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RESUMO

Uma sénie de derivados de 3-aminopropeno foi sintetizada e a atividade
tripanocida avaliada para as trés formas evolutivas do ciclo de vida do parasita
1. cruzi.

Estudos toxicologicos "in vitro" foram realizados utilizando-se dois sistemas
diferentes: bactérias £. coli e cultura de células V9.

Foi feito um estudo de correlagdes entre estrutura quimica ¢ atividade biologica
pelo método de Hansch para a série de congenéricos sintetizados.

O mecanismo de agdo do composto nitro derivado de 3-aminopropeno foi
estudado comparativamente ao nifurtimox, através da avaliagdo da formacio de
radicais livres.



SUMMARY

A senes of 3-propen-l-amine derivatives were synthesized and their
trypanocidal activities evaluated for the three evolutive stages of I° cruzi .

Their "in vitro" citotoxicity to mammalian cells V79 and bacterias E. coli were
investigated.

Quantitative structure activity relationship-QSAR studies by the Hansch
analysis was undertaken.

Studies on the mechanism of action of the nitro derivative of 3-propen-1-amine
and nifurtimox were undertaken by evaluation of of free radicals formation.
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1. INTRODUCAOQO

1.1 Doenca de Chagas

A doenga de Chagas ¢ uma tripanosomiase que atinge grande parte do
continente americano, principalmente a América do Sul, contaminando mais de
20 milhdes de pessoas, sendo uma das principais doengas parasitarias da
América Latina. No Brasil seu nivel endémico € alto apresentando cerca de 5
milhdes de chagasicos (Dias, 1987, Siqueira-Batista ef alii, 1993).

O agente causador da doenga € o Trypanosoma cruzi, protozoario
flagelado pertencente a familia Kinetoplastidea.

- A transmissdo da doenga se da principalmente através do triatominio
(barbeiro) e a segunda mais importante forma de transmissdo é a transfusdo
sanguinea (Neves, 1988). Esta forma de transmissio tem importancia
epidemiologica devido a migragdo da populagdo rural para centros urbanos
(Moraes-Souza et alii , 1994; Wanderley et alii , 1993),

Em éareas endémicas esta doenga esta associada com outras doencas tais
como malnutrigdo, diarréia, tuberculose ¢ outras infecgdes parasitarias que
afetam a classc social mais baixa. O desenvolvimento social e politico das
regides endémicas sena o suficiente para o controle da doenga. Entretanto esta
rota ¢ complexa ¢ lenta em paises subdesenvolvidos devido a pequena ou
nenhuma prioridade politica das &reas rurais onde normalmente ocorre.

Como varias doengas parasitdrias a doenga de Chagas poderia ser
controlada pela elimimagdo do inseto vetor de forma simples com a utilizagdo
de inseticidas ou ainda pela melhoria das habitagdes no meio rural (Bryan et
alii, 1994),

O T.cruzi apresenta um ciclo de vida complexo que envolve a forma
replicativa amastigota e ndo replicativa tripomastigota de corrente sanguinea
presentes no hospedeiro mamifero. Também apresenta a forma replicativa
epimastigota ¢ a forma ndo replicativa infectiva tripomastigota metaciclica
presentes no inseto vetor (Brener, 1973).

Nao existe vacina para a prevengdo da doenga de Chagas ¢ nem uma
quimioterapia segura. Progressos porém, estdo sendo feitos no diagnostico da
doenga de Chagas o que podera reduzir consideravelmente ou ainda abolir a
transmissdo através da transfusdo de sangue (Goldenberg et alii, 1991:
Goldenberg, 1993).
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O T' c¢ruzi tem sido amplamente estudado por técnicas de biologia
molecular (Goldenberg, 1993; Brener, 1994; Nilsen, 1994; Cazzulo, 1994;
Andrews, 1995). Estudos do parasita "a nivel molecular sdo de grande
importancia uma vez que a detecgdo de processos peculiares ao parasita € o
estudo de enzimas especificas do parasita que diferem do hospedeiro mamifero,
poderdo levar ao desenvolvimento de novas drogas mais efetivas para o
tratamento da doenga de Chagas. Também o estudo do 7.cruzi tem
enniquecido o campo da biologia molecular uma vez que novos mecanismos e
fenémenos foram observados pela primeira vez nestes protozoarios (Agabian,
1990; Johnson ez alii , 1987; Simpson ¢ Shaw, 1989).

A terapéutica da doenga de Chagas baseia-se em dois compostos
nitroheterociclicos. Um derivado nitrofurano-nifurtimox (1) e um derivado
nitroimidazol-benznidazol (2).

C =
ﬂ o — N._N
02N © CH=N—N SO, Y CH2CONHCH2‘©
Nifurtimox (1) Benznidazol (2)

Estas drogas entretanto sdo parcialmente efetivas no tratamento da fase
aguda da doenga, ndo efetivas na fase cronica e altamente toxicas.

Nifurtimox causa neurotoxicidade e desordens digestivas (Cangado et
alii, 1975; Laplumé er alii, 1985 ; Ohnishi et alii, 1980). Também alguns
testes de avaliagdo de mutagenicidade indicaram que nifurtimox e benznidazol
sdo potencialmente genotoxicos (Nagel ¢ Nepomnaschy, 1983; Ferreira e
Ferreira, 1986; Gorla ef alii, 1989; Nagel, 1987). Estas drogas portanto ndo sdo
ideais para o tratamento da doenga de Chagas ndo preenchendo requisitos
importantes tais como: curar a parasitemia na fase aguda e cronica da doenga,
ser efetiva por via oral em pequenas doses, apresentar baixo custo, ndo
apresentar efeitos colaterais significantes e teratogenicidade € ndo levar ‘a
resisténcia do parasita (Brener , 1984). Os mecanismos de a¢do do nifurtimox e
benznidazol sdo semelhantes na formagio de radicais livres intracelulares (Do
Campo, 1990).
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Devido a falta de retorno financeiro e ao enorme investimento
necessario, a industna farmacéutica ndo tem interesse na pesquisa para o
desenvolvimento de drogas nesta area (Gutteridge, 1987).

A pesquisa de drogas alternativas para a doenga de Chagas ¢ bascada em
duas principais abordagens. Testar novas drogas sintetizadas ou
comercialmente disponiveis ¢ detectar moléculas alvo especificas para o
planejamento racional de drogas.

Uma grande variedade de drogas experimentais tem sido testadas contra
I cruzif De Castro el alii, 1994; Duran et alii, 1989; Haun et alii, 1992;
Chabala er alii , 1991, Doyle ¢ Weinbach, 1989).Este assunto foi amplamente
revisado por Brener (1984), Duran e Haun (1991) e De Castro (1993).

Barret (1976) estudou uma serie de derivados de 3-aminopropenos e
desta série o composto 353-C (E)-3-(4-bromo-|1,1"-bifenil]-4-il)-3-(4-cloro
fenil)-N,N-dimetil-2-propeno-1-amina se mostrou bastante ativo contra 7.
cruzi. Estudos "in vivo" indicaram que este composto € 10 vezes mais efetivo
que benznidazol e 20 vezes mais efetivo que nifurtimox Tambem, estudos
toxicologicos mostraram que o composto 353C ndo apresenta efeitos
hematologicos, bioquimicos e histopatoldgicos em camundongos e cachorros
tratados com a droga (Barret et ahi, 1982)

Um estudo comparativo de susceptibilidade de varias drogas em cinco
diferentes cepas de 1. cruzi , "in vivo" e "in vitro", indicon também que este
composto 353-C apresenta consisténcia na sua atividade nas cinco diferentes
cepas testadas juntamente com nifurtimox e benzinidazol (Neal e Van Bueren,
1988).

Entre as drogas comercialmente disponiveis que tem sido amplamente
estudadas contra a doenga de Chagas estio principalmente alopurinol,
itraconazol e cetoconazol.

Alopurinol ¢ amplamente utilizado no tratamento de géta em humanos,
apresentando baixa incidéncia de efeitos colaterais. Avila et alii (1981)
mostrou que a administragio de alopurinol em camundongos infectados com 7'
cruzi na fase aguda da parasitemia, diminui consideravelmente a taxa de
mortalidade e a parasitemia. Gallerano et alii (1990) estudando 307 pacientes
infectados com 7. cruzi, mostrou que alopurinol € tdo efetivo quanto nifurtimox
no tratamento da doenga de Chagas entretanto apresenta menor toxicidade.

O mecanismo de agdo tripanocida do alopurinol se da através da
interferéncia no metabolismo de purinas. Tripanosomatideos sdo incapazes de



sintetizar purinas de novo e portanto dependem das purinas do hospedeiro. As
purinas podem ser interconvertidas por uma variedade de rotas fazendo com
que este ataque quimioterapéutico parega pouCO promissor, entretanto
alopurinol ¢ metabolizado de formas diferentes pelo parasita ¢ hospedeiro
mamifero. Em humanos alopurinol ¢ transformado em oxipurinol pela xantina
oxidase mas ndo no 7. cruzi onde esta enzima é ausente. Em tripanosomatideos
alopurinol € metabolizado a alopurinol ribonucleotideo o qual é convertido a
aminopirazoto pirimidina trifosfatos pela adenosil succinato sintetase e entdo
incorporado ao RNA levando assim 'a citotoxicidade ao parasita (Avila et alii,
1987).

A atividade tripanocida dos derivados de imidazol, cetoconazol e
itraconazol tem sido bastante estudados. Estes compostos antimicéticos sdo
bastante efetivos "in vivo" e "in vitro" contra patogenia de protozodrios tais
como Leishmania e T. cruzi.

O mecanismo de agdo destes compostos se dé4 através da inibigdo da
biosintese do ergosterol 'a nivel de citocromo P-450 (C-14 demetilagiio do
lanosterol). A base da atividade baseia-se no fato de que ergosterol ¢ esterodides
C-24 metilados sdo tinicos e apresentam fungdes especiais no metabolismo
deste tipo de organismo, ndo podendo ser substituidos por colesterol ou outros
esterdides presentes no hospedeiro mamifero (Adams et alii, 1993).

Urbina et alii (1991) estudando a atividade tripanocida de cetoconazol
mostrou que este potente agente antimicotico causa alteracdes irreversiveis 'a
membrana plasmatica e ao complexo mitocondrial do 7° cruzi “a concentragdes
relativamente baixas (1 pM). Paralelamente estudos com terbinafina, uma
alilamina com atividade antimicotica, inibe o crescimento do 7. cruzi e também
apresenta agdo sinergistica com cetoconazol, levando a inibigdo da proliferacdo
de formas epimastigotas de 7. cruzi "a concentragdes de 1 nM (Urbina et alii
1988). E conhecido que o mecanismo de a¢do da terbinafina se d4 pela
interferéncia na biosintese do ergosterol por inibigdo da enzima esqualeno
epoxidase (Petrany1, 1984; Stutz et alli, 1986, Stutz, 1987, Abe et alli, 1994;
Adamns et alli, 1993 ).

Estudos "in vitro" e "in vivo" com itraconazol mostraram que este
composto ¢ bastante ativo levando "a inibigdo completa da replicagdo de 7.
cruzi em trés diferentes cepas. Também camundongos infectados com o

parasita apresentaram sorologia negativa apos o tratamento com a droga (Mac
Cabe et alii , 1986).



Devido ao lento progresso no desenvolvimento de drogas para a
quimioterapia da doenga de Chagas, cientistas vem dando maior enfase ao
planejamento racional de drogas. Esta abordagem envolve a identificacdo de
processos bioquimicos no parasita que sdo essenciais ‘a sua sobrevivéncia,
isolamento e caracterizacdo de moléculas alvo a nivel molecular ¢ o
planejamento de inibidores especificos que atuem como composto lideres para
o subsequente desenvolvimento de drogas. Idealmente estas moléculas alvo
devem estar ausentes no hospedeiro mamifero ¢ serem comuns "as trés formas
do ciclo de vida do parasita 7. cruzi (Fairlamb, 1990; Schimer et alii , 1995).

Seguindo esta abordagem, grande énfase tem sido dada ao
desenvolvimento de drogas que atuem através da interferéncia do metabolismo
de tio1s e poliaminas.

As poliaminas (putrescina, espermidina e espermina) e glutationa (y- L-
glutamil-L-cisteinil glicina) sdo encontradas em concentra¢des mM na maioria
dos sistemas biologicos ¢ sdo componentes de varios processos biologicos
importantes, incluindo-se crescimento e diferenciagdo celular e regulagio de
processos enzimaticos importantes. Glutationa apresenta um papel importante
no balango do chamado stress-oxidativo e na regulagdo do balango intracelular
do chamado tiol/dissulfeto redox. Glutationa serve como cofator para a redugio
de peroxidos, redugdo de nbonucleotideo, isomerizagdo cis/trans ¢ em
organismos superiores atua na detoxificagdo de substancias estranhas. O nivel
da glutationa reduzida ¢ mantida pela redugdo da glutationa oxidada pela
enzima glutationa redutase NADPH dependente. As poliaminas sdo necessarias
para o otimo crescimeto de varios tipos de organismos, porém suas fungdes
regulatorias precisas nio sdo totalmente conhecidas (Walsh er alii, 1991).

O principal sistema de defesa contra espécies ativas de oxigénio em
organismos superiores ¢ o chamado ciclo glutationa redox que envolve as
enzimas glutationa redutase/glutationa peroxidase e também as enzimas
antioxidantes superdxitdo dismutase e catalase. Em contraste, os parasitas nido
apresentam estas enzimas, ao invés disso apresentam andloga a glutationa
redutase, a tripanotiona redutase que ¢ uma peroxidase dependente do cofator
glutationa espermidina, a qual é unica e essencial ‘a vida destes organismos
sendo o seu principal mecanismo de defesa contra o stress-oxidativo (Do
Campo, 1990).

Tripanotiona redutase foi isolada de Chrithidia fasciculata em 1986
(Shames et alii , 1986) e de T. cruzi em 1987 ( Krauth-Siegel et alii, 1987) ¢



subsequente caracterizacdo mostrou que esta enzima € bastante similar a
glutationa redutase presente nos organismos superiores. Entretanto, estas
enzimas apresentam um grande grau de especificidade para os respectivos
substratos, fazendo com que a intbigdo da enzima do parasita possa ser
alcangada na presenca da redutase do hospedeiro mamifero (Krauth-Siegel et
alii, 1987; Jokers-Scheruol et. alii, 1989).

A importancia do sistema tripanotiona ¢ delineada pelo fato de que um
grande numero de compostos tripanocidas existentes interagem com esta
importante via metabolica de tripanosomatideos (Fairlamb, 1990; Schimer et
alii , 1995; Wash et alii , 1991, Hunter et alii , 1990; Henderson et alii , 1988).

Estes incluem: os compostos aromaticos de arsénio trivalentes intbidores
da tripanotiona redutase, o o6xido de melarsem o qual forma adutos
estequiométricos (1:1) com ditioltripanotiana (Fairlamb e alii | 1989), os
nitroarenos nifurtimox e benznidazol que geram espécies ativas de oxigénio
através do chamadc cicloredox (Do Campo, 1990), e naftoquinonas que agem
"in vitro" contra 7. cruzi também por imbigdo de tripanotiona redutase
(Henderson et alii , 1988).

Importante descoberta nesta area foi feita com a introdugdo de (d/1)-a-
difluorometil ornitina (eflornitina). Esta droga foi inicialmente desenvolvida
como um agente anticancer, porém apresentou grande efetividade na cura da
doenga do sono causada por Tripanosoma brucei. O mecanismo de agdo da
eflornitina € baseado na inativagdo da omnitina descarboxilase, diminuindo o
nivel de espermidina ¢ portanto esta associada ‘a diminui¢io no nivel de
tripanotiona redutase. Devido ao curto periodo de meia vida da ormitina em
humanos o metabolismo de poliaminas ndo é afetado. Esta droga porém é
inativa contra 7. cruzi, que produz espermidina por outros caminhos
metabolicos ou obtém através do sangue do hospedeiro (Fairlamb, 1990;
Fairlamb e Cerami, 1992).

Estudos de modelagem molecular mostraram que os antidepressivos
clorimipramina ¢ primaquina se ligam aos sitios hidrofobicos da tripanotiona
redutase ¢ estudos cinéticos confirmaram que estes compostos sdo inibidores
da tripanotiona redutase e portanto considerados grandes candidatos para
direcionar a sintese de novos compostos com atividade imbidora da
tripanotiona redutase (Schimer et afii , 1995).

Estudos recentes mostraram que 7. cruzi pode utilizar um andlogo de
putrescina, a cadaverina, como fonte de poliaminas funcionais e poliamina



glutationa conjugados diferentemente do hospedeiro mamifero. A presenca de
um novo conjugado poliamina-tiol foi detectada em formas epimastigotas de 7
cruzi cuja estrutura quimica foi confirmada como sendo N, N9-bis-(glutationil)
aminopropil cadaverina (homotripanotiona). Esta aparente falta de
especificidade podera portanto ser explorada na quimioterapia da doenga de
Chagas (Hunter er afii , 1994).



1.2 Citotoxicidade

Todo ano milhares de compostos quimicos passam por testes rigorosos
de avaliagdo de toxicidade. Para se assegurar a auséncia de riscos de um novo
composto quimico € necessaria a realizagdo de uma bateria de testes com
animais sobre toxicidade aguda, crénica e local, alergia, mutagenicidade ¢
teratogenicidade. Além do alto custo estes ensaios demandam longo tempo e
um grande consumo de animais experimentais, o que tem gerado em paises
desenvolvidos uma pressdo contraria de varios setores da populag¢@o envolvidos
com protegdo ambiental ( Langowski, 1993).

Como parte do movimento para o desenvolvimento de métodos
alternativos ao uso de animais, muito interesse tem sido dado aos testes "in
vitro" para a avaliagdo do potencial toxico de compostos quimicos. Testes "in
vitro" significam de modo geral pesquisas que ndo envolvem animais superiores
intactos e incluem uma bateria de sistemas vivos tais como bactérias, cultura de
células animais, ovos fertilizados e embrides que podem ser empregados para a
avaliagio da toxicidade de compostos quimicos em seres humanos. Estes testes
sdo geralmente rapidos, sensiveis, ficeis de automacdo e mais vidveis em
termos econdmicos com relagdo ao uso de animais experimentais (Goldberg e
Frazier, 1989).

A disponibilidade de cultura de células de mamiferos motivou a sua
utilizagdo em toxicologia "in vitro”. Atualmente cultura de células tem sido
utilizada no teste e investigagdo do modo de agdo de produtos quimicos com
aplicagdes diversas tais como drogas, detergentes, cosméticos, inseticidas e
preservantes (Freshney, 1994).

Citotoxicidade ¢ um evento complexo "in vivo" onde suas expressdes
podem se manifestar por uma variedade de efeitos, desde simples morte até
aberragdes metabolicas complexas. As medidas de citotoxicidade "in vitro" ¢
um evento puramente celular, sendo portanto dificil de recriar o efeito de
farmacocinética de exposi¢des as drogas. Também muitas substincias nio
toxicas se tomam toxicas apds serem metabolizadas pelo figado e substéncias
téxicas "in vitro" podem ser detoxificadas pelas enzimas do figado (Freshney
1994). Para se avaliar citotoxicidade através do metabolismo de drogas, cultura
de hepatocidos tem sido utilizada, possibilitando maior correlagio entre os
ensaios "in vivo" ¢ "in vitro" (Roguet et alii | 1993).



