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RESUMO

As Leishmanioses estdo entres as doencas tropicais negligenciadas, atingindo
milnGes de pessoas por ano, principalmente em paises subdesenvolvidos. Doenca
infecciosa, causada por um protozoario do género Leishmania, da familia
Tripanosomatidae, a leishmaniose possui tratamento realizado através de farmacos
antimoniais pentavalentes. Os farmacos de segunda escolha sdo a anfotericina B e
a pentamidina. Porém o uso desses medicamentos € limitado devido a sua alta taxa
de efeitos adversos e ao aparecimento de resisténcia do protozoario. Dessa forma
surge a necessidade da busca de novos farmacos que sejam mais eficazes e
especificos para tratamento da doenca. Nesse contexto, 0s derivados
tiossemicarbazonicos sao importantes compostos na busca dessas alternativas
medicamentosas devido as suas propriedades quimica e bioldgicas e por possuir via
sintética simples e rapida. Suas atividades ja foram estudadas e comprovadas, como
sua acao antichagasica, antitumoral, antibacteriana e antiprotozoéria. Diante disso
foram obtidos novos compostos tiossemicarbazoénicos e tiazolidindnicos, através de
rota sintética linear, partindo da reacdo de um isotiocianato e um aldeido, com
obtencdo da tiossemicarbazona e sua posterior ciclizacdo e consecucao das 4-
tiazolidinonas. A citotoxicidade dos compostos foi avaliada em macréfagos através
do método de reducdo dos sais amarelos de tetrazdlio, in vitro, que analisa a
concentragédo capaz de inviabilizar 50% das ceélulas macrofagicas. Os efeitos dos
compostos sobre o crescimento de formas promastigotas de Leishmania infantum
foram avaliados com base no estudo in vitro, onde se averiguou o valor capaz de
inibir metade da concentragdo da espécie estudada, para que em seguida fosse
determinado o indice de seletividade de cada composto. Devido a importancia da
producdo de Oxido nitrico no que diz respeito a eliminacdo de patdgenos pelas
células fagocitarias, foi avaliada, através do reagente de Griess, 0 estimulo da
producdo do &cido pelos macrofagos frente aos compostos sintetizados. Toda série
D foi devidamente caracterizada por métodos espectroscopico e espectrométricos. A
analise dos dados mostrou que todos as moléculas apresentaram atividade inibitoria
frente as células promastigotas (fase evolutiva flagelada) da Leishmania infantum,
com destaque para o composto LQIT/D04 que apresentou a menor concentragao
inibitoria e valor de citotoxicidade inferiores ao controle (anfotericina B). O teste de
Oxido nitrico em macréfagos apresentou resultados significativos para os compostos
LQIT/DO01, LQIT/DO3 e LQIT/D04, evidenciando o potencial leishmanicida da série.
Em relacdo aos estudos de estrutura/ atividade se verificou que a estratégia de
ciclizacdo aumentou a acdo das substancias frente a Leishmania infantum, bem
como a adicdo do substituinte &cido propibnico na posicdo cinco do anel
tiazolidinico. Fundamentado nos dados obtidos, a tiossemicarbazona e seus
derivados tiazolidindnicos se mostram como fortes candidatos a farmacos no
tratamento da leishmaniose.

Palavras chaves: Leishmaniose. Isotiocianato. Tiossemicarbazonas. Leishmania

infantum. Macréfagos.



ABSTRACT

Leishmaniasis are among the neglected tropical diseases, reaching millions of
people per year, especially in underdeveloped countries. An infectious disease
caused by a protozoan of the Leishmania genus of the family Trypanosomatidae,
leishmaniasis is treated by pentavalent antimonial drugs. The drugs of second choice
are amphotericin B and pentamidine. However, the use of these drugs is limited
because of their high rate of adverse effects and the appearance of protozoan
resistance. Thus, the need for the search for new drugs that are more effective and
specific for the treatment of the disease arises. In this context, thiosemicarbazonic
derivatives are important compounds in the search for these drug alternatives due to
their chemical and biological properties and to have a simple and rapid synthetic
route. Its activities have already been studied and proven, as its antichagasic,
antitumor, antibacterial and antiprotozoal action. In this way, new thiosemicarbazonic
and thiazolidinonic compounds were obtained through linear synthetic route, starting
from the reaction of an isothiocyanine and an aldehyde, obtaining the
thiosemicarbazone and its subsequent cyclization and the achievement of the 4-
thiazolinones. The cytotoxicity of the compounds was evaluated in macrophages by
the in vitro tetrazolium salts reduction method, which analyzes the concentration
capable of impairing 50% of macrophage cells. The effects of the compounds on the
growth of promastigotes forms of Leishmania infantum were evaluated based on the
in vitro study, where the value capable of inhibiting half the concentration of the
studied species was investigated, so that the selectivity index of each compound .
Due to the importance of the production of nitric oxide in relation to the elimination of
pathogens by phagocytic cells, the stimulation of the production of the acid by
macrophages against the synthesized compounds was evaluated through Griess
reagent. Every D series was suitably characterized by spectroscopic and
spectrometric methods. Data analysis showed that all the molecules presented
inhibitory activity against the promastigote cells (flagellated evolutionary phase) of
Leishmania infantum, with emphasis on the compound LQIT / D04 that presented the
lowest inhibitory concentration and cytotoxicity value lower than the control
(amphotericin B) . The nitric oxide test in macrophages presented significant results
for the compounds LQIT / D01, LQIT / D03 and LQIT / D04, evidencing the
leishmanicidal potential of the series. In relation to the structure / activity studies, it
was verified that the cyclization strategy increased the action of the substances
against Leishmania infantum, as well as the addition of the propionic acid substituent
in the position five of the thiazolidine ring. Based on the data obtained,
thiosemicarbazone and its thiazolidinonic derivatives are shown as strong drug
candidates in the treatment of leishmaniasis.

Key words: Leishmaniasis. Isothiocyanate. Thiosemicarbazones. Leishmania
infantum. Macrophages.
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1. INTRODUCAO

Segundo o0 ministério da saude (2010), doencas negligenciadas, termo
utilizado para designar doengas prevalentes nas regides em condi¢cdes de pobreza
ou em desenvolvimento, representam uma forte barreira no progresso de um pais e
contribui para manutencdo da desigualdade social, afetando mais de 1 bilhdo de
pessoas em todo mundo, o que representa um sexto da populacdo mundial. Devido
ao desinteresse das grandes empresas farmacéuticas, a producédo de conhecimento
cientifico acerca dessas enfermidades ndo vem produzindo resultados significativos
no que diz respeito a producdo de novos medicamentos, pois, a falta de potencial

comprador ndo atrai investimentos na area (SOUZA et. al., 2010).

A leishmaniose, doenca negligenciada provocada por diferentes espécies de
protozoarios flagelados do género leishmania, afeta doze milhdes de pessoas em
todo mundo e provoca cerca de oitenta mil mortes anualmente. Tendo a sua forma
clinica ndo-letal a leishmaniose tegumentar (LT) e a letal a leishmaniose visceral
(LV), quando nao tratada, afetando quinhentas mil pessoas de todo contingente
infectado (IQBAL et al., 2016). Na américa latina, umas das areas endémicas,
possuem pelo menos oito espécies diferentes, cada uma com sua prépria
patogenicidade e viruléncia (MONTALVO, et al., 2012). Enquanto no Brasil, que
abriga 90% dos casos registrados, as regides de maior predominancia da doenca se
concentra no norte e nordeste do pais, embora atinja todo o territério, com uma

menor preeminéncia na regido sul do pais (FINATEC, 2010).

s

O tratamento de escolha para essa patologia é limitado, e envolve
principalmente antimoniais pentavalentes, como medicamento de primeira escolha,
anfotericina B e pentamida, como farmacos de segunda escolha (CROFT, 2011).
Contudo, efeitos colaterais no tratamento com antimoniais, como arritmia cardiaca e
pancreatite, foram observados, bem como disseminacdo de resisténcia a mesma. A
alternativa com anfotericina B e pentamidas também néo esta livre de toxicidade, e
somado a teratogenicidade e alto custo de mercado torna seu uso restrito (CROFT,
2011).

Diante da dificuldade no tratamento, as tiossemicarbazonas (TBZ) se

mostram como fortes candidatos a novos farmacos no tratamento da leishmaniose,
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visto a sua agdo ja descrita na literatura frente a Leishmania amazonenses, onde 0s
estudos demonstraram acéo antiploriferativa do devido a alteracbes morfolégicas e
ultraestrutural do parasita, bem como interferéncias em diversos processos celulares
gue acarretaram em mudancas na forma e funcdo mitocondrial, e presenca de
caracteristicas celulares constatado em células que sofrem apoptose (BRITTA,
2014).

Ainda, as tiossemicarbazonas podem ser vistas como analogos estruturais
das 4-tiazolidinona, obtidas a partir da ciclizacdo das tiossemicarbazonas, que, por
sua vez, possuem diversas atividades descritas na literatura tais como, anticancer,
antibacteriana, antiviral, antituberculosa, antimicrobiana, antifingica e antiparasitaria
(SANTIAGO, 2014). Outra vantagem esta na possibilidade de substituicdes no anel
heterociclico da tiazolidina nos permitindo realizar um estudo de relacdo estrutura-
atividade (REA), visto que diferentes substituintes podem apresentar efeitos distintos
(LEITE, et al. 2016).

Diante deste cenario, o Laboratério de Quimica e Inovacdo Terapéutica
(LQIT/UFPE) surge com a proposta de sintetizar novos derivados
tiossemicarbazonicos e seus analogos substituidos, como potenciais farmacos no
tratamento da leishmaniose através de testes in-vitro, haja vista a dificuldade de

tratamento ante essa afeccéao.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

v Sintese de novos derivados da tiossemicarbazona e tiazolidinona com

potencial atividade leishmanicida.

