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RESUMO

A Leishmanioses € uma doenca considerada negligenciada, atingindo bilhdes
de pessoas por ano, causada pelo protozoario do género Leishmania ,é uma
doenca grave e sisttmica podendo ser letal na falta de um tratamento
adequado. Os farmacos utilizados atualmente no tratamentosédo antimoniato de
meglumina e estibogluconato de soédio, anfotericina B, pentamidina e
miltefosina. Porém o uso desses medicamentos é limitado devido ao grande
nameros de efeitos adversos, alto custo e o aparecimento de resisténcia dos
protozoarios aos farmacos. Devido a esses fatores, surge a necessidade da
busca de novos compostos leishmanicidas que sejam mais eficazes e
especificos para o parasito, com reducédo dos efeitos colaterais, de baixo custo
e gue nado induza a resisténcia. Nesse contexto, as tiossemicarbazonas séo
importantes compostos devido as suas propriedades quimicas e bioldgicas,
como a atividade antiprotozoéaria. Diante disso foram desenvolvidas novas
tiossemicarbazonas substituidas com nudcleo indol, obtidas através de uma rota
sintética constituida por duas etapas utilizando reacdes classicas de adicdo de
Michael e condensacdo e avaliados quanto a seu potencial citotoxico e
atividade leishmanicida in vitro frente as formas promastigotas de Leishmania
infamtum. Os compostos foram caracterizados através de técnicas
espectroscopicas convencionais e obtiveram rendimentos satisfatorios. A
atividade leishmanicida mostrou-se promissora, todos os compostos foram
capazes de inibir as formas promastigotas do parasito com ICsy que variaram
entre 1,81 a 9,37 uM, onde os indices de seletividade das melhores moléculas
foram de LQIT/PR-09 de 3,98 e LQIT/PR-09 de 4,91. A microscopia eletrénica
de varredura mostraram que os compostos foram capazes de alterar a forma
do corpo e o flagelo dos parasitos, mostrando que 0os compostos sao potenciais
candidatos a farmacos leishmanicidas.

Palavras chaves: Leishmaniose. Tiossemicarbazona. Negligénciada.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a disease considered neglected, reaching billions of people
per year, caused by the protozoan of the genus Leishmania, is a serious and
systemic disease and can be lethal in the absence of an adequate treatment.
The drugs currently used in the antimoniate treatment of meglumine and
sodium stibogluconate, amphotericin B, pentamidine and miltefosine. However,
the use of these drugs is limited due to the large numbers of adverse effects,
high cost and the appearance of resistance of the protozoa to the drugs. Due to
these factors, the need arises for the search for new leishmanicidal compounds
that are more effective and specific for the parasite, with a reduction of side
effects, low cost and that does not induce resistance. In this context,
thiosemicarbazones are important compounds due to their chemical and
biological properties, such as antiprotozoal activity. In view of this, new
thiosemicarbazones substituted with indole nuclei were obtained through a
synthetic route consisting of two steps using classical Michael addition and
condensation reactions and evaluated for their cytotoxic potential and
leishmanicidal activity in vitro against the promastigote forms of Leishmania
infamtum. The compounds were characterized by conventional spectroscopic
techniques and yielded satisfactory yields. The leishmanicidal activity was
promising, all compounds were able to inhibit promastigote forms of the parasite
with IC50 ranging from 1.81 to 9.37 uM, where the selectivity indices of the best
molecules were from LQIT / PR-09 3.98 and LQIT / PR-09 of 4.91. Scanning
electron microscopy showed that the compounds were able to change the body
shape and flagellum of the parasites, showing that the compounds are potential
candidates for leishmanicidal drugs.

Keywords: Leishmaniasis. Thiosemicarbazone. Neglected
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1 INTRODUCAO

As doencas negligenciadas sdo um grupo de doencas causadas por
agentes infecciosos e parasitarios, sendo endémicas em populacdes de menor
poder aquisitivo, sobretudo na populacédo de paises em desenvolvimento. (DE
SOUZA et al.,, 2010). Essas enfermidades ndo atraem investimentos da
industria farmacéutica, pois a populacdo que acometem nao representa fonte
de retorno financeiro, por possuirem em sua maioria baixo poder aquisitivo
(DON & CHATELAIN, 2009; PECOUL & ALVARADO, 2014).

Dentre as doencas negligenciadas encontra-se as leishmanioses, um
grupo de doencas parasitarias causadas por diversas espécies de parasitos do
género Leishmania, (ASHFORD, 2000; ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003). A
patologia apresenta-se de duas formas: a forma tegumentar e a forma visceral,
a ultima é considerada a manifestacdo mais grave da doenca, com cerca de
aproximadamente 300.000 casos de leishmaniose visceral (LV) ao ano
(LAISON & SHAW, 2005; WHO, 2017).

A terapia utilizada para tratamento das leishmanioses é realizada
através dos antimoniais pentavalentes, porém, mesmo estando presentes nas
unidades de saude, seu potencial hepato, cardio e nefrotoxico, associado a via
de administracao parenteral, dificultam o tratamento (BASANO & CAMARGO,
2004). Além disso, o parasita causador da leishmaniose vem desenvolvendo
resisténcia, inibindo a eficacia do medicamento (ROJAS et al., 2006). Portanto
€ necessario a busca de novas formulacdes que sejam de facil administracéo,
tenham efeitos colaterais reduzidos e com melhor custo-beneficio (GARNIER &
CROFT, 2002).

As tiossemicarbazonas constituem uma classe de moléculas que tem
sido amplamente estudadas na quimica medicinal, devido ao seu baixo custo
de sintese e suas extensivas atividades bioldgicas, sendo utilizada em
atividades  anti-inflamatorias,  antitumorais, antivirais, antibacterianas
(MUTHUKUMAR et al., 2008; GLISONI et al., 2012, 2014; SHAO et al., 2014).
Estudos também ressaltam a acdo antiprotozoaria desses compostos

demonstradas sobre Trypanossoma. cruzi, Trypanossoma. brucei , Leishmania
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sp., Plasmodium. falciparum (CAPUTTO et al.,, 2011; BRITTA et al., 2012;
GLINMA et al., 2014; WALCOURT et al., 2013).

Diante da ampla utilizacdo das tiossemicarbazonas a equipe de
pesquisa do Laboratério de Quimica Inovagdo Terapéutica da Universidade
Federal de Pernambuco (LQIT/UFPE) resolveu utilizar esta classe de
substancias para a obtencdo de novos derivados tiossemicarbazonicos. Os
compostos obtidos foram avaliados com relagdo a citotoxidade em células de
mamiferos, ao seu potencial na atividade leishmanicida em formas

promastigotas e analise ultraestrutural.



Objetwoy
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade de novos derivados Inddélicos-Tiossemicarbazonicos

candidatos a farmacos leishmanicida.

2.2 Objetivos Especificos

Sintetizar novos derivados inddlicos-tiossemicarbazonicos;

Elucidar as estruturas quimicas através das analises espectroscopicas
tradicionais: ressonancia magnética nuclear de *H e **C, infravermelho e

espectrometria de massas;
Analisar a citotoxidade dos compostos;

Avaliar o efeito dos compostos sobre o crescimento de formas

promastigotas de Leishmania infantum, através da determinag&o da ICso;

Estimar o Indice de Seletividade dos compostos frente as formas

promastigotas de Leishmania infantum;

Analisar os possiveis efeitos dos compostos relacionados sobres as
alteracOes ultraestruturais em L. infantum tratadas com os diferentes

compostos derivados indélicos-tiossemicarbazonicos;



Revisdio- dov Liftratmrn
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Leishmaniose

As Leishmanioses sdo um grupo de doencas causadas por protozoarios
do género leishmania, transmitidas através da picada de insetos flebotomineos
infectados (WHO, 2017). E uma das doencas consideradas negligenciadas no
mundo sendo prevalente em regibes tropicais e subtropicais, atingindo
principalmente paises em desenvolvimento e algumas das regides mais pobres
do planeta (DE SOUZA, 2010). A ocorréncia das leishmanioses nessas regioes
esta relacionada com a desnutricdo, deslocamento populacional, aglomeracéo
e condicdes precarias de habitacdo, mudancas ambientais devido a
urbanizacao e falta de recursos (DESJEUX, 2004).

Essa patologia é endémica em 98 paises e territérios (ORGANIZACION
PANAMERICANA DE LA SALUD, 2016), com mais de 1 bilhdo de pessoas em
risco de infeccdo. Em 2014, mais de 90% dos novos casos notificados de
leishmaniose ocorreram em seis paises: Brasil, Etiopia, india, Somalia, Sudao
do Sul e Sudao (WHO, 2017). Ocorrendo 300.000 casos estimados, com mais
de 20.000 mortes por ano no mundo de leishmanioses visceral e cerca de 0,7
milhdo a 1,3 milhdo de novos casos anualmente em todo o mundo de

leishmaniose tegumentar (WHO, 2016) .

