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RESUMO

As doencas negligenciadas acometem principalmente paises em constante situacdo de
desigualdade, pobreza e dificil acesso a informagdo. Os farmacos utilizados para estas
doencas sdo restritos e infelizmente nao sao a prioridade das industrias farmacéuticas devido
ao baixo retorno financeiro relacionado. Entre as doengas negligenciadas as leishmanioses sao
prevalentes no Brasil e consideradas um sério problema de satde publica. Desta forma ¢
ressaltada a importancia de estudos para o desenvolvimento de novos candidatos a farmacos
com esta finalidade. Neste trabalho, 16 andlogos isoxazdlicos sintetizados anteriormente
através do bioisosterismo, com padrdes de substituigdo presentes nas neolignanas
veraguensina, grandisina e machilina G foram avaliados em relagdo a atividade
antileishmania em formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis. O ensaio de
citotoxicidade também foi realizado possibilitando obter o indice de seletividade dos
compostos. Os andlogos isoxazolicos com maior atividade bioldgica in vitro poderdo ser
considerados candidatos aos ensaios in vivo e estudos para elucidacdo de possiveis
mecanismos de agao.

Palavras—chave: doencas negligenciadas, leishmanioses, analogos isoxazolicos,
bioisosterismo, neolignanas.



ABSTRACT

The neglected tropical diseases affect over one billion people worldwide, prevailing in
populations living in poverty and without suitable sanitary conditions. Social and economics
inequalities, difficult access to information and health systems are also a concern. The
treatments are restricted and unfortunately are not the priority to pharmaceutical industries
due to the minor financial return. Among neglected diseases, leishmaniasis is prevalent in
Brazil and is considered a cause of alarm to public health system. Therefore, it is emphasized
the need of new drug candidates for this purpose. In this work, we evaluate the
antileishmanial activity of sixteen isoxazole analogues previously synthesized, with
substitution patterns present in the tetrahydrofuran neolignans veraguensin, grandisin and
machilin G, on promastigotes and intracellular amastigotes of L. amazonensis. The
cytotoxicity assay was also performed in order to obtain the selectivity index of the
compounds. Isoxazole analogues with the highest biological activity in vitro may be
considered candidates for in vivo assays and studies to elicit possible mechanisms of action.

Keywords: neglected diseases; leishmaniasis;, isoxazole analogues; bioisosterism,

neolignans.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 INTRODUCAO

As doencas negligenciadas sao assim denominadas por acometerem principalmente
populagdes vivendo em situagdo de pobreza, em precarias condigdes sanitarias, expostas ao
contato com os vetores e falta de acesso aos sistemas de saude. Estas doengas representam um
obstaculo ao desenvolvimento social e econdomico de paises localizados em areas endémicas,
destacando a falta de investimentos na prevencdo e tratamento como fatores agravantes
(MACKEY etal., 2014; WHO, 2017).

Apesar da relevancia destes dados epidemioldgicos, ainda existem muitos desafios
relacionados ao tratamento das doencas negligenciadas. Existem alguns projetos em
andamento com parcerias entre universidades e industrias farmacéuticas visando ao
desenvolvimento de farmacos eficazes e acessiveis as populagdes acometidas. No entanto, as
industrias farmacéuticas ndo demonstram muito interesse em investir neste tipo de pesquisa,
devido ao restrito desenvolvimento econdmico e politico das regides endémicas e
consequentemente o diminuto retorno financeiro relacionado (MACKEY et al., 2014; KLUG;
GELB; POLLASTRI, 2016).

As leishmanioses sdo consideradas doencas negligenciadas, com prevaléncia em
paises tropicais e subtropicais. Constituem um grave problema de satide publica, pois mais de
um bilhdo de pessoas vivem em areas endémicas, sujeitas a exposicdo ao parasito e
possibilitando o desenvolvimento da doengca (WHO, 2016; WHO, 2017).

A incidéncia das leishmanioses ¢ uma questdo multifatorial e a mortalidade associada
relaciona-se com o constante aumento de resisténcia dos parasitos aos farmacos disponiveis e

a falta de acesso aos mesmos (LAMOTTE et al., 2017).