2.2. Objetivo Especifico

4 Sintese e determinacdo das caracteristicas fisico-quimicas dos novos

derivados tiosemicarbazonicos e tiazolididinicos;

4 Elucidacéo estrutural através de técnicas espectroscopicas no infravermelho,

ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e espectrometria de massas;
4 Analisar a citotoxidade dos compostos, atraves da determinacdo do CCso.

v Avaliar o efeito dos compostos sobre o crescimento de formas promastigotas
de Leishmania infantum, através da determinacéo da ICso;

v Estimar o indice de seletividade dos compostos frente as formas

promastigotas de Leishmania infantum;

v Avaliacdo da producéo do 6xido nitrico (NO).
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. Leishmaniose: caracteristicas gerais.

A leishmaniose é um protozoario tripanossomatideo, pertencente a ordem
kinetoplastida, do género Leishmania, que compreende mais de 20 espécies
diferentes. Podem ser divididas de acordo com suas manifesta¢des clinicas em dois
grandes grupos: leishmaniose visceral, também conhecida como calazar, e
leishmaniose tegumentar (LT), subdividida em cutanea e muco-cutanea (SUNDAR,
2013; WHO, 2010).

Comumente a LV é causada pela L. donovani no subcontinente indiano, Asia
e Afrtica, enquanto a L. infatum acometem regides como América do Sul,
Mediterraneo e Asia central (SILVA, 2008), enquanto a LT atinge principalmente
regibes tropicais e subtropicais. Sete diferentes espécies ja foram identificadas no
Brasil. Com trés espécies principais: L.(V.) braziliensis, L.(V.) guyanensis e L.(V.)
amazonenses, e demais espécies L.(V.) lainsoni, L.(V.) naiffi, L.(V.) lindenberg e
L.(V.) shawi em estados das regibes Norte e Nordeste (MINISTERIO DA SAUDE,
2007).

Tratando-se de parasitas pleomérficos assumem duas fases evolutivas
majoritarias: promastigotas, formas flageladas que se desenvolvem no trato
gastrintestinal do vetor, e amastigotas, formas nao flageladas que se multiplicam
dentro de células macrofagicas dos mamiferos (figura 1) (PACE, 2014; FEITOSA,
2016).

Figura 1: Microscopia das formas promastigotas (A) e amastigotas (B) da leishmania
spp.
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Fonte: Modificada de SILVA (2008).
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3.2. Epidemiologia da Leishmaniose spp.

A epidemiologia da leishmaniose € bastante diversificada. A doenca esta
presente nos subcontinentes indianos e juntos com Brasil e leste da Africa formam
as areas mais endémicas. Por volta de 90% dos casos estdo presentes em seis
paises: Brasil, Bangladesh, Etiépia, india, Suddo e Sud&o do sul. Em todo mundo é
estimado cerca de 300.000 novos casos por ano. A regido sudeste da Africa é a
Unica regido que possui politicas publicas efetivas (menos de 1 caso a cada 10000
habitantes) no combate a LV como problema de saude publica, devido a ferramentas
modernas de prevengao e vigilancia intensa dos casos, reduzindo a mortalidade
(WHO, 2015).

Séo estimados cerca de 0,7 — 1,2 milhdes de casos de leishmaniose cutanea
(LC), principalmente no litoral mediterraneo, Américas e oeste da Asia, cada regio
contribuindo com cerca de 30% dos casos, embora 75% estejam concentrados no
Brasil, Siria e Afeganistdo. Por volta de 35.000 casos de leishmaniose muco-cutanea

ocorrem anualmente principalmente no Brasil, Peru e Bolivia (WHO, 2012).

No Brasil no ano de 2012 foram registrados 5,1 casos por 100.000 habitantes,
atingindo majoritariamente criangas menores de 5 anos e adultos entre 20 — 50
anos, com distribuicdo geografica diversificada; sete estados apresentaram as
seguintes variagdes: 196 a 341 casos (Para, Maranhdo, Tocantins, Ceard, Bahia,
Minas Gerais e Mato Grosso do Sul), dois estados, 83 a 195 (Piaui e Sdo Paulo) e
guatro estados variaram de 30 a 82 (Rio Grande do Norte, Pernambuco, Sergipe e
Mato Grosso) (PAHO-WHO, 2014).

De acordo com o ministério da saude de 2014, Pernambuco acumulou 299
casos de 2010 — 2013, com quase totalidade concentrada no Agreste e Sertao,
representando 2% do total de casos em todo territério nacional. Ainda, de 2005 —
2014 aconteceram 732 internacdes de residentes em Pernambuco tendo como
diagnéstico LV, em maior nimero no ano 2014, seguido de 2006 e 2008, resultando
s6 nestes dois anos 41,3% do total da série histérica. Essas internacdes
representam 0,014% do total de internacdes de residentes no estado de

Pernambuco.
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Os dez municipios que apresentaram 0 maior namero de casos em
Pernambuco foram: Petrolina (13,7%), Salgueiro (7,2%), Ouricuri (6,6%), Santa
Maria da Boa Vista (4,8%), Caruaru (3,7%), Santa Cruz (2,8%), Serra Talhada
(2,7%), Goiana (2,6%), Tamandaré (2,4%) e Carnaubeira da Penha (2,1%), que
juntos representaram 48,7% (LEITE, 2016). Com base nesses dados, pode-se
observar uma discrepante prevaléncia de casos nas zonas rurais quando comparado

com a zona urbana ou periurbanas, como mostra a figura 2.

Figura 2: Acumulados de casos da leishmaniose visceral em Pernambuco por
municipio de 2005 — 2014.
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Fonte: LEITE, 2016.

A figura 3 apresenta os valores percentuais de acordo com sua situagao de
domicilio. Nota-se que, no inicio da série historica, 66% dos casso residiam nas
zonas rurais e 31% em zonas urbanas. Entre 2005 a 2008, houve predominio dos
casos em zona rural. Entre 2009 a 2011 esses valores apresentaram variacdes dos
valores percentuais. E, nos Ultimos trés anos observou-se uma sobrepujanca da

percentagem de casos na zona urbana em comparacgéo a zona rural (LEITE, 2016).
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Figura 3: Casos de Leishmaniose Visceral Humana de Pernambuco de acordo com

a situacao de domicilio (zona urbana, rural), 2005-2014.

66%

3 22 29
29 ' 5 ag 29 az
© 9 o 1% 2% 0% 0% 1%
) M’M—M
2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
P rbana Rural —@— Periurbana

Fonte: LEITE, 2016.
3.3. Vetor: caracteristicas gerais

O inseto transmissor fémea, pertencente ao género Pheblotomus, na Europa,
Asia e Africa; e Lutzomyia na América, é o vetor responsavel pela transmissdo da
Leishmaniose (figura 4). Esse inseto hemat6fago mede em torno de 2-3 mm, sua
coloracdo varia dentre um contraste do preto ao branco e possui uma caracteristica
Unica que difere de outros dipteros, suas asas e posicionam no angulo do abdémen
(KUILDER, 2016; KILLICK-KENDRICK, 1999).

Possuem habitos alimentares que varia do crepusculo ao amanhecer, embora
algumas espécies possam agir durante o dia quando dentro das casas, método que
dificulta o exterminio por pulverizagdo de inseticidas; tendem a sondar o mesmo
hospedeiro o que aumentam a carga de infeccdo, método adaptativo que aumenta a
taxa de infeccdo. Devido a sua incapacidade de voar em grandes alturas (cerca de
1m), diminuem as chances de pessoas que habitam niveis superiores sejam
contaminados (READY, 2013; KILLICK-KENDRICK, 1999; HEWITT, 1998).
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Figura 4: Flebotomineo fémea: transmissor da leishmaniose.

Fonte: LINDHOLZ, 2015.

3.4. Ciclo biolégico da Leishmania spp.

Duas formas majoritarias séo identificadas no ciclo de vida para esse
protozoario: uma extracelular, forma promastigota, flagelada longa medindo de 15 a
20um, encontradas no trato gastrintestinal do vetor, e outra forma, amastigota,
encontrada dentro de células mononucleares fagocitarias (macrofagos e neutrofilos)

de hospedeiros mamiferos, medindo de 3 a 5um (PACE, 2014).

A forma promastigota, encontrada no vetor flebotomineo, reproduz-se
extracelularmente no trato alimentar do inseto (figura 5), (CYSNE-FINKELSTEIN et
al., 1998). A infeccdo se inicia a partir da inoculagdo do parasito das formas
infectantes promastigota metaciclica no hospedeiro vertebrado durante o repasto
sanguineo (MONTALVO et al., 2011).

As ferramentas de sobrevivéncia do parasito dependem de diversos fatores
no interior do hospedeiro vertebrado, fruto de uma constante evolucdo adaptativa.
Ao atingirem a corrente sanguinea, mecanismo préprios para evitar a lise celular sao
ativadas pelo sistema complementar da célula. Devido a esse sistema protetor o
parasito consegue sobreviver a chegada até o macréfago e penetra-lo através da
manipulacdo dos receptores (CAMPOS-FONTE et al., 2005).
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Figura 5: Ciclo bioldgico da leishmaniose spp.
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A interacdo da forma promastigota com a célula hospedeira € essencial para
sua viruléncia. Durante o repasto o inseto inocula uma saliva com potencial de
antiagregacao plaquetaria e vasodilatador: o maxidilan, vasodilatador mais potente
que se tem conhecimento, facilitando a fluidez do sangramento e transmissédo da
forma metaciclica promastigota. Alteracdes a nivel de membrana do macrofago séo
de extrema importancia para uma invasao bem sucedia. Dentre as moléculas
presentes na membrana da leishmania duas se destacam para a ocorréncia da
penetracdo e seu estabelecimento no interior do vacuolo: a glicoproteina gp63 e a
molécula lipofosfoglicana LPG, que interagem com receptores do complemento -
CR1 e CR3 - presentes nas membranas do macrofago (MOSSER & ROSENTHAL,
1993).