Cultura de células em testes de citotoxicidade sdo bastante uteis na
complementagdo de testes de toxicidade com animais e podem fornecer novas
abordagens para a redugdo do nimero de experimentos com animais nos testes
de toxicidade aguda. Apesar dos resultados obtidos em cultura de células nio
poderem ser extrapolados diretamente para a situagio do organismo como um
todo, servem como base para a avaliacio das caracteristicas toxicologicas de
novos compostos quimicos, tanto quanto habilita decidir sobre quais
experimentos "in vivo" deverdo ser realizados e quais sdo os orgios ou
organelas mais afetadas (Halle e Spielmann, 1992).

Pressupondo a existéncia de certa correlagdo entre os pardmetros
quantificados de ICsq (concentragdo que reduz a atividade celular em 50%) e
os de toxicidade aguda DLsq (quantidade de composto quimico que produz
50% de morte numa popula¢do de animais), Halle e Spielmann (1992)
correlacionaram valores de ICs5q em varios sistemas de cultura de células de
mamiferos e os valores de DLsy encontrados na literatura, por andlise de
regressdo linear. Nestes estudos, correlagdes significativas foram encontradas
sugerindo que os valores de DLy podem ser estimados através de estudos "in
vitro" e doses mais precisas podem entdo ser utilizadas nos testes de toxicidade

aguda desta forma reduzindo o numero de testes com animais experimentais
(Halle e Spielmann, 1992).

Rosenkraz et alii (1992) correlacionou também valores de ICsq
encontrados na literatura de 175 compostos farmacologicamente ativos com os
valores de MTD (maxima dose tolerada), em ratos e cachorros e encontrou
correlagdes altamente significativas entre os dois parimetros para varias classes
de compostos estudados.

Viarios testes de citotoxicidade utilizando cultura de células foram
desenvolvidos ¢ entre eles se destacam os métodos do conteudo total de
proteinas, método da incorporagdo do vermelho neutro, reducdo do sal
tetrazdlico e exclusdo do azul tripan. Estes testes sdo baseados em quatro
diferentes métodos de andlise de ponto final que sdo indicativos de
citotoxicidade. As células sdo cultivadas em placas de plastico e tratadas com
varias concentragdes da substancia teste. Apds 24 horas de exposi¢do a
substancias teste ¢ retirada do meio e os diferentes métodos de analise
empregados (Renzi et alii , 1993).

O método da exclusd@o do azul tnpan permite avaliar a integridade
estrutural das células. Este método mede a habilidade das células vivas que



10

possuem a membrana celular intacta em excluir corante azul tripan permitindo a
quantifica¢do do niimero de células vivas (Lovelland et alii | 1992).

Os outros tres métodos fornecem informagdes sobre as funcdes
metabolicas celulares.

O método do corante vermelho neutro (VN) mede a integridade
lisossomal uma vez que reflete a capacidade de células vivas de incorporar o
corante em seus lisossomas (Babich e Borefreund, 1990). O Vermelho Neutro
(clondrato de 3-amino-7-dimetilamino-2-metil fenazina) um corante vital
soluvel em 4gua fracamente catidnico, consegue penetrar na membrana celular
por difusdo passiva ndo iGnica e se concentra nos lisossomas onde se fixa
através de hgacdes eletrostaticas 'a grupos anidnicos inclusive fosfatos
hidrofobicos da matriz lisossomal Neste método, a medida quantitativa do
corante vermelho neutro captado pelos lisossomas das células apos tratamento
com a substéncia teste € feita através da medida da absorbéncia "a 540 nm, pois
ha uma relagdo linear entre a quantidade do corante vermelho neutro extraido e
o nimero de células vidveis desta cultura (Forsby A. et alii | 1991).

O método de avaliagdo do contetido total de proteinas ou, determinagio
do DNA (PR) avalia a capacidade proliferativa das células. Neste método a
analise do conteildo total de proteinas ¢ feita através da medida da absorbancia
'a 260 nm, pardmetro este que indica a populagio celular, visto que a relagio
entre os valores da absorbancia (260 nm) e o nimero de células no lisado
descrevem uma fungdo linear (Reppeto e Sanz, 1993; Knox ef alii , 1986 ¢
Cingi ef alii , 1991). Os resultados sdo expressos em concentra¢io do material
teste que produz redugdo de 50% no contetido de proteinas de células tratadas.

O meétodo do sal de tetrazolio ¢ baseado na redugdo do brometo de [3-
(4,5-dimetiltriazol)-2-il)-2,5-difenil tetrazolio](MTT), um corante amarelo, pela
succinato desidrogenase mitocondrial, formando um produto azul escuro-
formazan. Somente células vidveis com mitocondrias ativas reduzem
quantidades significativas do MTT. A quantidade do produto formazan ¢
medida pela absorbancia 'a 570 nm e é proporcional ao nimero de células
presentes no meio de cultura. Os resultados sdo expressos como concentragio
que reduz a redugdo do MTT em 50% (Denizot e Lang, 1986).

Meétodos que utilizam microorganismos para a avaliagdo do potencial
toxico de substincias quimicas podem também ser empregados. Estes testes
preliminares de toxicidade podem ser vantajosos pois apresentam baixo custo,
sdo rapidos e de facil automagdo. Testes de curta dura¢do utilizam bactérias
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fungos e leveduras pois estes organismos podem responder ao estresse causado
por agentes quimicos em tempos relativamente curtos. O estresse pode ser
medido e avaliado monitorando-se um ciclo bioquimico vital do organismo tal
como a atividade enzimatica, pool ATP, bioluminescéncia, respiracio,
etc...(Jardim ef alii, 1989; Brower, 1991).

Dois testes em particular, os quais utilizam bactérias, tem sido bastante
utilizados. O teste Ames que detecta mutagenicidade em Salmonella
typhimurim e o Microtox, que determina a atividade antimicrobiana de
compostos quimicos utilizando-se a bactéria marinha Photobacterium
phosphorium e mede a diminuigdo da emissdo de luz por estas bactérias
quando expostas "a substincias quimicas (Rosenkraz et alii , 1993).

Em nosso laboratério tem sido rotineiramente empregado um teste de
curta duragdo desenvolvido por Jardim et alii (1989), o qual utiliza a bacténa
E. coli para a avaliagdo do potencial toxico de compostos quimicos. Neste
teste o parametro utilizado para a avaliagdo da toxicidade é a respiragdo
microbiana.

A validade de testes toxicologicos utilizando-se bactérias, na predigio de
toxicidade de eucaridticos ¢ bastante questionavel uma vez que humanos e
bactérias diferem drasticamente com respeito a anatomia e metabolismo.
Porque uma substincia € toxica para humanos e também (ou ndo toxica) para
bactérias é dificil de responder, entretanto a importincia dos estudos
toxicologicos comparativos ¢ bem reconhecida, e podem chamar a atengio para
novos aspectos de toxicologia celular e fisiolégica (Rosenkraz et alii , 1993;
Kerzman, 1993).

Em um estudo comparativo de toxicidade foram correlacionados valores
de concentracdo minima inibitoria (MIC) para células bacterianas de duas
diferentes espécies e varios tipos de dados obtidos em sistemas humanos. Por
analise de regressdo linear correlagdes altamente significativas foram
encontradas entre os valores de MIC em bacténas £. coli e Bacillus subitilis e
concentragdes letal aguda em sangue de humanos. Foi correlacionada também a
inibigdo do crescimento bacteriano com valores obtidos de testes de
citotoxicidade "in vitro" com varios tipos de células humanas. Novamente

correlagdes altamente significativas foram encontradas (Rozenkraz et alii,
1993).
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1.3 Correlacio entre Estrutura Quimica e Atividade Biolégica

A racionaliza¢do das interagdes entre estrutura e atividade bioldgica de
compostos quimicos ¢ feita através de estudos de correlagbes estrutura-
atividade (SAR).

A importdncia pratica destes estudos € que permitem prever a atividade
biolégica de compostos ndo testados biologicamente ou até mesmo de
compostos hipotéticos. Em adi¢do, os conhecimentos obtidos através destes
estudos (SAR), podem indicar certas propriedades moleculares importantes
para a atividade bioldgica de interesse, assim confirmando ou ndo o mecanismo
de agdo ou sugerindo maiores investigacdes para o entendimento deste
mecanismo.

Estas correlagdes sdo de grande importincia econdmica para a induastria
farmacéutica no plangjamento racional de drogas. Nos Estados Unidos, o gasto
na pesquisa de desenvolvimento de drogas € de 11 bilhdes de dolares por ano.
A isto deve-se acrescentar os gastos de pesquisa em pesticidas e toxicologia do
meio ambiente. As verbas do NIH (National Institute of Health) ultrapassa a 9
bilhées de dolares por ano. Portanto o gasto anual nos Estados Unidos é
provavelmente maior que 20 bilhdes de dolares/ano o que ¢ aproximadamente
metade do dinheiro gasto mundialmente em pesquisa ¢ desenvolvimento de
drogas e areas afins (Hansch, 1993).

O uso de modelos para o entendimento da corrclagdo entre estrutura
quimica ¢ a atividade biologica, teve inicio com Overton e Meyer no século
passado (Hansch e Leo, 1979). Estes pesquisadores sugeriram o uso dos
coeficientes de particio entre Oleo e agua para modelar a partigio de
compostos orgdnicos em tecidos nervosos ¢ assim obtiveram um mecanismo
para o estudo da agdo narcotica. Um grande avango neste sentido foi feito por
Hammett (Hansch e Leo, 1979) que tratou de forma quantitativa os efeitos
eletrdnicos causados por substituintes nas constantes de velocidade ¢
constantes de equilibrio em reagdes organicas.

Usando o acido benzoéico como um sistema de referéncia, for definida
uma escala para os efeitos eletronicos dos substituintes em sistemas aromaticos
através da (Eq. 1).

oy = log K, - logKy (Eq. 1)
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onde K, ¢ a constante de 1onizagdo do acido benzoico substituido e Kyy € a

constante de ionizagdo do acido benzodico em agua a 25 ©C. Quando K, ¢
maior que Ky (acido substituido mais forte que o acido benzoico), 6y €
positivo (ex: p-NO, = 0.78), indicando um efeito retirador de elétrons pelo
substituinte. Quando K, ¢ menor que Ky, a constante 6, € negativa indicando
um efeito doador de elétrons pelo substituinte (p-OCH3 = -0.27).

Hammett através do grafico da constante de equilibrio de vanas reagoes
versus os valores de ¢ dos derivados do acido benzoico, obteve uma reta (uma
vez que ndo houvesse efeitos de interagdo estérica ou efetto direto de
ressonancia entre os substituintes ¢ o centro reacional), resultando na famosa
equacdo de Hammett (Eq.2).

Log K, =po +logKy (Eq.2)

O coeficiente angular p sendo tnico para cada reagdo ¢ uma medida da
sensibilidade da reagdo pelo efeito do substituinte.
Taft aplicou o mesmo principio e definiu Eg para os efeitos estéricos dos

substituintes em sistemas alifaticos, também Pauling e Pressman propuseram
pardmetros de refratividade molar (MR) para correlacionar forgas de disperséo
dos substituintes em reagdes bioquimicas (Hansch e Leo, 1979).

No inicio dos anos 60, Hansch e Fujita, (1964) formularam parametros
hidrofébicos =, utilizando como sistema de referéncia octanol-agua para definir
o carater hidrofobico relativo dos substituintes. Estes estudos denominados
correlagbes lineares de energia livre (LFER), levaram a um melhor
entendimento para a analise de parametros fisico-quimicos que governam
interacdes de compostos organicos com sistemas biologicos (enzimas,
organelas etc...).

O método de Hansch, baseado nos estudos de Hammett (LFER), é o
método mais utilizado nas correlacdes quantitativas de estrutura-atividade
biologica (QSAR)Hansch e Leo, 1979; Hansch e Klein, 1991; Ganellin ¢
Roberts, 1993; King, 1994; Kubinyi, 1993).Este método utiliza regressoes
lineares ou multilineares entre os parametros biologicos ¢ os parametros dos
substituintes ou grandezas que variam com Os substituintes para uma séric de
compostos congenéricos.
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A abordagem de Hansch nos estudos de correlagdes quantitativas
estrutura-atividade biologica resulta em equagdes do tipo (Eq. 3).

logl/C=a+brntco+dES+eMR (Eq. 3)

onde C é a concentragdo necessaria para produzir alguma resposta biologica
(podendo ser EC5q, MIC, LD5q, IC5 ¢tc...).

Os valores a, b, ¢, d ¢ € na Eq. 3 sdo calculados por andlise de regressio
multipla, que fornecem medidas de s (desvio padrdo observado de C), r
(coeficiente de correlagdo) e n (numero de dados utilizados) (Naeff et alii |
1991).

Pardmetros os quais levam em conta as propriedades estruturais dos
substituintes sdo necessarios afim de se correlacionar atividade bioldgica com a
estrutura quimica de uma maneira quantitativa. Neste caso as propriedades
fisico-quimicas sdo bastante Uteis pois estdo diretamente relacionadas “as
for¢as intramoleculares envolvidas nas interagdes droga-receptor e também no
transporte e na distribuigdo de drogas (Kubyni, 1993).

Centenas de pardmetros tem sido utilizados em estudos de QSAR
entretanto os pardmetros mais empregados sdo a constante de Hammett (o) e
constantes FF ¢ R obtidas por Swain e Lupton que sdo parametros de efeitos
gletronicos do substituinte, a constante de efeito esténco de Taft (ES),
constante hidrofobica (r) e de refratividade molar (MR)(Kubyni, 1993).

Atualmente existem na literatura varias escalas de pardmetros dos
substituintes. Valores de , MR, 6, € 6, F ¢ R foram obtidos para cerca de
2000 substituintes diferentes (Hansch e Leo, 1979). Uma outra revisdo feita
por Hansch, Leo e Taft foi publicada em 1991 (Hansch ef alii , 1991).

A constante de Hammett (o) ¢ a medida de mudangas de natureza
eletrénica de um composto causada pela introdugdo de um grupo substituinte.
Valores positivos de ¢ indicam o cardter retirador de elétrons do substituinte
em relagdo ao hidrogénio e valores negativos representam o carater doador de
elétrons do substituinte (Hansch e Leo, 1979).

Taft estabeleceu que hd duas contribuigdes principats de efeitos
eletronicos dos substituintes. O efeito indutivo de campo que se propaga
através de ligagdes o e o efeito de ressonincia ou mesomeérico exercido atraves
de sistemas de elétrons =, Taft mediu os efeitos eletrémicos do substituinte em
sistemas onde ndo havia conjugacdo através de ligagdes m, ¢ assim definiu o
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parametro de efeito indutivo de campo o1. O componente de ressonincia o fot
entdo calculado para os substituintes em posi¢do para do anel benzénico
através da equacdo 4 utilizando-se os valores conhecidos de o, de Hammett e
os valores de oy obtidos para os diferentes substituintes (Hansch e Leo, 1979).

6 =061 + GOR (Eq. 4)

Uma outra abordagem estatistica foi feita por Swain e Lupton (1968) que

definiu as constantes de efeito indutivo de campo F e ressonancia R, equacio
5.

c=1fF + 1R (Eq. 5)

Através da equacido S as constantes F ¢ R foram calculadas para 43
substituintes "a partir de op ¢ o de Hammett assumindo-se que qualquer

conjunto de constantes do substituinte (o .Op .0, etc...) pode ser expresso

em func¢do linear de fF + rR onde, r = 0 para o calculo de o na dissociagdo de
acido [2,2,2] octano carboxilico 4-substituido, onde o efeito do substituinte
neste sistema é totalmente um efeito indutivo de campo devido a auséncia de
insatura¢do ou conjugacdo. Também foi assumido que R = 0 para o substituinte

trimetilamonio [(CH_?,)_?,NJr ] que € incapaz de doar ou aceitar elétrons por
ressonancia.

O parametro de efetto estérico de Taft (ES) € a medida do efeito estérico
exercida pelo substituinte. Foi definido utilizando-se como o sistema de
referéncia a hidrolise acida de ésteres alifaticos (RCOOEt) e os parimetros
estéricos ES do substituintes calculados através da equacgio 6:

ES =log (KR /Kme )a  (Eq. 6)

onde ( Kr/Kpe )A € a razdo entre as constantes de velocidade da hidrolise
acida de RCOOR' ¢ MeCOOR'. Por defimigdo ES (Me) = 0. Quanto mais
volumoso o substituinte mais negativo o valor de ES (Fujita ¢ Iwamura, 1983).
Outros pardmetros foram também definidos os quais contam com o efeito
estérico do substituinte.
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O parametro de refratividade molar (MR) é um pardmetro relacionado 'a
polarizabilidade do substituinte, que € de crucial importancia em interagdes de
ligantes 'a macromoléculas. Enquanto estc pardmetro é a medida de
polarizabilidade, € altamente colinear com o volume molecular, ¢ em adigdo,
MR e n (hidrofobicidade relativa) para um conjunto de substituintes podem
estar altamente interligados. Assume-se que um coeficiente positivo com MR
na equagdo de correlagdo sugere a importancia de forcas de dispersdo e
mudangas conformacionais favorecendo o processo de interagdo ligante
macromolécula. Um coeficiente negativo com este parametro, indica um efeito
estérico na interagdo ligante macromolécula (Hansch e Leo, 1979).

L, By, By, B3 e B4 sdo parametros estéricos direcionais do substituinte
introduzidos por Verloop em 1976 os quais contam com a forma do
substituinte. L € a medida do comprimento do substituinte ao longo do eixo de
substitui¢do e o esqueleto da molécula parente. Os pardmetros B que contam
com a largura do substituinte sjo todos otogonais a L e com &ngulos de 90°
entre si. S3o arranjados de tal maneira que By tem o menor valor ¢ By 0 maior
valor. Na matoria dos casos B4 € proximo "a largura maxima do substituinte
(Hansch e Leo, 1979).

A mmportancia de interagdes hidrofobicas de ligantes macromoléculas, ou
membranas, levaram ao uso extensivo do parametro log P (coeficiente de
particdo), em estudos de QSAR. Apesar de log P ser uma medida de
hidrofobicidade da molécula como um todo, no sistema de referéncia
octanol/dgua normalmente trabalha-se com conjunto de compostos
congenéricos no qual uma grande por¢do da molécula permanece constante.
Neste caso, a hidrofobicidade relativa do substituinte ® pode ser suficiente para
a analise de correlagdes, quando conhecido.

Para se trabalhar com a hidrofobicidade relativa do substituinte e desta
forma separar efeitos hidrofobicos de efeitos eletrénicos e estéricos dos
substituintes, o parametro = foi defimido. (Equacio 7)

T = log Py - log Py (Eq. 7)
onde:

P, ¢ o coeficiente de parti¢io do derivado no sistema octanol-agua ¢
Py ¢ o coeficiente de particdo da molécula parente



17

Valores positivos de © sigmficam que a molécula derivada tem maior
afinidade por octanol que a molécula parente. (Hansch e Fujita, 1964; Hansch e
Leo, 1979).