Na América Latina no periodo de 2001 a 2014 foram relatados 797,849
novos casos de leishmaniose tegumentar com uma média anual de 56.989. No
mesmo periodo foram registrados 48,720 casos de leishmaniose visceral com
média anual de 3.480 casos (ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA
SALUD, 2016). A Leishmaniose visceral na América Latina foi relatada em pelo
menos 12 paises, sendo o Brasil responsavel por mais de 90% dos casos
registrados, e no cenario epidemioldgico o Brasil enquadra-se como pais com

transmissao em expanséo (Grafico 1) (BRASIL, 2014 a).
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Gréafico 1: Paises com maior incidéncia de casos de leishmaniose visceral nas

Ameéricas, 2001-2014.

160

100

N° de casos
&8

60
40
20
& P —
2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013
Anos
s COIOMDIA s Venezuela Argentina s Paraguai Brasil

s Américas

Fonte: Adaptado de ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD, 2016.

No Brasil sdo registrados cerca de 3.500 novos casos por ano,

ocorrendo em média 2 c¢casos/100.000 habitantes,

aumentando gradativamente ao longo dos anos, sendo a quantidade de casos
mais expressivos nas regifes Nordeste (Gréafico 2) (BRASIL, 2014 a; BRASIL,

2014 b). No pais a LV acomete pessoas de todas as idades e sexo, em alguns
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focos urbanos, existe uma tendéncia de modificacdo na distribuicdo dos casos

por grupo etario, com ocorréncia de altas taxas também no grupo de adultos

jovens (SILVA et al., 2001; MIRANDA, 2008; LISBOA, 2014).
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Gréfico 2: Casos confirmados de leishmaniose visceral no Brasil no periodo de
2000 a 2013.
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Fonte: Adaptado de BRASIL (2014 b).

No estado de Pernambuco a LV é distribuida em toda sua extenséo,
sendo amplamente distribuida na regido do agreste e sertdo, entretanto regiées
como Itamaracda na regido metropolitana do Recife também destacam-se pelos
altos indices de notificacdo de casos (TORRES & FILHO, 2006). Foram
registrados entre os anos de 1990 a 2001 em Pernambuco, 1.737 casos de
leishmaniose visceral (TORRES & FILHO, 2006). Entres os anos de 2000 a
2006, 1.210 casos de LV (Figura 1), sendo a taxa de letalidade para o ultimo
periodo de 5,97% dos casos, onde 0s maiores coeficiente de casos ocorreram
na regido metropolitana na llha de ltamaracéa (5,77/100.000 hab) , na Zona da
Mata em Tamandaré (8,64/100.000 hab), no Agreste em Riacho das Almas
(20,39/100.000 hab) e no Sertdo em Betéania (17,65/100.000 hab) (MIRANDA,
2008).
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Figura 1: Coeficiente de deteccdo de leishmaniose visceral por municipio, no
periodo de 2000 a 2006.
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Fonte: Adaptado de MIRANDA (2008).

Dados recentes da Secretaria de Saude do Estado de Pernambuco
(2017) mostram que de 2010 a 2014 foram notificados 1.003 casos de LV,
desses 473 casos confirmados com 35 oObitos registrados. A incidéncia da
doenca apresentou pouca variagdo no periodo de 2010-2013 com média de 0,8
casos/100.000hab, porém em 2014 houve um aumento para 1,9
casos/100.000hab. Nesse periodo houve uma grande variacdo na taxa de

letalidade atingido seu maior indice em 2010 11,6%.

3.2 Agente Etiologico

Os agentes etioldgicos causadores da leishmaniose pertencem ao reino
Protista; filo Sarcomastigophora; classe Zoomastigophorea; ordem
Kinetoplastida; familia Trypanosomatidae do género Leishmania, sendo os
parasitos do complexo Leishmania (Leishmania) donovani, e Leishmania
(Leishmania) infatum o0s responsaveis pela transmissdo da LV no mundo
(NEVES, 2011).

Os protozoarios dessa patologia sao parasitos intracelulares obrigatorios
das células do sistema fagocitico mononuclear, sdo organismos pleomorficos

assumindo duas formas: promastigota vivendo no interior do intestino do vetor
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e na forma amastigota que residem nos macrofagos multiplicam-se por divisao
binaria simples (FEITOSA, 2006; SILVA, 2007).

A forma promastigota possui forma alongada com flagelo longo e
externo que sempre apresenta medidas iguais ou maiores do que o maior
didmetro do corpo, 0 nucleo é arredondado e Unico, o cinetoplasto regido
especializada da mitocondria onde estad localizado o DNA mitocondrial )
localiza-se na regido anterior o nucleo. Os amastigotas sdo as formas
arredondadas sem a presenca de flagelo externo (flagelo que nunca excede os
limites da bolsa flagelar), a forma amastigota pode atingir limites de
aproximadamente 1,5 a 3,0 x 3,0 a 6,5 um, possui Unico nucleo e cinetoplasto
(Figura 2) (GOTO & LINDOSO, 2010).

Figura 2: Formas promastigotas (A) e amastigotas (B) de Leishimania sp.
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Fonte: Adaptado de ANDRADE at al. (2006).

3.3 Vetor e Reservatorio

A transmissdo das leishmanioses ocorre através da picada de insetos
fémeas, pois necessitam alimentar-se de sangue para nutrir 0S ovos em
desenvolvimento (ARRUDA, 2010; HARHAY, 2011). Esses insetos sao da
ordem Diptera, familia Psychodidae sub-familia Plebotominae (REY, 2010;
DESJUX,1996), no qual dois géneros de vetores sado importantes para a

transmissdo da doenca: Phlebotomus , responsavel pela transmissores na



28

Africa, na Europa e na Asia; e Lutzomya, responséavel pela transmissdo da

leishmaniose nas Américas (WHO, 2017).

Os flebotomineos sdo pequenos, atingindo no maximo 0,5 cm
(BASANO & CAMARGO, 2004) e de coloragcéo amarelada (Figura 3). No voo e
em repouso suas asas sao semi-abertas, por isso sdo conhecidos como
mosquito-palha, asa-dura, tatuquiras e birigui (SUCEN, 2001; BRASIL, 2010;
RABELO, 1999). Os insetos vetores tem atividade crepuscular e noturna, e
podem voar centenas de metros. Sua picada pode ser dolorosa, mas pode
passar despercebida, confundindo-se com a de mosquito comum (BAILEY &
LOCKWOOD, 2007).

Figura 3: Inseto fémea de flebotomineo.

Fonte: Adaptado de BRASIL (2010).

O humano é um hospedeiro acidental da patologia, que tem como
hospedeiro principal algumas espécies de animais silvestres e sinantropicos
domeésticos (REY, 2010). Os animais domésticos s&o considerados como
reservatérios da leishmaniose, devido a adaptacdo dos insetos vetores de
areas de mata para regides rurais e nos anos 80 em areas urbanas (VIANNIA,
1911). Essa disseminacdo da doenca em areas urbanas deve-se ao fato do
aumento da quantidade de fluxo populacional, devido a urbanizacdo (BRASIL,
2006).
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A infeccdo por leishmaniose em animais domeésticos € clinicamente
semelhante a infeccdo em humanos, acometendo as visceras e mais
frequentemente a pele dos animais que desenvolvem os sintomas, atingindo
regibes como as mucosas das vias aerodigestivas superiores (Figuras 4)
(KRAUSPENHAR et al,2007).

Figura 4: Manifestacdes da leishimaniose em hospedeiro reservatério (caninos

e felinos).

Fonte: Adaptado de SOUZA et al. (2009) e ONLEISH (2015).

3.4 Ciclo biolégico

O ciclo da Leishmaniose inicia-se quando a fémea do flebotomineo pica
um vertebrado mamifero e através do repasto sanguineo ingere macréfagos
contendo a forma amastigota. No intestino médio e anterior do inseto, a forma
amastigota tranforma-se em uma forma ovoide com flagelos pequenos e alta
divisdo celular (promastigostas). Em seguida as formas promastigotas
diferenciam-se em uma forma longa que se fixam ao epitélio do vetor atravées
do flagelo pelo hemidesmossomo (paramastigota), essas migram para parte
anterior do tubo digestério do inseto e transformam-se em promastigotas
alongadas e delgadas (promastigotas metaciclicas), a forma infectiva da
leishmania (COSTA et al., 2011; KAYE & SCOTT, 2011).

