqueles obtidos quando o antimonial
utilizado de forma unica na terapia, mas neste caso o tempo de tratamento foi
reduzido pela metade (SOARES-BEZERRA et al., 2004).

NH2 OH
OH
0
O NH,
H,N o)
HOH,C o) OH o oH
HO NH 2N OH
OH
Paromicina

Figura 13: Estrutura quimica da paromicina.

Os efeitos colaterais relacionados a este farmaco sdo: nefrotoxicidade e
ototoxicidade, afetando o oitavo par de nervos cranianos, o que pode levar também
a problemas de controle motor e do equilibrio. Além disso, esse farmaco foi avaliado
em numero insuficiente de pacientes para que os efeitos colaterais e a resisténcia
dos parasitas fossem convenientemente avaliados (SOARES-BEZERRA et al.,
2004).

Seu mecanismo de acgao consiste na inibicdo de sintese proteica, através de
ligacdo as proteinas ribossdmicas induzindo a leitura equivocada do mRNA. Desta
forma, interfere no complexo de formacdo de peptideos e causando ruptura dos

polissomos em monossomos nao funcionais (SOARES-BEZERRA et al., 2004).
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1.3.4.5 Miltefosina

A miltefosina é uma alquilfosfocolina desenvolvida originalmente para o
tratamento do cancer e leishmaniose, atualmente desponta como a melhor
alternativa para o tratamento da LV, administrada por via oral, entretanto o farmaco
parece afetar o sistema gastrintestinal, causando vémitos e diarreia, além de poder
aumentar os niveis sanguineos das transaminases, bem com elevar a uremia e
creatininemia (Figura 14) (SOARES-BEZERRA et al., 2004).

oo
3L~ _P P U U U U Ys
N~"0" o

H3C

Miltefosina

Figura 14: Estrutura quimica da miltefosina.

O mecanismo de acdo da miltefosina contra Leishmania ainda é bastante
controverso. Acredita-se que este farmaco atue como em células tumorais, ou seja,
induzindo a apoptose e alterando as vias de sinalizacdo celular mediada por lipideos
(SOARES-BEZERRA et al., 2004).

1.4 Staphylococcus aureus

1.4.1 Aspectos gerais

Staphylococcus aureus (S. aureus) é um coco gram-positivo, que faz parte da
microbiota humana, mas que pode provocar doencas que vao desde uma infeccao
simples, como espinhas e furdnculos, até as mais graves, como pneumonia,
meningite, endocardite, sindrome do choque téxico e septicemia, entre outras.
Medem entre 0,5 a 1,5 um de diametro, imoéveis, ndao esporulados e geralmente nao
encapsulados. Essa bactéria pode apresentar-se em diversas formas, que vao

desde isolados, aos pares, em cadeias curtas, ou agrupados irregularmente (com



17

aspecto semelhante a um cacho de uvas), devido a sua divisdo celular, que ocorre
em trés planos perpendiculares (SANTOS et al., 2007; SILVA et al., 2010; TONG et
al., 2015).

Recentemente, a ONU (Nacbes Unidas no Brasil) publicou uma lista de
bactérias resistentes a antibioticos, na qual inclui a S. aureus como prioridade alta.
Segundo a agéncia deve ser prioridade nas pesquisas por novos medicamentos
contra os agentes infecciosos. Os critérios utilizados para escolha dos patdégenos
foram o nivel de letalidade; tempo de internamento; facilidade em se espalhar entre
0s animais e seres humanos; e se as infec¢bes que as bactérias provocam podem
ser prevenidas e se novos antibidticos para tratar ja estdo sendo desenvolvidos
(ONUBR, 2017).

1.4.2 Patogenia

S. aureus provocam doencas decorrentes da invasdo direta dos tecidos,
através de bacteremia primaria ou, exclusivamente, devido as toxinas que ele
produz. A bacteremia pode causar infec¢ces em sitios anatdémicos distantes, como
endocardites, osteomielites, pioartrites e formacédo de abscessos metastaticos, em
particular em pele, tecidos subcutaneos, pulmdes, figado, rins e cérebro (SANTOS,
et al, 2007).

O mecanismo de invasao dessa bactéria primeiramente envolve a adesao a
pele ou a mucosa para em seguida ocorra o rompimento das barreiras do epitélio,
comprometendo estruturas de ligacdes intercelulares. Apds a invasdo, sucede a
neutralizacdo da fagocitose, as bactérias elaboram enzimas proteoliticas que
facilitam a disseminacdo de tecidos adjacentes e a liberacdo de estafilococos na
corrente sanguinea. O fator tecidual é expresso por células endoteliais infectadas,
facilitando a deposicao de fibrina. Uma vez nos tecidos subepiteliais adjacentes, as
bactérias provocam uma resposta inflamatéria que resulta na formacdo de
abscessos. (LOWY, 1998; SANTQOS, et al, 2007).

Essas infecgBes podem se localizar em um ou em mudltiplos sitios, de acordo
com a localizacdo, recebem diferentes designacdes, como foliculite (infeccdo do

foliculo piloso); carbunculo; antraz; furinculos localizados na regido cervical
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posterior; hordéolo (tercol); hidradenite (inflamacdo das glandulas sudoriparas); e
impetigo (SANTOS, et al, 2007).

1.4.3 Antibioterapia e resisténcia

A resisténcia do S. aureus aos antibidticos tem sido desenvolvida por
mutacfes em seus genes ou pela aquisicdo de genes de resisténcia de outras
bactérias da mesma espécie (ou até de outras). Geralmente, a resisténcia que
ocorre por mutacdo gera uma alteracdo no sitio de acdo do antibiético, enquanto a
resisténcia por aquisicdo de genes de resisténcia frequentemente envolve a
inativacdo ou a destruicdo da droga, sendo transmitida por plasmideos (SANTOS et
al., 2007).

O primeiro medicamento utilizado para o tratamento de infectados pela S.
aureus, foi a benzilpenicilina em 1943. Ap6s um ano, 5 % das bacterias eram
resistentes a penicilina, e em 1959 essa resisténcia ja alcancava a taxa de 80 % na
capacidade de hidrolisar o anel betalactamico pela producéo da betalactamase. Em
1944, a resisténcia se estendeu tanto a amoxicilina como a ampicilina (Figura 15)
(SANTOS, et al., 2007).

NH,
H I =
N N
o) //——O HO o) //——OH
o O
Benzilpenicilina Amoxicilina
NH,
H z
N
o) N—., o
o Ve
o]
Ampicilina

Figura 15: Estrutura quimica da benzilpenicilina, amoxicilina e ampicilina.
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Em 1960 a meticilina, a primeira penicilina semi-sintética, que n&o era
suscetivel a acdo da betalactamase, comecou a ser utilizada. Logo em seguida a
meticilina vieram as cefalosporinas. Porém, no inicio da década de 1970,
comecaram a aparecer, com muita rapidez, cepas de S. aureus com resisténcia a
meticilina identificadas pela sigla MRSA (S. aureus resistente a meticilina), também
resistentes aos demais betalactamicos (cefalosporinas e outros). As cepas MRSA
rapidamente se disseminaram em ambientes hospitalares, limitando, assim, a
antibioticoterapia aos glicopeptidios vancomicina e teicoplanina, que séo eficientes
no tratamento das infec¢cdes causadas pelas cepas MRSA, apesar de apresentar
efeitos nefrotdxicos e ototdxicos. Entretanto em 1997 no Japdo, foi descrita a
primeira cepa resistente ao glicopeptidio (VRSA) (Figura 16) (SANTOS et al., 2007).

Meticilina

N~
O R
COOH

Vancomicina

Cefalosporina

Figura 16: Estrutura quimica do meticilina, cefalosporina e vancomicina.

Nos ultimos anos, surgiu a S. aureus associada a comunidade (CA-MRSA),
que é uma cepa resistente & associacdo meticilina/oxacilina, somente encontrada
nas comunidades; ou seja, nhao é encontrada em ambiente nosocomial. Os pacientes
acometidos pelo CA-MRSA néo foram internados em hospitais no ano anterior a
infec¢cdo, nem foram submetidos a procedimentos médicos como dialise, cirurgia ou
cateter, fatos muito comuns em infec¢cdo por MRSA. Das principais diferencas entre

as cepas CA-MRSA e as associadas ao ambiente hospitalar (HA-MRSA), pode-se
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destacar manifestacdes clinicas, como as infec¢des de pele e partes moles, além de
muitos casos de infecches respiratérias e da corrente sanguinea. Outra
caracteristica extremamente importante é o perfil de resisténcia a antibidticos, pois,
enquanto o HA-MRSA se caracteriza por uma ampla resisténcia a diversos
antibiéticos, as cepas CA-MRSA mostram uma sensibilidade (entre 85 % e 100 %) a
drogas, como clindamicina, gentamicina, ciprofloxacina, sulfametaxazol/trimetoprim e
vancomicina, mostrando-se resistente apenas a oxacilina e a outros betalactamicos
(SANTOS et al., 2007).

A terapia com vancomicina e daptomicina, atualmente s@o 0s Unicos
antibioticos que sao aprovados pela Food and Drug Administration (FDA) para
bacteremia de MRSA, com posologia de 6 mg/kg de peso corporal, por via
endovenosa, e sao considerados os antibidticos de primeira linha. (Figura 17)
(TONG et al., 2015).
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Figura 17: Estrutura quimica da oxacilina, clindamicina, ciprofloxacina,

clindamicina, sulfametazol, trimetropina, gentamicina e daptomicina.