A molécula gp63 estd diretamente envolvida na protecdo das formas
amastigotas a degradacdo, convertendo o componente C3b em uma forma inativa,
C3bi, do sistema complemento por meio de sua clivagem. Dessa forma impedem a
opsonizacdo pelo complemento evitando a degradacdo mediada por esta via. A
concentracdo da gp63 diminui durante a diferenciagdo entra as formas

promastigotas em amastigotas, o que evidencia sua ligacéo direta no processo de
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entrada, manutencéo da vida celular e modulacao da resposta imune do hospedeiro
(Revisado de OLIVER, 2005).

Igualmente importante no estabelecimento da forma promastigota e
diferenciacdo em amastigota € a molécula LPG. Sendo a estrutura mais abundante
na superficie na membrana da célula promastigota, age de forma sinérgica junto a
gp63 afetando uma série de mecanismos desencadeados pelo hospedeiro, como a
degradacdo do conteudo vacuolar. A molécula é transportada para a membrana
vacuolar, impedindo a fusédo do lisossomo com a membrana do vacuolo parasitoforo.
Isso pode ser evidenciado pela a abudéancia de LPG na membrana do parasito,
formando um glicocdlix que protege a célula, reduzindo sua expressao a medida que
vai se diferenciando da forma metaciclica em amastigota, permitindo que enfim
ocorra a fusdo do lisossomo com o vacuolo parasitéforo (GRUENBERG & VAN DER
GOOQT, 2006).

Apos a invasado do parasito a célula hospedeira, o vacuolo é formado devido a
maturacao e fusdo de organelas da via endocitica e torna-se acidificado (PH entre
4,7 a 5,2) apos 30 minutos pds formacéo, com o intento de matar a célula invasora.
Porém, as formas amastigotas superam e sobrevivem mantendo o PH intracelular
em torno de 7,0. Isso devido a um gradiente de protons presente na membrana
celular, que regula a acidez do meio, mantendo dessa forma a sobrevivéncia da
mesma (figura 6) (BURCHMORE & BARRET, 2001).
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Figura 6: Entrada e estabelecimento da leishmania spp. dentro do macréfago,
diferenciacdo da forma promastigota em amastigota, formacdo do vacuolo e

estabelecimento do PH no interior da célula.
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Fonte: Préprio autor.

ApoOs diferenciacdo do protozoario no interior do hospedeiro e
estabelecimento do PH, ha uma proliferacdo de amastigotas no interior do vacuolo
com posterior lise do macréfago infectado, o que leva a infeccdo de outras células

fagocitarias e consequente infeccado do hospedeiro vertebrado (figura 7).
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Figura 7: Ciclo da leishmania spp no interior da célula hospedeira.
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Fonte: Modificado de VANNIER-SANTOS, 2002.
3.5. Manifestacdes clinicas

As formas clinicas variam do organismo infetante (espécie e linhagem),
resposta imunoldgica do hospedeiro em questdo, espécie do mamifero, idade,
estado nutricional, co-infecgbes com HIV e ainda de acordo com a regido geografica.
Todos esses fatores alteram significativamente as manifestagfes clinicas da doenca
(WHO, 2017).

Descoberta por Charles Nicolle em 1908, a Leishmania infantum, espécie

7

estudada no presente trabalho, € o agente etiolégico causador da LV no Brasil,
forma agressiva da doenca que, quando nédo tratada, pode levar o individuo a obito.
Em casos esporadicos a L. infantum pode se manifestar como LT, causando lesfes
cutaneas localizadas (figura 8). Embora outras partes do corpo possam ser afetadas,

provocando multiplas lesées (WHO, 2017).
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A LV é a condi¢éo clinica mais grave da doenca. As formas amastigotas se
instalam em células reticulares do endotélio de visceras, como baco, intestino e
linfonodos, podendo permanecer assintomatica durante os primeiros meses ou até
anos, dependendo da resposta imunolégica do hospedeiro. Apés o periodo de
incubacdo sintomas tais como, febre baixa diaria, anemia, prostracdo geral,
protrusdo abdominal devido ao inchaco no baco e figado (Figura 8), tosse,
linfoadenopatia e emagrecimento, podem aparecer variando para cada individuo.
Ainda, individuos com a forma assintomatica do calazar pode evoluir para forma
subclinica e um posterior quadro chamado calazar classico, forma crénica da
doenca (WHO, 2017; MURRAY, 2005; CASSILHAS, 2004).

LT é a manifestacéo clinica da leishmaniose que acomete a pele e mucosas
de individuos infectados. Embora ndo seja letal, causa significante morbidade, dores
intensas, manifestacdes dermatoldgicas secundarias e sarcoidoses; acompanhada
de forte estigma social e psicoldgico, devido as desfiguracdo e degeneragbes de
face, nariz, testa e membros inferiores (IQBAL, 2016). Representa 75% de todos
novos casos da doenca afetando cerca de 1,5 milhdes de pessoas por ano (IQBAL,
2016; MARKLE & MAKHOUL, 2004).

Figura 8: ManifestagBes clinica da leishmaniose por L. infantum: A) extensiva

hepatoesplenomegalia; B) leséo cutanea localizada.

Fonte: Modificada de WHO, 2017.
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3.6. Diagnéstico e tratamento

Diferentes técnicas podem ser utilizadas no diagnéstico da leishmaniose;
avancos vem ocorrendo no que diz respeito a deteccdo da doenca, porém, a
despeito da gama de testes, ndo existe nenhum que garanta cem por cento de
sensibilidade e especificidade, sendo necessario a associa¢cdo dos mesmos para um
diagnéstico definitivo (GONTINJO & CARVALHO, 2003).

A investigacdo é feita com base em parametros epidemiolégicos, fatores
clinicos e testes laboratoriais (GOTO & LINDOSO, 2010). Se tratando da
epidemiologia, a area em que o individuo se encontra, ou se 0 mesmo Vviajou para
regides endémicas, é de extrema importancia para um diagnéstico (LEDERMAN,
2008). Clinicamente a doenca pode se manifestar mais tardiamente ou nao, isso ira
depender do paciente em questdo. Como ja foi dito anteriormente, fatores como
condicao nutricional, estado imunolégico, infec¢cdo secundéria, dentre outros, pode
tornar o periodo de incubacdo curto, fomentando a fase aguda da doenca (WHO,
2014).

A confirmacdo parasitologica pode ser feita em material obtido a partir de
escarificacdo (quando LT), biopsia e/ou puncéo aspirativa da lesdo cutanea ou
viceral (PORFIRIO-PASSOS, et al., 2012); se tratando da LV a puncao aspirativa é
realizada no baco, figado, medula 6ssea ou linfonodos; o material recolhido em
seguida € tratado para impressao em laminas, inoculacdo em animais de laboratorio,
isolamento em meio de cultura, histopatologia e confeccdo de esfregaco (GONTIJO
& MELO, 2004).

No Brasil, os testes laboratoriais mais utilizados para o exame sorolégico sao
o de reacdo de imunoflorescéncia indireta (RIFI) e o de ensaio imunoenzimatico
(Enzyme Linked ImmunonoSorbent Assay, ELISA), que utilizam antigenos brutos e
sdo limitados em termos de especificidade e reprodutibilidade, resultando na
ocorréncia de reacdes cruzadas com outras parasitoses e alto custo de
reprodutibilidade em larga escala, respectivamente. Embora o RIFI seja um teste
mais especifico o teste de ELISA ainda € o mais utilizado por ser mais rapido, barato
e um pouco mais sensivel. Em ambos os testes séo utilizados quase sempre

promastigotas de cultura, parasitas intactos ou moléculas soluveis e por
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apresentarem reacdes cruzadas sdo necessario diagnostico diferencial com outra
doenca (SUNDAR & RAI, 2002).

A abordagem inicial no tratamento € feita com a base em antimoniais
pentavalentes (figura 9), tais como estibogluconato de so6dio e antimoniato de
meglumina. Todavia, o uso dessas drogas é limitado, e vem acompanhado de
perigosos efeitos colaterais, alto custo, variabilidade de resultados em doses
idénticas e surgimento de resisténcia (SERENO, et al., 2000). Alternativamente
anfotericina B, miltefosina, pentamidina e paromicina, vém sendo utilizadas (IQBAL,
et al., 2016).

Figura 9: Antimoniais pentavalentes
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Fonte: Adaptado de NAGLE, 2014.

A anfotericina B (figura 10) € um agente antifingico e a droga de segunda
escolha no tratamento de todas as formas de leishmanioses, que foi descoberta da
bactéria Streptomyces nodosus (SINGH & SIVAKUMAR, 2004). Seu mecanismo de
acao esta associado a seletividade na porcdo ergosterol da membrana plasmatica
do parasito criando poros polares, o que aumenta sua permeabilidade, fazendo com
gue ions de diversas moléculas saiam da célula, a levando a morte. Contudo, além
do alto custo possui efeitos colaterais severos e muito perigosos, como febre
acompanhada de tremor e rigor; tromboflebites, hipocalemia severa, alteracdes no
miocardio e até mesmo a morte (MISHRA, et al.,, 2007). Mais recentemente a
toxicidade e eficacia foi amplamente melhorada devido ao incremento de
formulacdes lipidicas a droga original, incrementando a concentracdo da droga no
local da infeccdo, reduzindo a toxicidade sistémica, tempo de cura e custo
(SUNDAR, 2010).
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Figura 10: Estrutura quimica da Anfotericina B
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Fonte: Préprio autor.