A transmisséo ocorre quando o hospedeiro vertebrado sofre a picada
pelo inseto vetor, durante o repasto sanguineo moculando as formas
metaciclicas, que sao fagocitadas pelo sistema mononuclear, diferenciando-se
em amastigotas, iniciando assim a fase do desenvolvimento intracelular do
parasito (CAMARGO & BARCINSKI, 2003). Na fase inicial da infeccdo os
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neutréfilos, por serem as primeiras células a chegarem no foco da lesao
tecidual, fagocitam as formas promastigotas, proporcionam abrigo transitério

até a entrada das promastigotas no macrofagos (ONLEISH, 2015).

A infeccdo do hospedeiro vertebrado é favorecida por componentes
presentes na saliva do inseto vetor como anticoagulantes, vasodilatadores, anti
agregador plaquetério e substancia com acdo quimiotatica e imunorreguladora
gue atuam interagindo com macrofagos, aumentando sua proliferacdo e
impedindo a acdo efetora dessa célula contra o parasito. O maxadilan,
presente na saliva de algumas espécies de Lutzomyia € um exemplo de
substancia vasodilatadora, além disso € responsavel pela acéo
imunomodulatéria na célula hospedeira durante a transmissdo do parasito
(NEVES, 2011).

Apo6s a infeccdo as formas amastigotas multiplicam-se dentro dos
macroéfagos, chegando a rompé-los e espalhando-se pelo sistema sanguineo,
reinfectando outras células. Ocasionalmente algumas amastigotas livres ou
células infectadas sao ingeridas pelos flebotomineos durante o repasto
sanguineo e transformam-se em promastigotas, reiniciando o ciclo biolégico
(Figura 5). (CAVALCANTE, 2014, KAYE & SCOTT, 2011).
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Figura 5: Ciclo de Leishimania sp.
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Fonte: Adaptado de EUA (2008)

3.5 Patologia

As leishmanioses sdo transmitidas ao homem por mais de 20 espécies
de Leishmania (WHO, 2017), a espécie infectante e o estado de saude do
hospedeiro, séo fatores responsaveis pela grande variedade de manifestacdes
clinicas da doenca. Existem duas formas principais da doenca: a forma

Tegumentar e a forma visceral (BRASIL, 2010).

A leishmaniose tegumentar inclui a cutdnea a mucocutanea. A
leishmaniose cutanea € a forma mais comum, caracterizada pelo
desenvolvimento de lesbes Ulcerosas na pele, que podem ser Unicas ou
multiplas ocasionando cicatrizes no corpo; A leishmaniose mucocutanea causa
lesbes destrutivas das mucosas, com lesdes desfigurantes na face, em
decorréncia da destruicdo das cavidades oral, nasal e da faringe (Figura 6)
(WHO, 2017; BRASIL, 2010; DESJEUX, 2004).
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Figura 6: Forma da doenca: leishmaniose tegumentar cutéanea (A)

leishmaniose tegumentar mucocutanéa (B) e leishmaniose visceral (C).

Fonte: Adaptado de VELOSO (2006) e WHO (2017).

A leishmaniose visceral, € a forma mais severa da parasitose e pode
ocasionar a morte dos pacientes quando ndo sao tratados. Também conhecida
popularmente como calazar, a LV € uma patologia sistémica muito grave, com
migracdo dos parasitos para o figado, bago e medula éssea, podendo levar o
paciente a morte (CARVALHO, ARRIBAS & FERREIRA, 2000; HANDMAN,
2000).

As infecgbes da LV, sdo dependentes da interacdo parasito-hospedeiro,
resultando em diferentes tipos de manifestacdes clinicas que irdo depender da
resposta do organismo infectado. O periodo de incubacdo da patologia em
seres humanos é bastante variavel de 10 dias a 24 meses, sendo em média de
2 a 6 meses (BRASIL, 2014 a).

As manifestacdes clinicas da LV dividem-se em forma assintomatica,
forma aguda, forma crénica e dermica pos-calazar (SANTOS & YOSHIOKA,
2008; NEVES, 2011). Sua evolucdo pode ser cronica, sistémica e fatal se ndo
tratada, apresentando sinais inespecificos como febre irregular, anemia, perda

de peso progressiva e caquexia (FEITOSA et al., 2000).
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A maioria das infecgcbes sdo assintoméaticas, desenvolvendo sintomas
pouco especificos, que se manifestam por febre baixa recorrente, tosse seca,
diarréia, sudorese e debilidade fisica. Os individios com a manifestacdo dessa
forma da doenca podem apresentar a cura expontdnea ou mantém o parasito

por toda vida sem apresentar evolucao clinica ( REY, 2010; NEVES, 2011).

O periodo inicial € a fase da patologia denominada por alguns autores
de forma aguda, os sintomas séo febre alta, palidez, tosse seca e diarreia, em
alguns casos pode haver alteracbes hematoldgicas e hepatoesplenomegalia
discreta. O quadro clinico pode ser confundido com outras parasitoses e
doencas febris. Nessa fase € muito frequente o contraste entre cilios e cabelos,
0 primeiro apresenta-se longo e sedoso, enquanto o segundo apresenta-se
seco e quebradi¢co.(BRASIL,2014a; SANTOS & YOSHIOKA,2008; PEDROSA &
ROCHA, 2004).

A forma crbnica € caracterizada pela febre irregular, emagrecimento
progressivo levando a um quadro de caquexia, associado a dificuldades de
andar, palidez, cabelos secos, edema das maos e pés e o0 aumento da
hepatoesplenomegalia (Figura 7), de modo que o abdomem atinge diversos
tamanhos. Pode se ter ainda um quadro de retardo da puberdade e
amenorreia.(BACELLAR & CARVALHO, 2005; BRASIL,2014 a; SANTOS,
YOSHIOKA & MIYAGUI, 2008;PEDROSA & ROCHA; 2004).

Figura 7: Paciente infectado com leishmaniose visceral no periodo de estado.

)}

Fonte: Adaptado de TEIXEIRA (2013).
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Com a falta de tratamento a doenca evolui para o periodo final, com
comprometimento do estado geral do paciente. A desnutricdo, evolugdo dos
edemas e hemorragias sdo agravantes nessa fase, além disso é comum a
presenca dispnéia de esfor¢o, sopro sistdlico plurifocal e insuficiéncia cardiaca.
A pancitopenia periférica com globulinas elevadas € sempre frequente. Nessa
fase os pacientes ndo respondem ao tratamento chegando ao 6bito (LISBOA et
al., 2014; PASTORINO et al., 2002).

Desnutricdo, pacientes imunocomprometidos, a infeccdo pelo HIV e
pacientes receptores de transplante de érgaos sdlidos e/ou tecidos sao fatores
de riscos para infeccdo da LV e predispdem a doenca clinica (WHO, 2010;
LAGES et al., 2004; MACHADO et al., 2009).

3.6 Quimioterapia

Os medicamentos de primeira escolha para o tratamento da
leishmaniose sdo os antimoniais pentavalentes, comercialmente sob duas
formulagdes: o antimoniato de meglumina (Glucantime®) e o estibogluconato
de sdodio (Pentostan®) (Figura 8). Esses compostos séo utilizados desde a
década de 40 para os tratamentos de todas as formas de leishmaniose, apesar
da sua toxidade, efeitos adversos e via de administragao parenteral. (AMATO
et al., 2008; BRASIL, 2010; FREZARD, DEMICHELI & RIBEIRO, 2009). Os
antimoniatos atuam interferindo na bioenergética das formas amastigotas,
inibindo a glicélise e oxidacdo dos acidos graxos, provocando a reducao na
producédo de ATP e GTP (BRASIL, 2007).
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Figura 8: Antimoniais pentavalentes.
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No Brasil utiliza-se o antimoniato de meglumina, farmaco obtido
sinteticamente a partir do 4cido antimdnico e da N-metil-glucamina, essa ultima
€ obtida a partir da aminacao redutora da glicose em presenca de metilamina,
esse medicamento é soluvel em agua e pouco soluvel em solventes organicos
(PASTORINO et al., 2002; RATH et al., 2003). Com o objetivo de padronizar o
esquema terapéutico, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomenda que
a dose deste antimonial seja calculada em mg/Kg/dia/Sb+5. (BRASIL, 2010;
WHO, 2010).