1.5 Naftoquinonas

As quinonas representam uma ampla familia de metabdlitos de distribuicdo

com biodinamicidades variadas, destacando-se, dentre muitas as propriedades

tripanomicidas, leishmanicidas, e antibacteriana (Tabela 1) (HUSSAIN et al.,

SILVA et al.,

2007,

2003), por isso sao consideradas estruturas privilegiadas, podendo

levar a descoberta de novos medicamentos (CONSTANTINO, 2006).
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Tabela 1: Compostos naftoquindnicos com atividade leishmanicida, tripanocida e

antibacteriana.

Derivados de naftoquinona Atividade Referéncia
(0]
Amastigota de L. major ALl et al.,
ICs0=7 pg/mL 2011
Promastigota de L. infantum KAISER et
IC50=0,8 pg/mL al.,2000
Epimastigota de T. cruzi SALAS et al.,
IC5o=0,2 pg/mL 2008
(@]
OH O
O‘ S. aureus RIFFEL etal.,
MIC=125 pg/mL 2002
OH O

Com base na sua estrutura molecular, as quinonas

sdo divididas em

diferentes grupos, utilizando-se como critério o tipo de sistema aromatico que

sustenta o anel quinonoidico: benzoquinonas - um anel benzénico; antraquinonas-

um anel antracénico linear ou angular; naftoquinonas - um anel naftalénico,

destacando-se os isomeros: B-lapachona e a-lapachona (Figura 18) (SILVA et al.,

2003).

O lapachol é substancia natural e pode ser obtido de plantas das familias

bignoniaceae, verbenaceae e proteaceae do género Tabebuia, cuja extragcdo pode

ser efetuada a partir de serragem da madeira (SILVA et al.,

NETO; 2013).

2003; BARBOSA;
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Figura 18: Classificacdo das quinonas e formas isoméricas da naftoquinona.

A toxicidade e a atividade terapéutica do lapachol provém da sua capacidade
de induzir o estresse oxidativo, decorrente da formacdo intracelular de espécies
reativas do oxigénio, como H,O,, O, e 0 HO'. Estas espécies podem danificar alguns
componentes celulares importantes, tanto de células normais como de malignas. A
alteracdo da normalidade pode induzir a apoptose como alternativa, caso ndo ocorra
a eliminacdo completa por estresse oxidativo (CASTRO; PINTO 2009; DE MOURA
et al., 2001; SILVA et al., 2003).

1.6 Derivados de acil-hidrazidas

A fracdo acil-hidrazida é considerada uma estrutura privilegiada, capaz de
fornecer ligantes para mais de um tipo de bioreceptor, e modificacbes na subunidade
resultam em varios derivados com diversidade de alvos moleculares (MAIA; FRAGA,
2014). Por isso, o interesse nestes derivados € crescente, podendo ser utilizado em
terapias experimentais como antidepressivo (inibidores da monoamina oxidase)

(JUCHAU, et al., 2013). Estes derivados, também tem sido relatado com grande
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variedade de atividade biolégica, como antivirais, anti-hipertensivos, antiflngica,
antibacteriana, anticonvulsivante, antiaginoso, tranquilizante, imunossupressores,
anti-inflamatorio, analgésica e antimalarica. Algumas estruturas estdo apresentadas
na Tabela 2 (CACIC et al.,, 2006; DURAN et al., 2002; JUCHAU, et al., 2013;
KHATAB, 2005; MAMOLO et al., 2002).

Tabela 2: Compostos derivados de acil-hidrazida com atividade bioldgica.

Derivados de hidrazina Atividade Referéncia

Q\ _H Inibicdo COX-1
N (6]
S A
\@/u\/\/ r |C50: 2,3 UM
H

ROLLAS et
. . al., 2007
o Antibacteriano (S.
R‘@”qNH aureus ATCC 25923)
N/\
A e ICs0= 63 pgimL
N (0]
7\ Leishmanicida MUROZ,

— NH
Nv@ CEs50>50 pg/mL 2006

1.7 Hibridizacdo molecular

Um ramo de interesse da quimica organica € o planejamento, sintese e a
caracterizagcdo de novas moléculas bioativas, conhecido como quimica medicinal.
Desta forma a quimica medicinal mescla os conhecimentos das ciéncias bioldgicas,
exatas, e da saude, de modo a atingir esses objetivos. Também é necessario fazer a
interpretacdo dos mecanismos de acdo dos farmacos, bem como elucidar as

caracteristicas de interagcdo desses farmacos com os seus alvos farmacologicos,
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tudo isso para chegar a um objetivo principal: produzir um farmaco que seja
promissor, estavel, e de baixa toxicidade. Uma das estratégias, que séo utilizadas

pelos quimicos medicinais € a hibridizacdo molecular (ARAUJO et al, 2015)

Esta estratégia consiste na conjugacao de caracteristicas estruturais de dois
compostos bioativos distintos, em uma Unica nova molécula. Essas caracteristicas
em alguns processos fisiopatolégicos na génese de doenca, podem de maneira
assegurar a molécula planejada o reconhecimento molecular por dois alvos
terapéuticos, simultaneamente, e podendo apresentar vantagens farmacocinéticas
(BARREIRO; FRAGA, 2001).

Numerosos compostos sintéticos ou naturais com atividade investigada, nao
sdo considerados adequados, pois 0s usos terapéuticos provocam toxicidade, e
alteracbes mutagénicas (RANI et al.,2015). Apesar dos perfis farmacologicos
promissores das naftoquinonas e hidrazidas, separadamente, o presente trabalho
visa obter a partir da estratégia de hibridizacdo molecular a conexdo destas duas
classes resultando em compostos com caracteristicas sinérgicas a diferentes

bioreceptores moleculares.



26

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Sintetizar novos hibridos moleculares a partir da Lawsona, com derivados de
acil-hidrazidas, utilizando a Hibridizacdo Molecular como estratégia na obtencéo de

compostos com atividade antimicrobiana.

2.1 Objetivos especificos

o Realizar a sintese de derivados acil-hidrazidas;

o Realizar a sintese de novos hibridos moleculares da 2-hidroxi-1,4-
naftoquinona,

o Caracterizar os novos hibridos moleculares pelas técnicas de 1V, RMN
(*H e *C) e HRMS;

o Realizar o ensaio biolégicos dos compostos sintetizados contra os
protozoarios Trypanosoma cruzi e Leishmania amozonensis e a bactéria

Staphylococcus aureus.



3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Sintese de acil-hidrazidas da 2-hidroxi-1,4-naftoquinona

A rota sintética para a preparacdo de novas naftoquinonas hibridas é

constituida por trés etapas e esta representada na Esquema 1.
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o 0 o)
Ry OH Ry o - Ry N/NH2 OH
— 8 —b> H +
R3 R R3 Ry R3 Ry
Rz Rz Ry o]
1-7 8-14 15-21 22
(1) R;=R4=0OCHg; Ry=R3= H (8) R;=R4=OCHg; R;=R3= H (67%) ¢
(2) Rg=NOy; Ri=Ry=R4=H (9) Rg=NOy; R1=Ry=R4=H (78%)
(3) Rg= Br; Ry=Ry=R4=H (10) Rg= Br; Ry=R,=R4=H (66%)
(4) Rg=F; R1=Ro=R4=H (11) Rg=F; R1=R>=R4=H (63%) 0 0 Ry R
2
H
(5) Rg=(CH3)3CH3; R1=R;=R4=H (12) R3=(CHp)3CHg; R1=Rp=R4=H (69%) N
N
(6) R;=R3=0OCHj; Ry=R;=H (13) R,=R3=0CHj; R;=R,=H (68%) O‘ H R3
(7) Ri= F; Rp=R3=R4=H (14) R1= F; Ry=R3=R4=H (61%) R
4
[e]
(15) Rp;=R4=0OCHg; R1=R3= H (52%) (23) Rp=R4=0CHg; Ry=R3= H (51%) 23.29
(16) Rg=NOg; R1=Rz=R4=H (52%) (24) R3=NOy; R1=R,=R4=H (52%)
(17) Rs=Br; R1=Ry=R,=H (56%) (25) R3= Br; Ry=R»=R,=H (55%)
18) R3=F; R1=R,=R,=H (45% =F: R,=R,=R,= fps
(18) R 17Rp=R4=H (45%) (26) Ra=F; R1=Ry=R4=H (32%) Reagentes e condicdes:
(19) R3=(CHz)3CHg; R1=R2=R4=H (60%) (27) Rg=(CH3)3CHg; R1=R,=R,=H (35%)
(@) MeOH, HyS04,110 °C, 4h; (b) NHaNH,.H,0,
(20) R=R3=OCHg; R1=Rs=H (53%) (28) Ry=R3=OCHz; R1=R,=H (58%) ta., 24h;
(21) Ry= F; Rp=R3=R4=H (40%) (29) R1= F; Ry=R3=R4=H (30%) (c) AcOH 80%, t.a., 24h;

Esquema 1: Rota sintética geral para a preparacao de novas naftoquinonas

substituidas.