Pardmetros de mecdnica quintica obtidos por célculo de orbitais
moleculares tem sido amplamente empregados em estudos de correlagio
estrutura-quimica atividade biolégica (Kubinyi, 1993).Estes calculos de orbitais
moleculares além de fornecerem valores numéricos das propriedades
eletrdnicas moleculares, permitem os calculos de energia conformacional que
sd0 de grande importdncia no entendimento de interagdes ligante
macromolécula.

Diferentes calculos de orbitais moleculares para uma mesma molécula
podem fornecer energias conformacionais diferentes dependendo dos
pardmetros moleculares (comprimento de ligagdo, angulo de ligagdo) e do
método utilizado para os calculos. Entretanto, ndo esta bem claro qual dos
métodos semi empiricos ¢ mais confidvel. Mais importante porém, que o
problema de precisdo dos varios cdlculos de orbitais moleculares ¢ se a
conformagio preferida (de energia minima) de uma molécula isolada ¢ a mais
provavel de estar envolvida em sua interagdo droga-receptor.

Diferengas entre energia minima conformacional sdo da ordem de poucas
kcals ¢ podem ser mais que compensadas pela energia de interagdio droga-
receptor. Assim um conhecimento (delineagdo) da natureza e magnitude de
barreiras energéticas conformacionais pode ser mais importante do que o
conhecimento detalhado de configuragdo correspondendo ‘a energia minima
(Redl et alii, 1974).

As correlagdes de estrutura atividade utilizando-se parametros de cdlculo
de orbitais moleculares sdo baseados nos indices computacionais que refletem a
estrutura eletrénica da molécula. Normalmente utiliza-se nas correlagdes carga
liquida em cada &tomo, energias de orbitais de fronteira Egonmo € ELumo €
densidade eletrénica dos orbitais (Shusterman er afii, 1989; Shusterman, 1990).

Em geral os indices de calculos de orbitais moleculares sdo calculados
para atomos individuais e assim o conjunto de parimetros disponiveis para a
analise de correlagdes ¢ grande. A sele¢do destes pardmetros deve ser
baseadaem razdes bioquimicas quando conhecidas ou muitas vezes em estudos
preliminares estes pardmetros podem ser escolhidos de forma arbitraria. Porém
deve se levar em considera¢do que a possibilidade de se obter boas correlagdes
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aumenta consideravelmente com o nimero de pardmetros testados (Kubinyi,
1993).

Um dos problemas mais sérios no desenvolvimento de QSAR ¢ escolher
uma série de compostos congenéricos de forma a se evitar colinearidade entre
0s pardmetros, maximizagdo da variancia do sistema e obter o maximo de
informagdes do conjunto de dados escolhido (Hansch e Leo, 1979; Norrington
et alii , 1975; Redl et alii , 1974).

Uma vez que existem muitos substituintes possiveis o numero de
compostos a se considerar ¢ bastante grande em estudos de QSAR. Portanto
seria altamente vantajoso analisar em um estdgio preliminar do estudo, quais
compostos seriam interessantes de se sintetisar, afim de se trabalhar com um
grupo limitado de substituintes os quais fornecem boa discriminagdo entre os
parametros «, o, ES etc....

Craig (1971) mostrou a importancia de se plotar = versus ¢ para se obter
um conjunto de substituintes com mimma colinearidade ¢ ao mesmo tempo
abrangendo variagdo maxima de 7 € 6}, entre os substituintes. Substituintes de
cada um dos quadrantes do diagrama resultante devem ser escolhidos.

Generalizando esta abordagem para varios parametros (r, R, F, MR, o,
op ) Hansch e Unger (1973) usaram a forma de matrizes para se avaliar
colinearidades.

Topliss (1972) desenvolveu esquemas operacionats, baseados em regras
de decisdo onde o uso de computadores e calculos estatisticos ndo € necessario.

Na selegdo dos pardmetros algumas consideragdes devem ser feitas.
Uma grande varniedade de pardmetros devem ser testados tais como log P, «, o,
MR, Es, etc. Os parametros selecionados devem ser independentes com
coeficientes de intercorrelagio ndo sendo maior que 0.6-0.7. Na analise de
regressdo deve haver pelo menos 5 pontos {ou compostos ) estudados para
cada parametro utilizado na equagio de correlagdo (Kubinyi, 1993).
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2. OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho teve como objetivos estudar a sintese e a atividade
biolégica de compostos com atividade antichagasica.

Barret (1976) descreveu pela primeira vez a sintese de uma série de
derivados de 3-aminopropeno e observou que estes compostos eram ativos
contra 1. cruzi.

Seguindo esta linha de pesquisa decidimos sintetizar uma série de novos
denvados de 3-aminopropeno e estudar a atividade tripanocida "in vitro" destes
compostos.

Este trabalho teve também como objetivo a avaliagdo da toxicidade dos
compostos sintetizados correlacionar estrutura quimica e atividade biologica e

estudar preliminarmente seus possiveis mecanismos de a¢do tripanocida e
téxico.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAQ

3.1 Sintese de derivados de 3-aminopropeno (I)

Os derivados de 3-amino propeno I a-h foram sintetizados por uma rota
de sintese de duas ctapas (Esquema 1), consistindo de uma acilagio de
Friedel-Crafts entre 4-bromobifenila 3 ¢ o cloreto de acido correspondente
4 a-h na obtengdo das cetonas II a-h. As cetonas obtidas foram tratadas com
fosforana correspondente ao brometo de dimetilamino etiltrifenil fosfonio 5
obtendo-se os compostos I a-h.

Esquema 1: Rota de sintese de 3-(4'-bromo-[1,1'-bifenil]-4-il)-3-(4fenil)-N,N-
dimetil-2-propeno-1-amina I a-h

X
B +© ACh r—.—.— —@—x + (CHalg NCHp CHa PPhg Br

mtrobenzeno
(3) cocl la~h (5)
(4ya~h
n Bu Li

THF
Br,

X=1lallla=Cl O
b/ib=H
Ic/llc = OMe O
id fild = NO,
LCHs

leflle=CHs
If/ 1if = Br C=CH - CH;N

g/ lig = | “cH,
Ih/th = SO,CH 1
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* Acilacio de Friedel-Crafts

Reagindo-se 4-bromobifenila (3) com cloreto de p-cloro benzoila (4a),
cloreto de benzoila (4b), cloreto de anisoila (4¢), cloreto de p-nitro benzoila
(4d), cloreto de p-metil benzoila (4e), cloreto de p-bromo benzoila (4f), cloreto
de p-i6do benzoila (4g) e cloreto de p-metilsulfonil benzoila (4h) em presenca
de cloreto de aluminio e bissulfeto de carbono ou nitrobenzeno como solvente,
as cetonas 4-bromo-4-bifenil p-clorofenil cetona (Ila), 4-bromo-4-bifenil fenil
cetona (IIb), 4-bromo-4-bifenil p-metoxifenil cetona (Ilc), 4-bromo-4-bifenil p-
nitrofenil cetona (11d), 4-bromo-4-bifeml p-metilfenil cetona (Ile), 4-bromo-4-
bifenil p-bromofenil cetona (Hf), 4-bromo-4-bifenil p-iddofenil cetona (Ilg) ¢
4-bromo-4-bifenil p-metilsulfonilfenil cetona (ITh), respectivamente foram
sintetizadas.

O cloreto de p-nitro benzoila (4d) foi sintetizado reagindo-se acido p-
nitro benzdico com cloreto de tionila e apds recristalizagdo em hexano foi
obtido com 95% de rendimento.

O cloreto de acido p-metilsulfoml benzoico (4h) foi sintetizado a partir
do tratamento de acido p-metilsulfonil benzéico com cloreto de tionila e
utilizado na etapa de acilagdo de Friedel-Crafts sem purificagdo posterior.

Tentativas de sintese da cetona (ITh) pelo mesmo procedimento utilizado
na sintese das cetona (Il a-g) resultou na recuperagdo dos reagentes 4-
bromobifenila e dcido p-metilsulfonil benzoico observando-se tragos da cetona
desejada (ITh), por espectroscopia de infravermelho e cromatografia em
camada delgada.

Vartos fatores podem alterar o rendimento nas acilagdes de Friedel-
Crafts, tais como proporgdes relativas dos reagentes, sequéncia de adi¢do dos
reagentes, solvente utilizado, etc.... Varios solventes tem sido utilizados nestas
acilagdes de Friedel-Crafts entretanto, os solventes mais utilizados sdo
bissulfeto de carbono e nitrobenzeno, os quais levam essencialmente a dois
tipos de acilagdes - reagdes homogéneas e reagdes heterogéneas. Em solventes
apolares ou pouco polares, tais como bissulfeto de carbono e diclorometano, o
cloreto de aluminio ¢ o complexo formado com o cloreto de acido ndo sido
totalmente soliiveis e a reagdo ¢ bastante heterogénea. Ja em nitrobenzeno,
solvente bastante polar, o cloreto de aluminio e também o complexo cloreto de
alumimo-cloreto de acido sdo totalmente soliveis (Trost ¢ Fleming, 1991).
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Devido a ndo solubilidade do cloreto de acido p-metilsulfonil benzdico
(4h), cloreto de aluminio ¢ do complexo formado cloreto de aluminio-cloreto
de acido em bissulfeto de carbono, decidimos utilizar nitrobenzeno na tentativa
de obten¢do da cetona (ITh), pois problemas de solubilidade poderiam estar
ocasionando a ndo obtengdo do produto desejado.

Reagindo-se entdo 4-bromobifenila (3) com o cloreto de 4cido p-
metilsulfénil benzoico (4h) em presenca de cloreto de aluminio e nitrobenzeno
como solvente, a cetona 4'-bromo-4-bifenil p-metilsulfonil fenil cetona (I1h) foi
obtida com 50% de rendimento.

A tabela 1 a seguir apresenta as propriedades fisicas e rendimentos dos
compostos (I1a-h)

Tabela 1: Condigdes de reagdo, propriedades fisicas e rendimentos de 4'-
bromo-4-bifenil 4-x-fenil cetona (II a-h)

Composto| | Tempo | Solvente de | Rend. 1 pf UV
I a-h | Solvente %de reag:ﬁo! recristalizagdo | (%) ‘ (°C) : Amax
X) | ' (horas) A (nm)

; | | | CH,Cl,
ca CS, | 7 CH>Clp/Hexanor 79 | 204 =~ 294
H CS, | 5 CHClp/Hexano| 72 | 156-7| 292
OMe | CS» 8 Benzeno | 62 |219-20/ 258
NO, .  CS, 7 CHpClyHexano| 75 | 1823 272
Me | CS, 7 | CHCly/Hexano| 82 195 290
Br  CS, 5 | CHyCly/Hexanol 68 | 215 294
I CS, | 7 \ CH)Cly/Hexano| 80 : 239 290
SO,Me Nitrobenzeno| 7 Etanol L 50 1 201-2 246




* Reacdo de Wittig

Reagindo-se 4-bromo-bifenil p-clorofenil cetona (Ila) e brometo de
dimetilammo etiitnfenilfosfonio em presenga de n-butil litio (n-Buli) e
tetrahidrofurano (THF) como solvente, 3-(4'-bromo-[1,1-bifenil]-4-il)-3-(4-
clorofenil)-N,N-dimetil-2-propeno-1-amina (Ia) ¢ obtido na propor¢do de 1:1
dos isdmeros geométricos E/Z.

Inicialmente, alguns ensaios foram realizados na obtengdo do composto
(Ia) visando a otimizagdo da reagdo. As reagdes foram feitas nas mesmas
condigdes de temperatura, tempo ¢ solvente variando-se apenas o tratamento da
rea¢do no isolamento do produto. Quando o produto Ia foi isolado na forma de
sal de hidrocloreto ¢ cristalizado em benzeno somente o isémero Z foi obtido
com baixo rendimento e identificado por ressondncia magnética nuclear de
proton (Fig. 1). Através dos espectros de ressondncia nuclear de proton ¢ ultra
violeta da mistura isomérica e dos i1sdmeros E e Z separados, foi possivel a
determinagdo da configuragdo Z para este composto, 0 que sera descrito
posteriormente neste trabalho (item 3.2). Numa segunda tentativa utilizando-se
um excesso de acido cloridrico no 1solamento do produto, uma mistura 1:1 dos
isbmeros foi obtida como mostra o espectro 'H RMN (Fig. 2).

Foram também realizadas algumas reagdes utilizando-se uma mistura de
solventes tetraidrofurano ¢ hexametil fosforamida (HMPA), com o objetivo de
se obter toda a cetona (kHa) soluvel no meio reacional, visando um aumento no
rendimento da reacdo. Infelizmente nestas condigdes o produto ndo foi
detectado por cromatografia de camada delgada (CCD) em nenhuma das
tentativas.

Os melhores resultados foram obtidos quando a reagdo foi feita
utilizando-se THF como solvente e o produto isolado na forma de base livre e
purificado por cromatografia de coluna (CC), obtendo-se o composto (Ia) com
50% de rendimento.
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Os outros derivados de 3-amino propeno (I b-h) foram entio sintetizados
utilizando-se este mesmo procedimento e obtidos sob a forma de uma mistura
1:1 dos respectivos isOmeros geométricos. As propriedades fisicas e
rendimentos dos compostos (I a-h) encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2: Caracteristicas de sintese, propriedades fisicas e rendimentos de 3-
(4'-bromo-[1,1"-bifenil]-4-il)-3-(4-x-fenil}-N,N-dimetil-2-propeno-1-
amina (1a-h)

Composto | Sistema de solvente = Rendimento | p.f

| uyv
Ta-h | cromatografia de coluna Amax (nm)
x (%) ©°C)  CH,Cl
Cl ~ Hexano/etet/Ets;N | 50 115-20 272
8:2:1 |
H i Hexano/eter/Et;N 60 100-02 - 276
: 9:1:1 |
OMe | Hexano/eter/EtzN 45 dlec . 268
| 9:1:1 | . |
NO, Acetato de etila/Etanol 58 | 120-25 280
‘ 100 : 1 |
Me Hexano/eter/Ets;N 58 ' 85-7 { 272
8§:2:1 : |
Br - Acetato de etila/Etanol 50 101 268
~ pradiente 1-5% | |
I Acetato de etila/Etanol 56 o142 268
| gradiente 1-5% |

SOoMe | Acetato de etila/Etanol . 62 - Oleo . 264
 gradiente 5-15% | |
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3.2 Separaciio dos isomeros geométricos

Os derivados de 3-amino propeno (I a-h) sintetizados apresentam
isomerismo geométrico. Considerando processos biolégicos, os isGmeros
geométricos podem apresentar diferentes atividade biolégica podendo, um dos
isdmeros ser mais ativo que o outro ou até um dos isémeros nio apresentar a
atividade desejada. Portanto, a separagdo dos isdmeros ¢ a avaliagio da
atividade tripanocida da mistura de isémeros e de cada um dos isémeros
separados € de considerdvel importéncia.

Isbmeros geométricos por apresentarem propriedades fisicas diferentes,
podem em principio ser separados por cristalizagdo fracionada (diferenca de
solubilidade), cromatografia de coluna, cromatografia liquida e cromatografia
gasosa (diferente polaridade e diferente adsor¢do).

Os 1sOmeros geométricos do composto cloro derivado de 3-

aminopropeno (Ia) sdo designados pela regra de Cahn-Ingold-Prelog como
sendo:

N ] _, CHaN(CHg),
c= c c— c

g CHZN(CH3)2

Ia

¢ do composto ndo substituido (Ib)
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Neste trabalho para maior facilidade na discussdo dos resultados, os
COMpOStos nos quais 0s grupos mais volumosos estiverem do mesmo lado da
dupla ligagdo serdo denominados cis e em lados opostos trans independente
das designagdes Z ou E_de (Cahn-Ingold-Prelog).

* Separagiio dos isdmeros geométricos por cristalizacdo fracionada

Inicialmente decidiu-se utilizar técnicas de cristalizagdo fracionada na
tentativa de separagdo dos isdmeros de 3~(4'-bromo-[1,1'-bifenil}-4-il)-3-(4-
clorofeml)-N,N-dimetil-2-propeno-1-amina (Ia).

Cnistalizagdo fracionada de Ia em diclorometano/hexano levou a
obtengdo de um dos isdmeros de configuragdo desconhecida (cis ou trans)
puro na forma cristalina (Fig. 3), ¢ a mistura de isémeros enriquecida no
isomero mais soluvel no sistema de solventes utilizado (Fig. 4 ) (Ver tabela 3).

Bascando-se nos espectros de ultra violeta (U.V), sugeriu-se que o
isomero obtido puro e que apresentou absor¢do no ultravioleta no comprimento
de onda mais longo (284 nm), é o isdmero trams, onde os grupos mais
volumosos estdo em lados opostos e, portanto, livres para assumir o plano da
dupla ligagio.



29

—J

Figura 3: '"H RMN (300 MHz; CDCI,/TMS) de trans-Ia

i

|

rrrry1rr17rr1rrrryrrrry

ced

:

by

IIT[[IIII!TT_II]IIII
3
L
8.8

AR A

L
kR |

7

e o

.4

ﬂ‘lﬁ!lllllllllllll



30

ppm

T T T T ]

5.4

7.2

II_]IJIT1IIII]1_|'1
E.n

B.a

] T

Figura 4: '"H RMN (80 MHz; CDCIy/TMS) de Ia - mistura enriquecida no
isémero cis



No caso do isomero cis, os grupos substituintes mais volumosos
encontram-se do mesmo lado da dupla ligagdo ¢ o grupo bifenila apresenta
impedimento estérico, resultando na absor¢do em comprimento de onda menor
(264 nm).

Utilizando-se o mesmo método de separagdo dos isdmeros geométricos
do cloro denivado, cristalizagdo fracionada do composto (Ib) 3-[4'bromo-~(1,1'-
bifenil)-4-il]-3-fenil-N,N-dimetil-2-propeno-1-amina com hexano /
diclorometano, levou a obtengdo do isémero trans puro (Vide tabela 3) e 'a
uma mistura enriquecida no isémero cis mais solivel no sistema de solventes
utilizado. A pureza isomérica (100%) foi determinada por ressonincia
magnética de proton (IH; 300 MHz). O isémero, trans obtido na forma de
solido cnstalino apresentou as mesmas caracteristicas espectroscopicas e
aspecto fisico do isémero puro obtido para o composto (1a) (Tab. 3).

Tabela 3: Separagdo dos isdémeros geométricos dos compostos Ia e Ib
propriedades fisicas

Composto . Aspecto . PF UV

| __(°0) _(om)

Ia- cisftrans " Oleo+solido ! - | 276
Ia - trans* solido | 12223 286
la - mistura enriquecida-cis  solido+oleo . - | 264
Ib - cis/trans | oleo : - 272
Ib - trans*  sflido 12325 286
Ib - mistura enriquecida-cis = 6leo + sélido - 264

* Configuragdes atribuidas por espectroscopia de U.V

Succesivas cristalizagdes da mistura enriquecida no isdmero cis dos
compostos Ia ¢ Ib ndo foram bem sucedidas.