O antimoniato de meglumina € eficiente ao tratamento das formas
visceral, cutdnea e mucocutanea de leishmaniose, quando administrado de
forma continua e posologicamente adequada. Porém, apesar de sua eficiencia
pode ocorrer um ou mais efeitos adversos que sao: artralgia, mialgia, anorexia,
nauseas, vomitos, plenitude gastrica, epigastralgia, pirose, dor abdominal,
pancreatite, prurido, febre, fraqueza, cefaléia, tontura, palpitagdo, insénia,
nervosismo, choque pirogénico, edema e insuficiéncia renal aguda (WHO,
2010). O antimonial pode atingir seu limiar de toxicidade, levando a alteracdes
cardiacas, pancreaticas ou renais que obriguem a suspensdo do tratamento
(BRASIL, 2010).
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Recomenda-se o tratamento da LV com a dose de 20mg Sb+5/kg/dia,
por no minino 20 dias e no maximo 40 dias, por via endovenosa ou
intramuscular (BRASIL, 2014 a). Falhas terapéuticas e tratamentos
descontinuos levam ao aparecimento de formas resistentes do parasito (RATH
et al., 2003). Nesses casos de resisténcia ao tratamento com antimoniais
pentavalentes ou de pacientes que séo sensiveis a esse farmaco, utilizam-se
drogas de segunda escolha como a anfotericina B e a pentamidina (NAGLE,
2014) (Figura 9).

A anfotericina B apresenta uma boa eficdcia para a leishmaniose.
Porém, tem como fator limitante para seu uso a elevada toxicidade, que
desencadeia sérios efeitos colaterais como hipocalemia grave, miocardite e
disfuncéo renal (BALANA-FOUCE et al., 1998; WHO, 2010). A anfotericina
lipossomal, uma nova formulagcdo da anfotericina B, tem uma reducao
significativa de seu grau de toxicidade. No entanto, temos como fatores
limitantes o alto custo dessa formulacdo especialmente nos paises em
desenvolvimento, além de néo ser eficaz sobre todas as manifestac¢des clinicas
(LIMA et al., 2007, MICHELETTI & BEATRIZ, 2012).

A pentamidina € uma diamina que se mostra altamente eficaz
especialmente para casos de leishmaniose visceral (RATH et al., 2003). No
entanto, como fator limitante temos a sua alta toxicidade, apresenta efeitos
colaterais severos, como toxicidade renal e hepatica, hipoglicemia grave,
problemas cardiacos(BALANA-FOUCE et al., 1998; MICHELETTI & BEATRIZ,
2012).
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Figura 9: Medicamentos de segunda escolha para o tratamento das

Leishmanioses
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Fonte: Adaptado de NAGLE (2014).

O miltefosina (Figura 10) foi inicialmente desenvolvido como agente
antitumoral, mas estudos demonstram a atividade leishmanicida desse
farmaco. A India foi o pais que primeiramente aprovou o uso desse
medicamento para tratamento da leishmaniose tegumentar e visceral
(SUNDAR & CHATTERJEE, 2006). Recentimente o mitelfosina foi adicionado
a a lista de medicamentos essenciais da OMS, sendo a dose recomendada
atualmente de como monoterapia das LT e LV é de 2,5 mg/kg/dia durante o
total de 28 dias, sendo utilizado em diversos paises (DORLO et al., 2012;
PALADIN LABS INC, 2015; WHO, 2015). Por ser de de uso oral, € facilmente
aceito para o tratamento de criancas, porém, possui como efeitos toxicos
existem complicacdes gastrintestinais e a contraindicagdo para mulheres

gravidas em idade fértil devido ao seu potencial teratogénico (SUNDAR, 2002).
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Figura 10: Estutura da miltefosina.
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Fonte: Adaptado de NAGLE (2014)

3.7 Tiossemicarbazonas

As tiossemicarbazonas constituem uma importante classe de compostos
amplamente estudada na quimica medicinal, devido as suas propriedades
guimicas e ao seu amplo perfil farmacolégico. A estrutura quimica das
tiossemicarbazonas e a respectiva numeragdo dos atomos da cadeia principal
segundo a IUPAC (PANICO, POWELL & RICHER,1993) estao representados
na Figura 11.

Figura 11: Estrutura da tiossemicarbazona.

R
Fonte: Adaptado de TENORIO et al. (2005).
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Os compostos de tiossemicarbazonas sao vastamente explorados na
sintese organica, e podem ser adquiridos comercialmente. Para obtencao
desses compostos duas estratégias podem ser realizadas: a obtencéo direta
através da reacdo de condensacdo de tiossemicarbazidas com aldeidos ou

cetonas, sendo comumente necessaria a Uutilizagdo de catalise &cida
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(CASAS,GARCIA & SORDO, 2000) ou através da forma indireta preparando
previamente a tiossemicarbazida utilizando a hidrazina (NH2-NH;) e distintos
reagentes, seguida de condensacdo com o derivado carbonilado especifico
(TENORIO et al., 2005).

Sob a perspectiva sintética as tiossemicarbazonas tem como
caracteristica principal a variabilidade de formas de obtencé&o, assim como uma
ampla aplicacdo como intermediarios de muitos nucleos importantes (DU et al,
2002). Além de apresentarem baixo custo de sintese; grande economia de
atomos, visto que, todo os atomos dos compostos reagentes estarao presentes
na molécula final, com excecdo da agua que € liberada, e rapidez de sintese
obtendo altos redimentos. (HANG & BERTOZZI, 2001; BENBROOK et al,
1997).

Atualmente, da classe das tiossemicarbazonas o Unico composto
empregado clinicamente € o0 4-acetamidobenzaldeido tiossemicarbazona,
comercialmente conhecida como tioacetazona (Figura 12), utilizado para o
tratamento da tuberculose (BERALDO, 2004). Entretanto, a presenca de efeitos
colaterais limitam sua utilizagdo como a inducdo de diabetes nos individuos
tratados (MANETTI et al., 2000)

Figura 12:Compostos com atividade antituberculoses (a) 4-acetamino-

benzaldeido tiossemicarbazona.

Fonte: Adaptado de NAGLE (2014)

As tiossemicarbazonas, do ponto de vista bioldgico, sdo amplamente
estudadas devido as suas importantes aplicacbes na pesquisa de novos
farmacos. Podemos citar suas atividades antitumoral ( Li et al.,, 1998),
antibacteriana (JOSEPH et al., 2006 e Pavan et al., 2010), antifingica
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(NOMIYA et al., 2010), antiviral (GENOVA et al.,, 2004) e antiprotozoaria
(SILES et al., 2006).

Na atividades antiprotozodria das tiossemicarbazonas destacamos a
atividade leishmanicida. Estudos bioldgicos realizados com diversos derivados
dessas moléculas demonstram o grande potencial desses compostos contra
formas promastigotas e amastigotas de espécies de Leishmania (MANZANO,
2016; PERVEZ, 2014).

A atividade dessa classe de compostos pode ser evidenciada em
trabalho de Mellos 2015, que mostra a atividade de tiossemicarbazonas sobre
formas promastigotas e amastigotas de Leishmania amazonenses, onde existe
uma possivel atuagdo dessas moléculas na diminuicdo significativa da enzima

NO sintase.

Derivados de tiossemicarbazonas também inibiram o crescimento de
Leishmania amazonenses (formas promastigotas e amastigotas), possuindo
como mecanismo de acdo a morte do parasito por apoptose e necrose das
células tratadas com compostos, além disso, algumas moléculas foram
capazes de estimular nos macréfagos mecanismos de protecdo dessa célula
(SILVA, 2013).

Tiossemicarbazonas também vem mostrando atividade nas cisteinas
proteases (CPs) da Leishmania. As CPs sao enzimas diretamente relacionadas
a nutricdo, ao processo de invasdo do parasito, evasdo dos mecanismos da
resposta imune e replicacdo, além de ter um papel fundamental na
diferenciacdo de promastigotas para amastigotas (BOCEDI et al., 2004;
HUSSAIN et al., 2014; RAJASEKARAN & CHEN, 2015). Estudos recentes de
triagem por docking com cisteina protease recombinante de Leishmania
mexicana ,sugeriram que inibidores derivados de tiossemicarbazonas seriam
seletivos com cisteina protease recombinante de Leishmania mexicana
(SCHRODER et al., 2013).

Estudos com tiossemicarbazona derivada do limoneno mostraram
atividade inibindo as formas promastigotas e reduzindo o numero de

amastigotas presentes nos macréfagos, além de observar alteracbes na
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mitocondria do parasito, onde a acdo do composto nessa organela atuou na

despolarizacdo da membrana dessa organela (BRITTA et al., 2012) .