1.2 EPIDEMIOLOGIA DAS LEISHMANIOSES

A leishmaniose apresenta-se nas formas tegumentar (cutdnea, mucosa e difusa) e
visceral. A forma clinica visceral caracteriza-se por febre, aumento do baco e figado, perda de
peso, entre outros sintomas. J4 a forma tegumentar caracteriza-se principalmente pela

presenca de ulceragdes na pele (HANDLER et al., 2015).



Anualmente, sao registrados entre 200.000 e 500.000 mil novos casos de leishmaniose
visceral e aproximadamente 1,5 milhdo de novos casos de leishmaniose cutanea (LC), sendo
somente entre 19% e 37% deles notificados as autoridades de sautde (WHO, 2014; WHO,
2016). Dentre os casos de leishmaniose cutanea, 90% estdo distribuidos principalmente em
trés regides do mundo, Africa, Oriente Médio e América do Sul (Figura 1) (ALVAR et al.,
2012; WHO, 2017).

No Brasil, os casos de leishmaniose cutdnea apresentam alta incidéncia e ampla
distribuicao geografica, sendo as principais areas endémicas as regides Norte, Centro-Oeste ¢
Nordeste (BRASIL, 2015). Dados do Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagao
(SINAN), do Ministério da Satde, indicam que no ano de 2016 foram confirmados 12.690
casos de leishmaniose cutanea no pais, sendo que 85 casos foram notificados no Estado de

Mato Grosso do Sul (BRASIL, 2017a; BRASIL, 2017b).

Figura 1. Distribui¢do geografica dos casos de leishmaniose cutinea, segundo

WHO, 2017. América do Sul: Brasil (rosa), Bolivia, Peru, Equador, Colémbia e

Venezuela (roxo); Africa: Marrocos, Argélia e Tunisia (amarelo) e Oriente

Médio: Siria, Ira, Iraque ¢ Afeganistdo (laranja).

1.3 AGENTE ETIOLOGICO

As leishmanioses sdo causadas por protozodarios parasitos da Ordem Kinetoplastida,
Familia Trypanosomatidae, género Leishmania. Entre uma variedade de espécies de
Leishmania, vinte delas sdo responsaveis por provocar a doengca em humanos (WHO, 2016).
Os parasitos sdo transmitidos por insetos vetores pertencentes a Ordem Diptera, Familia

Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, constituida de dois géneros dependendo da regiao



em que sdo encontrados: Phebotomus (Europa, Africa, Oriente Médio, Asia Central ¢
Subcontinente indiano) ou Lutzomyia (América do Sul e América Central) (AKHOUNDI et
al., 2016).

O protozoario ¢ encontrado nas formas morfologicas promastigota (flagelada,
extracelular, encontrada no inseto vetor) e amastigota (arredondada, intracelular, no interior
dos macrofagos, que sdo células do sistema fagocitico mononuclear) (KIMA, 2007; CDC,
2013).

O complexo ciclo de vida dos protozoarios do género Leishmania inicia-se quando um
inseto flebotomineo fémea adquire os parasitos na forma amastigota, durante o repasto
sanguineo de um hospedeiro vertebrado. As formas amastigotas transformam-se em
promastigotas e estas multiplicam-se por divisdo binaria no intestino do inseto vetor e
posteriormente, migram para o esdfago e faringe do mesmo. Através da metaciclogénese, as
formas promastigotas transformam-se em promastigotas metaciclicas, formas infectantes do
parasito, que sao inoculadas em novo hospedeiro vertebrado através do repasto sanguineo. A
Leishmania e a saliva do inseto vetor estdo relacionadas a supressdo da resposta imune
inflamatoéria inicial no hospedeiro. As formas promastigotas metaciclicas sdo fagocitadas por
macrofagos, onde diferenciam-se em amastigotas. No interior dos macroéfagos ocorre a
multiplicacdo das formas amastigotas até o rompimento das células hospedeiras, ocorrendo a
disseminagdo da infec¢do (Figura 2) (HANDLER et al., 2015; BORGHI et al., 2016;
MENEZES; SARAIVA; ROCHA-AZEVEDO, 2016).

4 Wy
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Figura 2. Inseto vetor, formas promastigotas e amastigotas de protozoarios do género
Leishmania.