Estas misturas foram cromatogratadas em colunas de silica , utilizando-
se vartos sistemas de solventes. Novamente os isdmeros cis nio foram obtidos
puros nas varias condi¢des utilizadas.



32

* Separacio dos isdmeros geométricos por placa preparativa

Decidiu-se, estudar técnicas de cromatografia de placas (CCD) na
tentativa de separag¢do dos isdmeros geométricos dos compostos derivados de
3-amino propeno I a-h sintetizados.

Os 1sémeros geométricos do composto Ib 3-[4'bromo-(1,1'-bifenil)-4-il]-
3-fenil-N,N-dimetil-2-propeno-1-amina foram separados por cromatografia de
placa preparativa utilizando-se como fase movel éter/hexano/NH4OH 50:50:1.5
e o solvente eluido cinco vezes.

jof ol

C/
\ ‘N
CHzN(CH3z)2 H
trans cis

Ib

A mistura de 1s6meros € cada um dos i1sdmeros separados apresentaram
diferengas no espectro de U.V e 1H RMN, o que possibilitou a discriminagio
entre os isOmeros cis e trans do composto Ib.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de proton da mustura
cis/trans (Fig. 5) ¢ dos isdmeros separados foram analizados, observando-se
que para o 1somero trans (Fig. 6), os protons aromaticos do grupo bifenila (8
7.3 - 7.45 ppm) apresentam-s¢ como um conjunto de dubletos distintos e
separados dos prétons aromaticos do grupo fenila.

No isémero cis (Fig. 7) os protons aromaticos apresentam-se como dois
multipletos distintos (& 7.2-7.3 e 8 7.5-7.6 ppm) com areas correspondentes a 8
¢ 5 prétons respectivamente, provavelmente em razio de perturbacdo de
natureza estérica que dificulta a coplanaridade do anel bifenila com o sistema
de elétrons 7.
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Figura 6: 'H RMN (300 MHz; CDCl;/TMS) do composto trans Ib
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Observa-se que no isdmero trans o proton vinilico 8 6.30 ppm (t, CH,
J = 6.7 Hz) esta pouco mais desprotegido que no isdmero ¢is 8 6.25 ppm (t,
CH, J = 6.7 Hz). Ja os protons do grupo CHoN(CHj3), , estdo mais protegidos
no isémero trans & 3.0 ppm (d, CHs, J = 6.7 Hz) e desprotegidos & 3.1 ppm
(d, CH,, J = 6.7 Hz) no isdémero cis.

Os espectros de TH RMN dos compostos I a-h mostraram o mesmo
padrdo de comportamento dos prétons aromaticos, protons vinilicos e prétons
do grupo CH, , permitindo a discriminagdo dos isémeros cis e trans nos
espectros da mistura de is6meros.

Os compostos cloro, metdxi, nitro e metilsulfonil derivados de 3-
aminopropeno foram também cromatografados em placa preparativa (20 X 20
cm) preparados com silica-gel (2-25 u) - Aldrich. Os sistemas de solventes
utilizados na separagdo dos isdmeros cis-trans dos compostos estudados
encontram-se relacionados na Tabela 4

Tabela 4: Separagdo dos isdmeros geométricos de alguns dos derivados de
3-amino propeno

Composto I Sistema de | Eluigdes: U.V hypayx ‘ p.f

(X) solventes (NO) (nm) CHZCIZI (°C)
Cl/]Ia-cis Hexano/Etér/NH4OH| 5 264 | dleo
Cl/ la-trans 50:50:1.5 | 286 . oleo
H/ Ib-cis Hexano/Etér/NH4OH! 5 ; 264 6leo
H / Ib-trans ; 50:50:15 286 oleo
OMe / Ie-cis - Hexano/Cloroformio = 5 262 | dleo
OMe / Ic-trans = saturado com NH4OH 284 | dleo
NO, / Id-cis - Hexano/Cloroférmio | 5 264 dleo
NO» / Id-trans saturado com NH4OH] ‘ 282 - Oleo
SO,Me / Th-cis Hexano/Etér/NH40H| 4 264 | Oleo

SO;Me / Th-trans 90:10:5 | - 286 | dleo
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* Separaciio dos isomeros geométricos de 3-[4'bromo-(1,1'-bifenil)-4-il]-3
fenil-N,N-dimetil-2-propeno-1-amina Ib por HPLC preparativa

Afim de se checar a especificidade dos isdmeros geométricos cis e trans
dos derivados de 3-aminopropeno sintetizados em sua atividade bioldgica, os
isémeros geométricos do composto Ib (ndo substituido), foram separados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) preparativa.

Este método de separagio mnos pareceu interessante pois permite
separagdes com alto grau de pureza.

Primeiramente utilizando-se detetor de ultravioleta em comprimento de
onda de 280 nm, em uma coluna de 200 mm de comprimento por 4.6 mm de
didmetro contendo silica-gel 5 um, foram testados como fase movel acetato de
etila / metanol num gradiente de 5-20%. Ao se utilizar a composigo acetato de
etila / metanol 20% como fase mével com um fluxo de 1ml /min, boa separagio
dos isdmeros foi observada, com tempos de retencdo de 6.89 e 7.73 minutos
(Fig.8). A integragdo apresentou areas de 41% para o isdmero cis Ib e de 56%
para o 1somero trans Ib.

Em uma coluna semi preparativa de 250 mm de comprimento por 10 mm
de didmetro contendo silica-gel 5 pm nas mesmas condigdes utilizadas
anteriormente, o composto ficou retido na coluna ap6s 1 hora da injegdo.

Decidiu-se entdo utilizar nesta mesma coluna acetato de etila /
trietilamina 1% como fase movel, com um fluxo de 2 ml/min e detecgdo por
ultavioleta no comprimento de onda de 272 nm. Nestas condicdes uma boa
separagdo dos 1someros foi observada. O isémero cis (264 nm) com tempo de
retengdo de 41 munutos e integragdo 41% c¢ o isOmero trans (286 nm) 44
minutos com integracido 54% (Fig.9).

Os 1someros cis (Z) e trans (E) foram entdo coletados e a atividade
tripanocida avahiada (ver item 3.3.1).
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Figura 8: Cromatograma da mistura E/Z-Ib
Eluente: acetato de etila/metanoi 20%; Fluxo: 2 ml/min
Detector: ultravioleta 280 nm
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* Aplica¢do de NOE para a caracterizacio dos isomeros cis e trans do
composto  3-(4'-bromo-|1,1'-bifenil]-4-il)-3-4-metilsulfonil)-N,N-dimetil-2-
propeno-1-amina Ih

Foi feito o estudo de NOE diferencial para o derivado 3-(4-bromo-[1,1'-
bifenil]-4-i1)-3-4-metilsulfonil)-N,N-dimetil-2-propeno-1-amina  Th para a
confirmagdo das designacdes cis/trans atribuidas aos isdmeros separados dos
compostos em estudo.

NOE (Nuclear Overhouse Effect) é uma técnica ndo dependente de
acoplamentos de escala para sua operagdo, ao invés disso a interagdio envolvida
¢ o acoplamento direto entre nucleos. A aplicagdo nio simplifica o espectro em
si, mas simplifica a interpretagdo dos espectros de H-RMN. E uma técnica de
efeitos laterais de ressondncia dupla, que causa um aumento nas intensidades
observadas dos sinais de ressonincia devido a nucleos proximos, aos nticleos
duplamente irradiados.

NOE diferencial ¢ um tipo de relaxagdo nuclear, isto é, mudanga na
intensidade de uma ressonédncia quando as transigdes de outras sdo perturbadas
de alguma forma (irradiagdes com um campo de forga fraco).

O aumento da intensidade de sinais ndo precisa ser devido a espagos
proximos através de ligagdes, os nucleos podem estar separados por vérias
ligagdbes mas, devem estar acoplados no espago, numa distdncia de
aproximadamente 4 A, por algum movimento da geometria ou conformacio de
preferéncia. O efeito do aumento da intensidade de sinais através do espago,
fornece informagdes uteis na relagdo espacial dos atomos que estdo
distanciados por vdrias ligagdes (Brown et alii, 1988).

Esta técnica ¢ uma ferramenta bastante versatil na discriminagdo
configuracional de 1sdmeros geométricos, pois permite determinagdes rapidas,
confirmando argumentos de deslocamentos quimicos de | H-RMN.

Nas figuras 10a e b ¢ 11a e b sdo apresentados os espectros de 1H-
RMN e espectros de NOE diferencial do composto trans-Ih.

Irradiagdo dos prétons metilicos & 3.14 ppm (CH3SO») levou a um efeito

marcante de NOE d1ferenc1al nos protons aromaticos do grupo fenila
substutuido & 8.0 ppm (CH3802Q) Fig. 10b.

Com irradiagdo em & 8. 0 ppm observou-se um efeito positivo de NOE
diferencial na regido & 7.40 ppm indicando ser o dupleto (\H-RMN) nesta
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regido referente aos protons aromaticos do grupo fenila substituido (CH3SO»-
@”) Fig. 11a.

"lrradiagdo do proton olefinico § 6.35 ppm (CH=CH,) levou a um
incremento de 9% no sinal referente ao proton orto do anel bifenila 8 7.2 ppm
(Fig. 11b) entretanto, os protons aromaticos do grupo fenila (5 8.0 ppm e § 7.4

ppm) ndo foram afetados. Isto claramente indicou a configuragdo trams para
este isdmero do composto I h estudado.

Br Br.
O FN 9% O
Qs
/H CH, N(CH)»
c=¢ s
& \

cC—=—cC

\
CHa N(CHa), g H
H
CH5, SO, CH4SO, ~/ 13 %

trans-Th cis-Th

Irradiagdo do proton olefinico (& 6.35 ppm) do correspondente isdmero cis do
composto I h, levou a um incremento de 13% no sinal referente ao préton orto
do grupo fenila substituido & 7.40 ppm, confirmando assim a configuracdo cis
para este isdmero (Fig. 12a e b).
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Figuras 10 a e b: a) Espectro de 'H RMN trans Ih; b) Espectro de NOE
diferencial resultante da irradia¢do em & 3.14 ppm
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Figuras 11 a e b: a) Espectro de NOE diferencial de trans Ih resultante da
irradiacdo em 0 8.00 ppm; b) irradia¢do em & 6.35 ppm



A4

a
f_
!
/
/ e
!
: Jﬁ:
j Al
. JU|‘.JL ,—-—/
i,
.l
. :—-1:_.--1---J-.‘rrﬂ-.?-"-“--r—'-."1:-"."r.—"-'-'?""-'"' LA A RRRL L T
o TS T e s ¢ ) m’ i
—_—a i

Jv'fl*‘*-“\'af\)\ J’*\'lﬂ*w%w{'*w"'ﬁ \vqiv)\ﬂﬂ%aﬂwh‘ﬂhhﬂgﬂhv.

b
@{;{‘ r"‘

H'h

{'ﬁ "IHW?W

:Lf

L...,..Y l._.rl——' [ I_,Ju
e

[T} as i

B B

- - - S R o Bt sl e -
S EEEew Y pm e P TYT T TTrTTTTYT TUT ';—1
- T A . Ba-hadthen B B L e i Y . ;
.
]
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diferencial de cis-Ih resultante da irradiagdo em
6 6.35 ppm
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3.3.1 Atividade Tripanocida

A avaliagdo da atividade tripanocida dos compostos I a-h foi feita em
colaboragdo com a professora Solange de Castro - Fiocruz - Rio de Janeiro.

I" cruzi cepa-Y foi utilizado (Silva e Nussenzweig, 1953). As formas
tripomastigotas foram obtidas de camundongos infectados e as formas
amastigotas obtidas do sobrenadante de macrofagos infectados J- 7746-8 pelo
metodo descrito na literatura (De Castro et alii, 1987). As formas epimastigotas
foram mantidas em meio LIT (Liver Infusion Triptose) ¢ coletadas na fase
exponencial de crescimento.

Os valores de ID5p - concentragdo das drogas que corresponde a

eliminagdo de 50% do parasita e lise total foram obtidos para as trés formas do
ciclo de vida do parasita - tripomastigota, amastigota e epimastigota, e

encontram-se relacionados na Tabela 5.

Tabela 5 : Efeitos de E/Z I a-h em Trypanosoma cruzi (ID5q e Lise Total)

Composto ID5(/24 horas (lise total)
Ia-h (X) (M)

- Tripomastigota (4 9C} | Amastigota (28 ©C) | Epimastigota (28 ©C)

\

la-Cl 50.8=8.1(75-100)  6.7£0.3(40-50) | 15.8+17(50-60)
Ib-H 188+ 12(40-50) 6.6 1.2(20-30) 12.7 + 0.1 (40-50)
Ic - OCHj3 549 +22(100-200) . 6.1=0.8(25-30) 27.1 £ 2.2 (40-50)
Id - NO7 35.0%2.7(75-100) © 6.9= 0.4 (25-30) 24.3 + 2.0 (40-50)
[e - CH3 . 22.0%£0.5(40-50) | 23.1+1.0(30-40)  25.1+35 (40-50)
If- Br | 121+1.0(25-30) | 23+02(10-15) | 13.2% 1.6 (40-50)
Ig-1 | 33.0£05(50-75) | 8903 (20-30) | 17.8+2.1 (40-50)
Ih - SOoCH3 | 34.4+48(75-100) 6.0+ 0.6 (10-15) ‘ 18.2 £ 3.0 (25-30)
Nifurtimox 157.0£3.0(500)  207.3+£354(500) | 163.74.1(500)
VC 536.6+3.0 | - | ]
Z-Ib-H | 10.0+ 1.1 . | )
E-b-H 63.4+5.5 ] ;
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Considerando-se cada uma das formas de 7' cruzi os compostos I a-h
apresentaram atividades similares. Os valores de [Dsq para a forma amastigota

variando de 2.3 a 8.9 uM com excegdo do derivado metila 23.1 M. Para as
formas epimastigotas foram encontrados valores de [Dsg entre 12.7 a 27.1 uM

e tripomastigota entre 12.1 a 54.9 pM. Para as duas formas proliferativas
amastigotas ¢ epimastigotas do 7. cruzi, lise total ocorreu entre 20 a 60 M e
na forma infectiva tripomastigota de corrente sanguinea, 40 a 200 uM.

A ordem de susceptibilidade das trés formas do parasita tratadas com as
drogas foi entdo estabelecida: AMA > EPI > TRIPO. Os compostos que se
mostraram mais ativos foram o hidrogénio e bromo derivados.

O fato de a forma da corrente sanguinea (TRIPO) em geral se apresentar
mais resistente aos compostos pode ser devido 'as diferengas de temperatura
nas quais os experimentos sdo conduzidos, 28 OC para EPI ¢ AMA e 4 °C para
TRIPO. Outro fator que poderia estar envolvido, sdo as diferencas intrinsicas
entre as diferentes formas do parasita.

As diferengas na composigdo de fosfolipideos e ou agucares e lipideos
nas formas tripomastigotas, amastigotas e epimastigotas podem ser
responsaveis pelas diferengas de susceptibilidade ‘as drogas estudadas.

O composto  Z-3-[4'-bromo-(1,1"-bifenil)-4-il]-3-fenil-N,N-dimetil-2-
propeno-1-amina apresentou maior atividade tripanocida (IDsg = 10.0 + 1.1
uM) que o isdmero E-3-[4'-bromo-(1,1"-bifenil)-4-il]-3-fenil-N_N-dimetil-2-
propeno-1-amina (ID50 =684 +5.5 uM).

A atividade do i1sémero Z (ID5g = 10.0 = 1.1 uM) foi similar a mistura
E/Z (1:1) (ID5g = 18.8 + 1.2 uM).

Estes valores indicam que o isémero Z é reconhecido pelo receptor na
forma tripomastigota de 7. cruzi. Inclusive esta preferéncia se observa na
mistura de isomeros Z/E (1:1). O valor alto de ID5¢ (68.4+55 pM)

encontrado para o isdmero E sozinho corrobora esta hipotese.

A wioleta genciana ¢ recomendada para o tratamento profilatico em
bancos de sangue em dreas endémicas da doenga de Chagas, portanto nos
comparamos sua atividade com a dos compostos I a-h para a forma
tripomastigota 7. cruzi , observando-se que estes sdo cerca de 10-15 vezes
mais ativos que violeta genciana nas mesmas condi¢des experimentais (De
Castro, 1994). Observa-se também pela tabela 5 que os compostos I a-h
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sintetizados até o momento sdo tripanocidas mais efetivos "in vitro" que
nifurtimox.

3.3.2 Toxicidade Aguda

Testes de toxicidade sdo baseados no uso do material vivo para definir a
natureza € o grau de efeitos nocivos produzido por agentes toxicos. Neste tipo
de ensaio o organismo selecionado € exposto a um potencial contaminante por
um periodo de tempo. Estes ensaios podem ser feitos para se determinar
iniimeros pardmetros, tais como taxa de mortalidade, a imobilidade, taxa de
respiragdo, taxas de reprodugdo, crescimento, etc... (Guimarfes e Jardim,
1990).

Informagdes de toxicidade tanto a nivel celular (citotoxicidade,
toxicidade aguda) como atividade tripanocida s3o bastante importantes no
desenvolvimento de novos antichagasicos. Portanto foram feitos os testes de
toxicidade aguda a nivel de membrana (£. coli ) para os compostos I a-h
derivados de 3-amino propeno pelo método descrito na literatura (Jardim et
alii, 1989).

Neste teste de toxicidade aguda em £. coli, a inibigdo na respira¢do
microbiana € o pardmetro utilizado para avaliar o potencial toxico do agente
estressante. O CO» que participa ativamente no metabolismo microbiano,
principalmente como produto de respiragdo ¢ monitorado para a avaliagdo da
atividade metabolica do microorganismo.

E. coli linhagem ATCC 25922, cedida pelo laboratério de microbiologia
do Hospital das Clinicas da UNICAMP foi utilizada.

Os compostos I a-h foram adicionados a varias concentra¢des a um
meio de cultura liquido contendo £. coli € o monitoramento de CO» foi feito a
cada 10 minutos por analise de inje¢do de fluxo e a imbigdo da atividade
microbiana foi obtida em relagdo ao controle (meio de cultura . coli sem
droga). Foram feitos entdo os graficos de porcentagem de inibigdo microbiana
(no tempo 60 minutos) versus concentragdo e obteve-se valores de ID5q (dose

que inibe em 50% da atividade microbiana), (Tabela 6).