Metodologia
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4 Metodologia

4.1 Materiais e Equipamentos

¢ Placas cromatograficas Merck silica gel 60 F254, de 0,25 mm de

espessura.
e Luz ultravioleta (254 ou 366 nm) .

e Espectrofotometro de Absor¢cdo no Infravermelho - FTIR Bruker
Modelo IFS 66 (DQF/UFPE).

e Espectrometro de RMN - espectrédmetro Varian Modelo Plus 400
MHz (DQF/UFPE).

e Espectrometro de Massa MALDI-TOF Autoflex Il (Bruker
Daltonics, Billerica, MA, USA). Laser Nd:YAG, 355 nm. Freq. laser: 200 Hz

e Determinacao dos pontos de fusdo — FISATAM Mod. 431D- Brasil
(LQIT).

e Lampada de Ultravioleta — Philco (LQIT).

e Rota evaporador — Fisatom (LQIT).

e Aldeidos aromaticos substituidos (5-metil-7-bromo-

indolcarboxaldeido; 7-metil-5-bromo-indolcarboxaldeido).
e Tiossemicarbazidas substituidas (H; 4-metil;4-etil;4-metdxi).
e Etanol absoluto.
e Acetato de etila.
e Acido cloridrico.

Os reagentes e solventes utilizados na sintese dos compostos ou para suas
andlises pertencem as marcas Sigma-Aldrich, Acros, Merck, Vetec ou

Quimis e foram utilizados sem purificacao.



4.2 Métodos
4.2.1 Diagrama de sintese para obtencdo dos compostos finais

A rota sintética empregada para a obtencdo dos derivados inddlicos-
tiossemicarbazonicos; onde foram utilizadas propostas mecanisticas de

condensacdao e adi¢do nucleofilica (Esquema 1).

Esquema 1. Diagrama de sintese dos derivados inddlicos-

tiossemicarbazonicos.

H H
N N
/ \ CH2C|2 HZN/ \C/ X
. N=Cc=s " "» || R
H,N—NH, + R1/_ T.A (3 hr) S G
EtOH R,
HCI Q
T.A. (24 hrs) H
|
R,: H;4-CHj; 4-CH,CH;; 4-OCH3; R N
R,: 5-CHj; 5-Br; 3 H
R;: 7-CHj; 7-Br
S
4 R
H HN—C —— Ry
_ /7 \ Pt
R, N HN

4.2.2 Procedimento experimental para obtencdo dos derivados indolicos-

tiossemicarbazobnicos

a) Sintese dos compostos intermediarios (LT/ LQIT)

Em um baldo de fundo redondo, com capacidade para 250 mL, foram
adicionados quantidades equimolares de isotiocianato substituido, e 20 mL de
diclorometano e deixado sob agitacdo por 15 minutos, em temperatura

ambiente. ApOs adicionou-se gota-a-gota quantidades equimolares da
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hidrazina. A reacgéo foi mantida em refluxo por 3 horas, o produto foi retirado e

lavado com diclorometano.
b) Sintese dos compostos finais (PR/ LQIT)

Em um baldo de fundo redondo com capacidade para 100 mL, foram
adicionados quantidades equimolares dos aldeidos arométicos substituidos,
com 15 mL de é&lcool etilico como solvente e acido cloridrico como catalisador.
Apés 20 minutos foram adicionados quantidades equimolares dos derivados
LQIT/LT-01 - LQIT/LT-38 - LQIT/LT-45 - LQIT/LT-44. A reacéo foi mantida em
refluxo durante 24 h, o produto foi retirado e purificado através de sucessivas

lavagens com élcool etilico.

4.3 Analise espectroscopicas

Para a caracterizacdo das moléculas foram realizadas anadlises de
Ressonancia Magnética Nuclear de 1H e 13C, Infravermelho e espectrometria
de massa, além da analise dos dados fisico-quimicos de cada molécula.



Tabela 1: Dados fisico-quimicos dos derivados indélicos-tiossemicarbazénicos.

# Estrutura FM MM Sistema/RF PF Rend.(%)
(g/mol)
H\C¢N\ ; 0,5
CHs /N/C\N/@ |
\, H H C17H15N4SBF 387,2962 Hex/Acet 174° C 94,64%
PR-01 g
Lh 4:6
H
Br JSV 0,51
PR-02 \ H/N_‘,}N Ci7HisNsSBr  387,2962  Acet /Hex 199°C 35,72%
N
CHy | 7:3
" 0,53
CHj C=l
PR-03 \Q\’g @OCHG CisHi7NJSBrO  417,3221  Hex/Acet ~ 206°C  53,97%
Br 5.5
H
. . 0,48
PR-04 \Qg N_HNOOCHS CisH17N4SBrO  417,3227  Acet /Hex 192°C 71,31%
H,;C 7:3
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H
Br \C=N\ 5 0,45
N—C
PR-05 \Qg H H\N@cm CisHi/NsSBr  401,3227  Hex/Acet  195°C  40,34%
N
HC oy 6:4
H 0,6
H3C. C:N\ S
PR-06 Q\g H/N CI-ZI\N—©7CH3 Ci1gH17N4SBr 401,3227 Hex/Acet 195°C 32,09%
N
Br |\_| 55
NH,
HN 0,46
_N S
Br { CiiH1oN4SBr  309,9888  Hex/Acet  239,3°C  37,54%
PR-07
N 1:1
CH,
NH,
HN 0,47
_N s
PR-08 HaC { CiiH1oN4SBr  309,9888  Hex/Acet  234,8°C  7,05%
N 6:4




H
Br: \C=N\ //S 0'6
PR-09 VAN - CioH1oNsSBr 4153492  Hex/Acet 95°C 87,79%
N "CHy
HC 7:3
A 0,52
H;C. C:N\ //S
\ i\N@CH CiH1oN4SBr 4153492  Hex/Acet ~ 210°C  59,17%
PR-10 N .
Br I\-l 55

Legenda: FM: férmula molecular; MM: massa molar; RF: razéo de frente; PF: ponto de fusdo e Rend.(%): rendimento em porcentagem.
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4.3.1 2-((7-bromo-5-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N fenilhidrazina carbotioamina
(LQIT/ PR-01)

RMN 'H (DMSO, ds, 400MHz) &: 2.41 (s, 3H, CH3), 7.18 (t, 1H, J= 7.2Hz,
benzil), 7.27 (s, 1H, indol), 7.37 (t, 2H, J+8Hz, benzil), 7.69 (d, 2H, J=7.2Hz,
benzil), 7.96 (d, 1H, J=2.8Hz, indol), 7.97 (s, 1H, indol), 8.38 (s, 1H, =CH-), 9.69
(s, 1H, NH), 11.64 (s, 1H, NH), 11.79 (s, 1H, NH). RMN *C (DMSO, d,
100MHz) &: 20.85, 104.02, 111.60, 120.72, 124.55, 124.78, 125.98, 126.42,
128.13, 128.13, 131.40, 131.78, 133.69, 139.25, 140.43, 174.46. IV (KBr, cm™):
C=N ( 1595), N-H (3326.4).

4.3.2 2-((5-bromo-7-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-fenilhidrazina carbotioamina
(LQIT/ PR-02)

RMN *H (DMSO, ds, 400MHz) &: 2.48 (s, 3H, CHs), 7.17 (s, 1H, benzil),
7.19 (s, 1H, indol), 7.37 (t, 2H, J=8Hz, benzil), 7.71 (d, 2H, J=8Hz, benzil), 7.98
(s, 1H, indol), 8.17 (s, 1H, indol), 8.38 (s, 1H, =CH-), 9.73 (s, 1H, NH), 11.62 (s,
1H, NH), 11.80 (s, 1H, NH). RMN *3C (DMSO, ds, 100MHz) &: 16.35, 110.99,
113.38, 121.25, 123.76,, 124.22, 124.72, 125.34, 125.48, 128.18, 131.88,
135.33, 139.28, 140.50, 174.37. IV (KBr, cm™): C=S (1196,22), C=N (1595.6),
N-H (3410.7). MS m/z (ES"): 387.0142 [M]".

4.3.3 2-((7-bromo-5-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-(4-metoxifenil) hidrazina
carbotioamida (LQIT/ PR-03)

RMN *H (DMSO, ds, 400MHz) 5: 2.41 (s, 3H, CHa), 3.76 (s, 3H, OCHy),
6.93 (d, 2H, J= 8.8 Hz, benzil), 7.26 (s, 1H, indol), 7.51 (d, 2H, J= 8.8 Hz,
benzil), 7.94 (d, 1H, J= 2.8 Hz, indol), 7.97 (s, 1H, indol), 8.37 (s, 1H, =CH-),
9.56 (s, 1H, NH), 11.53 (s, 1H, NH), 11.77 (s, 1H, NH). RMN **C (DMSO, d,
100MHz) &: 20.87, 55.23, 104.01, 111.68, 113.32, 120.74, 126.00, 126.41,
126.77, 126.77, 131.38, 131.62, 132.22, 133.69, 140.23, 156.70, 174.99. IV
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(KBr, cm™): C=N (1598.9), N-H (3149.1), N-H (3300.6), N-H (3439.2). MS m/z
(ES*): 418.9989 [M]".