Fonte: CDC, https://www.cdc.gov/dpdx/leishmaniasis/index.html



1.4 LEISHMANIOSE TEGUMENTAR OU CUTANEA

Nas Américas, sdo reconhecidas 11 espécies de Leishmania causadoras da
leishmaniose cutdnea em humanos e oito espécies descritas somente em animais. As
principais espécies no Brasil sdo Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Viannia)
guyanensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis (REITHINGER et al., 2007; BRASIL,
2010). Leishmania (L.) amazonensis € uma das espécies do complexo Leishmania mexicana,
causadora da leishmaniose cutanea no Brasil, sendo de grande importancia pois sua frequente
adaptacdao aos mecanismos intracelulares do sistema imunoldgico do hospedeiro acrescenta
um desafio a mais no tratamento (KIMA, 2007; COELHO et al., 2011; BORGHI et al., 2016).

A leishmaniose tegumentar ou cutanea apresenta manifestacdes clinicas que variam de
lesdes cutaneas (unicas, multiplas ou difusas) a formas mucosas (Figura 3) (BRASIL, 2010).
E observado polimorfismo lesional, sendo a tlcera na pele a lesdo mais frequente (85% dos

casos) (COELHO-NETO et al., 2012).

Figura 3. Casos de leishmaniose cutanea.

Fonte: BENTES, A. A.; RODRIGUES, D. E.; CARVALHO, E;
CARVALHO, A. L., CAMPOS, F. A_; ROMANELLI R. M. D. C.
Leishmaniose tegumentar americana: um desafio diagnodstico na pratica
pediatrica, (2015).

A forma cutanea localizada ¢ caracterizada por lesdo unica no local da picada do
inseto vetor, apresentando forma arredondada, ulcerada, com bordas elevadas e fundo
granuloso (Figura 4) (HANDLER et al., 2015). A forma cutanea difusa apresenta multiplos
nodulos ausentes de ulceras. A forma mucosa pode ser considerada secundaria e esta
relacionada principalmente as vias aéreas superiores, sendo identificada posteriormente,
mesmo apoOs a resolugdo das lesdes cutdneas. A leishmaniose mucosa apresenta dificil
tratamento pois pode evoluir para a destruicdo dos tecidos nas mucosas e ainda estar
associada a infecgdes bacterianas (Figura 4) (REITHINGER et al., 2007, COELHO-NETO et
al., 2012).



Figura 4. Lesdes caracteristicas de Leishmaniose cutanea.

Fonte: VON STEBUT, E. Leishmaniasis. Der Hautarzt, [s.l.],v. 1, n. 1,
p.1-5, 8 jun. 2017. Springer Nature.
http://dx.doi.org/10.1007/s00105-017-4001-9

1.5 TRATAMENTO

O tratamento recomendado pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) para os casos
de leishmaniose cutanea, tem como base a utilizagdo de antimoniais pentavalentes como
farmacos de primeira escolha (WHO, 2017). No Brasil, o principal fArmaco ¢ o antimoniato
de N-metilglucamina (Glucantime®). Como opgdes terap€uticas sdo utilizados outros
medicamentos como a pentamidina, a anfotericina B, a paromomicina e a miltefosina (Figura

5) (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012; MACHADO-SILVA et al., 2014).
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Figura 5. Farmacos utilizados no tratamento das leishmanioses.



De forma geral, os farmacos utilizados no tratamento das leishmanioses apresentam
sérios efeitos adversos, além da possibilidade de resisténcia pelo parasito. O desenvolvimento
de farmacos mais eficazes ¢ fundamental, possibilitando menores ciclos de administragao e
menor toxicidade aos pacientes ou animais (OLIVEIRA, 2011).

E fundamental compreender que a resposta ao tratamento também esté relacionada a
espécie de Leishmania e a sua localizagdo geografica, resultando em variagdes na eficacia do

processo terapéutico (HANDLER et al., 2015).