A miltefosina (Figura 11), um analogo alquilfosfocolina, foi inicialmente
desenvolvida para o tratamento de neoplasias, sendo mais tarde evidenciados seus
efeitos no tratamento de LV em pacientes imunodeficientes, porém seu mecanismo
de acdo extrapolou a terapéutica provocando modulacdes em células mamérias e
ouras vias mitogénicas. Seus efeitos colaterais incluem distlrbios gastrointestinais,
nefrotoxicidade e teratogenicidade (SUNDAR & CHATTERJEE, 2006).

Figura 11: Estrutura quimica da miltefosina
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Fonte: Préprio autor.

A pentamidina (figura 12) trata-se de um derivado aromatico quimicamente
definido por 4-[5-(4-carbamimidoil-fenoxi)pentoxilbenzenocarboximidamida, que
inicialmente seria utilizada como droga hipoglicemica, que mais tarde veio
demonstrar seus efeitos na LV. Porém também com efeitos adversos severos como
sensacado de queimacao, figado de formato anormal, disfuncéo renal, nduseas e
raramente diabetes Mellitus (SUNDAR & CHATTERJEE, 2006). Seu mecanismo de
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acdo nao esta bem estabelecido, no entanto, estudos sugerem que o farmaco atua
na inibicdo da enzima S-adenosil-L-metionina descarboxilase, interferindo com
sintese de poliaminas e diminuindo o potencial de membrana da mitocondria (KAUR
& RAJPUT, 2014).

Figura 12: Estrutura quimica da pentamidina
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Fonte: Préprio autor.

A paromicina € uma droga efetiva frente a diversas bactérias, protozoarios e
Leishmania spp. (TRACY & WEBSTER, 2001), cujo o mecanismo de acdo de acao
estd associado a inducdo de dissociacdo e disfuncdo respiratéria nos modelos
experimentais. Seus efeitos adversos estdo associados a disfuncdo hepatica,
ototoxicidade, rachaduras na pele e prurido local (SUNDAR, et al., 2007). Ainda nao
se tém estudos que elucidem os possiveis mecanismos de acao, pois estudos
voltados para esse fim estdo voltados para fungos e bactérias, principalmente
(BANDHARI et al., 2014).

A sitamaquine é um 8-aminoquinolina (figura 13) é um forte candidato a
farmaco no tratamento da LV por via oral. Sua eficacia terapéutica foi verificada em
modelos animais. A vantagem desse medicamento estd na velocidade de
eliminacéo, pois possui tempo de meia-vida curta, impedindo o desenvolvimento de
resisténcia. Seu mecanismo de acdo esta associado a sua capacidade de provocar
um rapido colapso no potencial elétrico da membrana plasmatica mitocondrial da
Leishmania. Os principais efeitos colaterais obervados foram: nefrotoxicidade,
glomerulonefrite e necrose tubular (MESQUITA, 2013; LOISEAU et al., 2011).
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Figura 13: Estrutura quimica da sitamaquine.

CH,
HyC0

Fonte: LOISEAU et al., 2011.
3.7. Tiossemicarbazonas

Na guimica medicinal as tiossemicarbazonas se mostram como moléculas de
grande interesse devido a sua versatilidade quimica e biologica, tais como atividades
antitumorais, antiflamatorias, antibacteriana, antiprotozaoarias, dentre outras
(SANTIAGO, 2014; TENORIO et al., 2005).

S&o compostos que possuem estrutura basica, C=N-NH-CS-NH:z (FIGURA
14). Ha duas formas de se obté-las, a dita como obtencao direta, que ocorre através
da reacdo quimiosseletiva de aldeidos e/ou cetonas, e indireta, através da
preparacdo prévia das tiossemicarbazidas (TENORIO et al., 2005). As
tiossemicarbazidas podem ser obtidas comercialmente, ou sinteticamente por
reacOes de condensacgdo entre hidrato de hidrazina e &cido tiocarbamoiltioglicélico,

ditiocarbamatos, dissulfeto de carbono ou ainda isotiocianatos.

Figura 14: Estrutura quimica das tiossemicarbazonas e a numeracdo dos seus
atomos segundo a IUPAC (PANICO, 1993).
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Fonte: AQUINO, 2008.

A utilizacdo dos isotiocianatos sdo mais corriqueiras, normalmente as reacdes

sdo rapidas e apresentam bons rendimentos variando de 70- 90% (Esquema 1)
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(OLIVEIRA, 2013). As tiossemicarbazonas podem ser utilizadas ainda como

intermediarios de muitos nucleos importantes como o tiazol (DU, 2002).

Esquema 1: Formacdo das tiossemicarbazidas a partir de isotiocianatos na

X
H,N /[ ]

H
!

presenca de hidrazina.

N—C——S

7]

THF
+ HN—-NH, + HO0 ——

O

Diante da versatilidade quimica e biolégica amplamente descritas na
literatura, assim como sua atividade leishmanicida (BRITTA, 2014), vé-se a
necessidade do desenvolvimento de novos compostos tiossemicarbazonicos e de
seus derivados no estudo de sua atividade frente a outras parasitoses, tal como a

leishmaniose.
3.8. Tiazolidinonas

As 4-tiazolidinonas sdo compostos derivados das tiazolidinas grupo de
heterocilcicos importante na quimica (AQUINO et al., 2008). A sua estrutra quimica
encontra-se formada por um anel de cinco membros, contendo dois heteroatomos,

enxofre (S) e nitrogénio (N), e um grupo carbonila na posicao 4 (figura 15).

Figura 15: Estrutura Quimica da Tiazolidina.

Fonte: AQUINO, 2008.
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Os carbonos do ciclo podem ser substituidos por outros grupos quimicos.
Quando condensados com as tiossemicarbazonas apresentam o grupo hidrazona
condensado na posi¢cao 2 (BROWN, 1961).

As tiazolidinas junto com seus analogos sdo utilizados constantemente na
area de sintese medicinal por ter acdes biolégicas amplamente relatadas na
literatura, tais como anti-inflamatéria (MACCARI, 2014), anticonvulsivante
(SHIRADKAR, 2007), antitumoral (KOBYLINSKA, 2015), hipoglicemiante (KAPOOR,
2016), antidiabético (KHOT, 2014), antiviral (NISCHE, 2013) e antiparasitaria
(ZHONG, 2009).

Ainda, a acdo biologica das tiossemicarbazonas esta relacionada com sua
acao quelante, nesse sentido a funcdo azometina (CH=N) e o enxofre sdo de
extrema significancia. Logo, como se nota na figura abaixo, a semelhanga estrutural
das tiazolidinonas mantém uma relacdo com as tiossemicarbazonas. Portanto, pode-
se sugerir que as caracteristicas quimicas-biolégicas se mantiveram no heterociclo
(figura 16) (TENORIO, 2005).

Figura 16: Semelhanca estrutural da tiossemicarbazona (A) e 4-tiazolidinona (B).
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Fonte: Préprio autor.

Essas estruturas sdo scaffold de grande importancia no desenvolvimento de
possiveis farmacos de interesses biolégicos, devido a possibilidade de modificacdes
estruturais, o que despertou no nosso grupo de pesquisa a propensao no
desenvolvimento de novos protétipos candidatos a farmacos, visto a importancia dos
compostos ciclicos (tiazolidinonas) e aciclico (tiossemicarbazona) para acao

bioldgica.
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4. METODOLOGIA

Metodologia Quimica

4.1. Procedimento geral para a sintese dos derivados tiossemicarbazoénicos e

tiazolidinicos

A sintese dos novos derivados tiossemicarbazonicos e tiazolidinicos segue
uma via plena e convergente ilustrada no Esquema 2. Partindo-se da reagéo entre
tiossemicarbazidas (1) e benzaldeido substituido (2), foi obtido primeiramente o
composto tiossemicarbazénico (D01), a partir deste, através de reacBes de

ciclizacao, foram obtidos os compostos tiazolidinicos (D02, D03 e D04).

Esquema 2:
H H R
I rll H
(1) SNH, T ()
)@f T g
R1 R3
W o e
N N. ~
T
J
R
(DO1) Rs
R2 R2 RZ
0 Ny ~N
N -~N Vo Ny -N N~
W Lé/\ Q R N
R3 3 3
Ri R; R; HO
(D02) (D03) (D04)
R4 R, | R;

NO, |OCH;| Br
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4.2. Materiais e Equipamentos

Na cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas placas de silica
gel 60 Merck F254, de 0,25 mm de espessura, reveladas em luz ultravioleta (254

nm).

A caracterizacao estrutural dos compostos foi realizada através dos espectros
de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 1H), efetuados em
espectrofotometro Varian Modelo Plus 400 MHz. A determinagdo dos pontos de
fusdo foi realizada em aparelho Quimis Modelo 340.27. A multiplicidade dos sinais
esta representada por: simpleto (s), dupleto (d), duplo dupleto (dd), tripleto (t) e
multipleto (m) e as constantes de acoplamento (J) estdo expressas em Hz (Hertz).

A espectrofotometria de absor¢cdo no infravermelho (IV) foi realizada em
espectrofotometro FTIR BUCKER modelo IFS 66, patilha de KBr.

4.3. Reagentes e solventes

Os reagentes utilizados sdo: 5-bromo-2-metoxi-benzaldeido, hidrato de
hidrazina, dietil acetilenodicarboxilato, isotiocianato substituido (4-nitro-isotiocianato),
acetato de soédio, cloroacetato de etila, anidrido maleico, dietil-acetileno-carboxilato,
etanol absoluto, metanol, diclorometano, n-hexano e acido acético glacial. Os
reagentes e solventes utilizados na sintese dos compostos e para suas analises

pertencem as marcas Sigma, Aldrich, Acros, Merck, Vetec ou Quimis.