48

Tabela 6: Toxicidade Aguda . coli de E/Z | a-h

Composto ECs0/1 hora

(X) uM
la-Cl | 19.1
Ib-H ' 12.8
Ic - OCH3 10.7
Id - NO, 5.7
Ie - CHy | 4.4
If- Br | 24.0
g - | | 28.0
Ih- SO,CH; | 110.0
Nifortimox | 35.0

Pela tabela 6 pode-se observar que o composto 3 - [4'- bromo- (1,1' -
bifenil) - 4 - 1] - 3- (4 - metilsulfonilfenil) - NN - dimetil-2-propeno-1-amina Th
apresentou-s¢ consideravelmente menos tdxico (110 puM) que os outros
denvados de 3-amino propeno, seguido dos halogénios derivados iddo, bromo
e cloro e os derivados metila Ie, e nitro Id sendo os mais téxicos da série
estudada. Os derivados de 3-aminopropeno mostraram maior toxicidade que
nifurtimox, com excec¢do do derivado metilsulfonil Ih.

Estes testes de toxicidade aguda foram bastante uteis para uma avaliacdo
prévia da faixa de concentragdo que deveria ser inicialmente utilizada nos
estudos de citotoxicidade, uma vez que estes testes sdo mais laboriosos e
demorados.

Os resultados aqui apresentados (Tabela 6) serdo posteriormente
discutidos nos estudos de correlagdes entre estrutura quimica e atividade
biologica (item 3.5).
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3.3.3 Citotoxicidade

* Analise da proliferacio celular pelo método do conteido total de
proteinas

Os testes de citotoxicidade foram feitos no Laboratorio de Cultura de
Células, Instituto de Biologia, UNICAMP, sob a orientagdo da Professora
Marcela Haun.

A avaliagdo da citotoxicidade dos compostos I a-h foi feita pelo método
de proliferagdo relativa ou contetido total de proteinas descrito na literatura
(Haun er alii, 1992).

Células do tipo fibroblastico, da linhagem estabelecida em cultura V79,
oriunda de pulmio de Hamster Chinés e cedidas pelo Professor Rogério
Meneghini, Instituto de Quimica, USP, S.P, foram utilizadas.

As células forain expostas a diferentes concentragdes dos compostos
I a-h. O conteido de DNA foi medido pela absorbancia a 260 nm onde 50
png/mL possui uma absorbancia em 260 nm de 1.0.

O crescimento relativo das amostras tratadas com os compostos I a-h
foram expressas em porcentagem com relagdo ao controle sem tratamento com
as drogas nas mesmas condi¢des experimentais.

Os valores de IDsq (dose que imbe em 50% o crescimento celular),

foram obtidos graficando-se os valores de proliferagdo relativa das células
versus concentragdo das drogas e encontram-se relacionados na Tabela 7.
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Tabela 7: Citotoxicidade de E/Z I a-h pelo método do contetido total
de proteinas

Composto [D50 /24 horas

I | uM
Ia-Cl 10.0
Ib-H | 8.6
Ic - OCH; 7.0
Id - NO, | 9.2
e - CHj 7.1
If - Br 10.8
Ig-1 11.3

Th - SO,CH; | 48.0

Nifurtimox | 300.0

O composto metilsulfonil derivado de 3-amino propeno Th apresentou
menor toxicidade da série estudada sobre proliferagio celular. O valor de ID5g

= 48 uM encontrado para este dertvado difere consideravelmente dos outros
derivados com IDsp entre 7.0 e 11.3 uM. Estes resultados sdo concordantes

com os testes de toxicidade aguda em £. coli (item 3.3.2) onde o composto Ih
(IDsg = 110 uM) também se apresentou bem menos toxico que o0s outros

dertvados.

De acordo com a Tabela 7 observa-se que nifurtimox a droga utilizada
para o tratamento da doenca de Chagas, apresentou uma toxicidade muito
menor [Dgq (300 uM) (Melo, 1996) que os derivados de 3-amino propeno, nas

mesmas condigdes experimentais.

E conhecido entretanto que nifurtimox é altamente toxico, apresentando
severos efeitos colaterais. Os efeitos citotoxicos de nifurtimox em 7. ¢ruzi sdo
mediados pela formagdo de produtos de redugdo do oxigénio através do
chamado ciclo-redox. A redugdo do nifurttmox ao mitrodnion seguida pela
autooxidac¢do deste radical com a geragdo de espécies ativas de oxigénio tais

como anion superdxido (Or-), dgua oxigenada (H»O7) e radical hidroxila

(OH") sao também responsaveis pelos efeitos toxicos causados por esta droga
(Do Campo, 1990).
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Em cultura de células estdo ausentes os processos de distribuigio e
metabolizagdo de drogas. Portanto para se avaliar adequadamente a
citotoxicidade do nifurtimox sobre células V79 deve-se fazer uma pré-
incubagdo com microssomas, NADPH (nicotinamida adenina difosfato
reduzida) ¢ o mifurtimox ou entdo utilizar cultura de hepatocitos (culturas
primaria). Os metabolitos gerados nesta incubagdo devem entdo ser testados
sobre células V79 e poderdo entdo apresentar uma toxicidade maior,
confirmando assim dados da literatura que declaram que o nifurtimox é uma
droga mutagénica e apresenta alta toxicidade "in vivo"(Melo, 1996).

* Investigacio do mecanismo de toxicidade celular

A citotoxicidade dos compostos ndo substituido Ib, nitro Id e
metilsulfonil Ih, foi também avaliada pelo método de incorporagio do corante
vermelho neutro (VN) e pelo método da inibigdo da redugdo do sal de
tetrazolio (MTT) em adigdo ao método da dosagem do contetiido total de
proteinas ou proliferacdo relativa (PR) discutido acima.

Estes métodos sdo bastante uteis na avaliagdo da integridade celular e
fornecem informagdes sobre as fungdes metabolicas celulares. O método da
avaliagdo do conteudo total de proteinas ou da determina¢do do DNA avalia a
capacidade proliferativa das células (PR)(Knox et alii , 1986). O método da
redugdo do MTT avaha o funcionamento correto da mitocondria através da
redugdo enzimatica do sal de tetrazolio (MTT) pela desidrogenase mitocondrial
de células vivas (Denizot e Lang, 1986). No método da incorporagdo do
corante vermelho neutro (VN) a integridade lisossomal é avaliada uma vez que
mede a capacidade das células vivas "a incorporar o corante vermelho neutro
em seus lisossomas (Forsby ef alii , 1991).

Em estudos toxicologicos de novos compostos com mecanismos de agdo
desconhecido recomenda-se que os frés métodos sejam utilizados devido a
grande importancia de se ivestigar os efeitos toxicos em diferentes organelas
celulares (Renzi et alii | 1993).

Nos estudos de mvestigagdo do mecanismo de toxicidade celular pelos
tres diferentes métodos, o composto Th (SO>CH3) foi utilizado pois este

dertvado apresentou menor toxicidade pelo método de proliferagdo relativa
(PR) em células V79 fibroblasticas de Hamster Chinés e em bactérias £. coli.

O composto ndo substituido Ib (H), foi um dos que apresentaram maior
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atividade tripanocida da sérte estudada e portanto nos pareceu interessante
estudar mais detalhadamente este derivado.O derivado nitro Id por diferir em
seu mecanismo de acdo tripanocida dos outros derivados estudados, decidimos
investigar o mecanismo de toxicidade celular deste composto. O estudo do
mecanismo de agdo tripanocida do composto nitro (Id) sera apresentado no
item 3.4.

Nos testes de incorporagdo do corante vermelho neutro (VN) a
citotoxicidade foi determinada pela medida do VN captado pelos lisossomas
das células, detectada através da medida de absorbincia a 540 nm. A captagdo
relativa de VN pelas células tratadas com os compostos Ib, Id e¢ Th a varias

concentragdes em relagdo ao controle (sem tratamento com as drogas), foram
graficados em fun¢do das concentragdes. Os valores de ID5( foram obtidos das

curvas dose-resposta e indicam a concentragdo do material teste que induz uma
redu¢io de 50% na incorporagido do corante vermelho neutro.

A citotoxicidade pelo método do MTT foi avaliada pela inibigdo da
reducdo do sal de tetrazolio pelas células, detectada pela medida da
absorbancia em 570 nm, apos solubilizacdo do formazan. Os valores obtidos
expressam a inibigdo da reducdo do MTT pelas amostras contendo os
compostos Ib, Id e Th a varias concentragdes em relagdo ao controle sem
tratamento com os compostos. Os valores de IDs5( obtidos dos graficos tipo

dose-resposta, expressam a concentragdo do material teste que inibe em 50% a
redugio do MTT.

Células V79 fibroblasticas de Hamster Chinés foram utilizadas nos
experimentos.

A seguir serdo apresentadas as curvas dose- resposta obtidas pelos trés
diferentes métodos de avahacdo de citotoxicidade dos compostos ndo
substituidos, nitro ¢ metilsulfonil derivado de 3-aminopropeno.

As Figuras 13, 14 ¢ 15 mostram que para o composto Ib ndo substituido
os valores de IDsq foram 8.6, 10 e 4.9 uM pelos métodos de proliferagio

relativa, reduglo do sal de tetrazolio e captagdo dos corantes vermelho neutro,
respectivamente.
Foram observados valores de [Dsg semelhantes para os dois primeiros

métodos porém um valor mais baixo (= 2 vezes) de [Ds, foi obtido pelo
metodo da captagdo do corante vermelho neutro.
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Figura 13: Citotoxicidade de Ib: Proliferagdo Celular Relativa (PR)
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Figura 14: Citotoxicidade de Ib: Redugdo do Sal de Tetrazolio (MTT)
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Figura 15: Citotoxicidade de Ib: Incorporagdo do Vermelho Neutro (VN)
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Na Figura 16 pelo método de proliferagdo relativa foi encontrado para o
dertvado metilsulfonil If um valor de D5 de 48 uM e no método da redugio
do sal de tetrazolio um valor de IDsy de 40 pM (Figura 17). Novamente um
valor inferior de IDsg = 20 (uM) foi obtido quando a citotoxicidade foi
avaliada pelo método da captagdo do corante vermelho neutro pelos lisossomas
de células viaveis (Figura 18).

As curvas dose-resposta (Figuras 19, 20 e 21) obtidas na avaliagdo da
citotoxicidade do derivado nitro de 3-aminopropeno (Id) mostram valores de
IDsg de 9.2, 7.5 ¢ 5.8 uM pelos métodos de proliferagio relativa, redugdo do
sal de tetrazdlio e captagdo do corante vermelho neutro, respectivamente.
Novamente o método do VN foi o que apresentou menor valor de IDs.

Compostos anfifilicos os quais possuem uma regido hidrofdbica e um
grupamento amino primario ou substituido podem induzir lipidose,
provavelmente como consequéncia da interagdo com fosfolipideos,
desestabilizando estruturas de membrana e se acumulando no lisossomas. Estes
compostos sdo denominados lisossomatropicos (Doyle e Weinbach, 1989).

Compostos quimicos se acumulam em diferentes organelas celulares em
graus variados. Um grande actimulo da droga dentro das células indica que o
composto em questdo pode penetrar facilmente nas células tendo acesso as
superficies de membranas intracelulares. Em compostos anfifilicos a velocidade
de penetragio depende principalmente do pKa do grupo amino e do grau de
hidrofobicidade da molécula como um todo. Quando o grupamento amino nio
esta protonado a intenorizagdo da molécula é bastante pronunciada. Se a
apolaridade da molécula € bastante pronunciada, mesmo a forma protonada nio
impedira a entrada da molécula através da plamanela (Lillmann e alii , 1976).

Intracelularmente compostos anfifilicos ndo se distribuem igualmente nos
diferentes compartimentos celulares devido a diferengas de afinidade destes
compostos por diferentes organelas. Nestes casos, particular atengiio se da aos
lisossomas que sdo vesiculas de membranas limitadas que se distinguem pela
concentragdo elevada ndo usual de protons intravesiculares (pH =4.5). As
aminas anfifilicas quando entram nos lisossomas sdo protonadas devido ao seu
ambiente 4cido. Dentro dos lisossomas estes compostos formam complexos
com lipideos polares ¢ isto favorece um influxo de agua devido 'a pressdo
osmotica e consequentemente podem levar a um aumento dos lisossomas das
células (Lillmann et alii , 1978).
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Figura 16: Citotoxicidade de Th: Proliferagdo Celular Relativa (PR)
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Nos lisossomas um segundo evento acontece. A complexacdo entre
drogas anfifilicas e lipideos polares resultam num actmulo de lipideos dentro
dos lisossomas por dois mecanismos diferentes: a) um gradiente de lipideos
polares ¢ mantido do citosol para os lisossomas e b) o complexo droga-lipideo
ndo pode mais ser degradado enzimaticamente por fosfolipases.

Compostos lisossomatrépicos podem agir de trés formas diferentes. Os
compostos permanecem nos lisossomas e agem alterando o meio
intralisossomal, podem também modificar as propriedades da membrana
lisossomal ou ainda apresentar uma variedade de efeitos extralisossomais, por
interagdo com outras organelas celulares (Duve et alii | 1974).

A principal fungdo dos lisossomas nas células é a digestio Intracelular,
mas também apresenta importante fungao fisiologica de processos regulatérios,
mecamsmo de defesa celular, acimulo e sequestro de xenobidticos etc...
(Repetto e Ganz, 1993).

O acumulo intralisossomal foi demonstrado para varias aminas anfifilicas
¢ entre elas estdo principalmente os antidepressivos triciclicos tais como
clomipramina e imipramina, a cloroquina com atividade antimalarica,
zimelidina (um antidepressivo que foi retirado do mercado por apresentar
efeitos colaterais severos), induzindo lipidose ¢ apresentando neurotoxicidade.
Também outras drogas as quais apresentam pronunciado efeito de acumulo
intralisossomal em cultura de células porém apresentam baixa indugdo de
lipidosis em humanos tais como clorpromazina, amitriptilinea e outros
(Lillimann, 1978).

O método da captagdo do corante vermelho neutro, avalia a atividade
lisossomal das células viaveis ¢ a maior seletividade deste método encontrada
nos testes de citotoxicidade aqui apresentados pode estar associada ao carater
anfifilico dos compostos derivados de 3-aminopropeno em estudo.

A capacidade destes compostos se ligarern a mucopolissacarideos acidos
que sdo transportados dentro dos lisossomas das células pode estar alterando o
funcionamento normal desta organela celular, levando a maior toxicidade
destes compostos apresentado pelo método do VN, o que nio ¢ avaliado nos
métodos MTT e PR,

Os trés diferentes métodos de avaliagio de citotoxicidade
utilizados neste trabalho apresentam informagdes sobre o funcionamento
correto de diferentes organelas celulares. Os resultados obtidos, mostraram a
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importancia de se utilizar os trés diferentes métodos afim de se obter
informagdes sobre o mecanismo de agdo toxica de novos compostos quimicos.
Estes estudos mostraram tambem que devido ao seu carater anfifilico
existe a possibilidade de que estas drogas possam induzir lipidose e portanto a
investigagdo do mecanismo de agdo toxica destes compostos devem ser
continuados
. Também sistemas in vitro nos quais os processos de metabolismo estio
presentes devem ser utilizados.

3.4 Investigacio do mecanismo de acdo de 3-[4'-bromo-(1,1'-bifenil)-4il-3-
(4-nitrofenil)-N,N-dimetil-2-propeno-1-amina Id

Desde os estudos de Hoppe-Seyler em 1883 sabe-se que em organismos
vivos as substancias nitradas sdo reduzidas em seu grupo nitro. Os produtos
resultantes destas redugdes sdo facilmente oxidados pelo oxigénio com a
formagdo de radicais livres, alguns deles sendo bastante toxicos (Stoppani,
1983).

Os principais mecanismos de defesa contra espécies ativas de oxigénio
€m Organismos superiores sdo as enzimas antioxidantes superoxido dismutase
(SOD) ¢ catalase ¢ o chamado glutationa ciclo-redox que envolve as enzimas
glutationa redutase (GR) e glutationa peroxidase (GP)(Schimer et afii , 1995;
Do Campo, 1990).

Um dos aspectos nos quais 7. cruzi difere do hospedeiro mamifero é na
deficiéncia do mecanismo de defesa contra espécies ativas de oxigénio. As
enzimas de defesa SOD, catalase e glutationa peroxidase tem ampla ocorréncia
nos tecidos de mamiferos mas parecem ausentes nos protozodrios. No 7. cruzi
o mecanismo de defesa contra espécies ativas de oxigénio incluem a SOD e
tripanotiona redutase. Entretanto a atividade SOD ¢é baixa em comparacio com
células de mamiferos.

Nifurtimox (1) a droga mais efetiva no tratamento da doenga de Chagas
apresenta mecanismo de agdo tripanocida através da formagdo de espécies
ativas de oxigénio (Do Campo, 1990).

No 7. cruzi , concentragdes farmacolédgicas de nifurtimox (1) sdo
capazes de gerar produtos de redugdo parcial do oxigénio tais como &nion

superoxido 02 ¢ agua oxigenada H,O,. O primeiro passo desta série de
reagdes ¢ a transferéncia de um elétron do redutor NADPH ao grupo nitro
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(rea¢do 1). O segundo passo consiste na transferéncia do elétron livre ao
oxigénio regenerando o nifurtimox e formando o 4nion superdxido oz (reacio
2) . O ©2 dismuta a agua oxigenada H»0O» expontancamente ou pela agfio da
superoxido dismutase (SOD) (reacdo 3). Por ultimo a reagiio 4 catalisada por

ferro, produz o radical hidroxila OH' que ¢ muito téxico. (esquema
2)(Stoppanni, 1983).

Estas reagdes sdo comuns tanto no 1 cruzi como no hospedeiro mamifero (Do
Campo, 1990).

Esquema 2: Mecanismo de redugdo ciclica e autooxidagdo de nifurtimox (1)

2 AtNO,* + NAD(P)H

2 AINO,> + NAD(P) + H’ (1)

ArNO,®*  + O, -+  AINO, + O (2)

0 + 0 + 2H —® |, 0, + HO 3)

0> +H,0, OH® + OH + 0, (4)
_—>

Neste trabalho foi feito um estudo comparativo de nifurtimox e 3-
[4'bromo-(1,1'-bifenil)-4il-3-(4-nitrofenil)-N,N-dimetil-2-propeno-i-amina Id,
de geragdo de espécies ativas de oxigénio, pelos métodos de consumo de O, e
quimioluminescéncia por microssomos de figado de camundongo, descritos na
literatura (Do Campo et alii, 1981).

» Consumo de O,

Os compostos nifurtimox e nitro derivado de 3-amino propeno foram
adicionados em varias concentragdes no tempo zero ‘a mistura contendo
microssomas (15 mg proteina/ml) ¢ tampdo fosfato 20 mM, pH = 7.4 e NADH
( nicotinamida adenina dinucleotideo reduzido) 0.5 mM.

O consumo de O; foi medido em um monitor de oxigénio usando
eletrodo Clark, em um meio contendo tampdo fosfato 20 mM pH = 7.4 ¢
cloreto de potassio 130 mM “a 250C. O consumo de O, versus o tempo foi

entao graficado.
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Através das figuras 22 e 23 observa-se um aumento no consumo de O,
mduzido pelos compostos nifurtimox ¢ nitro derivado de 3-amino propeno Id.