1.5.1 Antimoniais Pentavalentes

Os farmacos de primeira linha utilizados no tratamento da leishmaniose cutanea sao os
antimoniais pentavalentes (Sb™"), que incluem o antimoniato N-metilglucamina, de nome
comercial Glucantime® (Sanofi-Aventis), e o estibogluconato de sédio, Pentostam®
(GlaxoSmithKleine), nao disponivel no Brasil, embora preconizado pela OMS (BRASIL,
2010). O antimoniato pentavalente (Sb™") é considerado um pro-farmaco, sendo convertido no
organismo em sua forma ativa, o antimoniato trivalente (Sb™"") (SINGH; KUMAR; SINGH,
2012).

Administrados por via parenteral, estes farmacos apresentam efeitos adversos
indesejaveis como mialgia, anorexia, febre, toxicidade ao figado, coracdo, rins e baco,
limitando sua utilizacao. Falhas na terapia e aumento das formas resistentes do parasito foram
identificadas devido principalmente a administracdo de doses baixas e também tratamentos
descontinuos (OLIVEIRA et al., 2011).

O mecanismo de acdo do antimoniato de N-metilglucamina ainda nao foi
completamente elucidado, porém sdo descritas na literatura algumas hipodteses, como:
mecanismo de oxidorreducdo do antiménio na célula e inibicdo da enzima tripanotiona
redutase (TR); inducao de espécies reativas de oxigénio ou nitrogénio, promovendo estresse
oxidativo; formagdo de complexos com nucleotideos; formacdo de complexos
glicoconjugados e ainda a ativagdo do sistema imunoldgico do hospedeiro (WILLIE;

CUNNINGHAM; FAIRLAMB, 2004; BASTOS et al., 2016).

1.5.2 Anfotericina B

A anfotericina B, desoxicolato de anfotericina, originalmente isolada da bactéria
Streptomyces nodosus, ¢ um dos medicamentos de segunda escolha amplamente utilizado no

tratamento das leishmanioses (SEIFERT, 2011). A atividade antileishmania deste farmaco



esta relacionada a seletividade ao ergosterol presente na membrana celular da Leishmania.
Através do aumento da permeabilidade da membrana celular ocorre o influxo de ions no
parasito promovendo a morte tanto em formas promastigotas como amastigotas (GOTO;
LINDOSO, 2010).

Apesar de sua utilizagdo, infelizmente o farmaco apresenta sérios efeitos colaterais
como nausea, febre, tremores, hemolise, toxicidade cardiaca, renal e hepdatica, entre outros
(MACHADO-SILVA et al., 2014).

Como alternativa para minimizar a toxicidade renal, a anfotericina B ¢ incorporada em
lipossomas carreadores. Esta formulacdo demonstra eficicia tanto no tratamento da
leishmaniose cutanea como mucocutanea, principalmente nos casos em que existe falha com a
terapia de antimoniais (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012). A anfotericina B lipossomal
(AmBisome®) ¢ indicada pela Organizacdao Mundial da Satde (OMS) como alternativa ao
tratamento, principalmente da leishmaniose visceral, devido a sua maior eficacia e seguranca,

porém o alto custo da formulacao ainda ¢ um fator limitante do seu uso (WHO, 2017b).

1.5.3 Pentamidina

A pentamidina apresenta estrutura quimica simétrica com diaminas aromaticas, sendo
o linker, uma cadeia de cinco atomos de carbono. E outro fairmaco de segunda escolha para o
tratamento das leishmanioses, sendo utilizada com éxito em casos de leishmaniose cutanea,
nos casos em que nao ha resposta ao tratamento com antimoniais pentavalentes ou em
pacientes com sensibilidade ao mesmo (GOTO; LINDOSO, 2010; NO, 2016).

A administracdo ¢ endovenosa, ocorrendo dor no local da injecdo e também outros
efeitos adversos como nédusea, dor de cabega, hipertensao, erupgdes na pele, disfungdo renal e
hepatotoxicidade (OLIVEIRA et al., 2011).

O mecanismo de agdo inicial da pentamidina em Leishmania ainda ndo foi
completamente elucidado, porém acredita-se que a agdo esteja relacionada a inibicao do
transporte de membrana (inibindo a recaptacdo de poliaminas) e acdo nas mitocondrias
(interferindo na sintese do DNA), ocasionando a morte dos protozoarios (GOTO; LINDOSO,
2010; NO, 2016).