4.4. Procedimento quimico experimental

4.4.1. Sintese da tiossemicarbazida LT-NO2

Em um baldo de fundo redondo de 250ml foi adicionado 5,5 mmol do 1-
isotiocianato-4-nitrobenzeno em 20ml de diclorometano e a mistura deixada sob
agitacao a temperatura ambiente até solubilizacdo. Em seguida foram adicionados
11,1 mmol (0,5mL) de hidrato de hidrazina. A mistura foi mantida sob agitacdo por
1h sendo ap6s o tempo decorrido filtrada e lavada com n-hexano. Os equivalentes-

mol reagem entre si na proporcéo de 1:2.
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4.4.2. Sintese do composto 2-(5-bromo-2-metoxibenzilideno)-N-(4-

nitrofenil)hidrazinacarbotioamida (D01)

Em um baldo de fundo redondo de 250mL foram adicionados 2,33 mmol de 5-
bromo-2-metoxibenzaldeido em 20mL de etanol. A solugdo etanodlica foi adicionado
acido acético glacial em quantidade catalitica, e a mesma deixada sob agitacao
magnética até solubilizacdo. Em seguida foram adicionadas quantidades
equimolares da tiossemicarbazida correspondente, e a mistura reacional mantida
sob agitacdo a temperatura ambiente por 1 hora. Ao término do referido tempo, a

mistura foi filtrada e obtido um sélido amarelo amorfo.

4.4.3. Sintese do composto Etil2-(4-bromo-2-((metoximetileno)but-3-en-1-

ilideno)hidrazona)-3-(4-nitrofenil)-4-oxotiazolidina-5-ilideno)acetato (D02)

Em um baldo de fundo redondo de 250mL foi adicionado 0,49 mmol de
tiossemicarbazona correspondente em 10 ml de etanol reacional. A mistura foi
submetida a agitacdo magnética em sistema de refluxo (75°C) até solubilizacdo. Em
seguida foi adicionado em quantidade equimolar o dietil actilenodicarboxilato e a
mistura reacional mantida sob agitacdo e refluxo por 2 horas, sendo a progressao
reacional acompanhada por CCD. Apés o tempo decorrido a mistura foi filtrada e um

soélido amarelo foi obtido.

4.4.4. Sintese do composto (5-bromo-2-metoxibenzilideno)hidrazona)-3-(4-

nitrofenil)tiazolidin-4-ona (D03)

Em um baldo de fundo redondo de 250mL foram adicionados 0,49 mmol da
tiosemicarbazona (D01) 0,49 mmol (0,05ml) de cloroacetato de etila e 1,9 mmol (4
eg.) de acetato de sddio anidro em 25 mL de etanol reacional. A mistura foi agitada
nas mesmas condicdes de temperatura de refluxo (75 °C) por 24 horas, sendo a
progressao acompanhada por CCD. Apés decorrido o tempo, o produto final foi

filtrado e lavado com etanol quente. Um s6lido amarelo claro amorfo foi obtido.
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4.4.5. Sintese do composto (5-bromo-2-metoxibenzilideno)hidrazona)-3-(4-

nitrofenil)-4-oxotiazolidina-5-il)acido acético (D04)

Em um baldo de fundo redondo de 250mL foram adicionados 0,39 mmol do
composto DO1 e quantidades equimolares de anidrido maleico em 15mL de &cido
acético reacional. A reacao foi agitada e aquecida a uma temperatura de 110°C sob
refluxo por 8 horas, sendo a progressdo acompanhada por CDD. Ao término do
tempo reacional, o produto final foi filtrado e lavado com acido acético. Um sélido

amarelo escuro amorfo foi obtido.

Metodologia Bioldgica

4.5. Materiais e métodos

Os parasitos e linhagens celulares foram cedidas pelo Prof. Dr. Luiz Carlos
Alves do Departamento de Parasitologia do CPqAM/ FIOCRUZ.

O cultivo das células macrofagicas (J774), foram cultivadas em garrafa de
culturas, contendo meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino,
conservadas em estufa incubadora de CO2 — Thermo Scientific Forma Series Il
Water Jacket (LBCM/CPgAM) a 5% de CO: a 37°C.

O cultivo das 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
a 26° C. As formas promastigotas foram utilizadas em fase exponencial de

crescimento no decorrer de todas as fases do experimento.
4.6. Estudo da citotoxidade dos compostos

O teste de MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina)
fundamenta-se na reducdo dos sais amarelos de tetrazélio por redutases
mitocondriais de células metabolicamente ativas, levando a formacao de cristais

azulados, intracelularmente, que sé&o solubilizados e posteriormente analisados por
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espectofotometria UV/visivel. Dessa forma, quanto menor for a viabilidade celular,

menor serd a reducdo do MTT e menor o sinal espectofotométrico.

Células macrofagicas foram semeadas em placas de 96 pocos na
concentracdo de 6x10° células/poco e incubadas em atmosfera de 5% de CO: a
37°C. ApGs 24 horas, o0 sobrenadante foi removido e as células foram incubadas na
presenca de varias concentracdes dos compostos da série D (50; 25; 12,5; 6,25 e
3,13ug/mL) por 72 horas. Apos este periodo, o sobrenadante (Meio RPMI contendo
0s compostos) foi removido e adicionado a mesma quantidade de meio RPMI sem
vermelho de fenol mais 10 yL de MTT, a uma concentragdo 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 yL de DMSO (dimetilsuféxido) por pogo para a solubilizagdo dos
cristais derivados da reducdo do MTT, seguido de agitacdo 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 analise

de regressao linear dos dados obtidos pelo software SPSS 8.0 para Windows.

4.7. Atividade bioldgica in-vitro da Leishmania Infantum

Para realizagéo dos testes in vitro da tiossemicarbazona e das tiazolidinonas,
as formas promastigotas Leishmania infantum foram coletadas, contadas e diluidas
em meio Schneider (Sigma) suplementado com 20% de SFB em uma concentracao
de 1x108 células/ml. Em seguida, as formas promastigotas foram encubadas em
diferentes concentracdes dos compostos (50; 25; 12,5; 6,25 e 3,12ug/mL), por 72
horas. No controle foram incubadas as pormastigotas, apenas com 0 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 parasitos-ICso foi 0 parametro utilizado para estimar a inibicdo do
crescimento. A ICso foi determinada apds 72 horas de cultivo por analise de

regressao linear com o software SPSS 8.0 para Windows. O indice de seletividade
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(IS) foi determinado como a razéo entre os valores de CCso e ICso obtidos para cada

composto.

4.8. Producédo de éxido nitrico (NO)

A producédo de 6xido nitrico (NO) foi estimada a partir da dosagem de nitrito,
produto estavel da decomposicdo do NO, em sobrenadante de cultura de
macrofagos estimulados com os derivados tiossemicarbazénicos e tiazolidindnicos
da concentracdo do CC50 durante um periodo de 72h. O meio RPMI suplementado
com 10% de soro bovino fetal inativado e o branco como controle positivo. Os niveis
de nitrito foram quantificado pelo método indireto de Griess (DING et al., 1988),
utilizando 50uL de cada sobrenadante e igual volume de reagente de Griess (1%
sulfanilamida, 0,1% de dicloridrato de N-(1-naftil)-etilenodiamina, 2,5% de &cido
fosforico). Apdés a mistura, as amostras foram incubadas a temperatura ambiente por
dez minutos e a absorbancia foi medida a 540 nm (Multiskan FC; Thermo Scientific)
sendo o0s niveis de nitrito em cada tempo determinado por extrapolacdo de uma

curva padréo previamente preparada.
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5. RESULTADOS

5.1. Resultados Quimicos
Mecanismos reacionais

A primeira etapa consiste na sintese de tiossemicarbazidas pela reacdo de
isotiocianatos com hidrato de hidrazina através de uma reacdo de adicdo
nucleofilica, como mostra o esquema 2. A etapa seguinte, para obtencdo das
tiossemicarbazonas, caracteriza-se por uma reagao onde ocorre a protonacao do
oxigénio da carbonila para formar o intermediario ion oxénio (Esquema 2). Em
seguida, ocorre o ataque nucleofilico do nitrogénio da tiossemicarbazida, através de
um processo bimolecular, gerando o intermediario hemiaminal N-protonado
correspondente. Enfim, uma transferéncia de proton do nitrogénio para o oxigénio
(prototropismo), acompanhada de uma desidratacdo e seguida neutralizagao,

desloca o equilibrio para a formacédo da imina (Esquema 3).

Esquema 3: Mecanismo reacional da tiosemicarbazona (LQIT/D01).
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A segunda sintese envolve um mecanismo pela condensacdo do enxofre com o
dietil acetileno carboxilato através carbono sp na posicao 4 no qual sofre um ataque

nucleofilico. = Apdés um rearranjo eletrénico, ocorre um ataque nucleofilico
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intramoleclar pelo par de elétrons do nitrogénio 3 a carbonila da funcédo ester, e

saida do grupo etoxi para formacao da 4- tiozolidinona 5-substituida (Esquema 4).

Esquema 4. Mecanismo de obtencédo da 4-tiazolidinona por condensagdo com o
dietilacetilenocarboxilato (LQIT/D02).