O Esquema 1 mostra a rota sintética executada para obter moléculas de

hidrazidas de naftoquinona. Inicialmente, selecionamos como materiais de partida os

acidos benzéicos substituidos (1-7) que foram submetidos a simples reacdes de

esterificacdo com metanol sob catalise 4cida. Os respectivos ésteres formados (8-

14) foram necessarios para gerar as hidrazidas aromaticas (15-21) por tratamento
com hidrato de hidrazina (RODRIGUES et al., 2016). A ultima etapa chave, a reacao
de acoplamento com a lawsona foi conduzida (SILVA et al, 2013) para fornecer os
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sete hibridos correspondentes (23-29) (Figura 22). De acordo com busca realizada
por meio do banco de dados SciFinder, todos os compostos sdo inéditos.
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Figura 19: Compostos sintetizados derivados da lawsona (23 - 29).

Ha poucos relatos da fusdo entre os dois fragmentos acil-hidrazidas e
naftoquinona (RANI et al., 2014; DUDLEY,1969). O resultado da reacdo é
dependente das condi¢des utilizadas, ou seja, em condi¢des acidicas (acido acético
80 %) ocorre a condensacdo em C2, enquanto em solucfes alcalinas, ocorre a
condensacao em C1 da lawsona (DUDLEY,1969) (Figura 23).
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Figura 20: Estrutura da 2-hidroxi-1,4-naftoquinona (22)

A capacidade de substituicdo nas naftoquinonas por nucledfilos diminui da
seguinte forma: hidrazinas> amoénia> aminas primarias> aminas secundarias
(KUTYREV, 1991). Sendo que uma proposta do mecanismo da reagdo para a
obtencdo dos derivados da 2-hidroxi-1,4-naftoquinona esta apresentada no

Esquema 2.

A primeira etapa em meio acido, inicia-se através da protonacdo do atomo de
oxigénio do grupo carbonila, deixando-o com densidade de carga parcialmente
positiva, em seguida ocorre o ataque nucleofilico do par de elétrons livres do atomo
de hidrogénio do grupo acil-hidrazida. Com a nova ligagdo formada, o 4tomo de
nitrogénio do grupo acil-hidrazida adquire uma densidade de carga parcialmente
positiva, pois 0 mesmo esta fazendo quatro ligacdes, assim o grupo hidroxila captura
um atomo de hidrogénio do grupo hidrazina neutralizando a carga positiva do atomo
de nitrogénio, formando uma molécula de agua protonada. Por fim, a base resultante
do acido utilizado inicialmente para a protonacdo do grupo carbonila, captura o
préton do grupo hidroxila formado, provocando a ressonancia da dupla ligacdo do

anel e a eliminacdo de uma molécula de agua, dando origem ao composto almejado.
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Esquema 2: Proposta do mecanismo da reacéo para obtencdo dos derivados
de acil-hidrazidas da 2-hidroxi-1,4-naftoquinona.

Os 7 compostos obtidos foram caracterizados por meio das andlises dos
espectros de RMN de 'H obtido a 300 MHz, RMN de 3C obtido a 75 MHz,

espectroscopia de infravermelho (IV) e espectrometria de massas de alta resolucao.

3.1.1 Elucidacdo do composto N'-(1,4-dioxo-1,4-diidronaftalen-2-il)-3,5-

dimetoxibenzohidrazida (23)

Ao analisar os espectros de RMN de *H os sinais relevantes que sugeriram a
obtencéo, por exemplo, do composto 23 (Figura 21) sdo: dois simpletos em 9,50 e
10,71 ppm atribuidos aos hidrogénios H11 e H12. Os sinais na regidao de anel
aromatico, dois dupletos (6 8,02, d, 1H, J = 7,0 Hz; & 7,94; d, 1H, J = 7,0 Hz),
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referentes aos H3 e H6, respectivamente, mais desprotegidos; dois tripletos (& 7,85,
m, 1H, & 7,77, m, 1H), referentes aos H4 e H5, mais protegidos; um dupleto (& 7,08,
d, 2H, J = 1,8 Hz) referente aos H15 e H15' e um simpleto (d 6,72, s, 1H) referente
ao H17. Um simpleto na regido relacionada ao hidrogénio olefinico, atribuido ao H9,
(6 5,67, s, 1H). E em 3,80 ppm ¢é observado o sinal referente aos hidrogénios

metilicos, um simpleto (s, 6H) atribuidos aos H18 e H18'.

O espectro de RMN de 3C (Figura 22) do composto 23, reforgaram as
informagdes observadas no espectro de RMN de 'H, onde os sinais em 182,6 e
181,4 e 165,3 ppm foram atribuidos as carbonilas C1, C8 e C13, respectivamente.
Os sinais dos carbonos olefinicos sdo observados em 102,2 ppm para C9 e 148,9
ppm para C10. E os sinais em 133,2, 132,9 e 130,9 ppm séo referentes ao carbonos
C2, C7 e C14, respectivamente. Os sinais na regido de aromaticos em 125,9 e 126,3
ppm foram atribuidos a C3 e C6 respectivamente, devido a protecado pelo efeito
gama, os sinais em 135,5 e 134,4 ppm foram atribuidos a C4 e C5 respectivamente,
o sinal 160,9 ppm foi atribuido ao C16 e C16’. E o sinal em 55,9 ppm atribuido ao
carbono das posi¢cdes C18-C18’ das metoxilas.

O espectro de RMN de *3C (DEPT-135) (Figura 23) confirma os 7 sinais de
CH em 135,7 ppm; 133,4 ppm; 126,6 ppm; 126,2 ppm; 105,0 ppm; 104,7 ppm; 102,4
ppm referentes aos carbonos da posi¢cdo em C4; C5; C3; C6; C15 e C15’; C9; e C17
respectivamente, e 1 sinal de CHz em 56,2 ppm, referentes a C18 e C18.0s
deslocamentos quimicos observados nos espectros de RMN de *H, RMN de 13C e
RMN de 13C (DEPT-135) do composto 23 foram relacionados na Tabela 04.

Por espectroscopia de IV (Figura 24) foram identificadas as bandas

referentes ao estiramento N-H (v 3289-3412 cm™), carbonila conjugada (v 1666-

1681 cm™), bandas referentes ao estiramento C=C do anel aromatico (v 1457-1553

cm™) e . As absor¢des analisadas foram relacionadas na Tabela 3.

Ao analisar o espectro de massas de alta resolucdo ficou evidenciada a
obtencdo do composto 23, onde foi observado o pico do ion molecular com razdo
massa/carga (m/z) = 353,1123 referente a férmula molecular [C19H16N205 + H]*, cuja
massa calculada é 353,1131 [M+H]", Am= 2,26 ppm (Figura 25).
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Figura 21: Espectro de RMN de “H (300 MHz, DMSO- dg) do composto 23.
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Figura 23: Espectro de RMN de **C (75 MHz, DMSO-dg) - DEPT 135 do composto

23.
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Figura 24: Espectro de infravermelho (KBr) do composto 23.
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Tabela 3: Atribuicdo das bandas de absorcdo de IV a grupos funcionais do

composto 23

(vmax (cm™)

Atribuicao

3289 - 3412 Estiramento N-H
1666 - 1681 Estiramento C=0 conjugada
1457 - 1553 Estiramento C=C anel aromatico
Intens: 1+ ROCO22 pos_1-103_ 01_S5650.d +HvE, 0. 3min#d4]

x105] it N M]** 3531103
1w . 1
] 1

20 H

05 1+

375.0538

1+
7052170
*

Qo T T T t
200 300

T T T T T
600 TOO iz

Figura 25: Espectro de massas de alta resolucdo (ESI-HRMS) do composto 23.

M calculada= 353, 1137[M]"; M encontrada= 353,1123 [M+H]"; Am= 2,26 ppm.
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Tabela 4: Valores de deslocamento quimico (8), expressos em ppm, para 0
composto 23 em DMSO- dg.

RMN °C RMN “H
Posicdo DEPT 135 Multiplicidade, Integracéo, J
(ppm) (ppm)

1 182,6 - - -
2 133,2 - - -
3 125,9 CH 8,02 d, 1H,J=7,27 Hz
4 135,5 CH 7,77 t, 1H,J=6,85e 7,27
5 134,4 CH 7,85 t, 1H, J=6,85e 7,27
6 126,3 CH 7,94 d, 1H, J=7,27 Hz
7 132,9 - - -
8 181,4 - - .
9 102,2 CH 5,68 s, 1H
10 148,9 - . i
11 - - 10,71 s, 1H
12 - - 9,50 s, 1H
13 165,4 - - i
14 130,9 - - -

15,15 105,8 CH 7,08 d, 2H, J,,= 1,8 Hz

16, 16’ 160,9 - - -
17 104,5 CH 6,72 s, 1H

18,18’ 56,0 CHs 3,80 S, 6H
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Os compostos 23-29 diferenciam-se nos substituintes ligados ao anel
aromatico, ou seja, todos 0s compostos apresentaram caracteristicas semelhantes
nas técnicas de elucidacdo estrutural. Todas as informacfes referentes a esses
sinais podem ser observadas nos espectros de RMN de 'H, RMN de 313C,

infravermelho e de massas de alta resolugao apresentadas a seguir.

3.1.2 Elucidacdo do composto N'-(1,4-dioxo-1,4-diidronaftalen-2-il)-4-
nitrobenzohidrazida (24)
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Figura 26: Espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds) do composto 24.
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Figura 27: Espectro de RMN de ~°C (75 MHz, DMSO-dg) - DEPT 135 do composto
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Figura 29: Espectro de infravermelho (KBr) do composto 24

Tabela 5: Atribuicdo das bandas de absorcdo de IV a grupos funcionais do

composto 24.