4.3.4 2-((5-bromo-7-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-(4 metoxifenil)hidrazina
carbotioamida (LQIT/ PR-04)

RMN 'H (DMSO, ds, 400MHz) 5: 2.47 (s, 3H, CHs), 3.76 (s, 3H, OCHy),
6.94 (d, 2H, J= 8.4 Hz, benzil), 7.16 (s, 1H, indol), 7.52 (d, 2H, J= 8.8 Hz,
benzil), 7.96 (s, 1H, indol), 8.16 (s, 1H, indol), 8.37 (s, 1H, =CH-), 9.60 (s, 1H,
NH), 11.51 (s, 1H, NH), 11.86 (s, 1H, NH). RMN **C (DMSO, ds, 100MHz) &:
16.40, 55.26, 111.08, 113.38, 121.28, 123.74, 125.37, 125.51, 126.55, 131.76,
132.26, 135.35, 140.37, 156.68, 174.91. IV (KBr, cm™): C=S (1198.78), C=N
(1599.2), N-H (3311.5). MS m/z (ES*): 419.0001 [M]".

4.3.5 2-((5-bromo-7-mtil-1H-indol-3-il)metileno)-N-(p- tolil)hidrazina
carbotioamida (LQIT/ PR-05)

RMN *H (DMSO, ds, 400MHz) &: 2.30 (s, 3H, CHa), 2.48 (s, 3H, CHa),
7.17 (d, 2H, J= 8.4 Hz, benzil), 7.23 (s, 1H, indol), 7.57 (d, 2H, J= 8.4 Hz,
benzil), 8.05 (s, 1H, indol), 8.06 (s, 1H, indol), 8.34 (s, 1H, =CH-), 9.93 (s, 1H,
NH), 9.93 (s, 1H, NH), 12.35 (s, 1H, NH). RMN **C (DMSO, ds, 100MHz) &:
16.33, 20.51, 113.35, 117.79, 120.40, 121.23, 124.31, 124.47, 125.35, 126.30,
128.64, 135.33, 136.71, 138.77, 140.35, 174.45, 185.11. IV (KBr, cm™): C=N
(1589.7), N-H (3107.3), N-H (3171.7). MS m/z (ES"): 401.0279 [M]".

4.3.6 2-((7-bromo-5-mtil-1H-indol-3-il)metileno)-N-(p-tolil) hidrazina
carbotioamida (LQIT/ PR-06)

RMN *H (DMSO, ds, 400MHz) &: 2.40 (s, 3H, CHa), 3.36 (s, 3H, CHj),
7.16 (d, 2H, J= 8 Hz, benzil), 7.32 (s, 1H, indol), 7.54 (d, 2H, J= 8 Hz, benzil),
7.90 (s, 1H, indol), 8.28 (s, 1H, indol), 8.29 (s, 1H, =CH-), 9.93 (s, 1H, NH),
11.59 (s, 1H, NH), 12.26 (s, 1H, NH). RMN *3C (DMSO, ds, 100MHz) &: 20.85,



51

40.12, 104.32, 111.65, 118.51, 120.05, 124.62, 125.89, 125.99, 126.40, 127.24,
128.60, 131.38, 133.20, 133.79, 136.69, 139.11, 185.28. IV (KBr, cm™%): C=S
(1076.6), C=N (1595 ), N-H (3105.8).

4.3.7 2-((5-bromo-7-metil-1H-indol-3il)metileno)hidrazina carbotioamida(LQIT/
PR-07)

RMN 'H (DMSO, ds, 400 MHz, ppm): & 2,47 (s, 3H, CHa); & 7,16 (s, 1H,
indol); & 7,49 (s, 1H, NH,); & 7,885 (s, 1H, indol); & 8,01 (s, 1H, NH,); & 8,12 (s,
1H, indol); & 8,26 (s, 1H, indol); 5 11,18 (s, 1H, NH, indol); 5 11,82 (s, 1H, NH).
RMN 3C (DMSO, ds, 100 MHz, ppm): & 16,35; 111,09; 113,39; 121,27; 123,58;
125,13; 125,53; 131,78; 135,34; 140,39; 176,63.

4.3.8 2-((7-bromo-5-metil-1H-indol-3il)metileno)hidrazina carbotioamida (LQIT/
PR-08)

RMN *H (DMSO, dg 400 MHz, ppm): & 2,43 (s, 3H, CHs); 8 7,26 (s, 1H,
indol); & (s, 1H, NH,); & 7,825 (s, 1H, indol); & 7,98 (s, 1H, indol); & 8,03 (s, 1H,
NH,); & 8,26 (s, 1H, CH); & 11,19 (s, 1H, NH, indol); & 11,71 (s, 1H, NH). RMN
13C (DMSO, ds100 MHz, ppm): & 20,71; 103,87; 111,79; 121,05; 125,75;
126,47; 131,79; 133,71; 140,39; 176,61.

4.3.9 2-((5-bromo-7-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-(4- etilfenil) hidrazina
carbotioamida (LQIT/ PR-09)

RMN *H (DMSO, ds, 400MHz) &: 1.20 (t, 3H, J= 7.2 Hz, CHs), 2.50 (s,
3H, CHa), 2.61 (g, 2H, J= 7.2 Hz, CH,), 7.17 (s, 1H, indol), 7.21 (d, 2H, J= 8 Hz,
benzil), 7.59 (d, 2H, J= 8 Hz, benzil), 7.98 (s, 1H, indol), 8.17 (s, 1H, indol), 8.38
(s, 1H, =CH-), 9.65 (s, 1H, NH), 11.60 (s, 1H, NH), 11.86 (s, 1H, NH). RMN **C
(DMSO, des, 100MHz) &: 15.69, 16.37, 27.68, 111.02, 113.37, 121.25, 123.76,
124.37, 125.34, 125.47, 125.47, 127.46, 127.46, 131.83, 135.34, 136.90,
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140.33, 140.38, 174.42. IV (KBr, cm™): C=N (1593.4 ), N-H (3258.7), N-H
(3623).

4.3.10 2-((7-bromo-5-metil-1H-indol-3-il)metileno)-N-(4etilfenil)
hidrazinacarbotioamida (LQIT/ PR-10)

RMN *H (DMSO, ds, 400MHz) &: 1.19 (t, 3H, J= 7.6 Hz, CHs), 2.41 (s,
3H, CH3), 2.61 (q, 2H, J= 7.6 Hz, CH,), 7.20 (d, 2H, J= 8.4 Hz, benzil), 7.27 (s,
1H, indol), 7.57 (d, 2H, J= 8 Hz, benazil), 7.95 (s, 1H, indol), 7.97 (s, 1H, indol),
8.38 (s, 1H, =CH-), 9.62 (s, 1H, NH), 11.60 (s, 1H, NH), 11.78 (s, 1H, NH). RMN
13C (DMSO, ds, 100MHz) &: 15.69, 20.85, 27.68, 104.03, 111.64, 120.72,
124.67, 125.97, 126.40, 127.41, 131.38, 131.73, 133.70, 136.88, 140.29,
140.37, 174.53. IV (KBr, cm™): C=N (1499.3), N-H (3170), N-H (3294.2). MS
m/z (ES™): 415.0548 [M]".

4.4 Manutencao das culturas

Os parasitos e linhagens celulares foram cedidad gentilmente pelo Prof. Luiz
Carlos Alves do Departamento de Parasitologia do CPgAM/ FIOCRUZ.

4.4.1 Cultivo dos Parasitos

Formas promastigotas de Leishmania infantum (Cepa
MHOM/BR/70/BH46), foram mantidas em meio Schneider (Sigma)
suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de estreptomicina,
cultivadas em estufa incubadora para BOD - J. Prolab, modelo JP. 100
(LBCM/CPgAM) com temperatura de 26° C. As formas promastigotas foram
utilizados em fase exponencial de crescimento em todas as fases do

experimento.
4.4.2 Cultivo de Células Vero

Células Vero, foram cultivadas em garrafa de culturas, contendo meio

RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino, conservadas em estufa
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incubadora de CO, — Thermo Scientific Forma Series Il Water Jacket
(LBCM/CPgAM) a 5% de CO, a 37°C, sendo o meio de cultura trocado duas

Vezes por semana.

4.5 Analise da citotoxidade dos compostos

O teste de MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina) € baseado na reducdo dos sais amarelos de tetrazolio por
redutases mitocondriais de células metabolicamente ativas. Formando cristais
azuis, intracelularmente, que séo solubilizados e posteriormente analisados por
espectofotometria UV/visivel. Dessa forma, quanto menor for a viabilidade

celular, menor sera a reducdo do MTT e menor o sinal espectofotométrico.