OEt

A obtencdo do composto D03 consiste na sintese das espécies 4-
tiazolidinona. A consecucéo se desenvolveu a partir da condensacao do cloroacetato
de etila com o atomo de enxofre. Em seguida, ocorre um ataque intramolecular por
parte do par de elétrons livre do nitrogénio na carbonila da funcéo éster, seguido de
perda de etanol, o qual leva a formacédo do heterociclo ndo substituido na posicao C-
5 (Esquema 5).
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Esquema 5. Mecanismo de obtencdo da 4-tioazolidina por condensacdo com

cloroacetato de sodio (LQIT/D03).
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A Ultima reacdo pode ocorrer de duas formas uma adicéo tia-michael em um

dos carbonos C=C seguida de uma amindlise da carbonila adjacente ou iniciar por

uma amindlise em uma das carbonilas seguida de uma adi¢do tia-michael no
carbono a (BALASUBRAMANIYAN ET AL., 1990).
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Esquema 6: Obtengdo da 4-tiazolidinona por adicdo com anidrido maleico

(LQIT/D04)
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No esquema 6 € evidenciado o primeiro mecanismo, comecando com a
adicdo. A reacdo foi realizada com acido acético agindo sinérgicamente como
catalizador e solvente, onde ocorre a formagado da tioimina. Em seguida ocorre um
ataque do par de elétrons do enxofre do grupo tiol a qualquer um dos carbonos a,(3-
insaturados do anidridido maléico, formando o ion enolato com posterior amindlise,

que leva a ciclizacdo formando a 4-tiazolidinona com uma funcéo acetil.
5.1.1. Caracterizagéo estrutural da tiossemicarbazona

A analise estrutural dos hidrogénios dos compostos sintetizados foi realizada
por espectroscopia de RMN H permitiu-nos elucidar estruturalmente os diferentes

hidrogénios presentes nos derivados tiossemicarbazonico (D01) e tiazolidinicos

(D02/03/04) (Figura 17).
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Figura 17: Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear do composto D01
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Fonte: Préprio Autor.

O espectro de RMN 'H observado na figura 15, corresponde ao composto
D01 onde se observa um singleto em 3,86 ppm correspondente aos hidrogénios do

grupo metoxi.

Os sinais em 7.07 e 7.56 correspondem ao deslocamento de hidrogénios
benzilicos. A confirmacédo da formacdo das tiossemicarbazonas é observada pelo
sinal em 8,5 ppm correspondente a ligagdo -HC=N-, em razdo do efeito de
desblindagem dos &tomos eletronegativos préximos. Singletos relativos aos
hidrogénios do “NH” estdo presentes na faixa de 10.5 e 12.18 ppm com suas
respectivas integracdes. O espectro de RMN 1H do composto D01 apresenta sinais
e valores de constante de acoplamento semelhantes para os compostos 4-

tiazolidinona, conforme a figura 18.
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Figura 18: Ampliagdo do espectro de RMN 1H do composto DO1 evidenciando os

hidrogénios azometinicos, aromaticos e hidrazinico.
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Fonte: Préprio Autor.

Na espectrofotometria de absorcdo no infravermelho (IV) para as
tiossemicarbazona monossubstituida (figura 19), nota-se a presenca de duas
bandas assinaladas para o estiramento de N-H, uma para ligagéo hidrazinica entre
3141 a 3148cm, e outra para ligacdo RiN-H terminal entre 3343 a 3375cm-2.

Uma banda tipica de C-H alifatico pode ser visualizada no IV do composto
D01 entre 2950 a 3095cm™, caracterizando sua formacdo, enquanto uma banda
forte aparece entre 1509 a 1540cm™ referente ao estiramento C=N superposta por
uma banda larga C=C (1480,24cm™). De fato, todas as tiossemicarbazonas
apresentam bandas largas nessa regido, devido principalmente ao acumulo dessas

ligacdes C=C.
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Figura 19: Espectro IV da tiossemicarbazona (D0O1) evidenciando suas principais

bandas.
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Ainda, a auséncia da banda S-H observada entre 2500 a 2600cm™ e a

presenca da banda em 1212,57cm™ evidencia a estrutura da tissemicarbazona em

sua forma tiona (LIESEN, 2010).

5.1.2. Caracterizagdo estrutural das tiazolidinonas

A figura 20 esquematiza os deslocamentos quimicos de RMN *H, referente 4-

tiazolidinona obtida a partir da ciclizagdo da tiossemicarbazona. A formacdo do

heterociclo foi confirmada pelo aparecimento do deslocamento caracteristico para o

carbono quaternario (C5) adjacente ao atomo de enxofre em 4,14ppm, e pelo

desaparecimento dos sinais em 10,5 e 12,2ppm do RNH terminal e NH hidrazinico

respectivamente, antes evidenciados.
Ainda, sinais entre 7,09 e 7,9 ppm, bem como valores de constante de

acoplamento entre 8,38 - 8,4 caracterizam hidrogénios benzilicos e benzilidénicos.
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Os do anel benzilico apresentam como dupletos com integracdo para dois
hidrogénios, uma vez que substituicdo na posi¢ao para confere simetria molecular e

por consequéncia equivaléncia quimica.

Figura 20: Espectro de RMN de hidrogénio do derivado tiazolidinico DO3.

NO,

H

. N N

N 0.04 0.06

0 [ il
! T T T T

4,
H oc
0.16 4003 ES (
0.15 H

" f L ']

——t

85 84 83 82 8

0.0 [

0.04 "

0.03

0.02

o
0.06 0.020.040.02 0.02 0.04 0.06 0.0
[ Uy [

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
55 5 5

T T T
85 80 75 7.0 65 6.0

Chemical Shift (opm)
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Ademais, nota-se no deslocamento 8,4ppm uma superposicdo do singleto
referente ao hidrogénio azometinico e um dubleto benzilidénico, engendrando um
sinal semelhante a um dubleto assimétrico. Diante dos dados obtidos da
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, no qual o hidrogénio hidrazinico
aparece em deslocamento alto em DMSO deuterado, indicando a sua alta acidez,
supbe-se que a presenca de umidade tenha provocado essa superposicao
(TENORIO, 2005).

A substancia D04 foi a Unica que apresentou um sistema tipico de
acoplamento de spin de padrdo ABX, caracteristico da por¢do CH-CH2. Entretanto,
devido a problemas de homogeneidade de campo, a molécula apresentou uma

distorcdo no sinal, sendo atribuido como multipleto nesse caso especifico, uma
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coincidéncia acidental no padrdo ABX. Por outro lado, os dados experimentais de

RMN %3C confirmou, inequivocamente, toda estrutura.

No espectro de IV (figura 21) uma banda entre 1709 a 1737cm referente ao
estiramento da fungdo C=0 do éster foi evidenciada. Em adi¢éo, a banda de C(=O)N
da lactama também foi detectada, conforme mostrado na figura 19, confirmando a

formacé&o do heterociclo.

No IV de todas as 4-tiazolidinonas, uma banda forte na regido de 1341 a
1362cm™* é evidenciada devido a formacdo angular do grupo funcional NCS,
segundo El-gendy et al. (1990). As bandas de estiramentos dos CH alifaticos

apareceram na faixa de 2854 a 3090cm-™.

Duas bandas, uma na regido de 1503,79cm ! e outra na regido de
1525,03cm* atribuidas as vibragdes de estiramento das fungcdes C=N, azometinica e
exociclica, respectivamente, para todas substancias obtidas. Foram observadas
bandas de estiramento de CH aromaticos entre 3060 a 3081cm™ para as estrturas

estudadas.

Figura 21: Espectro IV da tiazolidinona (D02) evidenciando suas principais bandas.
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Duas bandas, uma na regido de 1503,79cm ! e outra na regido de
1525,03cm* atribuidas as vibragdes de estiramento das fungdes C=N, azometinica e
exociclica, respectivamente, para todas substancias obtidas. Foram observadas
bandas de estiramento de CH aromaticos entre 3060 a 3081cm™ para as estrturas
estudadas.

5.1.3. Dados espectroscopicos e espectrométricos dos compostos

tiossemicarbazobnicos e tiazolidinicos.

2-(5-bromo-2-methoxibenzilideno)-N-(4-nitrofenil)hidrazinacarbotioamida
(LQIT/D01)

H H OCH,

Br

C15H13BrN403S; Rendimento: 89,8039; precipitado amarelo claro; Ponto de fuséo:
209,5°C; massa exata: 407,99 g/mol; M+: 409.99 (98.3%).

RMN 'H (DMSO ds, 300 MHz, ppm): d 3,86 (s, 3H, OCHs3); 6 7,07 (d, 1H, J= 12Hz,
Ar); 8 7,56 (d, 1H, J= 12Hz, Ar); & 8,02 (d, 2H, Ar, J= 12Hz); & 8,25 (d, 2H, J= 12Hz,
Ar); & 8,41 (s,1H, Ar); 8 8,5 (s, 1H, CH); 8 10,5 (s, 1H, NH); 8 12,18 (s, 1H, NH).

RMN 13C (DMSO ds, 100 MHz, ppm): & 56,130; 112,747; 114,141; 123,644 (2C Ar);
123,874; 125,008 (2C, Ar); 128,349; 133,959; 138,143; 143,584; 145,408; 157,194;
175,433,

IV (v cm 1 KBr): N-H exociclico (3311,32); C=N (1503,97); C=S (1212,57).

MS m/z (ES*): 408,992 [M]".
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Etil2-(4-bromo-2-((metoximetileno)but-3-en-1-ilideno)hidrazona)-3-(4-nitrofenil)-
4-oxotiazolidina-5-ilideno)acetato (LQIT/D02)

OCH;

(@)
Xy —N
N YS O/\
d P—
Br
(6]
N

O,

C21H17BrN406S; rendimento: 75,4615%; ponto de fusdo: T°C > 300°C, massa
exata: 508,01 g/mol; M+1: 508.01 (98.2%).