1.5.4 Miltefosina

A miltefosina ¢ um analogo alquilfosfocolina (com ésteres de fosfocolina de uma
longa cadeia de alcoois), com aplicagdo inicial em alguns tratamentos de cancer de mama,

depois em casos de leishmaniose visceral (GOTO; LINDOSO, 2010; DORLO et al., 2012;



NO, 2016). Os efeitos adversos da miltefosina sdo toxicidade gastrointestinal, hepatica e
renal, além de ser considerado teratogénico. As recidivas sdo frequentes devido ao longo
tratamento com o farmaco (OLIVEIRA et al., 2011; SUNDAR et al. 2012).

E um fiarmaco que apresenta biodisponibilidade oral e seu mecanismo de agio no
parasito esta relacionado a modulagao de receptores lipidio dependentes e apoptose (DORLO

etal., 2012; NO, 2016).

1.5.5 Paromomicina

A paromomicina ou sulfato de aminosidina, ¢ um antibidtico aminoglicosidico que
apresenta atividade antileishmania. Pode ser utilizado em associagdo com outros farmacos
como antimoniais e anfotericina B. A administracdo pode ser topica ou intramuscular,
dependendo da formulagdo. Apresenta efeitos adversos como ototoxicidade, nefrotoxicidade e
dor no local da administragao parenteral (LINDOSO et al., 2012; NO, 2016).

O mecanismo de acdo ainda ndo foi precisamente elucidado, podendo estar
relacionado com a inibigdo da sintese proteica, promovendo alteracdes na fluidez ou
permeabilidade da membrana do parasito, afetando as mitocondrias (HALDAR; SEN; ROY,
2011; NO, 2016).

2. PROTOTIPOS DE ORIGEM NATURAL

Os produtos naturais sdo aplicados como agentes terapéuticos desde os momentos
iniciais da medicina e ainda continuam inspirando o desenvolvimento de novos derivados,
com capacidade de tornarem-se farmacos, devido a presenca de metabolitos secundarios com
diversas propriedades farmacologicas interessantes (LI; VEDERAS, 2009; NEWMAN;
CRAGG, 2016; MATHUR; HOSKINS, 2017).

Entre os metabodlitos secundarios, destaca-se a classe das neolignanas, que sao
compostos dimeros oxidativos de alilfendis e/ou propenilfendis (EVANS, 2009) com
atividades farmacologicas antitumoral, antiPAF, inseticida, antibacteriana, anti-inflamatoéria,
analgésica, antichagasica e antileishmania (SILVA FILHO et al., 2008; SINGH et al., 2014).
Estudos na area de descoberta de novos farmacos com acdo antileishmania descreveram a
utilizacao de metabdlitos secundarios isolados como alternativa mais especifica em relagao a
utilizag¢ao do extrato bruto da planta (RIBEIRO et al., 2012; DAGNINO, 2015).

Os produtos de origem natural apresentam diversidade quimica, porém podem

apresentar propriedades indesejadas que dificultam a realizacao de ensaios bioldgicos, como a



baixa solubilidade e elevada toxicidade. Nestes casos a sintese quimica ¢ observada como
uma opgao vantajosa utilizando os produtos de origem natural como protdtipos na obtencao
de novos candidatos a farmacos, possibilitando aprimorar a estrutura quimica inicial em
relagdo as propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas (BARREIRO; FRAGA, 2015;
CHEUKA, et al., 2017; PYE, et al., 2017).

Neste contexto, os conceitos de quimica medicinal mostram-se eficazes, possibilitando
a obtencdo de compostos otimizados através de técnicas de modificagdes moleculares,
partindo de scaffolds de compostos de origem natural com propriedades tinicas (WERMUTH,
2008; HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015; CHEUKA et al., 2017).

Newman e Cragg (2016), descreveram a relevancia dos produtos naturais como
agentes clinicos através de um levantamento de dados sobre os farmacos aprovados pelo Food
and Drug Administration (FDA) entre 1981 e 2014, sendo observado que 4% eram produtos
naturais inalterados e entre 50-70% apresentaram alguma caracteristica quimica derivada ou
inspirada em produto de fonte natural.