Células Vero foram semeadas em placas de 96 po¢os nha concentracao
de 6x10° células/poco e incubadas em atmosfera de 5% de CO, a 37°C. Apds
24 horas, o sobrenadante foi removido e as células foram incubadas na
presenca de varias concentragcdes dos compostos (25; 12,5; 6,25; 3,13 e 1,56)
por 72 horas. ApoOs este periodo, o sobrenadante (Meio RPMI contendo os
compostos) foi retirado e adicionado a mesma quantidade de meio RPMI sem
vermelho de fenol mais 10 yL de MTT, a uma concentracdo de 5 mg/ml diluido
em Tampao fosfato salino (PBS), as células foram incubadas por 3 horas nas
mesmas condicbes de cultivo. Apds incubacdo, o MTT foi retirado
cuidadosamente e adicionado 100 uL de DMSO (dimetilsufoxido) por pogo para
a solubilizacdo dos cristais derivados da reducéo do MTT, seguido de agitacéo
da placa durante 15 minutos. A leitura da absorbancia dos cristais de formazan
solubilizados foi realizada utilizando o leitor de ELISA Benchmark Plus (Bio-
Rad), Califénia, EUA com comprimento de onda de 490 nm, por 15 segundos.
A porcentagem de células viaveis em relacdo as células controles foi estimada.
A concentracdo capaz de causar a perda de viabilidade em 50% (CCso) das
células foi determinada por andlise de regresséo linear dos dados obtidos pelo
software SPSS 8.0 para Windows. Foram realizado dois experimentos distintos

em quadruplicata.
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4.6 Atividade biolégica em Leishmania infantum

Para realizagdo dos testes in vitro dos derivados inddlicos-
tiossemicarbazonicos. As formas promastigotas Leishmania infantum foram
coletadas, contadas e diluidas em meio Schneider (Sigma) suplementado com
20% de SFB em uma concentracéo de 1x10° células/ml. Em seguida, as células
foram encubadas em diferentes concentragcdes dos compostos (25; 12,5; 6,25;
3,12 e 1,56 pg/ml), por 72 horas. No controle foram incubadas as células,
apenas com o meio Schneider. O crescimento da cultura foi acompanhado a
cada 24 horas, através de contagens utilizando a camara Neubauer. A
concentracdo que inibe 50% do crescimento dos parasitas-1Csy foi 0 parametro
utilizado para estimar a inibicdo do crescimento. A ICsq foi determinada apos 72
horas de cultivo por andlise de regresséo linear com o software SPSS 8.0 para
Windows. Cada teste foi feito em 2 experimentos independentes em triplicata. .
O indice de seletividade (IS) foi determinado como a razéo entre os valores de

CCsp € IC5p obtidos para cada composto.

4.7 Processamento para a microscopia eletronica de varredura

Formas promastigotas L. infantum controles e tratadas com
concentracdes da ICsg € 2x IC5¢ dos compostos LQIT/PR-02 e LQIT/PR-09 por
72 horas, foram lavadas e fixadas por 60 minutos em uma solugdo contendo
2,5% de glutaraldeido e 4% de paraformoldeido em tampé&o cacodilato de sédio
0,1M (pH 7,2) colocadas para aderir em laminulas previamente revestidas com
poly-lysina. Apés 20 minutos as laminulas foram lavadas com PBS para
retirada das células ndo aderidas e pdés-fixada por uma hora em uma solucéo
contendo 1% de tetréxido de 6smio (OsO4), 0,8% ferricianeto de potassio, 5
mM CaCl2 em tampéo cacodilato 0,1M. Em seguida, as células foram lavadas
em tampéao cacodilato de sodio 0,1 M, desidratadas em séries crescentes de
etanol e submetidas a secagem através do ponto critico no Critical Point dryer
HCP-2 (Hitachi), metalizadas com 20 nm de ouro no metalizador JFC-1100
(Jeol) e visualizadas através do microscopio eletrénico de varredura JEOL T-
200.
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5 Resultados e Discussao

5.1 Estudo Quimico

5.1.1 Mecanismos reacionais das tiossemicarbazonas

56

O mecanismo reacional para obtencédo das tiossemicarbazonas ocorre

em duas etapas distintas: a) uma reacéo de adicao de Michael e b) uma reacéo

de condensacao.

a) Reacao de adicdo nucleofilica e formacédo das tiossemicarbazidas — 12

Etapa

O mecanismo geral a seguir representa a formacdo dos compostos

intermediarios, ou seja, das tiossemicarbazidas substituidas. Caracteriza-se por

um ataque simultdneo do nitrogénio do hidrato de hidrazina ao carbono da

tiocarbonila, e deslocalizacdo dos elétrons para o0 nitrogénio vizinho,

conduzindo aos derivados tiossemicarbazonicos LQIT/LT-01, LQIT/LT-38,
LQIT/LT-45 e LQIT/LT-44 (Esquema 2) (TENORIO et al., 2005).

Esquema 2: Mecanismo de formacao dos compostos intermadiarios.

7N

H,N—NH, + S=C=N 7
2 2 N, _\R.,
.0
1S X
H ]S ‘ — R4
HZN\AI/C\N P
|® -
H

N N
H/\_/\H\)
S X
I | R
H,N_ .. C_..
2 \N/ \N Z
H H

R;: H; 4-CH;; 4-CH,CHj; 4-OCH,
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b) Reacdo de condensacéo e formacao das tiossemicarbazonas — 22 Etapa

A etapa da sintese para obtencdo dos compostos finais caracteriza-se
por uma reacao de condensacao. Ocorre uma ativacéo, por meio de um acido,
da funcéo aldeido do composto aromatico de escolha. O par de elétrons livres,
presente no nitrogénio da hidrazina, ataca o carbono positivo. Assim, ocorre a
deslocalizacdo dos elétrons com formacgéo e posterior eliminacdo de agua. O
nitrogénio que esta positivo protona a agua e finalmente forma-se o composto
final, esquematizado abaixo (Esquema 3) (MENDONCA, 2007).

Esquema 3: Mecanismo de formagao dos compostos finais.
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5.1.2 Caracterizacdo dos compostos das Tiossemicarbazonas

A elucidacdo dos compostos foi realizada através da ressonancia

magnética nuclear de 'H e *3C, infravermelho e espectrometria de massas.

Analisando os resultados do infravermelho (Figura 13), observamos que
a ligacdo (C=S) aparece na regido de (1076.62-1198.78) cm™, a banda (C=N)
foi encontrada na regido de (1499.36-1599.36) cm™ o que corrobora com 0s
dados da literatura onde em geral a funcdo azometina aparece entre 1556-
1630 cm™ e a banda (N-H) na regido de (3410.7-3105.8). Foi excluida a
possibilidade do tautomerismo tiona-tiol devido a auséncia de bandas na regiao
de 2500-2600 cm™ (TENORIO et al., 2005).

Figura 13: Espectro de infravermelho do composto LQIT/PR-02.
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Fonte: Préprio autor.

Na elucidagéo estrutural dos derivados de tiossemicarbazonas, podemos

observar no espectro de RMN'H a presenca do sinal do hidrogénio da ligacdo
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(H-C=N-), apresentando-se como um singleto entre 8,29-8,38 ppm. Foi
possivel observar também os sinais referentes aos hidrogénios das ligacGes
CHj3 do indol entre 2,41-2,50 ppm. Além disso, os sinais entre 11,22-11,64 e
11,18-12,35 ppm foram atribuidos aos hidrogénios dos grupos NH hidrazinico
e NH inddlico, respectivamente, como observar na figura 14. O sinal referente
ao NH aromético aparece entre 8,01-9,69 ppm. Este sinal aparece mais
blindado quando em comparacao com demais sinais de NH devido ao efeito de
ressonancia possivel de acontecer entre o nitrogénio e o carbono da
tiocarbonila (-NH-C=S; -N=C-SH)(OLIVEIRA et al., 2015).

Figura 14: : Espectro de RMN'H do composto LQIT/PR-02.
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5.2 Estudo Biologico

A literatura mostra que as tiossemicarbazonas apresentam atividade
leishmanicida (SCHODER et al., 2013; MELLOS, 2015; BRITTA ET al., 2012)
No presente trabalho realizada uma triagem da atividade bioldgica de 10
produtos sintéticos, derivados da estrutura da tiossemicarbazona sobre células
vero e sobre as formas promastigotas de L. infantum.

A realizacdo do teste de potencial citotoxico dos derivados-
tiossemicarbazonicos feito através da técnica de MTT, sendo um dos principais
parametros que deve ser estudado e considerado no desenvolvimento de uma
nova molécula com atividade biolégica, pois a molécula deve ser mais seletiva

ao parasito do que as células do hospedeiro (LINARES et al., 2006).