(vmax (cm™)

Atribuicéo

3451 - 3416
1644 — 1782
1459 — 1592

Estiramento N-H
Estiramento C=0 conjugada

Estiramento C=C anel aromético

0s
b

Qo

RDCML pos_1-100_01, S5627.ct +VE, 0.3mrin#41]

1+
675.1425
L L
T

T T t
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T
400
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Figura 30: Espectro de massas de alta resolugcéo (ESI-HRMS) do composto 24.
M calculada= 338, 0777 [M]"; M encontrada= 338,0762 [M+H]"; Am=
4,43 ppm.
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Tabela 6: Valores de deslocamento quimico (8), expressos em ppm, para 0
composto 24 em DMSO- dg.

0
15
13N\ 16
v 16 17 No
RMN ~C RMN “H
Posicdo DEPT 135 Multiplicidade, Integracéo, J
(ppm) (ppm)
1 182,7 - - -
2 130,4 - - -
3 126,3 CH 8,03 d, 1H, J,= 6,7
4 133,2 CH 7,78 t,1H, J,=6,7e 7,4 Hz
5 135,4 CH 7,86 t,1H,J,=6,6 e 7,4 Hz
6 125,9 CH 7,94 d, 1H, J,= 6,6
7 129,6 - - -
8 181,4 - . i
9 102,4 CH 5,78 s, 1H
10 150,0 - - -
11 - - 11,07 s, 1H
12 - - 9,57 s, 1H
13 164,4 - ; .
14 138,2 - - -
15,15 132,9 CH 8,37 d, 2H, J,= 8,8
16, 16’ 124,2 - 8,16 d, 2H, J,= 8,8

17 148,7 CH ; ]
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3.1.3 Elucidagdo do composto 4-bromo-N'-(1,4-dioxo-1,4-diidronaftalen-2-
ilbenzohidrazida (25)
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Figura 31: Espectro de RMN de “H (300 MHz, DMSO-dg) do composto 25 .
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Figura 32: Espectro de RMN de *C (75 MHz, DMSO-dg) - DEPT 135 do composto
25
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Figura 33 Espectro de RMN de ~°C (75 MHz, DMSO-dg) do composto 25.
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Figura 34: Espectro de infravermelho (KBr) do composto 25.
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Tabela 7: Atribuicdo das bandas de absorcdo de IV a grupos funcionais do

composto 25.

(vmax (cm™) Atribuicdo
3245 — 3316 Estiramento N-H
1589 — 1669 Estiramento C=0 conjugada
1481 — 1516 Estiramento C=C anel aromatico
Intens: o o o 1+ ROCOS0 pos_1-102_01_S625.d HvE, 0.2min433]
x105'_ ﬂ\N [M] 37_1_00331
1'0__ H HJ\@Br
084 (¢}
0_6—-
Q4: )
Q2—- ZLE:LL;'?B:L 1+ 742?;92-'.
0ol ol . o _ . _ . : ki
200 300 400 00 800 OO iz

Figura 35: Espectro de massas de alta resolucdo (ESI-HRMS) do composto 25
M calculada= 371,0031[M]"; M encontrada= 371,0031 [M+H]"; Am=
2,26 ppm.
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Tabela 8: Valores de deslocamento quimico (8), expressos em ppm, para 0
composto 25 em DMSO- dg.

e}
15
13\ 16
5 17
16 Br
RMN *C RMN 'H Multiplicidade,
Posicdo DEPT 135 Integracéo, J
(ppm) (ppm)

1 182,7 - - -

2 131,7 - -- -

3 126,3 CH 8,04 d, 1H,J=7,3 Hz

4 133,2 CH 7,74 -7,81 m, 3H

5 135,5 CH 7,82 -7,88 m, 3H,

6 126,4 CH 7,95 d, 1H,J=6,8

Hz

7 130,9 - - -

8 181,4 - - .

9 102,2 CH 571 s, 1H

10 148,8 - - .

11 - - 9,50 s, 1H

12 - - 10,82 s, 1H

13 165,1 - - -

14 132,9 - - -
15,15’ 132,1 CH 7,82 -7,88 m, 3H
16,16’ 130,1 - 7,74 - 7,81 m, 3H

17 125,9 - - -




3.1.4 Elucidagcédo do
ilbenzohidrazida (26)

composto
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4-fldor-N'-(1,4-dioxo-1,4-diidronaftalen-2-
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Figura 36: Espectro de RMN de "H (300 MHz, DMSO-dg) do composto 26.
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Figura 37: Espectro de RMN de **C (75 MHz, DMSO-dg) do composto 26.



45

Title cial do Brasil (GMT-3:00) ‘ Comment Amostra 031 por Iscm data quarta-feira, maio 17 2017 ‘ Origin cial do Brasil (GMT-3:00)
File Name C:\USERS\ROSANGELA\DOWNLOADS\RDC_F4 1 (5).SP Date Stamp wed may 17 13:50:20 2017 Hora oficial do Brasil (GMT-3:00)

Date wed may 17 13:52:13 2017 Hora oficial do Brasil (GMT-3:00) Technique Infrared ‘ Instrument Frontier FT-IR

Spectral Region IR ‘ X Axis Wavenumber (cm-1) Y Axis Avrbitrary ‘ Spectrum Range 400.0000 - 4000.0000
Points Count 3601 ‘ Data Spacing 1.0000

82T

Arbitrary
969T—
T09T—

o o
N
~y
|O‘m H
H F

o
T T T T T T T T T 7 T 7 T T T y T T T T T T T T T T T T
3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Wavenumber (cm-1)

Figura 38: Espectro de infravermelho (KBr) do composto 26
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Tabela 9: Atribuicdo das bandas de absorcdo de IV a grupos funcionais do
composto 26

(vmax (cm™) Atribuicéo

3162-3300 Estiramento N-H
1,601-1696 Estiramento C=0 conjugada

1400-1500 Estiramento C=C anel aromatico

Irtens: o, o© 1 ROCF pos_1-14_01_7271d VG 0.3min#38
1058 N M1
] O‘ N IM]™ 319 gmzs
1.5 H F
- o
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Figura 39: Espectro de massas de alta resolucdo (ESI-HRMS) do composto 26.
M calculada= 311, 0832 [M]"; M encontrada= 311,0836 [M+H]"; Am=
1,28 ppm.




Tabela 10: Valores de deslocamento quimico (),
composto 26 em DMSO- dg.
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expressos em ppm, para o

15
16
13 \J14

17
15'
16'

RMN ~C RMN “H
Posicédo DEPT 135 Multiplicidade, Integracéo, J
(ppm) (ppm)
1 182,8 - -- -
2 132,9 - - -
3 126,3 CH 7,94 - 9,98 m, 2H
4 130,9 CH 7,86 t,1H,J=8,0e 6,2
5 130,8 CH 7,79 t,1HJ=8,0e 6,4
6 125,9 CH 7,94 -7,98 m, 2H
7 133,2 - - -
8 181,4 - ; .
9 102,1 CH 5,71 s, 1H
10 148,9 - - -
11 - - 9,51 s, 1H
12 - - 10,77 s, 1H
13 164,9 - - -
14 135,5 - - -
15 130,7* CH 8,02 m, 2H
15’ 129,0* CH 8,00 m, 4H
16 116,3* CH 7,38 t, 2H, J,= 9,0 € 9,27
16’ 115,9* CH 7,38 t, 2H, J,= 9,0 € 9,27
17 161,2* - ; .




3.1.5 Elucidagao

illbenzohidrazida (27)

do

composto
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4-butil-N'-(1,4-dioxo-1,4-diidronaftalen-2-

Acquisition Time (sec) 6.8420 ‘ Comment 1H -DMSO - RDC-PFALC- DPL - Rosane Date 22 Mar 2017 14:38:10
File Name C:\Users\Brasil\Desktop\RDC-PFALC_011001r Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H
Number of Transients 8 Original Points Count 32768 Points Count 65536 Pulse Sequence z9
Solvent DMSO-D6 ‘ Sweep Width (Hz) 4789.27 Temperature (degree C) 27.000 <
08
S © o NS D
20 . g2z 2880 278
20 NN BOL SO S
Nhobk 83 52 e QR %1/
AR 08IJq a8 |7 S
B838 ~X832 &8 < e
SCa |fNe LN
B SR | J
SN J
J A
2.05 2.00 3.06
— — —
108103 4.08 202 150 125 1.00 075
= = — Chemical Shift (ppm)
——— T
8.00 7.75 7.50 7.25
Chemical Shift (ppm)
DMSO-dé
3
© gt} o~ 3 mo
3 B ~3g ~ © <3 o R PN
0 @ NHdoboHn S 3 ~ © 0N N2 o
SNBSS e 5 S AIBB
& g 8888 aREny 5 28 EnBSHRKCSSS
o ¢ cdm',\'"\,‘/r\'w | Q9 dgdddgag 9
1.01 1.04 4.08 2.02 1.00 2.04 2.052.00 3.06
LI H HU Ll H Ll HH Ll
13.0 125 120 115 110 105 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0
Chemical Shift (ppm)
. ] 1
Figura 40: Espectro de RMN de “H (300 MHz, DMSO-dg) do composto 27
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Figura 41: Espectro de RMN de **C (75 MHz, DMSO-dg) do composto 27.
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Title cial do Brasil (GMT-3:00) ‘ Comment Amostra 002 por Iscm data quarta-feira, maio 17 2017 ‘ Origin cial do Brasil (GMT-3:00)
File Name C:\USERS\USUARIO\DESKTOP\RDC_ALCAN_1.SP Date Stamp wed may 17 14:24:40 2017 Hora dficial do Brasil (GMT-3:00)

Date wed may 17 14:25:38 2017 Hora oficial do Brasil (GMT-3:00) Technique Infrared ‘ Instrument Frontier FT-IR
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Figura 42: Espectro de infravermelho (KBr) do composto 27

Tabela 11: Atribuicdo das bandas de absorcdo de IV a grupos funcionais do

composto 27.