RMN IH (CDCI3, 400 MHz, ppm): & 1,38 (t, 3H, J= 8, CH3); 5 3,81 (s, 3H, OCH3); &
4,365 (g, 2H, CH2); 5 6,79 (d, 1H, J= 8, Ar); 8 7,0 (s, 1H, CH); & 7,495 (dd, 1H, J=
8Hz, j= 4Hz, Ar); & 7,68 (d, 2H, J= 8, Ar); & 8,145 (d, 1H, J= 4, Ar); & 8,39 (d, 2H, J=
8, Ar); 5 8,66 (s, 1H, =CH).

RMN 13C (CDCI3, 100 MHz, ppm): & 14,2; 55,8; 61,4; 110,2; 113,1; 119,1; 124,1 (2C,
Ar); 129,2 (2C, Ar); 131,6; 133,2; 134,9; 138,12; 138,81; 143,52; 156,6; 157,3; 158,3;
166,5; 166,9.

IV (v cm 1 KBr): C=0 lactama (1608,5); C=N azometinico (1525,03); C=N (1503,79);
NCS (1348,92).

MS m/z (ES*): 432,840 [M]".
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(5-bromo-2-metoxibenzilideno)hidrazona)-3-(4-nitrofenil)tiazolidin-4-ona
(LQIT/D0O3)

OCHj

\N/NYS
N
Br
(o]

O,N

C17H13BrN404S; rendimento: 69,2041%; precipitado amarelo claro floculado; ponto
de fuséo: 268,75°C, massa exata: 447,98g/mol; M+: 447.98 (98.0%)

RMN IH (DMSO ds, 400 MHz, ppm) & 3,81 (s, 3H, OCHs) & 4,14 (s, 2H, -CH) & 7,1
(d, 1H, J= 8, Ar) 8 7,62 (dd, 1H, J= 8Hz, j=4 Hz Ar) & 7,75 (d, 2H, J= 8, Ar) & 7,895
(d, 1H, j=4Hz Ar) 5 8,38 (s, 1H, =CH) & 8,4 (s, 2H, Ar).

RMN 13C (DMSO ds, 100 MHz, ppm): & 32,616; 56,130; 112,329; 114,636; 123,821
124,238 (2C Ar); 127,957; 129,688 (2C Ar); 134,705; 140,352; 147,039; 151,753;
157,385; 165,400; 171,587.

IV (v.cm 1 KBr): C=0 (1723,18); C=0 lactama (1619,93); NCS (1339,93).

MS m/z (ES*): 448,923 [M]".

(5-bromo-2-metoxibenzilideno)hidrazona)-3-(4-nitrofenil)-4-oxotiazolidina-5-
illacido acético (LQIT/D04)

OCH;

Ys OH
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C19H15BrN40O6S; rendimento: 21,169%; ponto de fusdo: 237,5°C; massa exata:
505,99 g/mol; M+: 505.99 (96.6%).

RMN 'H (400 MHz, ppm, DMSO): & 3,83 — 3,90 (m, 2H, CH2); & 3,99 (s, 3H, OCH3);
& 4,57 — 4,60 (m, 1H, CH); & 7,7 (d, 1H, J= 8, Ar); 8 7,6 (dd, 1H, J= 8Hz, j=4Hz, Ar); 5
7,71 (d, 2H, J= 8, Ar); 5 7,865 (d, 1H, J= 4, Ar): & 8,4 (s,1H, CH=N): & 8,39 (d, 2H, J=
8, Ar); 5 12,18 (s, 1H, OH).

RMN 13C (DMSO ds, 100 MHz, ppm): d 36,585; 42,847; 56,130; 112,352; 114,621;
123,798; 124,322 (2C, Ar); 127,950; 129,582 (2C, Ar); 134,720; 140,451, 147,093,
151,753; 157,393; 164,710; 171,791, 173,408.

5.1.4. Resultados biologicos

Avaliacdo da citotoxidade frente a macrofago J774

Com a intencdo de avaliar a citotoxidade frente a células macrofagicas J774
foi realizado o estudo in vitro tendo em vista o calculo da concentracdo capaz de
causar a perda da viabilidade em 50% das células (CCsp). Os resultados séo

descritos na tabela 1.

Tabela 1: Avaliagdo da citoxidade in vitro dos derivados tiossemicarbazénicos e

tiazolidindnicos frente a macrofagos J774.

CCso
Compostos ug/mL UM CCs
LQIT/D0O1 11,7+ 0,72 28,70 o =
LQIT/D02 -- -- con
LQIT/D03 25,89+0,47 57,79 cent
LQIT/D04 9,86+0,78 19,47 rag
Anfotericina B* 34,75+1,4 37,61 50

capaz de causar a perda da viabilidade em 50% das células Macrofago. *Farmaco usado como

referéncia nos testes in vitro.

De acordo com os resultados o composto de LQIT/D03 apresentou o melhor
resultado frente aos macrofagos de estudo, sendo considerado o composto menos

citotoxico, mesmo quando comparado com a anfontericina B, um dos farmacos
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padrao utilizado no tratamento da leishmaniose. Entretanto os demais compostos
apresentaram maior carater citotoxico, exceto o composto LQIT/D02, que devido a
problemas de solubilidade n&o apresentou resultados confiaveis para o teste

supracitado.

Avaliacado da atividade leishmanicida dos derivados tiossemicarbaz6nicos e

tiazolidindnicos.

O screening farmacoldgico in vitro é um estudo de grande importancia na
avaliacdo de novos candidatos a farmacos, pois tem como caracteristica descobrir
se 0s mesmos possuem potencial atividade frente ao alvo proposto. Com essa linha
de pensamento foram realizados o citado estudo frente a células promastigotas de

Leishmania infantum. Os resultados obtidos se encontram na tabela 2.

Tabela 2: Atividade leishmanicida in vitro dos derivados tiossemicarbazbnicos e

tiazolidindnicos sobre promastigotas de L. infantum.

UM
Compostos ICeo CCeo IS Lege
LQIT/DO1 97,28 28,70 0,30 nda:
LQIT/DO2 69,33 - - ICs0 —
LQIT/DO3 54,58 57,79 1,06 conc
LQIT/DO4 24,29 19,47 0,8 entra
Anfotericina B* 0,05 37,61 752,2 cd0

que inibe 50% do crescimento das formas promastigotas de L. infantum; CCso — concentracdo capaz
de causar a perda da viabilidade em 50% das células Macroféagicas; IS (indice de seletividade) —
CC50 Macroéfago/IC50 Promastigotas.

Os compostos avaliados apresentaram inibicdo das formas promastigotas em
todas as concentracdes testadas no intervalo de 72 horas. As concentracdes
variaram entre 24,29 a 97,28uM. Como se pode observar o composto LQIT/D-01
apresentou o valor mais alto de ICso frente as cepas testadas, em contrapartida

LQIT/D-04 foi o mais promissor da série testada.

Os valores de indice de seletividade mostram que todas as moléculas
testadas apresentam elevada citotoxicidade frente as células macréfagos J774.

Entretanto de acordo com Oliveira et al. (2015), para a avaliacdo da toxicidade, faz-
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se necessario a realizagdo de testes in vivo para verificar os efeitos sistémicos de
novos candidatos a farmacos. Visto que, testes in vitro representa um ambiente
fechado e controlado de um laboratério, 0 que ndo representa completamente o

comportamento de compostos em organismos vivos e seus fendmenos dinamicos.

Estudo darelacéo estrutura/atividade biologica da série LQIT/D

O estudo de relacao estrutura/atividade € uma ferramenta importante utilizada
na quimica medicinal, visando identificar caracteristica estruturais importantes para
um determinado alvo bioldgico (YADAYV, 2015).

A escolha do scaffold tiossemicarbazonico se justifica partindo de relatos na
literatura indicando a sua potencialidade antiparasitaria. Os substituintes foram
selecionados mediante resultados positivos obtidos pelo nosso grupo de pesquisa,
onde o R1 (-NO2) ja conhecido por sua acdo antiparasitaria, tem se destacado em
um grande namero de compostos descritos em trabalhos anteriores (PAULAI, 2009
et al.; NASCENTE, 2009). Ja os radicais R2 e R3 (-OCHs, -Br, respectivamente)
também tem se destacado como importantes substituintes para a acéo pretendida,

aumentando a atividade dos farmacos (AQUINO, 2008).

Partindo dessa premissa surgiu a ideia de avaliar o potencial leishmanicida do
derivado tiossemicarbazonico em seguida a sua ciclizacdo conduzindo ao derivado

tiazolidinénicos e a influéncia da mesma na atividade biolégica (figura 22).
Figura 22: Derivado tiossemicarbazonico (A) e 4- tiazolidindnico (B).
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Como observado nos estudos in vitro, 0S compostos ciclizados mostraram
melhores resultados frente as células estudadas, possivelmente devido a restricao
conformacional sofrida pela molécula na formacdo do anel tiazolidinico,
evidenciando que a ciclizacdo como estratégia de sintese foi uma ferramenta Gtil na
obtencdo de novos candidatos antiparasitarios. Isso pode ser observado quando
comparamos 0s compostos LQIT/D01 e LQIT/D03, além disso, acreditamos que a
presenca da carbonila pode ter contribuido de forma positiva para a atividade

biol6gica, através de interacdes eletrostaticas adicionais com o alvo.

Ja quando comparamos as estruturas LQIT/D02 e LQIT/D04, observamos que
as substituicdes na posicao 5 do anel tiazolidinico, referente a porcéo etil acrilato e
do acido propibnico, respectivamente (figura 23), alteram os valores de atividade nos

estudos in vitro.

Figura 23: Estrutura quimica dos compostos LQIT/D04 (A), LQIT/DO1 (B) e
LQIT/D02 (C).
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Fonte: Préprio Autor.