Os derivados foram capazes de induzir alguma toxidade nas células
vero, havendo uma variacdo entre os compostos testados, sendo o composto
LQIT/PR-10 o mais téxico com a CCspde 17,06 uM e o composto menos toxico
foi o LQIT/PR-05 com CCsp de 59,90uM. Os demais compostos apresentaram
CCso entre 17,33 e 46,38. A anfotericina B foi o farmaco padrao utilizado e
apresentou CCsp de 97,63 uM.

Os novos derivados indolicos-tiossemicarbazdnicos foram utilizados para
realizar o ensaio in vitro, com o objetivo de identificar os compostos mais
promissores. Testes com modelos animais sdo de fundamental importancia na
investigacdo para o desenvolvimento de medicamentos eficazes, mas novos
compostos candidatos a farmacos necessitam de uma selecdo prévia através
de ensaios in vitro (DRUILHE et al., 2002).

Analisando os resultados os compostos LQIT/PR foram capazes de inibir
as formas promastigotas, com valores de I1Csp que variam de 4,36 a 23,25 pM,
sendo os resultados mais significativos contra as formas de L. infantum as
moléculas LQIT/PR-02 e LQIT/PR-09 com valores de ICso de 5,60 uM e 4,36
UM, respectivamente (Tabela 1). Foi observado que o derivado LQIT/PR-09
obteve uma inibicdo de 100% das formas promastigotas nas concentracoes de
60,19; 28, 89 e 15,16 UM apos 48 e 72 horas.



Tabela 2: Atividade

leishmanicida
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in vitro dos derivados indodlicos-

tiossemicarbazonicos sobre promastigotas de L. infantum.

1Cs0
Composto pg/mL Y
LQIT/PR-01 2,37+0,2 6,12
LQIT/PR-02 2,17+0,3 5,60
LQIT/PR-03 3,520 8,43
LQIT/PR-04 3,73+0,1 8,93
LQIT/PR-05 9,37+0,4 23,35
LQIT/PR-06 4,60+0,6 11,46
LQIT/PR-07 5,18+0,1 16,70
LQIT/PR-08 4,19+0,1 13,51
LQIT/PR-09 1,81+0 4,36
LQIT/PR-10 4,97+0,4 11,97
Anfotericina B* 0,043+0,03 0,05

Br.

Br:

PR-09

Legenda: ICso— concentracéo que inibe 50% do crescimento das formas promastigotas de L. infantum

*Farmaco usado como referéncia nos testes in vitro.

Na avaliacdo leishmanicida foi verificado a eficacia dos derivados

inddlicos-tiossemicarbazonicos sobre as formas promastigotas de L. infantum.

Através da razdo entre a CCsp e a ICso foi possivel determinar o indice de

seletividade (IS). Os compostos que apresentaram ser mais seletivos ao

parasito do que as células de mamiferos, foram 0s mesmos que apresentaram
a melhor valor de ICsp, 0s derivados LQIT/PR-02 e LQIT/PR-09 apresentando

IS de 4,91 e 3,98 respectivamente, entretanto outros compostos destacamos

também o LQIT/PR-01 que apresentou valor de IS de 3,08 .



Tabela 3: Andlise do

tiossemicarbazonicos.

indice de seletividade dos derivados

1M
Composto ICso CCx IS
LQIT/PR-01 6,12 18,84 3,08
LQIT/PR-02 5,60 27,52 491
LQIT/PR-03 8,43 27,86 3,30
LQIT/PR-04 8,93 21,44 2,40
LQIT/PR-05 23,35 59,90 2,56
LQIT/PR-06 11,46 26,04 2,27
LQIT/PR-07 16,70 31,42 1,88
LQIT/PR-08 13,51 46,38 3,43
LQIT/PR-09 4,36 17,33 3,98
LQIT/PR-10 11,97 17,06 1,43
Anfotericina B 0,05 105.7 2114

Br:

Br:
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indolicos-

PR-02

PR-09

Legenda: ICs, — concentracéo que inibe 50% do crescimento das formas promastigotas de L.
infantum; CCso — concentragdo capaz de causar a perda da viabilidade em 50% das células

Vero; IS (indice de seletividade) — CCs, Vero/ICs, Promastigotas

Os compostos avaliados neste estudo possuem como diferenca

estrutural a presenca do nucleo indol substituido (5-CHs/7-Br; 5-Br/7-CH3z) e a

substituicdo presente no N* da tiossemicarbazona. Foi possivel observar que a

ordem do posicionamento dos grupos metil e bromo ligados ao indol ndo

repercutem diretamente na atividade leishmanicida como observado na tabela

2, sendo o efeito da atividade biolégica atribuida ao substituinte do N*.
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Em relacdo ao R; a presenca dos substituintes fenil (LQIT/PR-01 e
LQIT/PR-02), metoxi-fenil (LQIT/PR-03 e LQIT/PR-04) e etil-fenil (LQIT/PR-09)
ligados ao N* da tiossemicarbazona demonstram a importancia desses grupos
qguimicos para o aumento da atividade leishmanicidas MELLOS et al. (2015)
demostraram em seu trabalho que tiossemicarbazonas n&o substituidas no N*
(NH2) ndo obtiveram bons resultados na atividade leishmanicida ressaltando
assim a importancia da substituicdo com grupo aromatico nessa porcédo da
molécula, assim como evidenciado em nosso estudo, onde 0os compostos PR-
07 e PR-08 foram fracamente ativos contra formas promastigotas de L.
infantum. Estudos de MANZANO et al. (2016), demostram também que
tiossemicarbazona substituidas com compostos aromaticos sdo mais ativas

nas atividades biolégicas.

Os compostos LQIT/PR-09 e LQIT/PR-02 foram utilizados para
realizacdo da microscopia eletrénica de varredura com o objetivo de avaliar
acao do composto sobre a morfologia e membrana das formas promastigotas
de L. infantum. As moléculas foram incubadas em presenca dos compostos
nas concentracdes correspondentes a 1 e 2x ICsg por 72 horas e entdo
processadas como de rotina para microscopia eletrébnica de varredura. Nas
células sem tratamento a microscopia mostrou as promastigota com forma e
tamanho caracteristicos (corpo celular alongado e flagelo grande). A
anfotericina B foi capaz de causar destruicdo macica de todas as formas
promastigotas, causando desintegracdo dos parasitos. Para os compostos de
interesse deste estudo, foi evidenciado que em ambas as concentracoes
adotadas para esse experimento, os compostos foram capazes de causar
danos & membrana das formas evolutivas promastigotas de L. infantum. O
LQIT/PR-09 causou perda e /ou diminuicdo do flagelo além de causar
arredondamento do corpo celular. O LQIT/PR-02, além dos danos causados
pelo PR-09, este também foi capaz de causar destruicdo do corpo celular das

formas promastigotas de L. infantum. (Figura 15)
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Figura 15: Microscopia eletronica de varredura de formas promastigotas

de L. infantum.

1SkU x4, 808

JSM-sces

JEM-Sceo

Legenda: a- Células ndo tratadas; b- parasito tratado com 1x ICsq do composto PR-09; c-
parasito tratado com 1x ICsq do composto PR-02; d- Controle tratado com a Anfotericina B
(farmaco padao).

Alteracbes morfologicas no parasito também foram evidenciadas no
trabalho de Britta et al. (2015), onde as formas promastigotas tratadas com
derivados tiossemicarbazonicos mostram alteracbes na forma, tamanho e

desintegracao celular em parasitos, assim como foi observado nesse trabalho
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6 CONCLUSOES

Os derivados inddlicos-tiossemicarbazonicos sintetizados, obtiveram
metodologia satisfatoria, sintese acessive le bons rendimentos. Além
disso os compostos tiveram suas estruturas elucidadas e a triagem
famacoldgica realizada, fornecendo resultados em relacdo a estrutura
atividade.

Os estudos da citotoxicidade mostraram que os derivados indolicos-
tiossemicarbazonicos foram pouco citotoxicos, onde os compostos LQIT/
PR-05 apresentou valor de CCsp de 59,90 uM , os demais compostos
apresentou valores de CCs entre 17,06 uM e 46,38 uM;

O resultado da atividade biologica dos derivados sobre as formas
promastigotas, mostrou que todos apresentaram potencial leishmanicida
, sendo o LQT/PR-02 e LQT/PR-09 as moléculas com os melhores
resultados com respectivo ICso de 5,60 e 4,36 puM, mostrando que essas
moléculas possuem atividade bioldgica promissora.

Para corroborar com esses resultados promissores, na microscopia
eletrbnica de varredura foi observado a mudanca na morfologia do
corpo e alteracdes no flagelo dos parasitos tratados com 0s compostos o
LQT/PR-02 e LQT/PR-09, possibilitando uma futura investigacdo do

mecanismo de acdo dessas moléculas.
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