(vmax (cm™)

Atribuicao

3198-3291
2927-2950
1604-1677
1479-1590

Estiramento N-H
Estiramento C-H conjugada
Estiramento C=0 conjugada

Estiramento C=C anel aromético

Irtens: 4 ) o ROC-ALCAN_pos_1-7_01_7261 ct +VE, 0.5min#40
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Figura 43: Espectro de massas de alta resolucdo (ESI-HRMS) do composto 27
M calculada= 349, 1552 [M]*; M encontrada= 349,1554 [M+H]"; Am=

0,57 ppm.



Tabela 12: Valores de deslocamento quimico (),

composto 27 em DMSO- dg

RMN °C  DEPT RMN “H Multiplicidade,

Posicdo (ppm) 135 (ppm) Integracéo, J

1 182,9 - - -

2 132,8 - - -

3 123,3 CH 7,95 d, 1H, J=7,8 Hz

4 130,8 CH 7,80 -7,90 m, 4H

5 129,8 CH 7,79 t,4H,J=8,5Hz

6 126,0 CH 8,04 d, 1H, J=8,5Hz

7 133,3 - - -

8 181,9 - - -

9 102,0 CH 5,68 s, 1H

10 147,6 - - -

11 - - 9,49 s, 1H

12 - - 10,65 s, 1H

13 166,1 - - -

14 135,5 - - -
15, 15 128,0 CH 7,83 d, 1H, J,= 8,5 Hz
16, 16’ 129,0 - 7,35 d, 2H, J,=7,8 Hz

17 149,0 C - -

18 35,1 CH, 2,66 t,2H J,= 7,3 Hz

19 33,2 CH, 1,58 qt, 2H

20 22,1 CH, 1,31 m, 2H

21 14,1 CH, 0,90 t, 3H J,= 7,3 Hz

49

expressos em ppm, para o
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3.1.6 Elucidacdo do composto N'-(1,4-dioxo-1,4-diidronaftalen-2-il)-3,4-
dimetoxibenzohidrazida (28)
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Figura 44: Espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds) do composto 28
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Figura 45: Espectro de RMN de **C (75 MHz, DMSO-dg) do composto 28.
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Figura 46: Espectro de infravermelho (KBr) do composto 28

Tabela 13: Atribuicdo das bandas de absorcdo de IV a grupos funcionais do

composto 28.

(vmax (cm™) Atribuicéo
3311-3328 Estiramento N-H
1611-1683 Estiramento C=0 conjugada

1497-1597 Estiramento C=C anel aromatico

RDC-3,4DI_pos_1-13_01_7270.d: +MS, 0.3min #36

intens. |
q o o
X105 N o L) R
1254 N ~ 353.1142
] H _
k| H o
1.00 4 5
0.75
0.50
] 1+ 1+
0.25 165.0544 1+ 705.2218
] 311.1659
0.00 T T T T T
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Figura 47: Espectro de massas de alta resolucdo (ESI-HRMS) do composto 28
M calculada= 353, 1137 [M]"; M encontrada= 353,1142 [M+H]"; Am=
1,41 ppm.
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Tabela 14: Valores de deslocamento quimico (8), expressos em ppm, para o

composto 28 em DMSO- dg.

18

RMN °C ’ -
Posic&o DEPT 135 Multiplicidade, Integracéo, J
(ppm) (ppm
1 187,3 - - -
2 137,9 - - -
3 126,2 CH 8,03 d,1H, 3= 7,4
4 137,7 CH 7,86 t,1H,J,=7,2e 7,4
5 140,2 CH 7,78 t,1H,J,=7,2e 7,4
6 129,3 CH 7,95 d, 1H,J,=7,4
7 135,7 - - -
8 186,3 - - -
9 106,8 CH 5,67 s, 1H
10 157,2 - - -
11 - - 10,59 s, 1H
12 - - 9,46 s, 1H
13 170,0 - - -
14 131,1 - - -
15 116,3 CH 7,50 s, 1H
16 153,6 - - -
17 153,8 - - .
18 115,8 CH 7,09 d, 1H, J,= 8,3
19 130,6 CH 7,57 d, 1H, J,= 8,2
20,21 60,8 CH; 3,83 s, 6H




3.1.7 Elucidacdo do
ilbenzohidrazida (29)
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composto 1-flor-N'-(1,4-dioxo-1,4-diidronafhtalen-2-
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Figura 48: Espectro de RMN de "H (300 MHz, DMSO-dg) do composto 29
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Figura 49: Espectro de RMN de **C (300 MHz, DMSO-dg) do composto 29
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Figura 50: Espectro de infravermelho (KBr) do composto 29

Tabela 15: Atribuicdo das bandas de absorcdo de IV a grupos funcionais do

composto 29

(vmax (cm™) Atribuicéo

3311-3328 Estiramento N-H

1611-1683 Estiramento C=0 conjugada

. ;.
1497-1592 Estiramento C=C anel aromatico
Intens. 4 o o F e RDC-F1_pos_1-10_01_7267.d: +MS, 0.3min #35
x10°] H\ [M]+' 311.0836
SO
] H
] H
[e]
P
1 1+ 1+
] 5+ 447.1285 621.1598
] 333.0656 * ®
o T T L T L T T 4 T
200 300 400 500 600 700 vz

Figura 51: Espectro de massas de alta resolucdo (ESI-HRMS) do composto 29

M calculada= 311,0832 [M]*; M encontrada= 311,0836 [M+H]"; Am=
1,28 ppm.
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Tabela 16: Valores de deslocamento quimico (8), expressos em ppm, para o

composto 29 em DMSO- dg.

13 16

19 17
18

RMN ~C RMN “H
Posicédo DEPT 135 Multiplicidade, Integracéo, J
(ppm) (ppm)
1 182,7 - - -
2 132,9 - - -
3 126,3 CH 8,03 d, 1H,J=7,4 Hz
4 135,5 CH 7,78 t,1H,J=5,9Hz e J=7,4 Hz
5 130,5 CH 7,68 t, 1H, J=8,1 Hz
6 125,9 CH 7,96 d, 1H,J=7,2Hz
7 133,8 - - -
8 181,4 - - .
9 102,9 CH 5,78 s, 1H
10 148,7 - - -
11 - - 10,62 s, 1H
12 - - 9,57 s, 1H
13 163,4 - - -
14 116,9 - - -
15 163,4 - - -
16 116,6 - 7,35 g, 2H,J=6,3 Hz
17 133,2 CH 7,62 q,1H,3J=7,7 Hz
18 125,3 CH 7,37 m, 2H
19 130,5 CH 7,86 t, 1H, J=7,3 Hz
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3. 2 ENSAIOS DE ATIVIDADE BIOLOGICA

Os agentes antimicrobianos incluem os agentes que atuam contra todos os
tipos de microorganismos — bactérias (antibacterianas), virus (antivirais), fungos
(antifugicos) e protozoarios (antiprotozoarios) (AMRLS, 2017). No presente trabalho,
todos o0s compostos sintetizados (23 — 29) foram avaliados a atividade
antiprotozoaria, sobre as formas epimastigotas de T. cruzi e as formas promastigotas
de L. amazonensis. A interpretacdo dos resultados foi por meio da analise de lise
dos parasitas causada pela menor concentracdo (UM) da substancia capaz de inibir
em 50% (ICsp) do crescimento dos parasitas.

Em relacdo a atividade antibacteriana, todos os compostos sintetizados (23 —
29) foram avaliados quanto a sua atividade frente a cepa bacteriana padréo de S.
aureus (ATCC 25923) pelo método de microdiluicdo em caldo (MICHELETTI et al.,
2015), e os resultados de concentracdo minima inibitéria (CIM) foram expressos em

pg.mL*

3.2.1 Atividade tripanocida

Os resultados do ensaio in vitro para atividade antiproliferativa em formas
espimastigotas de T. cruzi dos compostos sintetizados, estdo apresentados na
Tabela 17. Demonstram que os compostos 24 (ICsp 117,63 uM), 25 (ICso 86,89 uM)
e 27, 28 e 29 (ICs 290 uM) foram inativos contra as formas avaliadas, exibindo
IC50>80 puM. Porém este resultado ndo pode ser considerado insignificante, se
comparado com a Lawsona (22) (ICso 410 puM) (PINTO et al., 1997).

Contudo, os compostos 23 (ICsp 1,83 uM), apresentou atividade superior ao
farmaco de referéncia benzonidazol (ICsy 8,80 pM). Uma analise da relacéo
estrutura-atividade dos hibridos sintetizados revelou a dependéncia da atividade
tripanocida sobre a natureza dos substituintes no anel aromético da regido azida.
Interessantemente 0s compostos 24 — 29 obtiveram sua atividade notavelmente
diminuida, em relacdo ao composto 23, sugerindo um possivel requisito para a
interacdo com receptores biologicos. Estudos afirmaram que as propriedades
eletrbnicas e estruturais, sdo caracteristicas importantes na interacdo entre 0s

derivados de quinona e os receptores biolégicos (MOLFETTA et., 2005).
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Tabela 17: Atividade tripanocida dos compostos sintetizados sobre a forma
epimastigota do T. cruzi.