A expansao da sintese quimica pode estar relacionada a diminui¢do no numero de
farmacos completamente de origem natural, devido a dificuldade de isolamento dos
compostos e também pelo extensivo uso de técnicas de high throughput screening (HTS) em
bibliotecas de compostos sintéticos, facilitando a identificagdo de novos hits e leads no
processo de descoberta de novos farmacos (LI; VEDERAS, 2009).

A utilizacao de estruturas privilegiadas ¢ amplamente difundida na sintese de novos
farmacos e obtencdo de bibliotecas de compostos. Segundo Evans et al. (1988), o conceito de
estruturas privilegiadas esta relacionado com a capacidade de um scaffold acomodar em sua
estrutura grupos farmacoforicos com possibilidade de ligagcdo a multiplos alvos.

Para o desenvolvimento de novos farmacos, caracteristicas de druglikness ou
druggability sdo fundamentais, indicando compostos com propriedades esperadas e/ou
semelhantes aos farmacos. A Regra dos Cinco de Lipinski € um parametro muito utilizado,
que avalia o coeficiente de parti¢ao, peso molecular, presenca de grupos doadores e aceptores
de elétrons, permitindo uma projecdo da viabilidade oral dos farmacos propostos (Tabela 1)

(LIPINSKI, et al., 2001; WERMUTH, 2008).
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Tabela 1. Propriedades de druglike, Regra dos Cinco de Lipinski.

Regra dos Cinco de Lipinski

Peso Molecular <500 Da
Presenga grupos doadores de ligacdo de <5

Hidrogénio (-OH, -NH>)

Presenga grupos aceptores de ligacao de <5
Hidrogénio (-O, -N),
Log P <5

Fonte: autor.
As neolignanas sdo consideradas estruturas privilegiadas devido a sua versatilidade
terapéutica, sendo scaffolds pré-validados e ponto de partida para o planejamento de
bibliotecas de compostos sintéticos, sendo otimizadas através da utilizacdo dos parametros de

druglike como o descrito por Lipinski (WELSCH; SNYDER; STOCKWELL, 2010).

2.1 ESTRATEGIAS DE MODIFICACAO MOLECULAR NO PLANEJAMENTO DE NOVOS
FARMACOS

O bioisosterismo ¢ uma estratégia de modificacao estrutural amplamente utilizada no
desenho de novos compostos visando a obtencdo de analogos otimizados e
consequentemente, mais seguros e efetivos (CIAPETTI; GIETHLEN, 2008).

Os conceitos sobre o bioisosterismo evoluiram com o avanco dos estudos em quimica
medicinal, e em 1970, Alfred Burguer o classificou em cldssico (compostos com estruturas ou
volume molecular igual ou semelhante com aproximadamente mesmo nimero de elétrons de
valéncia, exibindo propriedades fisico-quimicas semelhantes) e nao classico (conceito mais
amplo, priorizando as atividades bioldgicas semelhantes, independente de aspectos
eletronicos e estéricos) (PATANI; LAVOIE, 1996; BARREIRO; FRAGA, 2015).

A aplicacao do bioisosterismo em anéis aromaticos ¢ frequente no planejamento de
farmacos, havendo a substitui¢ao destes por um bioisostero de forma a otimizar as estruturas e
suas respectivas atividades bioldgicas (BARREIRO; FRAGA, 2015).

As substituicdes bioisostéricas sdao relevantes pois permitem aprimorar a
farmacocinética (solubilidade/lipofilicidade), aumentar a seletividade em enzimas ou
receptores, aumentar a estabilidade e minimizar efeitos adversos e toxicidade. Desta forma, ¢
possivel obter compostos otimizados, com maior poténcia e afinidade (MEANWELL, 2011;

GAIKWAD et al., 2012).
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A hibridizacdo molecular ¢ outra estratégia de modificagdo muito utilizada, que
consiste em promover a unido de dois grupos farmacoforicos iguais ou diferentes em uma
mesma estrutura quimica. Os compostos obtidos por hibridizagao podem apresentar atividade
dual, atuando em enzimas, receptores ou ambos ao mesmo tempo, ou ainda, os grupos
farmacoforicos podem atuar de forma sinérgica, potencializando a atividade bioldgica

(Esquema 1) (CONTRERAS; SIPPL, 2008; BARREIRO; FRAGA, 2015).