* Quimioluminescéncia

O meétodo de quimoluminescéncia com luminol no sistema contendo
microssoma e NADH foi utilizado na avaliagdo da geragfio das espécies ativas
de oxigénio pelos compostos nifurtimox ¢ nitro derivado de 3-amino propeno

Id. No esquema 3, estd apresentado o mecanismo da quimioluminescéncia na
presenga de luminol (Adam e Cilento, 1982).

Esquema 3: Mecanismo de quimioluminescéncia com luminol

NH, O Hy O NH, O Hs O NH; O

NH A N~ _—i, N —
. \ - N *© *
NH - on- NH  oH 0,

0 0

© Radical Luminol

o~ N2 NH, O NH, ©

00 =p O |— @;rmo‘ * Ly (o 430 Am)
o~ o | 0

Anion aminoftalato
estado fundamental

A mistura contendo microssoma de figado de camundongos (15 mg
proteina/ml) e tampdo fosfato 20 mM, pH = 7.4 foi adicionado NADH (0.5
mM) no tempo zero seguido da adigdo de luminol e dos compostos nifurtimox
(0.3 mM em dimetilsulféxido) e nitro derivado Id (0.3 mM em
dimetilsulfoxido) (ver figura 24).
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Figura 22: Consumo de O) em presenga de microssoma
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Fligura 24: Quimioluminescéncia na presenga de luminol (sistema

microssoma/NADH/ nitrocompostos)
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O método da quimicluminescéncia mostrou que estas espécies radical
hidroxila ¢ &nion superoxido realmente estio envolvidas no processo de
redugdo bioldgica.

Através destes estudos pelos métodos do consumo de O e
quimioluminescéncia pode-se observar um aumento no fluxo de elétrons de
NADH a oxigénio molecular e geragdo de anion superdxido pelo composto Id
e nifurtimox. Isto sugere que o derivado nitro de 3-amino propeno Id apresenta
mecanismo de agdo tnpanocida similar ao do nifurtimox, envolvendo geragio
de anion superoxido, HpO7 e espécies relacionadas, via mecanismo de redugio

ciclica e auto-oxidagdo. Quando estudado o composto nio substituido Ib nio
foram observados estes intermediarios.

Agentes antimicoticos derivados de alilaminas tais como naftina (6) ¢
terbinafina (7)

C.H3 Me Me

N A
¢ )

naftina (6) terbinafina (7)
(Exodenl) (Lamusil)

mibem a prolifera¢do de fungos e protozoarios pela interferéncia na biosintese
do ergosterol, um esteroide essencial presente nas células deste tipo de
organismo. Estes compostos inibem a biosintese do ergosterol, pela inibigio da
enzima esqualeno epoxidase acarrentando um actmulo de esqualeno
intracelular. O mecanismo de agdo tripanocida destes compostos também se da
através da inibi¢do da biosintese do ergosterol. Estudos de estrutura quimica e
atividade biol6gica com estas alilaminas e derivados indicaram que o atomo de
nitrogénto terciario, a dupla liga¢do ¢ o anel naftalénico-1-substituido sio de
grande importancia na atividade biologica destes compostos. ( Stutz ef alii
1986; Stutz, 1987; Abe et alii , 1994; Adamns et alli. 1993).

Uma vez que os derivados de 3-amuinopropeno estudados apresentam
similaridades estuturais a naftina e terbinafina, a hipotese de que estes

2
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compostos possam apresentar mecanismo de agdo tripanocida pela inibigdo da
biosintese do ergosterol, deve ser investigada. Estudos neste sentido estdo em
andamento no nosso grupo ¢ indicam preliminarmente que este seria o possivel
mecanismo de agio tripanocida destes compostos.
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3.5 Estudos preliminares de correlacdes entre estrutura quimica e
atividade biolégica

O método de Hansch foi utilizado nos estudos de correlagdes
quantitativas entre estrutura quimica e atividade biologica (QSAR) para a série
de congenéricos estudada neste trabalho.

Correlagdes lineares foram feitas utilizando-se como pardmetros
estruturais as constantes de efeitos eletronicos (o, F € R), estéricos (MR e L)
e hidrofébicos () dos substituintes. Os parametros bioldgicos analisados foram
a atividade tripanocida, toxicidade aguda em £. coli e citotoxicidade em
culturas de células V79.

Relagbes entre estrutura quimica e uma atividade biologica especifica
sdo causadas por vanas interelagdes fisico-quimicas diferentes. Interrelagdes
entre os pardmetros fisico-quimicos analisados em estudos de QSAR podem
dificultar a analise final dos resultados. Na existéncia de colinearidade entre os
parametros testados, é dificil de se distinguir quais propriedades fisico-
quimtcas sdo responsaveis pela atividade biologica estudada. Para resolver este
problema, Hansch propos o uso de matrizes de correlagdes para se avaliar
colinearidades entre os parmetros testados em estdgios preliminares dos
estudos de QSAR (Hansch e Unger, 1973).

A matriz de correlagdo entre os pardmetros fisico-quimicos estudados
(op, F, R, MR, L ¢ m) para os substituintes cloro, hidrogénio, metoxila, nitro,
metila, bromo, iodo e metilsulfonil foi elaborada (Tabela 9).

Tabela 9: Matniz de Correlag¢des

| Gp F R MR L T

|
op | 1 0.82 0.82 0.42 033 052
F 1 0.36 0.61 067 028
R 1 0.54 0.13 058
MR 1 092 0.6
L ] 0.14
i 1
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A matriz de correlagdes mostra que somente os parametros fisico-quimicos
dos substituintes que contam com o mesmo tipo de efeito eletrénico (F, R e Sp)

e estéricos (MR, L) s3o colineares, e portanto para esta série de congenéricos
estudadas os substituintes fornecem boa discriminagdo entre os parimetros
eletronicos, estéricos e hidrofobicos.

Utilizando-se os dados da tabela 5, foram inicialmente correlacionados os
parametros biologicos de atividade tripanocida (IDsq) - formas epimastigotas,

amastigotas e tripomastigotas de 7. cruzi - dos compostos I a-h, com as
constantes op, F, R, MR, L e 7 dos substituintes.

As equagdes de correlages obtidas ndo foram estatisticamente significativas
pois apresentaram coeficientes de correlagdo muito pequenos variando entre r
=0.1-0.5. A melhor equagdo de correlagdo encontrada nestes estudos conta
com o efeito indutivo de campo F do substituinte na atividade tripanocida em
formas amastigotas de 7. cruzi Equacio 8.

logl/1ID50=-210+046F (Eq. 8)

r=0.51 sd=0.23 n=28§ p=0.20

Uma das condigdes mais importantes nos estudos de QSAR é se trabalhar
COm COmpostos congenéricos OS quais apresentam o mesmo mecanismo de
acao.

O composto Id foi excluido das andlises de correlagdo pois compostos nitro
dertvados sdo facilmente reduzidos em sistemas biologicos. O composto nitro
derivado de 3-amino propeno atua diferentemente dos outros derivados em seu
mecanismo de agdo, através da formagdo de espécies ativas de oxigénio (Ver
item 3.4).

Ehlminando o grupo nitro das correlacdes, as equagdes apresentaram
melhores coeficientes porém equagbes ndo significativas foram novamente
encontradas. A equag¢do que conta com o efeito indutivo de campo F do
substituinte para a forma AMA de 7. cruzi foi também a melhor correlacio
obtida Equacgio 9.
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log1/IDsg=-2.11 +046 F (Eq. 9)
r=-060 sd=0.19 n=7 p=0.15

Informagdes sobre as propriedades fisico-quimicas que estio associadas com
a atividade tripanocida desta série de congenéricos ndo foram obtidas com
estes estudos de QSAR.

O método de Hansch por analise de regressdo linear entre toxicidade aguda
em I. coli (Tabela 6) e os pardmetros eletronicos (F, R e op ), estéricos (MR

¢ L) e hidrofébicos (n) dos substituintes foi empregado. Dentre os pardmetros
estruturais analisados somente o pardmetro de efeito eletrénico de Hammett Sp

apresentou equagdo de correlagdo significativa ao se excluir o derivado nitro
das correlagdes (Egs. 10 e 11).

log 1/IDsg=1.96 -0.36 op comNO, (Eq.10)
r=-042 sd=037 n=8 p=0.29
log 1/IDgg=3.42 -0.69 op semNO,; (Eq.11)

r=-093 sd=014 n=7  p=0003

A equacdo 11 indica que grupos substituintes doadores de elétrons levam a
um aumento na toxicidade aguda em £E. coli desta série de compostos
estudados.

Os valores de citotoxicidade IDsg (Tabela 7) foram também correlacionados
com 0s parametros estruturais do substituinte 6, F, R, MR, L ¢ 7 ¢ a tnica
equacdo de correlagdo estatisticamente significativa foi a que conta com o
efeito eletrdnico o, do substituinte quando o grupo nitro ¢ excluido das

correlagdes: equacio 13.
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log1/IDgy=4.44 -0.85 cop comNO; (Eq.12)
r=-061 sd=033 n=8 p=20.11
log1/1Dsp=535 -1.10c6, semNO, (Eq. 13)

r=-092 sd=013 n=7 p=0.003

A equacdo 13 mostra que grupos substituintes doadores de elétrons
aumentam a citotoxicidade em culturas de células V79 na série de

CONgenéricos.

Os estudos de QSAR mostraram que somente os efeitos eletrénicos do
substituinte estdo envolvidos na atividade biologica de citotoxicidade e
toxicidade aguda em £. coli para esta série de congenéricos estudada.

Os resultados dos estudos de QSAR foram bastante concordantes no que se
refere aos dados toxicologicos analisados. Correlagdes lineares entre os

pardmetros biologicos de toxicidade aguda em E. coli e citotoxicidade em
culturas de células V79 forneceram também equacdo de correlagio altamente

colineares equacoes 14 e 15.
log 1/IDs5g V79 =-2.42 +1.46 log 1/IDsq E. coli  com NO, (Eq. 14)
r=08 sd=021 n=8 p=0.003
log 1/IDsg V79 =-2.10 +1.37 log 1/IDsg E. coli  sem NO, (Eq. 15)
r=091 sd=021 n=7 p=10.003
Apesar deste tipo de correlacdo interespécies ndo ser estritamente uma area de

QSAR uma vez que a atividade bioldogica ndo esta sendo correlacionada com
aspectos fisico-quimicos da estrutura molecular mas sim com outra atividade
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biologica, ¢ bastante interessante. Em todas as arcas de toxicologia os dados
ndo devem ser analisados isoladamente e portanto isto se aplica também na
interpretagdio dos estudos de QSAR. Este tipo de correlagdes nterespécies
permitem se obter maxima informagdo dos resultados disponiveis e podem
levar a predigao da toxicidade para outras espécies biologicas ou ainda levar "a

redugdo do uso de organismos superiores para o estudo toxicologico de novos
compostos quimicos (Cronin e Dearden, 1993).



76

4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Procedimento geral para a preparacio das cetonas I1 a-g

A uma solugdo contendo cloreto de acido p-bromobenzéico (2.0 mmol),
cloreto de aluminio (3 mmol) dissulfeto de carbono (4 mL), foi adicionado 4-
bromobifenila (1.72 mmol). A solugdo foi refluxada por 8 horas e em seguida
resfriada a 0 ©C pela adigdo de gélo. O solvente foi evaporado e a mistura foi
extraida com diclorometano (40 mL) e agua (10 mlL. A fase organica foi
separada, lavada com solugdo de hidroxido de sodio 10% (20 mL), dgua (2 x
40 ml) e seca sob sulfato de magnésio. Apos filtragdo, o solvente foi destilado
sob pressdo reduzida € um produto sélido obtido (cetonas II a-g) o qual foi
subsequentemente recristalizado.

4'-bromo-4-bifenil-p-clorofenil cetona (11a)

* Tempo de reagdo: 7 horas
* Solvente de recnstalizagdo: CH7Cly / hexano

» Rendimento: 79%

» Ponto de Fusdo: 204 OC - Lit. 194 OC (Barret, 1976)

* U.V: Apax (CH2Clp) =294 nm

* L.V (pastilha KBr): 3452 (estiramento C=0, overtone), 1643
(estiramento C=0) e 1558 (C=C aromatico) cm-!

« M.S (m/z): 372 (M, 85), 259 (60), 152 (100), 11 (28), 18 (28).

« IH RMN (300 MHz; CDCl3 / TMS): 8 7.9 (d, 2H, aromatico), 7.8
(d, 2H, aromatico), 7.7 (d, 2H, aromatico), 7.6 (d, 2H, aromatico),
7.55 ¢ 7.45 (2d, 4H, aromatico) ppm.
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4'-bromo-4-bifenil-fenil cetona (I1Ib)

* Tempo de reacgio: 5 horas
* Solvente de recristalizagdo: CH7Cl» / hexano

» Rendimento: 72%

* Ponto de Fusdo: 156-57 ©C - Lit. 155 ©C (Bolton ¢ Buley, 1977)

* U.V: Amax (CH2Clp) =292 nm

* 1.V (pastilha KBr): 3418 (estiramento C=0, overtone), 1644
(estiramento C=0) e 1596 (C=C aromatico) cm-!

* M.S (m/z): 337 (M™, 100), 262 (72), 152 (39), 77 (29), 18 (21).

- IH RMN (300 MHz; CDCl3 / TMS): & 7.90-7.80 (2d, 4H,
aromatico), 7.70-7.60 (m, SH, aromatico) e 7.55-7.45 (m, 4H,
aromatico) ppm.

4’-bromo-4-bifenil-p-metdxifenil cetona (1lc)

IO

» Tempo de reagdo: 8 horas

+ Solvente de recristalizagdo: benzeno

« Rendimento: 62%

* Ponto de Fusdo: 219-20 0C

* U.V: Amax (CH7Clp) =258 nm

* LV (pastilha KBr): 3628 (estiramento C=0, overtone), 1638
(estiramento C=0), 1577 (C=C aromatico) e 1261 (estiramento
C-0) em-1

« M.S (m/z): 368 (M*,12), 259(6), 152(32), 135(100),43(31).
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» |H RMN (80 MHz; CDCI3 / TMS): & 8.10~7.10 (mn, 7H,
aromatico), 6.90-7.00 (2d, 5H, aromatico) 3.90 (s, 3H, OCH3)

4'-bromo-4-bifenil-p-nitrofenil cetona (11d)

O

A A e

* Tempo de reacgdo: 7 horas
+ Solvente de recristalizagdo: CH»Cl» / hexano

» Rendimento: 75%

* Ponto de Fus3o: 182-3 OC

* U.V: Apax (CH2Clp) =272 nm

* [V (pastilha KBr): 3452 (estiramento C=0, overtone), 1646
(estiramento C=0), 1586 (C=C aromatico), 1348 (estiramento
N-O) e 850 (estiramento C-N) ¢m-1

* M.S (m/z): 383 (M, 99), 381 (100), 259 (88), 76 (17), 18 (96).

- lH RMN (80 MHz; CDCl3 / TMS): & 8.40-8.20 (2d, 2H,
aromatico), 8.00-7.85 (m, 6H, aromatico) 7.60-7 40 (m, 4H,
aromatico) ppm

4'-bromo-4-bifenil-p-metilfenil cetona (1le)

» Tempo de reagdo: 7 horas

» Solvente de recristalizagdo: CH»Cly / hexano
* Rendimento: 82%

» Ponto de Fusdo: 195 ¢C

* U.V: Apax (CH2Clp) =290 nm
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* LV (pastilha KBr): 3429 (estiramento C=0, overtone), 1643
(estiramento C=0) ¢ 1604 (C=C aromatico) cm-!

* M.S (m/z): 352 (M, 98), 351 (20), 350 (100), 152 (36), 199 (38)
43 (18), 18 (81).

« lH RMN (300 MHz; CDCl3 / TMS): 8 7.90 (d, 2H, aromatico),
(7.75 (d, 2H, aromatico), 7.70-7.60 (2d, 4H, aromatico), 7.50
(d, 2H, aromatico), 7.30 (d, 2H, aromatico), 2.50 (s, 3H, CHz3)

2

4'-bromo-4-bifenil-p-bromofenil cetona (IIf)

-

* Tempo de reacdo: 5 horas
* Solvente de recristalizagdo: CH,Cly / hexano

» Rendimento: 68%

» Ponto de Fusdo: 215 0C

* U.V: Apax (CHClp) =294 nm

* 1.V (pastilha KBr): 3449 (estiramento C=0, overtone), 1643
(estiramento C=0) e 1581 (C=C aromatico) cm-!

* M.S (m/z): 416 (M™, 19), 414 (33), 260 (13), 149 (13), 58 (26), 43
(100).

» TH RMN (300 MHz; CDCI3 / TMS): & 7.90 (d, 2H, aromatico),
7.70-7.60 (m, 8H, aromatico), 7.55 (d, 2H, aromatico).

4'-bromo-4-bifenil-p-iodofenil cetona (11g)

» Tempo de reagio: 7 horas
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* Solvente de recristalizagdo: CH»Cly / hexano
* Rendimento: 80%

* Ponto de Fusédo: 239 oC
* U.V: Ampax (CH>Cly) =290 nm

* L.V (pastilha KBr): 3418 (estiramento C=0, overtone), 1643
(estiramento C=0) e 1577 (C=C aromatico) cm-!

* M.S (m/z): 310 (M, 11), 231 (7), 152 (13), 58 (22), 43 (100), 18
(29).

« |H RMN (300 MHz; CDCl3 / TMS): 3 7.90 (2d, 4H, aromético),
7.70-7.50 (m, 8H, aromatico) ppm.

4.2 Preparacdo do cloreto de acido p-nitrobenzoico

Cloreto de tionila (1 mL; 13.7 mmoles) foi adicionado ao acido p-
nitrobenzéico (0.5 g; 0.30 mmoles) e a mistura refluxada por 2 horas. O
excesso de cloreto de tionila foi destilado a pressdo reduzida. O produto bruto
obtido foi recristalizado em hexano para fornecer um sélido cristalino amarelo,
o qual foi identificado como cloreto de acido p-nitrobenzéico, p.f = 74 OC
(Lit. 72-4 OC - Aldrich).

4.3 Sintese de 4'-Bromo-4-bifenil-p-metil sulfonil cetona (IIh)

Acido p-metil sulfonil benzéico (0.4 g; 1.98 mmol) e cloreto de tionila
(2 ml) foram refluxados por 30 minutos. O excesso de cloreto de tionila foi
destilado sob pressdo reduzida ¢ o produto sdlido obtido (0.43 g; 1.98
mmol) for dissolvido em nitrobenzeno (2 mL). A solugio obtida foram
adicionados cloreto de aluminio (0.27g; 2 mmol) ¢ 4-bromo bifenila (0.39¢;
1.70 mmol), sob agitagdo a temperatura ambiente. A solugdo foi refluxada por
7 horas ¢ em seguida resfriada a 0 ©C pela adigdo de gelo. A mixtura foi
extraida com diclorometano (20 mL), a fase orginica separada, lavada com
hidroxido de sodio 10% (5 mL), agua (10 mL), purificada com carvio ativo e
seca sob sulfato de magnésio. Apos filtragdo, o solvente foi destilado sob
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pressdo reduzida. O dleo obtido foi cristalizado com etanol, obtendo-se 4'-
bromo-4-bifenil-p-metilsulfonil cetona (ITh) como um soélido branco (0.25 g;
0.61mmol, R = 36% ), P.fusdo 201.5-202 OC.

o)
I

s A Osoren

* U.V: Amax (CH2Clp) =246 nm

* LV (pastilha KBr): 3422 (estiramento C=0, overtone), 1648
(estiramento C=0), 1602 (C=C aromatico), 1289 (estiramento
S=0) e 1151 (estiramento C=S) cm"!