Composto Concentrag&o ICso (UM) (+DPP)
O H (@)
N O
H 1,83+ 0,36
H
0 23 O
O H O
Noy
O‘ H)KQ 117,63 + 10,90
H NO,
O 24
0] H O
N
O‘ H)K©\ 86,89 7,0
H Br
0 25
0 . 0
“N
Seuas)
H F
0 26
O H (@]
5040 UUNI-
H
o) 27
O H @]
No O
H >290
H o~
o) 28
o) . O F
“N
OO
H
o) 29
4Benzonidazol 8,80 £ 04

aFarmaco de referéncia.’Desvio padrao.

A literatura tem relatado a atividade tripanocida de diversos derivados do
lapachol (DE MOURA et al., 2001; SALAS et al., 2008; SILVA et al.,, 2013) que

devido as suas propriedades estruturais, apresentam atividade biologica justificada
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principalmente pela formacdo de radical semiquinona e espécies reativas de
oxigénio (ROS) responsaveis pelo estresse oxidativo celular (SILVA; FERREIRA;
SOUZA, onde se ligam e inativam macromoléculas do parasita (SALAS et al., 2008).

A mitocondria presente na regido do cinetoplasto no T. cruzi, rica em DNA, faz
dessa organela um alvo importante de farmacos. Esta organela € conhecida por ser
sensivel ao oxigénio reativo, tornando-o especialmente sensivel as condi¢cdes de
estresse oxidativo. (JUNIOR et al., 2010). Portanto, a acéo tripanocida pode estar
relacionada a producédo de metabolitos, que se ligam e inativam macromoléculas do
parasita (SALAS et al., 2008).

3.2.2. Atividade leishmanicida

Os resultados do ensaio para atividade antiproliferativa em formas
promastigotas de L. amazonensis dos compostos sintetizados, estdo apresentados
na Tabela 18, onde se observa que o composto 24 e 27 com ICso> 100 pM, foram
inativos contra as formas avaliadas.

Os compostos 23 (IC5p 9,65 uM), 25 (ICso 12,16 uM), 26 (ICso 8,38 puM), 28
(ICs0 5,96 pM) e 29 (ICso 8,08 uM), levaram a lise do parasita, sendo capazes de
reduzir o crescimento, quando comparados com o farmaco de referéncia a
Anfotericina B (0,065 uM).

De acordo com Mufioz e colaboradores, o aumento das atividades
tripanocidas e leishmanicidas de derivados relacionados a hidrazidas, como varios
hidrazonas arométicas, depende dos grupos anexados em cada lado das moléculas.
Além disso, os autores mencionaram que as moléculas projetadas para serem
antiparasitarias podem ser simultaneamente ativas contra Trypanosoma e
Leishmania, uma vez que o0s parasitas compartiham um sitio ativo muito
semelhante, a cisteina MUNOZ et al.; 2006).
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Tabela 18: Atividade leishmanicida dos compostos sintetizados sobre a forma

promastigota do L. amazonensis.

Composto Concentrag&o ICso (UM) (+DPP)
O H (@)
N O
H 9,65+ 0,36
H
0 23 O
0 . 0
N
seuael
H NO,
O 24
o ., 0
NN
O‘ HJ\©\ 12,16 + 0,92
H Br
@] 25
0 ; 0
N
O‘ HJ\O\ 8,38+0,8
H F
0 26
O H @]
"N
504 0o U
H
0 27
@] H (@]
Ne O
H 5,96 +1,2
H o~
o) 28
o , O F
N.
N
sounRe 5004
H
0 29
4Anfotericina B 0,065

3Farmaco de referéncia.’Desvio padrédo
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3.2.3 Atividade antibacteriana S. aureus

De acordo com os resultados (Tabela 19), os compostos 27 e 28 nao
apresentaram atividade. Mas em ordem decrescente, 0S compostos apresentaram
atividade 25>29>23/26>24, nas concentracbes de 0,93 a 7,50 pg.mL*, sendo
superior ao B-lapachol, com a CIM de 50 pg.mL™ (ANTUNES et al., 2006).

Segundo estudos anteriores, as naftoquinonas exercem efeitos
antimicrobianos e citotoxicos através de varios mecanismos, incluindo a inibicdo do
transporte de elétrons, efeitos de desacoplamento durante a fosforilagcdo oxidativa,
intercalacdo de agentes na dupla hélice de DNA sob condicbes aerdbicas. No
entanto ainda faltam estudos sobre os mecanismos moleculares relacionados a

atividade especialmente frente a S. aureus (WANG et al., 2016).



Tabela 19: Atividade antibacteriana dos compostos sintetizados frente a S.aureus

Composto CIM (ug.mL™)
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®Farmaco de referéncia. -:N&o apresentou atividade.
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3.3 Citotoxicidade

No presente estudo, a concentragao citotoxica (CCsp) in vitro dos derivados de
naftoquinona sintetizados (23-25), foi avaliada através do método colorimétrico MTT
(RODRIGUES et al., 2014). Os valores de CCso corresponderdo a concentracdo do
composto capaz de reduzir em 50% a viabilidade de células epiteliais de rim de
Macaca mulata (LLCMK?2), apés 96 h de incubacéo. Os dados estdo expressos pelo
indice de seletividade (IS), que consiste na razdo entre concentracao citotoxica 50%
(CCsp) para células LLCMK2 e ICso para os protozoarios. Os resultados estdo
apresentados na Tabela 20.

As células de LLCMK2 foram expostas a diferentes concentracdes dos
compostos sintetizados, na qual a concentracdo citotoxica para 50% das células
(CCsxp) foi de 174,37 uM e 237,36 UM para os compostos 23 e 25, respectivamente,
contra as formas epimastigota de T. cruzi e promastigota de L. amazonensis.
Comparando o CCsp com a concentragcdo do composto que inibiu 50% do
crescimento dos protozoarios, constatou-se que 0s compostos ativos exibem valores
de IS muito interessantes. Indicando que o composto 23 é 95 vezes mais ativo
contra o parasita causador da doenca de Chagas, e 18 vezes mais ativo contra
protozoario causador da leishmaniose do que téxico para as células de mamiferos in
vitro. O composto 25 é 2 vezes mais ativo contra o género da Leishmania avaliado,
do que toxico para as células dos tecidos epiteliais. Estes resultados denotam ainda
mais o potencial promissor dos compostos como agentes tripanocidas e

leishmanicidas.
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Tabela 20: indices de seletividade (IS) para as formas epimastigotas de T. cruzi e

formas promastigotas de L. amazonensis

IS IS
Composto T. cruzi L. amozonensis
(epimastigota) (promastigota)
o, ©
No O
H 95,28 18,06
H
o) 23 O
0 ! o)
N
seuae! 125 s
H NO,
O 24
o) ; o)
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H

IS = CCyo LLC-MK2 / IC5q de epimastigota ou promastigota. -: Ndo determinado.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Parte quimica

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico e utilizados sem
purificacdo adicional. A purificacdo cromatografica foi realizada em silica gel (Merck,
100-200 mesh) e cromatografia analitica em camada fina (TLC) sobre gel de silica
60-F,s4. Os espectros de RMN de 'H (300 MHz) e RMN de **C (75 MHz) foram
obtidos com um espectrometro Bruker Avance DPXT-300 DMSO-ds como solventes
e como referéncia interna foram utilizados os sinais relativos ao hidrogénio residual
do solvente e/ou do tetrametilsilano (TMS). Os espectros de RMN de *H foram
relatados da seguinte forma: ppm (multiplicidade, nimero de prétons e constante de
acoplamento J / Hz,). A multiplicacédo € abreviada da seguinte maneira: s (simpleto),
d (dupleto), dd (duplodupletos), t (tripleto), m (multipleto) e | (sinal alargado). A
espectrometria de massa de alta resolucdo (HRMS) foi realizada em um aparelho
UFLC Shimadzu LC-20AD, e com o detector iES-Q-QTOF-microTOF Il (Bruker
Daltonics) em ion ionizagdo quimica positiva (m / z 120-1200). As amostras foram
preparadas com 0,1 g / mL (metanol / agua 7: 3) e injetado 1 uL, usando agua
gradiente de eluicdo (fase A) e acetonitrila (fase B), ambos com &cido acético a 1%,
método isocratico 50 % e o funcionamento tempo de 3 min. Os espectros
infravermelhos foram obtidos por um espectrémetro Bomen FT-IR-MB100FT-IR e em
células de KBr para liquidos (filme) ou em pastilhas de KBr para sélidos e os nimero
de onda das absorcdes expressos em cm™.

4.2 Preparacdao de acil hidrazidas da 2-hidroxi-1,4-naftoquinona

4.2.1.Preparacdo geral dos ésteres (8-14)

Em um baldo de 50 mL foi adicionado 2,0 g (1,1 mmol) do &cido (1- 8),
solubilizado em 30 mL de metanol e 3 gotas de acido sulfarico adicionadas gota a
gota. Em seguida a mistura foi aquecida e mantida sob agitacdo e refluxo por 4
horas, sendo monitorada por CCD. O excesso de solvente foi retirado em
rotaevaporador e neutralizado com bicarbonato (0,13 g). A fase orgéanica foi extraida

com acetato de etila (3x20 mL), lavada com agua (3x25 mL) e secada com sulfato
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de magnésio. O solvente foi removido por destilacdo a pressao reduzida, resultando

em um 6leo incolor.