+ —
+ associagao
—

Esquema 1. Hibridizagdo molecular entre grupos

farmacoforicos idénticos € nao idénticos.

Fonte: adaptado de CONTRERAS; SIPPL, 2008.
2.2 ANEIS HETEROCICLICOS

Os compostos heterociclicos sdo alvos de estudos em quimica medicinal, sendo
considerados estruturas privilegiadas, devido a wvariedade de atividades biologicas
apresentadas. Analisando as estruturas dos farmacos disponiveis no mercado, estima-se que
70% sdo anéis heterociclicos, demonstrando a importancia desta estrutura (TAYLOR;
MACCOSS; LAWSON, 2014).

Os anéis heterociclicos apresentam um ou mais heterodtomos em sua estrutura, como
0 nitrogénio, oxigénio e enxofre, porém outros atomos podem formar ligagdes covalentes
estaveis fundamentais para a formacao do anel, como o selénio e o boro, entre outros (QUIN;
TYRELL, 2010; WELSCH; SNYDER; STOCKWELL, 2010).

Os azo6is sao compostos heterociclicos de cinco membros, com atomos de nitrogénio e
outro heteroatomo formando 1,2- azois ou 1,3-azois. Entre os azodis, destacam-se os triazois e
1soxazois, com atividades biologicas diversas como antimicrobiana, anti-inflamatéria e
antiparasitaria (KUMAR; JAYAROOPA, 2013; JOULE; MILLS, 2013).

Os isoxazdis sao anéis heterociclicos de cinco membros com oxigénio e nitrogénio nas
posigdes 1 e 2, respectivamente, como constituintes do anel. As substituigdes nos anéis
1soxazois podem ocorrer nas posigoes 3, 4 e 5 (Figura 6) (QUILICO, 2008, QUIN; TYRELL,
2010; JOULE; MILLS, 2013; KUMAR; JAYAROOPA, 2013).
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Figura 6. Anel isoxazol e triazol.

Os anéis isoxazois podem ser obtidos através de reagdes de cicloadigao [3+2], em que
o composto 1,3-dipolo apresenta tanto carater eletrofilico como nucleofilico (posigdes 1 € 3),
enquanto o dipolarofilo geralmente utilizado ¢ um alceno ou alcino (HUISGEN; SZEIMIES;
MOBIUS, 1967). Essas reacdes sdo periciclicas, havendo a juncdo de dois sistemas 7 para
formacdo de duas novas ligagdes 6. Sao também consideradas reagdes concertadas, por existir
apenas um estado de transicdo, nao formando compostos intermediarios (Esquema 2) (HIMO

et al., 2005).

o R: P
. - _ ‘OAS
R—C=N-0 *+ H—/R, \ + R
2
Ry R

Esquema 2. Mecanismo geral das reagdes de cicloadi¢do entre 6xido de nitrila e composto

insaturado, para obtencdo de anéis isoxazois.

2.3 DO PLANEJAMENTO ESTRUTURAL A ATIVIDADE BIOLOGICA

O planejamento de uma rota sintética ¢ fundamental para obtencdo de analogos
sintéticos que podem ser considerados novos candidatos a farmacos. No entanto, sdo os
ensaios biologicos responsaveis por determinar a aplicabilidade destes compostos.

Os ensaios biologicos in vitro sdo a primeira etapa da avaliagcdo da atividade de novos
analogos sintéticos. Através dos ensaios € possivel obter uma estimativa de parametros como
a poténcia, afinidade, eficacia além de viabilizar a discussao de possiveis mecanismos de acao
(DOUGALL, 2015).

Estudos na area de quimica medicinal, para obtengdo de compostos com atividade
antileishmania, demonstram a essencial associacdo entre sintese e avaliagdo da atividade
biologica para a obtengdo de uma pesquisa completa. A informagdo obtida nos ensaios
biologicos permite ainda o estudo da relagdo estrutura atividade dos compostos sintéticos
(GRAHAM, 2013).

A sintese de compostos inspirados nas neolignanas tetrahidrofuranicas veraguensina,
grandisina ¢ machilina G ¢ alvo de estudo do nosso grupo de pesquisa LASQUIM

(Laboratério de Sintese e Quimica Medicinal - UFMS), em busca de novos candidatos a
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farmacos para doencas negligenciadas, entre elas a leishmaniose.