* ML.S (m/z): 416 (M™, 19), 414 (33), 260 (13), 149 (13), 58 (26), 43
(100).

« lHRMN (300 MHz; CDCl3 / TMS): & 8.10 (d, 2H, aromitico),
8.00 (d, 2H, aromatico), 7.70 (d, 2H, aromatico), 7.60 (d, 2H,
aromatico), 7.50 (d, 2H, aromdtico), 3.1 (s, 3H, SOpCH3) ppm.

4.4 Procedimento geral para a preparacio dos derivados de 3-amino
propeno la-h

A uma soluc¢do contendo brometo de B-dimetilamino etil trifenilfosfonio
(2.15 mmol) em tetraidrofurano (12 ml), foi adicionado lentamente, sob
atmosfera de argdnio, uma solugdo 2.5 mM de n-butil litioc em hexano (2.21
mmol), mantendo-se a agitagdo ¢ a temperatura a 0 ©C. A mistura reacional foi
agitada a temperatura de 0 OC, sob atmosfera inerte, por um periodo adicional
de 30 minutos. Em seguida, adicionou-se lentamente a mistura reacional, a
cetona intermediaria (II a-h)(1.07 mmol). A solugdo foi agitada a temperatura
ambiente por uma noite € a mistura extraida com diclorometano (20 mL) e agua
(2 x10 mL). A fase orgénica foi separada e seca sob sulfato de magnésio. Apds
filtracdo, o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida, obtendo-se um éleo
amarelo. O produto bruto foi percolado em uma coluna contendo silica-gel e
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trés fragdes principais foram obtidas e identificadas como cetona nio reagida,
oxido de trifenilfsfina ¢ o denvado de 3-amino propeno (compostos I a-h).

3-(4'bromo-[1.1'-bifenit]-4-il)-3-(4-clorofenil )-N _N-dimetil-2-
propeno-1-amina (Ia)

J

Br

O CHs

rd

C=CHCHz N
CHs

» Eluente de cromatografia: Hexano / éter / EtsN (8 : 2 : 1)

* Rendimento: 50%

* Ponto de Fusdo: 115-20 0C

* U.V: Amax (CHyCly) =272 nm

* L.V (pastilha KBr): 1654 e 1634 (estiramento C=C olefina
trissubstituida), 1168 (estiramento C-N) e 1487 (C=C estiramento
aromatico) cm-1

« M.S (m/z): 427 (M, 47), 383 (13), 302 (49), 265 (36), 194 (76),
165 (40), 70 (100), 58 (91), 42 (55).

« IH RMN (300 MHz; CDCI3 / TMS): & 7.60 (m, 7H, aromatico),
7.30-7.10 (m, 5H, aromatico) 6.30 e 6.20 (2t, I1H, CH-trans e cis,
J=6.7Hz),3.10 ¢ 3.00 (2d, 2H, CHy-cis e trans, J = 6.7 Hz), 2.35
(2s, 6H, N(CH3)2 ) ppm.
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3-(4'bromo-[1,1'-bifenil}-4-il)-3-(fenil)-N,N-dimetil-2-propeno-1 -
amina (Ib)

Br

L e

C=CHCH: N\
A

* Eluente de cromatografia: Hexano / éter / Et 3N (9: 1: 1)

» Rendimento: 60%

* Ponto de Fusdo: 100-2 0C

* U.V: Amax (CH,>Cl») =276 nm

* LV (pastilha KBr): 1654 ¢ 1636 (estiramento C=C olefina), 1167
(estiramento C-N) e 1487 (C=C estiramento aromatico) cm-!

* M.S (m/z): 392 (M™, 34), 314 (20), 268 (32), 252 (27), 160 (52)
91(59), 70(100), 58(93), 42(52)

« JH RMN (300 MHz; CDCl3 / TMS): 8 7.55-7.35 (m, 8H,
aromatico), 7.25-7.55 (m, 5H, aromético), 6.25 e 6.15 (2, 1H,
CH-trans e cis, J = 6.7 Hz), 3.10-3.05 (2d, 2H, CH»-cis e trans,
J=6.7Hz), 2.25 (s, 6H, N(CH3)?) ppm.

2

3-(4'bromo-[1.1"-bifenil]-4-il)-3-(4-metoxifenil)-N N-dimetil-2-
propeno-1-amina (I¢)

g

Br

S

C=CHCH2 N
~

o
CHs0
* Eluente de cromatografia: Hexano / éter / EtsN (9: 1 : 1)
* Rendimento: 45%

* Ponto de Fusdo: oleo
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* U.V: Apax (CH2Cly) = 268 nm

» L.V (pastilha KBr): 1654 (estiramento C=C olefina), 1509 ¢ 1480
(estiramento C=C aromatico) e 1167 (estiramento C-N) cm-1

* MLS (m/z): 423 (M™, 34), 377 (32), 298 (16), 239 (18), 190 (73),
145 (34), 121 (100), 70 (54), 58 (52), 42 (32).

« lH RMN (300 MHz; CDCl3 / TMS): 8 7.60—7.40 (m, 6H,
aromatico), 7.35 (d, 1H, aromatico), 7.30 (m, 2H, aromatico), 7.20
(d, 1H, aromatico), 7.00 (d, 1H, aromatico, trans), 6.90 (d, 1H,
aromatico, cis), 6.25 € 6.15 (2t, 1H, CH-trans e cis, J = 6.7 Hz),
3.90 ¢ 3.80 (2s, 3H, OCH3z-trans e cis), 3.15 (2d, 2H, CH»,

J=6.7 Hz), 2.30 (s, 6H, N(CH3)) ppm.

3-(4bromo-{1.1'-bifenil]-4-11)-3-(4-nitrofenil)-N_N-dimetil-2-
propeno-1-amina (1d)
,CHs

C=CHCH; N\
joft ot

NO;

Br

* Eluente de cromatografia: Acetato de etila / metanol 1%
* Rendimento: 58%

» Ponto de Fusdo: 120-25 0C

* U.V: Apax (CHCl2) =280 nm

* I.V (pastilha KBr): 1174 (estiramento C-N), 1343 (estiramento
N-O) e 853 (estiramento C-N) cm-|

« M.S (m/z): 436 (M™, 33), 346 (9), 314 (27), 265 (33), 205 (58),
165 (24), 131 (16), 70 (100), 58 (93), 42 (50).

« lTH RMN (300 MHz; CDCl3 / TMS): § 8.30 ¢ 8.15 (2d, 2H,
aromatico, trans e cis), 7.60-7.30 (m, 8H, aromatico), 7.25 ¢ 7.20



85

(2d, 2H, aromatico), 6.40 (2t, IH, CH), 3.10 e 3.00 (2d, 2H,
CHj-cis e trans, J = 6.7 Hz), 2.30 (2s, 6H, N(CH3)» ) ppm

3-(4bromo-[1,1'-bifenil]-4-iD)-3-(4-metil)-N N-dimetil-2-
propeno-1-amina (Ie)

Br. I

‘ LS
C=CHCH,; N
~

ot o

HaC

* Eluente de cromatografia: Hexano / éter / Et 3N (8 : 2 : 1)

* Rendimento: 58%

* Ponto de Fusdo: 85-7 OC

* U.V: Amax (CH2Clp) =272 nm

* 1.V (pastilha KBr): 1654 (estiramento C=C olefina), 1508 ¢ 1488
(estiramento C=C aromatico) e 1168 (estiramento C=N) ¢cm-]

* M.S (m/z): 405 (M7, 36), 361 (16), 314 (18), 256 (27), 189 (20),
174 (66), 105 (75), 70 (100), 58 (88), 43 (95).

« IH RMN (300 MHz; CDCl3 / TMS): & 7.60—7.40 (m, 6,
aromatico), 7.45 (d, 1H, aromatico), 7.40-7.20 (m, 3H, aromatico),
7.15-7.05 (m, 2H, aromatico), 6.30 ¢ 6.20 (2t, 1H, CH-trans ¢ cis,
J=6.7Hz),3.10(d, 2H, CHp, J =6.7 Hz), 2.40 ¢ 2.25 (2s, 6H,

N(CH3)7 cis ¢ trans) ppm.

3-(4'bromo-[1.1'-bifenil]-4-11)-3-(4-bromofenil)-N ,N-dimetil-2-
propeno-1-amina (If)
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Br

Yo

”

C=CHCH> N\
CHg

Br

* Eluente de cromatografia: Acetato de etila / metanol 1-5%
* Rendimento:; 50%

» Ponto de Fusdo: 101 ©C

* U.V: Apax (CH2Clp) = 268 nm

- L.V (pastilha KBr): 1654 (estiramento C=C olefina), 1460 ¢ 1450
(estiramento C=C) ¢ 1171 (estiramento C-N) e cm-|

* M.S (m/z): 441 (M, 29), 392 (2), 346 (27), 265 (32), 238 (45),
154 (93), 125 (46), 70 (100), 58 (68), 42 (59).

« IHRMN (300 MHz; CDCI3 / TMS): 8 7.65-7.40 (m, SH,
aromatico), 7.30 (d, 1H, aromatico), 7.10 (d, 1H, aromatico), 6.30 e

6.20 9 2T,1H, CH,trans e cis J= 6.7 Hz) , 3.10 € 3.00 ( 2d, 2H, CH?2 -
cis € trans, J= 6.7Hz) 2.25 (s, 6H, N(CH3)»).

3-(4'bromo-[1.1'-bifenil]-4-il)-3-(4-iodofeni)-N ,N-dimetil-2-
propeno-1-amina (Ig)

C=CHCH:> N\
IO

+ Eluente de cromatografia: Acetato de etila / metanol 1-5%
» Rendimento: 56%

» Ponto de Fusao: 142 0C

Br

g o
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* U.V: Apax (CHoClp) = 268 nm

* LV (pastilha KBr): 1654 e (estiramento C=C olefina), 1450 ¢ 1480
(estiramento C=C aromdtico) e 1172 (estiramento C-N) cm.

-M.S (m/z): 517 (M, 20), 439 (4), 348 (29), 286 (27), 265 (36),
165 (33), 115 (35), 70 (100), 58 (80), 42 (52).

- |H RMN (300 MHz; CDCl3 / TMS): $ 7.80 (d, 1H, aromatico),
7.60-7.40 (m, 7H, aromatico), 7.30 (d, 1H, aromatico), 7.20 (d,
1H, aromatico), 7.05 (d, 1H, aromatico), 6.90 (d, 1H, aromatico),
6.30 e 6.20 (2t, 1H, CH-trans e cis, J = 6.7 Hz), 3.10 e 3.00 (2d,
2H, CHp-cis e trans, J = 6.7 Hz), 2.25 (s, 6H, N(CH3)7) ppm

3-(4'bromo-[1,1'-bifenil]-4-il)-3-(4-metilsulfonilfenil)-N N-dimetil-
2-propeno-1-amina (Th)

~ SO

C=CHCH, N
~

Br

CHs
CH350,

* Eluente de cromatografia: Acetato de etila / metanol 5-15%

* Rendimento: 62%

* Ponto de Fusio: oleo

* U.V: Anax (CH2Clp) = 272 nm

* 1.V (pastilha KBr): 1654 (estiramento C=C olefina),1481 ¢ 1438
(estiramento C-N amina), 1264 (estiramento S=0), 1147
(estiramento C=N) e 1116 (C=C estiramento C=S) cm-!

* MLS (m/z): 470 (M™, 7), 256 (28), 239 (10), 227 (9), 213 (11), 185
(14), 167 (28), 149 (100), 83 (70), 47 (59).

- |H RMN (300 MHz; CDCl3 / TMS): § 8.00 & 7.90 (2d, 2H,
aromatico, trans ¢ cis), 7.70 e 7.40 (m, 8H, aromatico), 7.30 e 7.20
(2d, 2H, aromatico, trans e cis), 6.40 (2t, 1H, CH), 3.20 ¢ 3.10 (2
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(d +s), 5SH, CH e CH3S0», d-cis, s-trans, d-trans, s-cis,
J=6.7 Hz), 2.35 ¢ 2.30 (2s, 6H, N(CH3))-trans e cis) ppm.

4.5 Separacio dos isdmeros geométricos dos compostos 1 a-b por
cristalizacio fracionada

A mistura isomérica cis/trans (compostos 1 a,b) foi adicionado
diclorometano em quantidade suficiente para a solubilizagfio total e hexano foi
entdo adicionado lentamente até turvagdo permanente. A solugdo foi em

seguida deixada durante uma noite em repouso ‘a temperatura de 5 °C. O
sOlido branco cristalino obtido nestas condi¢des, foi filtrado e identificado
como sendo o 1sémero puro trans (Ia e Ib). O filtrado contendo uma mistura
enriquecida no isémero cis (Ia e Ib) foi evaporado a pressido reduzida e um
oleo amarelo foi entéo obtido. O filtrado contendo uma mistura enriquecida no
isomero cis (Ia e Ib) foi evaporado sob pressdo reduzida ¢ um oleo amarelo
foi entdo obtido.

Trans Ia

» Ponto de Fusdo: 122-23 0C
* U.V: Amax (CH2Clp) =286 nm

« IH RMN (300 MHz; CDCl3 / TMS): § 7.75 (d, 211, aromético),

7.30-7.50 (m, 8H, aromatico), 7.10 (d, 2H, aromatico), 6.30 (t, 1H,
CH), 3.00 (d, 2H, CHp), 2.20 (s, 6H, N(CH3)?) ppm.

Mistura enriquecida cis Ia

« IH RMN (80 MHz; CDCl3 / TMS): § 7.00-7.80 (m, 12H,

aromatico), 6.00-6.40 (2t, 1H, aromatico), 2.80-3.20 (2d, 2H,
CHpy), 2.20 (s, 6H, N(CH3)?) ppm.

Trans Ib

» Ponto de Fusdo: 123-25 0C
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* U.V: Amax (CH2Clp) =286 nm
» IH RMN (300 MHz; CDCI3 / TMS): 8 7.75 (d, 2H, aromatico),

7.30-7.50 (m, 9H, aromatico), 7.10 (d, 2H, aromatico), 6.30 (t, 1H
CH), 3.00 (d, 2H, CH3), 2.25 (s, 6H, N(CH3)>) ppm.

2

Mistura enriquecida cis Ib

* U.V: Apax (CHaClp) =264 nm

« IH RMN (80 MHz; CDCl3 / TMS): § 7.10-7.60 (m, 13H,
aromatico), 6.2-6.3 (2 t, 1H, CH3), 3.05-3.20 (2 d, 2H, CH>), 2.30
(s, 6H, N(CH3)2) ppm.

4.6 Separacio dos isOmeros geométricos de 3-(4'-brome-[1,1'-bifenil |-4-il)-
3-fenil-N,N-dimetil-2-propeno-1-amina Ib por placa preparativa

O composto Ib (30 mg) foi aplicado em placa preparativa (20 x 20 ¢m)
preparadas com silica-gel (2-25 p)(Aldrich), utilizando-se como fase movel
hexano/éter/hidroxido de amoénio 50:50:1.5. O solvente foi eluido cinco vezes e
a revelagdo feita com lampada de ultra-violeta (254 nm). Os isGmeros
separados foram coletados da placa e extraido com cloroférmio (30 ml),
metanol (10 ml). Apos filtragdo, o solvente foi evaporado sob pressdo
reduzida e os isdmeros foram obtidos puros: isdmero Ib-trans (14 mg - dleo) e
o 1somero Ib-cis (12 mg - 6leo).

Trans Ib

* U V: Amnax (CH2Cl2) =286 nm
« IH RMN (300 MHz; CDCl3 / TMS): § 7.75 (d, 2H, aromatico),

7.30-7.50 (m, 9H, aromatico), 7.10 (d, 2H, aromatico), 6.30 (t, 1H,
CH), 3.00 (d, 2H, CHp), 2.25 (s, 6H, N(CH3)>) ppm.

Cis Ib
* U.V: hpax (CH2Ch) = 264 nm



90

« IH RMN (300 MHz; CDCl3 / TMS): § 7.50-7.60 (m, 5H,

aromatico), 7.20-7.30 (m, 8H, aromatico), 6.20 (t, 1H, CH), 3.10
(d, 2H, CH)), 2.30 (s, 6H, N(CH3)?) ppm.

4.7 Separagio dos isdmeros geométricos de 3-(4'-bromo-[1,1'-bifenil]-4-il)-
3-(4-clorofenil)-N,N-dimetil-2-propeno-1- amina Ia por placa preparativa

O composoto Ia foi separado de acordo com o procedimento descrito
acima.

Trans Ila

« U.V: Amax (CHyCly) = 286 nm
« TH RMN (300 MHz; CDCI3 / TMS):  7.75 (d, 2H, aromético),

7.30-7.50 (m, 8H, aromatico), 7.10 (d, 2H, aromatico), 6.30 (t, 11,
CH), 3.00 (d, 2H, CHp), 2.20 (s, 6H, N(CH3)») ppm.

Cis Ia

« U.V: Amax (CHyClp) = 264 nm
« IH RMN (300 MHz;, CDCl3 / TMS): 8 7.50-7.60 (m, SH,

aromatico), 7.20-7.30 (m, 8H, aromatico), 6.20 (t, 1H, CH), 3.10
(d, 2H, CH2), 2.30 (s, 6H, N(CH3)?) ppm.

4.8 Separacio dos isdmeros geométricos de 3-(4'-bromo-[1,1'-bifenil]-4-il)-
3-(4-metoxifenil)-N,N-dimetil-2-propeno-1-amina I¢ por placa preparativa

O composto Ic (50 mg) foi aplicado em placa preparativa (20 x 20 c¢m)
preparadas com silica-gel (2-25 p)(Aldrich), utilizando-se como fase movel
hexano/cloroférmio saturado com hidréxido de aménio (1:1 v/v). O solvente foi
eluido cinco vezes e a revelagdo feita com lampada de ultra-violeta (254 nm).
Os 1s6meros separados foram coletados da placa ¢ extraido com cloroférmio
(40 mL), metanol (10 mL). Apés filtragdo, o solvente foi evaporado sob
pressdo reduzida e os isdmeros foram obtidos puros: isdmero Ic-trans (20 mg -
6leo) e o 1sémero Ic-cis (17 mg - Oleo).
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Trans Ic

* U.V: Apax (CH2Cl2) = 284 nm
« IH RMN (300 MHz; CDCl3 / TMS): & 7.60 (d, 2H, aromitico),
7.50 (m, 4H, aromatico), 7.45 (d, 2H, aromatico), 7.10 (d, 2H,

aromatico), 6.95 (d, 2H, aromatico), 6.20 (t, 1H, CH), 3.90 (s, 3H,
OCH3), 3.15 (d, 2H, CHp), 2.25 (s, 6H, N(CH3)?) ppm.