4.2.2 Preparacao geral das acil-hidrazidas (15-21)

Em um baldo de 25 mL foi adicionado 0,210 g (1,3 mmol) de éster (8-14) e 0,5
mL de hidrazina. A mistura reagente foi mantida sob agitacdo por 24h, sendo
monitorada por CCD. Apds este periodo, a mesma foi vertida em um béquer
contendo gelo triturado, o produto precipitado foi filtrado em papel de filtro, em
seguida lavado com 30 mL de agua destilada e gelada. Em seguida, o0 mesmo foi

colocado para secar a temperatura ambiente.

4.2.3 Preparagao geral de acil-hidrazidas da 2-hidroxi-1,4- naftoquinona (23-29)

Em um baldo de 25 mL foi adicionado a acil-hidrazida (15-21) 0,207 g (1,1
mmol), a lawsona (22) 0,200 g (1,1 mmol) a uma solucao de acido acético 80% (20
mL). A mistura foi mantida sob agitacdo por 24h a temperatura ambiente, sendo
monitorada por CCD. O produto foi submetido a filtracdo simples, lavado com 50 mL
de hexano, e recristalizado em etanol a quente. As caracterizacdes dos compostos

foram feitas por meio das técnicas de RMN de *H, RMN de *3C.

4.2.3.1 N'-(1,4-dioxo-1,4-diidronaftalen-2-il)-3,5-dimetoxibenzohidrazida (23)

O composto 23 foi obtido como um sdlido alaranjado, com rendimento de
51%. p.f=187,0-194,0. RMN 'H (300 MHz, DMSO-ds) &: 3,80 (H-18, H-18’, s, 6H),
5,68 (H-9, s, 1H), 6,72 (H-17, s, 6H), 7,08 (H-15, H15', d, 2H, J,= 1,8 HZz), 7,77 (H-4,
t, 1H, J= 6,85 e 7,27), 7,85 (H-5, t, 1H, = 6,85 e 7,27 7,94 (H-6, t, 1H, J=7,27 Hz),
8,02 (H-3, d, 1H, J= 7,27 Hz), 9,50 (H-12, s, 1H), 10,71 (H-12, s,1H). *C NMR (75
MHz, DMSO-dg) &: 55,9 (C-18, C-18’), 102,2 (C-9), 104,5 (C-17), 105,8 (C-15, C-15),
125,9 (C-3), 126,3 (C-6), 130,9 (C-14), 132,9 (C-7), 133,2 (C-2), 134,4 (C-5), 135,5
(C-4), 148,9 (C-10), 160,9 (C-16, C-16’), 165,3 (C-13), 181,4 (C-8), 182,7 (C-1). IR
(KBr, cm™): vmax 3289-3412 (NH), 1666-1681 (C=0), 1457-1553 (C=C). [M+H]*
calculada para [C19H16N205 + H]: 353,1131; encontrada: 353,1123; Am= 2,26 ppm.
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4.2.3.2 N'-(1,4-dioxo-1,4-diidronaftalen-2-il)-4-nitrobenzohidrazida (24)

O composto 24 foi obtido como um sélido amarelo, com rendimento de 52%.
p.f= 216.4-220.5. RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) &: 5,78 (H-9, s, 1H), 7,86 (H-5, t, 1H,
Jo= 6,6 e 7,4 Hz), 7,78 (H-4, t, 1H, J=6,7 e 7,4 Hz), 7,94 (H-6, d, 1H, J,=6,6), 8,03
(H-3, 1H, d, Jo= 6.7 Hz), 8,16 (H-16, H16’, d, 2H, J,=8,8 Hz), 8,37 (H-15, H-15’, d,
2H, J,=8.8 Hz), 9,57 (H-12, s, 1H), 11,07 (H-11, s, 1H). RMN **C (75 MHz, DMSO-
de) 6: 102,4 (C-9), 124,2 (C-16, C-16’), 125,9 (C-6), 126,3 (C-3), 129,6 (C-7), 130,4
(C-2), 132,9 (C-15, C-15’), 133,2 (C-4), 135,4 (C-5), 138,2 (C-14), 148,7 (C-17),
150,0 (C-10), 164,4 (C-13), 182,7 (C-8), 181,4 (C-1). %. IR (KBr, cm™): vmax 3451-
3516 (NH), 1644-1782 (C=0), 1459-1592 (C=C). [M+H]" calculada para [C2oH1sN2O¢
+ HJ]: 338,0771; encontrada: 338,0762; Am= 4,43 ppm.

4.2.3.3 4-bromo-N'-(1,4-dioxo-1,4-diidronaftalen-2-il)benzohidrazida (25)

O composto 25 foi obtido como um sdélido marrom, com rendimento de 55%.
p.f=187,0-194,0. RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) : 5,71 (H-9, s, 1H), 7,74 — 7,81 (H-
16, H- 16’, m, 3H), 7,74 — 7,81 (H-4, m, 3H), 7,82 - 7,88 (H-5, H-15, H-15’, m, 3H),
7,95 (H-6, d, 3H, J= 6,8 Hz), 8,04 (H-3, d, 1H, J= 7,3 Hz), 9,50 (H- 11, s, 1H), 10,82
(H-12, s, 1H). RMN **C (75 MHz, DMSO-dg) &: 102,2 (C-9), 125,9 (C-17), 126,3 (C-
3), 126,4 (C-6), 131,7 (C-2), 130,1 (C-16, C-16"), 132,9 ( C-14), 133,2 (C-4), 135,5
(C-5), 130,9 (C-7), 148,8 (C-10), 165,1 (C-13), 181,7 (C-8), 182,7 (C-1). IR (KBr, cm’
Y: Vmax 3245-3316 (NH), 1589-1669 (C=0), 1481-1516 (C=C). [M+H]" calculada para
[C17H11BrN,Og + H]: 371,0025; encontrada: 371,0031; 2,26 ppm..

4.2.3.4 4-fluor-N'-(1,4-dioxo-1,4-diidronaftalen-2-il)benzohidrazida (26)

O composto 26 foi obtido como um sdélido laranjado, com rendimento de 32%, P.f=
204,0-210,0, RMN *H (300 MHz, DMSO-ds) &: 5,71 (H-9, s, 1H), 7,38 (H-16, H-16’, t,
2H, Jo=9,0 € 9,27 Hz), ), 7,79 (H-5, t, 1H), 7,86 (H-4, t, 1H, J=8,0 e 6,2 Hz), 7,94 —
9,98 (H-3, H-6, m, 2H) 8, 00 (H-15", m, 4H), 9,51 (H-11, s, 1H), 10,77 (H-12, s, 1H).
RMN **C (75 MHz, DMSO-dg) 8: 102,1 (C-9),115,9* (C-16’), 116,3* (C-16), 125,9 (C-
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6), 126,3(C-3), 130,8 (C-5), 130,9 (C-4), 132,9 (C-2), 133,2 (C-7), 135,5 (C-14),
148,9 (C-10), 161,2* (C-17), 164,9 (C-13), 181,4 (C-8), 182,8 (C-1). IR (KBr, cm™):
Vmax 3,162-3,300 (NH), 1,601-1696 (C=0), 1400-1500 (C=C), [M+H]" calculada para
[C17H11FN20O3 + H]: 311,0826; encontrada: 311,0836, Am= 1,28 ppm.

4.2.3.5 4-butil-N'-(1,4-dioxo-1,4-diidronaftalen-2-il)benzohidrazida (27)

O composto 27 foi obtido como um sélido marrom, com rendimento de 35%,
P.f= 185,6 — 190,0. RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) &: 0,90 (H- 21, t, 3H, J= 7,3 Hz),
1,31 (H- 20, m, 2H), 1,58 (H- 19, q, 2H), 2,66 (H-18, t, 2H, J= 7,3 Hz), 5,68 (H- 9, s,
1H), 7,35 (H-16, H-16’, d, 2H, J,= 7,8 Hz), 7,79 (H-5, t, 4H, J= 8,5 HZ), 7,80 — 7,90
(H-4, m), 7,83 (H-15, H-15’, d, 1H), 7,95 (H-3, d, 1H, J,=7,8 Hz), 8,04 (H-6, d, 1H,
J=8,5 Hz), 9,49 (H-11, s, 1H), 10,65 (H-12, s, 1H). RMN **C (75 MHz, DMSO-ds) d:
14,1 (C-21), 22,1 (C-20), 33,2 (C-19), 35,1 (C-18), 102,0 (C-9), 126,0 (C-6), 126,3
(C-3), 128,0 (C-15, C-15’), 129,0 (C-16, C-16’), 129,8 (C-5), 130,8 (C-4), 132,8 (C-2),
133,3 (C-7), 135,5 (C-14), 147,6 (C-10), 149,0 (C-17), 166,1 (C-13), 181,9 (C-8),
182,9 (C-1). IR (KBr, cm™): vmax 3,198-3291 (NH), 2927-2950 (C-H), 1,604-1677
(C=0), 1,479-1590 (C=C), [M+H]" calculada para [C2;HoN»,O3 + H]: 349,1547;
encontrada: 349,1554, Am= 0,57 ppm.