Cassamale e colaboradores (2016), através do bioisosterismo como estratégia de
modificagdo molecular, sintetizaram compostos triazolicos derivados das neolignanas
tetrahidrofuranicas citadas anteriormente. A atividade antileishmania dos compostos foi
avaliada contra formas promastigotas Leishmania (L.) amazonensis, sendo mais ativos o0s
analogos hibridos da machilina G com a grandisina e o derivado direto da machilina G para
formas promastigotas. Costa et al. (2016), avaliou a atividade antileishmania dos analogos
triazolicos em formas amastigotas intracelulares e os compostos mais ativos foram os hibridos
trimetoxilados.

Nosso grupo de pesquisa, inspirado na sintese dos analogos triazolicos com atividades
significativas, sintetizou através do bioisosterismo, analogos isoxazolicos com padroes de
substituicdo presentes nas neolignanas (Esquema 3). A substituicdo bioisostérica permite a
simplificagdo molecular das neolignanas, eliminando quatro centros quirais presentes no anel
tetrahidrofuranico pelo anel isoxazodlico, sendo este uma estrutura rigida. Desta forma,
buscamos identificar se o anel isoxazol pode ser considerado bioisostero do nucleo triazol e
avaliar a atividade antileishmania dos analogos sintetizados, em busca de compostos que

constituam opgdes terap€uticas viaveis para as leishmanioses.

4, OCH, 4, OCH, Tg OCH;,
H,CO o @wm3 HCO Y0 E OCH, <o Ao : @wcm
| I |
Y/
o N2, Heo N 2 ook % s
Veraguesina Grandisina Machilina G
OCH;
Bioisosterismo
R1 N:N\ R4 R1 NI_O R4
&,N /
—
R2 R5 Rz R5
419
R3 R6 R3 RS

Derivados triazélicos com Sintese de 16 analogos isoxazélicos

atividade antileishmania em formas

promastigotas e amastigotas

a:R1=H,R2=0CH3,R3=H a:R4=H,R5=0CH3,R6=H

b: R1=0CH3,R2=0CH3,R3=H b: R4=OCH3,R5=OCH3,RG=H

C:R1=R2=OCH20,R3=H C:R4=R5=OCH20,R6=H

d: R1 = OCH3 s Rz = OCH3 f R3 = OCH3 d: R4 = OCH3 c R5 = OCH3 : RG = OCH3

Esquema 3. Planejamento estrutural dos analogos isoxazélicos.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antileishmania de 16 anélogos isoxazolicos 4-19 (Figura 7) das
neolignanas tetrahidrofuranicas veraguensina, grandisina e machilina G, previamente

sintetizados.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Avaliar a atividade in vitro dos andlogos isoxazolicos, previamente sintetizados,
contra as formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania
(Viannia) braziliensis;

. Avaliar a atividade in vitro dos andlogos isoxazolicos, previamente sintetizados,
contra as formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi;

. Avaliar a atividade in vitro dos andlogos isoxazolicos, previamente sintetizados,
contra as formas amastigotas intracelulares de Leishmania (Leishmania) amazonensis;

. Avaliar o efeito citotoxico dos compostos isoxazodlicos em células de mamifero
(fibroblastos NIH/3T3), a fim de determinar sua seletividade para os parasitos;

. Avaliar a produgdo de oOxido nitrico por macrofagos peritoneais infectados com
Leishmania (Leishmania) amazonensis, tratados in vitro com diferentes concentragdes dos
analogos isoxazodlicos sintetizados, para investigar possivel mecanismo de acdo

leishmanicida.

)

’/ Q OCH,
HyCO E 4

N-O
H4CO, l, O OCH;
HCO i 8

OCH,

N—C, OCH; OCH;3
) O OCHy NI’° N-C N-0
i
Hico Hsco 7 ° o ly O OCH, o v, O OCH,
> <0 )
12 13 o 14 15 OCH,

HyCO! H4CO!

Figura 7. Analogos isoxazoélicos com padrdes de substitui¢do presentes nas neolignanas tetrahidrofuranicas.
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