Cis Ic

* U.V: Apax (CH2Cl) =262 nm
« IH RMN (300 MHz; CDCIl3 / TMS): § 7.60 (d, 2H, aromatico),

7.50 (d, 2H, aromatico), 7.15-7.30 (m, 6H, aromatico), 6.85
(d, 2H, aromatico), 6.10 (t, 1H, CH), 3.85 (s, 3H, OCH3), 3.15
(d, 2H, CH»), 2.25 (s, 6H, N(CH3)?) ppm.

4.9 Separacio dos isdomeros geométricos de 3-(4'-bromo-{1,1'-bifenil]-4-il)-
3-(4-nitrofenil)-N,N-dimetil-2-propeno-1- amina Id por placa preparativa

Os 1sdmeros geométricos do composto Id foram separados pelo mesmo
procedimento descrito acima (composto I¢).

Trans Id

« U.V: Amax (CH2Cl) = 284 nm
« IH RMN (300 MHz; CDCI3 / TMS): & 8.25 (d, 2H, aromatico),

7.40-7.60 (m, 8H, aromatico), 7.30 (d, 2H, aromatico), 6.49 (t, 1H,
aromatico), 6.49 (t, 1H, CH), 3.00 (d, 2H, CH»), 2.25 (s, 6H,

N(CH3)2) ppm.
Cis Id

« U.V: Amax (CHICly) =262 nm
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« IH RMN (300 MHz; CDCI3 / TMS): & 8.20 (d, 2H, aromatico),

7.40-7.60 (m, 8H, aromatico), 7.20 (d, 2H, aromatico), 6.45 (t,
IH, CH), 3.10 (d, 2H, CH»), 2.25 (s, 6H, N(CH3)») ppm.

4.10 Separacio dos isdémeros geométricos de 3-(4'-bromo-[1,1'-bifenil]-4-
il}-3-(4-metilsulfonilfenil)-N,N-dimetil-2-propeno-1-amina Th por placa
preparativa

O composto Ih (50 mg) foi aplicado em placa preparativa (20 x20 cm)
preparadas com silica-gel (2-25u)(Aldrich), utilizando-se como fase mével
hexano/éter/hidroxido de aménio 90:10:5. O solvente foi eluido quatro vezes e
a revelagio feita com lampada de ultra-violeta (254 nm).Os isémeros separados
foram coletados da placa e extraido com cloroférmio (50 mL), metanol (20
mL). Apos filtragdo, o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida ¢ os
isomeros foram obtidos puros: isdmero If-trans (19 mg, 6leo) e o isémero If-
cis (17 mg, 6leo).

Trans Ih

« U.V: Apax (CH2Clo) = 286 nm
« IH RMN (300 MHz; CDCl3 / TMS): & 8.00 (d, 2H, aromatico),

7.40-7.60 (m, 8H, aromatico), 7.25 (d, 2H, aromatico), 6.40 (t, 1H,
CH), 3.15 (s, 3H, CH3S03), 3.00 (d, 2H, CH»), 2.30 (s, 6H,
N(CH3)>-cis) ppm.

Cis Th

« IH RMN (300 MHz; CDCl3 / TMS): & 7.85 (d, 2H, aromatico),
7.60 (m, 4H, aromatico), 7.50-7.40 (m, 4H, aromatico), 7.20 (d,
2H, aromatico), 6.35 (t, tH, CH), 3.15 (d, 2H, CH»), 3.05 (s, 3H,
CH3S02), 2.25 (s, 6H, N(CH3)7) ppm.
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4.11 Atividade Tripanocida

T. cruzi cepa Y foi utilizado. As formas tripomastigotas foram obtidas de
camundongos infectados e as formas amastigotas obtidas do sobrenadante de
macrofagos infectados J 7746-8 pelo método descrito na literatura (De Castro
et alii , 1987). As formas epimastigotas foram mantidas em meio Liver Infusion
Triptose (LIT) e coletadas na fase exponencial de crescimento. Solugdes
estoques das drogas foram preparadas em dimetilsulféxido com a concentragio
final nunca excedendo ‘a 0.1%. Experimentos mostraram que em
concentragdes de até 5% de dimetilsulfoxido ndo apresenta efeitos deletérios
no parasita. Nos experimentos com a forma tripomastigotas o sangue fresco
infectado com o parasita foi diluido quando necessario em meio modificado
Dubelcco's (DME) ‘a uma concentragdo final do parasita de 2-5 X 100
células/ml. Esta suspensdo (100 uM) foi adicionada 'a droga também diluida
em DME numa razdo de 1:1 ¢ "a mistura foi entdo incubada a4 ©C. As drogas
foram utilizadas em concentragdes de 1 a 500 uM.

Os experimentos com formas amastigotas em meio DMES e
epimastigotas em meio LIT foram conduzidas a 28 ©C. A contagem das células
foram feitas apos 24 horas de incubag¢do com a droga usando caméra Neubauer.

A concentrag@o das drogas que corresponde “a eliminagdo de 50% do parasita
¢ expressa como [Dsg.

4.12 Toxicidade Aguda (E. coli)

* Meio de cultura

Foram dissolvidos em agua (1htro), KHyPO4 (3.0 g), KoHPO4 (7.0 g),
citrato de sodio (0.5 g), (NH4)»SO4 (1.0 g), MgSO4.H O (02 g). A
concentragdo de glicose utilizada foi de 2% (p/v). O pH foi ajustado a 7.2

utilizando-se uma solugdo de hidréxido de potassio. A esterilizagdo do meio foi
feita em forno de microondas.
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* Procedimento do teste

O meio de cultura liquido (1 litro) foi enoculado com £. coli (organismo
teste) € a concentracdo de CO7 produzida pela respira¢do microbiana ¢
presente no meio liquido, foi monitorada até atingir 0.5 mmol.litro-1,

O frasco foi mantido em meio termostatizado a 37 9C. Aliquotas de 50
ml do meio foram transferidas para erlenmeyer de 125 ml e os compostos I a-h
('a vanas concentracdes) form adicionados. O frasco que nio recebeu nenhuma
adi¢do atuou como contrdle.

A concentragdo de CO7 nos diversos frascos foi obtida por interpolagio
na curva de calibragdo.

O monitoramento de CO» foi feito a cada 10 minutos (tempo total do

experimento de 90 minutos) na seguinte ordem de analise: contrdle, cultura
contendo os compostos I a-h, e o branco.

* Monitoramento de CO7 no Sistema Fia Condutométrico
Um volume determinado da amostra (300 mL) contendo as espécies
carbonicas (CO,, HCO3™ ¢ CO32‘) ¢ injetada num fluxo carregador (agua

deionizada) o qual conflui com outro fluxo de acido sulfarico diluido (0.2 M).
O meio favorece o equilibrio no sentido da formacio do CO7. O gas formado

(CO2), no meio acido, ao passar pela cela de difusdo, permeia por uma
membrana de teflon ¢ atinge o fluxo de agua deionizada, deslocando o
equilibrio para a formagdo dos ions HCO3™ ¢ H'. A condutividade deste fluido
que vinha sendo monitorado constantemente, ¢ entdo alterada devido ao CO»

presente na amostra. A mudanga na condutincia é proporcional ‘a concentragdo
total de CO9 presente na amostra.

+ -
H,0 + CO, T—= H,CO; ——= H + HCQ
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4.13 Citotoxicidade

* Manutencio da cultura

As células nos experimentos foram do tipo fibroblastico, da linhagem
estabelecida em cultura V79, oriunda de pulmdo de hamster chinés pelo
laboratorio do Professor Rogério Meneghini, USP, SP. Os fibroblastos foram
mantidos em cultura continuamente, através de repiques periddicos quando
atingem a densidade de confluéncia. As células foram descoladas usando
solugdo de tripsina a 0.1%, homogenizando-se uma aliquota desta suspensdo
celular com uma quantidade equivalente de solugdo de Trypan Blue *a 0.1%. O
numero de células para os cultivos e plaqueamentos foram estimados contando-
as em camdra de Neubauer, excluindo-se as células coradas. O cultivo foi
realizado em meio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), contendo
100 U/mL de penicilina e 100 uM de sulfato de estreptomicina, suplementado

com 10% de soro fetal bovino (SFB), em estufa a37 OC sob atmosfera umida,
contendo 5% de CO, (Melo, 1996).

* Tratamento com as drogas

As drogas foram dissolvidas em dimetilsulfoxido (DMSO) e diluidas em
PBS antes de suas utilizagdes nos tratamentos celulares. A porcentagem de
dimetilsulféxido utilizada ndo excedeu 0.1% nos diversos tratamentos.

* Proliferacio celular (PR)

O plaqueamento foi realizado obtendo-se uma densidade de 3 X 104
células/ml em cada pogo da placa (24 pocinhos), incubando a37 OC por 48
horas e entdo, as células foram tratadas durante 24 horas nas doses
especificadas em triplicatas a cada figura. Apos a incubagio e remogdo do meio
com a droga, as células foram lavadas com PBS-Ca2*, fixadas com acido
tricloroacético a 5%, lavadas com etanol (2 vezes), secadas ao ar e lisadas com
NaOH 0.5M (1 mL/pogo, 1 hora a 37 ©C). Controles com solventes/PBS foram
utilizados para expressar a porcentagem de proliferagdo relativa dos efeitos da
droga, determinada pela absorbancia a 260 nm (Cinga et alii, 1991).
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. Captacio do corante vermelho neutro (VN)

Células V79 (3.0 X 104 / pogo) foram incubadas por 48 horas. O meio
foi removido e trocado por meio (sem soro) contendo varias concentragdes das
drogas utilizadas. As células foram incubadas por mais 24 horas e apos este
periodo o meio foi removido e trocado por outro contendo o corante vermelho
neutro [(Neutral Red - NR (2-amino-3-metil-7-dimetil-amino-cloreto de
fenanzina)], 50 pg/mL, pré-incubado durante uma noite 'a 37 °C e filtrado
antes do uso, em membrana filtrante 0.22 pM. As células foram incubadas
durante 3 horas ¢ o meio contendo VN removido, lavadas com PBS “a 37 OoC
para retirada do excesso de corante ndo incorporado pelos lisossomas e a cada
pocinho foi adictonado 1 mL da solugdo contendo 1% de acido acético glacial,
49% de agua destilada ¢ 50% de etanol para fixar as células e solubilizar o0 VN.
As placas foram agitadas por 20 minutos e as absorbéncias das solugdes lidas
no espectrofotometro "a 540 nm (Riddell ez alii, 1988).

* Reducio do Sal de Tetrazélio (MTT)

MTT € um corante amarelo, que € reduzido por células vidveis para um
composto azul (formazan), insoluvel em solugdo aquosa. A quantidade de
formazan pode ser espectroscopicamente determinada uma vez solubilizado em
etanol absoluto.

Células V79 (3.0 X 104 / pocinho) foram incubadas por 48 horas. O

meio foi removido e trocado por meio sem soro contendo diversas
concentragdes das drogas utilizadas. As células foram incubadas por mais 24
horas e entdo o meio foi removido e trocado por outro contendo o corante (Img
/ mL), e incubadas durante 5 horas, tempo necessario para a redugdo acontecer.
O meio foi retirado cuidadosamente e adicionou-se 1 mL de etanol para
solubilizacdo do formazan. As placas foram agitadas por 10 minutos ¢ a
absorbancia de cada pogo foi lida no espectrofotémetro a 570 nm. Pogos
contendo a mesma porcentagem de solvente foram considerados como 100%
(Denizot ¢ Lang, 1986).
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4.14 Investigacio do Mecanismo de Acdo de 3-[4'bromo-(1,1'-bifenil)-4il-
3-(4-nitrofenil)-N,N-dimetil-2-propeno-1-amina Id

* Preparacio dos Microssomas

Camundongos machos (190-250 g) foram sacrificados por deslocamento
cervical € o figado foi rapidamente removido, triturado em solugdo 0.2 M de
tampdo fosfato contendo 0.15 M de cloreto de potassio pH = 7.3 e
homogenizado. Todas as manipulagdes foram feitas a 0-4 OC.

O homogenizado foi centrifugado a 2.000 rpm por 20 minutos para
remover nucleo e mitocondria. O sobrernadante foi entdo fracionado e

centrifugado "a 32.500 rpm por 60 minutos para a obtengdo da fragdo
microssomal.

Os microssomas foram lavados com o tampdo fosfato pH = 7.3 e
recedementado por ultracentrifugagdo a 32.500 rpm por mais 60 minutos. A
fragdo microssomal foi novamente lavada com tampdo fosfato, ressuspendida
em tampdo fosfato pH = 7.3 e congelada a - 80 9C (Mc Manus et alii, 1982).

* Dosagem de proteinas
A dosagem de proteinas foi feita pelo método de Bradford (1976)

utilizando-se albumina bovina como padrdo e CCB (Coomassie Brilliant Blue)
(5-250 como corante.

* Consumo de (2

O consumo de O, foi medido em um oxigrafo usando eletrodo Clarck.
Avaliagido do consumo de O, foi feito a 25 OC em meio contendo tampdo
fosfato (NapyHPO4 - KH,yPO4) 20 mM pH = 7.4 e cloreto de potassio 130 mM,

microssomas (15 mg proteina / ml.) e NADH (0.5 mM) (Do Campo et alii,
1981).

O composto nitro derivados de 3-amino propeno foi dissolvido em
dimetilsulféxido (DMSO) ¢ adicionado ao meio “a concentragdo de 0.3 mM.,
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* Quimioluminescéncia

O equipamento ufilizado fo1 o contador de cintilagdo LS-100C Beckman
com o circuito de coincidéncia fechado.

A mistura contendo microssoma (15 mg proteina/mL) e tampéo fosfato
20 mM pH = 7.4 foram adicionados NADH (0.5 mM) no tempo zero seguido
da adig¢do de luminol, nifurtimox (0.3 mM/DMSO) ¢ o composto Id (0.3
mM/DMSQ) foram entdo adicionados.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os compostos derivados de 3-aminopropeno foram sintetizados por um
processo modificado do publicado anteriormente. Variagdes nas condigdes de
reacdo tais como solvente, temperatura, tempo de reagdo e isolamento do
produto levaram a rendimentos otimizados.

Os compostos foram obtidos em propor¢des de 1:1 dos respectivos
isomeros E/Z ¢ a mistura foi utilizada na avaliagdo da atividade biologica
destes compostos.

A separagdo dos isOmeros geométricos de alguns dos compostos
sintetizados possibilitou a caracterizagdo espectroscopica de cada um dos
1sémeros E e Z separadamente bem como da mistura isomérica E/Z.

Os compostos sintetizados apresentaram atividade tripanocida sobre as
trés formas de 7. cruzi. Estes compostos se mostraram tripanocidas mais
efetivos que mfurtimox a droga utilizada no tratamento da fase aguda da
doenga de Chagas e mais efetivo que violeta genciana que ¢ utilizada no
tratamento profilatico da doenga de Chagas em bancos de sangue.

A especificidade dos isdmeros E e Z na atividade tripanocida foi
também avaliada para o composto ndo substituido derivado de 3-
aminopropeno.O is0mero geométrico Z apresentou maior atividade tripanocida
que o 1somero E. O isdmero Z deve portanto apresentar especificidade frente 'a
um receptor especifico do T. cruzi.

Os estudos toxicologicos dos compostos sintetizados utilizando-se dois
sistemas diferentes "in vitro” (bacténias £. coli e cultura de células V79) foram
bastante concordantes ¢ mostraram que o derivado metilsulfonil derivado de 3-
aminopropeno ¢ consideravelmente menos toxico que os outros derivados
estudados.

A investigagdo do mecanismo de toxicidade celular utilizando-se trés
diferentes métodos de avaliagdo de citotoxicidade mostrou que o carater
anfifilico destes compostos ¢ relevante na toxicidade e os lisossomos sdo
organelas afetadas no mecanismo de ac¢do toxica destes compostos.

Ao se comparar a toxicidade dos compostos sintetizados com nifurtimox
em cultura de células, observou-se que estes compostos sdo bem mais tdxicos.
Entretanto, sugere-se que para a avaliagio da toxicidade "in witro" de
nifurtimox sistemas nos quais processos de metabolizagdo estio presentes,
devem ser utilizados.
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Também, ensaios de citotoxicidade dos compostos derivados de 3-
amimopropeno afim de se verificar a toxicidade destes compostos apods
metabolizagdo devem ser realizados utilizando-se cultura primaria de
hepatdcitos.

Dos estudos de correlagdes quantitativas entre estrutura quimica e
atividade biolégica QSAR para a série de congenéricos analisados, conclui-se
que somente os efeitos eletronicos do substituinte sdo relevantes na atividade
bioldgica de toxicidade aguda em £. coli e citotoxicidade em cultura de células
V79. Ndo foram obtidas correlagdes significativas entre os parametros
estruturais que contam com os efeitos eletrénicos, estéricos e hidrofdbicos do
substituinte na atividade tripanocida dos compostos estudados.

Os estudos de QSAR apesar de preliminares apresentaram resultados
interessantes no que se refere aos estudos toxicologicos, pois foram bastante
consistentes nos dois sistemas biologicos avaliados.

As varias equagdes de correlagdo analisadas nos estudos de QSAR
indicaram que o© composto nitro derivado de 3-aminopropeno atua
diferentemente dos outros derivados em seu mecanismo de agdo ¢ esta hipdtese
foi confirmada através da avaliagdo do transporte de elétrons microssomal de
geracdo de espécies ativas de oxigénio.

O mecanismo de agdo tripanocida dos compostos estudados ndo é
conhecido e portanto estudos neste sentido devem ser realizados. O mecanismo
de agdo através da imbigdo da biosintese do ergosterol do composto ndo
substituido derivado de 3-aminopropeno esta atualmente sendo investigado
pelo grupo de pesquisa.

Para a continuidade dos estudos de QSAR novos derivados deverio ser
sintetizados e assim os efeitos hidrofobicos e estéricos do substituinte que
contam com a atividade biolégica poderio ser melhor avaliados. Ao se
trabalhar com um mimero maior de compostos, andlise de regressdo multilinear,
método de Hansch podera ser utilizada e assim os estudos de QSAR poderio
ser aprimorados.

Os resultados obtidos nesta pesquisa indicam que estes compostos
podem ser considerados estruturas lideres no planejamento de novas drogas
para tratamento da doenca de Chagas.

Enfase devera ser dado aos compostos hidrogénio e bromo derivados os
quais se mostraram mais ativos ¢ o derivado metilsulfonil que se mostrou
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menos toxico. Também os estudos deverdo ser continuados com os isdmeros
separados uma vez que o isémero cis é o mais ativo.

A continuidade dos estudos de QSAR ou SAR em que novos compostos
serdo sintetizados e a atividade bioldgica avaliada, bem como um melhor
entendimento do mecanismo de ac¢do tripanocida e agdo toxica destes

compostos poderdo levar a obtengdo de compostos mais efetivos e menos
tOXIcOs.
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