4.2.3.6 N'-(1,4-dioxo-1,4-diidronaftalen-2-il)-3,4-dimetoxibenzohidrazida (28)

O composto 28 foi obtido como um sdélido laranjado, com rendimento de 58%, P.f=
185,8 — 189,5. RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) &: 3,83 (H-20, H-21, s, 6H), 5,67 (H-9,
s, 1H), 7,09 (H-18, d, 1H, J,=8,3), 7,50 (H-15, s, 1H), 7,57 (H-19, d, 1H J,= 8,2), 7,78
(H-5,t,1H, J=7,2e 7,4), 7,86 (H-4,t, 1H, J,=7,2 e 7,4), 7,95 (H-6, d, 1H, J,=7,4),
8,03 (H-3, d, 1H, Jo= 7,4), 9,46 (H-12, s, 1H), 10,59 (H-11, s, 1H), RMN *3C (75
MHz, DMSO-dg) &: 60,8 (C-20, C-21), 106,8 (C-9), 116,3 (C-15), 115,8 (C-18), 126,2
(C-3), 129,3 (C-6), 130,6 (C-19), 131,1 (C-14), 135,7 (C-7), 137,7 (C-4), 137,9 (C-2),
140,2 (C-5), 153,6 (C-16), 153,8 (C-17), 157,2 (C-10), 170,0 (C-13), 186,3 (C-8),
187,3 (C-1). IR (KBr, cm™): vmax 3311-3328 (NH), 1611-1683 (C=0), 1,497-1597



68

(C=C). [M+H]" calculada para [C1gH1N2Os + H]: 353,1132; encontrada: 353,1142;
Am= 1,41 ppm.

4.2.3.7 1-fldor-N'-(1,4-dioxo-1,4-diidronafhtalen-2-il)benzohidrazida (29)

O composto 29 foi obtido como um sdlido laranjado, com rendimento de 30%.
P.f=201,1 — 205,0, RMN *H (300 MHz, DMSO-dg) : 5,78 (H-9, s, 1H), 7,35 (H-16, q,
2H, J=6,3 Hz), 7,37 (H-18, m, 2H), 7,62 (H-17, q, 1H, J=7,7Hz), 7,68 (H-5, t, 1H, J=
8,1 Hz), 7,78 (H-4, t, 1H, J=59 Hz e J= 7,4 Hz), 7,86 (H-19, t, 1H, J= 7,3 Hz), 7,96
(H-6, d, 1H, J = 7,2 Hz), 8,03 (H-3, d,1H, J= 7,4 Hz), 9,57 (H- 12, s, 1H, s), 10,62 (H-
11, s, 1H). RMN C (75 MHz, DMSO-dg) d: 102,9 (C- 9), 116,6 (C-16), 116,9 (C-14),
125,3 (C-18), 125,9 (C-6), 126,3 (C-3), 130,5 (C-19), 132,9 (C-2), 133,2 (C-17),
133,8 (C-7), 135,4 (C-4), 130,9 (C-5), 148,7 (C-10), 163,4 (C-13), 181,4 (C-8), 182,7
(C-1). IR (KBr, cm™): vmax 3311-3328 (NH), 1611-1683 (C=0), 1,497-1592 (C=C),
[M+H]" calculada para [Ci7H11FN2Os + H]: 311,0826; encontrada: 311,0836; Am=
1,28 ppm.

4.3 ENSAIOS BIOLOGICOS

4.3.1 Atividade antiparasitaria

A atividade antiparasitaria foi realizada pela equipe do Dr. Celso Vataru
Nakamura do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Estadual de Maringa.
Os experimentos foram realizados com a cepa Y de Trypanosoma cruzi
(epimastigotas) e Leishmania amazonensis (promastigotas) (WHOM/BR/75/JOSEFA
strain). As formas epimastigotas foram cultivadas em meio Liver Infusion Tryptose
(LIT), suplementado com 10% de soro bovino fetal, inativado pelo calor (FBS, Gibco
Invitrogen, Grand Island, NY, EUA), mantido a 28 °C. As formas promastigotas de L.
amazonensis foram mantidas em cultura de 25 °C, com tranferéncias semanais para
0 meio fresco, suplementado com FBS a 10%. De modo a avaliar a citotoxicidade

dos compostos, as células LLC-MK2 (células de rim epitelial de Macaca mulata),
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foram mantidas em meio (DMEM; Gibco Invitrogen), pH 7,4, suplementado com 2
mg.mL™? L-glutamina, e 10 % FBS, e 50 mg.mL™ de gentamicina a 37 °C, com
umidade de 5 % de CO,,

4.3.2 Atividade antiproliferativa contra formas epimastigotas de Trypanosoma

cruzi

Epimastigotas (1x10° parasitas.mL™) na fase exponencial de crescimento (96
h) foram colhidos e incubados na presenca de LIT, suplementado com FBS a 10 %,
adicionado concentracdes crescentes dos compostos (23-29). Os parasitas
incubados a 28°C em placas 96 pocos foram contados através da microscopia
optica. A ICso (concentracdo que inibe 50 % do crescimento do parasita) foi

determinado por andlise de regressao dos dados.

4.3.3 Atividade antiproliferativa contra formas promastigotas de Leishmania

amazonensis.

As formas promastigotas (1x10° células.mL™), na fase exponencial de
crescimento (72 h) foram inoculadas numa placa de 96 pocos na presenca de
diferentes concentracdes dos compostos (23-29). A atividade contra formas
promastigotas foi avaliada apdés 72 h utilizando o método XTT, que consiste na
incubacdo das culturas na presenca de uma combinacdo do composto tetrazélio.
Apoés o tratamento dos parasitas, 100 yL da mistura de XTT (hidréxido de sddio 0,5
mg.mL™) e PMS (0,06 mg.mL™) foi adicionada a cada poco, a placa foi incubada
durante 4 horas ao abrigo da luz em 28°C e a absorbancia medida a 450nm num
leitor de microplacas (Bio Tek - Power Wave XS). Comparando a absorbancia nos
parasitas ndo tratados com os tratados, determinou-se a atividade inibidora. O ICsg
(concentracdo que inibe 50% do crescimento do parasita) foi determinado por

analise de regressao dos dados.
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4.3.4. Atividade antibacteriana — S. aureus

A atividade antibacteriana foi realizada pela equipe da Dra. Ana Camila
Micheletti do Instituto de Quimica da Universidade Federal do Mato Grosso do Sul.
Os ensaios com a bactéria Staphylococcus aureus (ATCC 25923) obtidas
comercialmente, foram realizadas no Instituto de Quimica da Universidade Federal
do Mato Grosso do Sul, pelo método de microdiluicdo em caldo, como estabelecido
pelo NCCLS (2003).

Placas de 96 pocos foram preparadas colocando-se 100 pyL de caldo Mueller-
Hinton em cada pogo. 100 pyL da solucdo de cada composto, preparada inicialmente
na concentracdo de 1 mg mL™ foi adicionada ao primeiro poco. Entdo, 100 pL da
solucdo de cada poco foi transferida para o segundo e sucessivas diluicbes 1:2,
obtendo um volume final de 100 yL em cada pogo. O indculo foi preparado a partir
de uma cultura bacteriana incubada por 24 h a 36 °C em &gar Mueller-Hinton, e uma
solucdo de concentracéo aproximada 10® CFU mL™ foi preparada em solucéo salina
estéril 0,45%, e posteriormente diluida 1/10 em solucdo salina estéril, sendo 5 uL
(concentracéo final de 10* CFU. mL™ ) foram adicionados em cada poco. Todos os
testes foram realizados em triplicata e as placas foram incubadas a 36°C por 18
horas. Apés este periodo 20 uL de uma solucéo aquosa (0.5 %) de cloreto de trifenil
tetrazolio (TTC) foram adicionados a cada poco e as placas foram incubadas
novamente a 36°C por 2 horas. Nos pocos onde o crescimento bacteriano ocorreu,
houve uma mudanca de coloracdo, de incolor para vermelho. A CMI foi definida
como a menor concentracdo de cada substancia onde ndo ocorreu mudanca de

coloracao da solucao.

4.4 Ensaio de citotoxicidade

No precipitado formado, as células LLC-MK2 foram recolhidas, e aplicadas
em placas de 96 cavidades, e incubadas a 37°C. Apés 24 h, o meio sera substituido
com DMEM, que contém concentragcdes do composto derivado de naftoquinona.
ApoOs 96 h de incubacao, as células foram lavadas em PBS e adicionados ao MTT (2
mg.mL™). Os cristais foram solubilizados em DMSO e realizado a absorvancia em
570 nm. A concentracao que diminui de 50 % do valor na absorvancia observada no

controle, representado CC 5o (concentracao citotoxica para 50% das células).
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5.CONCLUSAO

Com base na estratégia de hibridizagdo molecular foram sintetizados hibridos
moleculares baseados em hidrazidas aromaticas de naftoquinona. Dentre eles, o
composto 23 exibiu atividade tripanocida maior do que o benzonidazol,
apresentando ainda baixa citotoxicidade em células LLCMK2. Quanto a atividade
leishmanicida os compostos 23 e 26 - 29 apresentaram atividade, embora inferior ao
padrdo, o composto 25 também possui atividade. Quanto a atividade antibacteriana,
0S compostos 23-26 e 29, apresentaram bons resultados contra cepas padrdo e
serdo avaliados contra cepas S. aureus resistentes.

Essas descobertas corroboram o potencial da presente abordagem e inspiram
estudos adicionais sobre a descoberta de novos protétipos de farmacos

antimicrobianos relacionados a hibridos de hidrazida de naftoquinona.
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