Nota-se que, em comparacdo com a estrutura quimica do substituinte do
composto LQIT/D04 em relagdo ao composto LQIT/D02, apresenta uma porcéo etil
acrilato que modifica a hibridizacdo do carbono sp3 tetraédrico do anel tiazolidinico
para a forma sp2 assumindo uma conformacédo trigonal planar devido a dupla, e
assim, podendo causar um impedimento estérico que pode inferir uma grande
restricdo espacial do ligante, o que pode justificar a menor atividade da mesma.
Além disso, observa-se que a presenca do residuo acido livre parece favorecer a
atividade por ser um grupo com caracteristicas aceptoras e doadoras de ligacao de

hidrogénio.
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O composto LQIT/D04, apesar de possuir um ICsp acima de 20uM foi o
composto mais ativo da série testada. Entretanto, trata-se de um composto que
contém um centro assimétrico, podendo apresentar dois possiveis enantibmeros, o
(R)-LQIT/D04 e (S)-LQIT/DO04 (figura 24).

Figura 24: Estrutura quimica dos enantidbmeros (R)-LQIT/D04 e (S)-LQIT/D04
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2-(8)-2-((5-bromo-2-metoxibenzilideno)hidrazono)-3-(4-nitrofenil)-4-  2-(R)-2- ((5 bromo 2-metoxibenzilideno)hidrazono)-3-(4-
oxotiazolidin-5-il)acido acético nitrofenil)-4-oxotiazolidin-5-il)acido acético

Fonte: Préprio Autor.

Muitos compostos contendo carbonos quirais apresentam suas atividades
e/ou toxicidade atribuidas a apenas um dos enantibmeros. Estudos realizados por
Abdul-Ghani et al. (2009) com praziquantel, farmaco que contém carbono quiral com
atividade esquistossomicida, observou que pacientes tratados com 20mg/Kg/peso
do R-praziquantel, enantibmero ativo, apresentaram a mesma taxa de cura e menos
efeitos colaterais quando comparado com pacientes tratados com 40mg/Kg/peso da
mistura racémica. Outro farmaco descrito na literatura, o oxamniquine, foi estudada
por Taylor e colaboradores (2015), onde, através de ferramentas de modelagem
molecular sugerem que o enantibmero S é responsavel pela maior atividade
esquitossomicida, enquanto o enantiomero R apresenta atividade moderada em

altas concentracoes.

Mediante os relatos da literatura podemos sugerir que o composto LQIT/D04
possa ter seus valores de ICso reduzidos ou menores efeitos toxicos frente a um dos
seus isbmeros isolados, levando em consideracdo a possibilidade de uma mistura

racémica esses valores podem ser reduzidos em até 50%.
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Avaliacdo da producao de 6xido nitrico (NO)

A dosagem de NO nos sobrenadantes de cultura foi realizada de forma
indireta por meio da reacdo de Griess, que acusa a presenca de subprodutos
estaveis oriundos da sintese de NO, como o nitrito (NO2) (SOUZA, 2010). A
finalidade desse teste visa qualificar e quantificar a concentracdo desses
subprodutos, investigando a influéncia dos compostos sintetizados na série D acerca

do estimulo da producédo de NO pelas células macrofagicas.

A figura 25 apresenta os graficos contendo os resultados obtidos a partir da
avaliacdo da producdo de Oxido nitrico dos quatro derivados isotiocianatos nas
concentracdes de 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,13ug/mL em 72 horas.

Os compostos LQIT/D01, LQIT/D03 e LQIT/D04 apresentaram resultados
significativos, na producdo de oOxido nitrico, comparados com o grupo controle
guando testados em sua maior dosagem (50ug/mL). O composto LQIT/D02, nao
apresentou resultados conclusivos, isso pode ser devido a problemas com sua

solubilidade como ja mencionados nos testes de CCso realizados em macrofagos.
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Figura 25: Graficos referentes a producdo de O&xido nitrico dos derivados

tiossemicarbazonicos e tiazolidinbnicos em 72 horas.
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Fonte: Préprio Autor.

Os macrofagos sao células imunoldgicas efetoras de imensa importancia
contra a Leishmania. Dependendo de qual citocinas ao qual sédo expostas podem

ativar vias imunoldgicas distintas, reproduzindo a via classica ou a via alternativa.

Os linfécitos T CD4+ quando ativados secretam citocinas que estimulam a
diferenciacdo, crescimento e funcbes do macréfago. Dois subgrupos desses
linfocitos sao definidos a partir das citocinas que secretam: Thl, responsavel pela
via imulégica classica, e Th2 responsavel pela via imunoldgica alternativa. Até o
momento de se diferenciarem elas permanecem em estado de repouso, sendo
denominado de Th naive; produzindo a interleucina IL-2 e expressando receptores
para as mesmas, até alcancarem a circulacdo passando a designar-se ThO.
Estimulados pelo aumento da producdo de IL-12 o linfécito ThO se diferencia em
Thil, ativando a via imunoldgica classica, que junto com as células natural Killer,
passam a produzir IFNy (interferon gama), responsavel pelo primeiro estimulo para a
ativacdo do macréfago. O desenvolvimento de uma resposta imune capaz de

combater a Leishmania esta diretamente relacionado com a producéo de IFNy,
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principalmente devido a inducdo da sintese de NO, o qual aumenta a resposta

microbicida.

Outra substancia de extrema importancia € o TNFa (fator de necrose
tumoral), produto da sintese de citocinas do macréfago, que age autocrinamente na
regulacdo da cascata imunoldgica na fase inicial. Junto ao IFNy, o TNFa faz com
gue as células macrofagicas se tornem efetoras com alta capacidade microbicida.
Essas substancias por sua vez sao responsaveis pelo estimulo da célula na
producdo das citocinas IL-1, IL-6, IL-23 e IL-12, que produzem niveis elevados de
oxido nitrico sintetase, aumentando a sintese de Oxido de nitrico e seus

subprodutos.

Em estudos realizados por Rodrigues e colaboradores (2015), com derivados
tiofénicos inddlicos foi observado que o efeito antiamastigota esta associado com o
aumento na produc¢do de TNFa, IL-12 e NO. Dados da literatura tem reportado que o
sucesso de eliminagao do parasito do género Leishmania tem sido dependente da
estimulacdo do sistema imunolégico via ativacdo de resposta imune dominada por
Thl com producdo de citocinas protetoras (IFNy, TNFa e IL-12) (GUPTA et al.,
2015). Outros trabalhos demonstraram que o controle in vitro e in vivo de L.
Amazonensis esta associado com uma combinacdo de Oxido nitrico e &anion
superoxido resultando na producao de peroxinitrito (ONOO), um poderoso oxidante
altamente reativo que atua como leishmanicida, em contrapartida outras espécies de
leishmania tais como, L. Major (HORTA et al., 2012).

/Diante de tais informacbes podemos observar que os derivados
tiossemicarbazonicos estudados apresentaram significativa produgdo de NO pelo
macrofago, e que apesar dos testes serem realizados em forma promastigotas,
acreditamos que o aumento da concentracdo do Oxido nitrico possa vir a ser uma
das causas pela morte do mesmo, uma vez que 0s parasitas se diferenciam da
forma promastigota para a forma amastigota dentro do macréfago, entretanto
precisara ser realizados futuros testes em forma amastigota para conclusées mais

precisas.

Com isso observamos que os derivados tiossemicarbazonicos e

tiazolidindnicos podem apresentar uma potencial atividade leishmanicida,
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principalmente o composto LQIT/D04 que apresentou o melhor resultado da série,
mesmo apresentando um centro assimétrico, porém o isolamento de enatibmeros ou
a sintese enantioseletiva do composto referido pode ser uma alternativa para
melhora da atividade. Outros fatores também podem ter influenciado na resposta
desses derivados, entretanto um dos mais observados pode estar relacionado com
sua solubilidade e que futuras propostas utilizando a tecnologia farmacéuticas na

producao de formulacdes, possam contornar essa problemaética.
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6. CONCLUSOES

As substancias estudadas foram obtidas a partir de metodologia de simples
aplicacdo e robustez nas mesmas condicbes de realizacdo, apresentando ao
término do trabalho, rendimentos satisfatorios. Destacando que foram obtidos

rendimentos acima de 70% da tiossemicarbazona e tiazolidinona.

Foram sintetizados 4 novos derivados tiossemicarbazonicos e
tiazolidinbnicos, sendo um deles, uma tiossemicarbazona, a 2-(5-bromo-2-
methoxibenzilideno)-N-(4-nitrofenil)hidrazinacarbotioamida (LQIT/D01), e trés 4-
tiazolidinonas, um éster, etil2-(4-bromo-2-((metoximetileno)but-3-en-1-
ilideno)hidrazona)-3-(4-nitrofenil)-4-oxotiazolidina-5-ilideno)acetato (LQIT/D02), uma
4-tazolidinona, a (5-bromo-2-metoxibenzilideno)hidrazona)-3-(4-nitrofenil)tiazolidin-4-
ona (LQIT/D03), e um &cido, o (5-bromo-2-metoxibenzilideno)hidrazona)-3-(4-
nitrofenil)-4-oxotiazolidina-5-il)acido acético (LQIT/D04).

As substancias foram devidamente caracterizadas baseados em dados da
ressonancia magnética nuclear, infravermelho e espectrometria de massa. Todos 0s

compostos foram assinalados com base na literatura.

No estudo biolégico se constatou que a tiossemicarbazona e as tiazolidinonas
mostraram atividade frente a leishmaniose, demonstrando que essas estruturas se
posicionam como possiveis candidatos a farmacos, destacando-se entre elas o
composto LQIT/D04 que apresentou menores resultados de ICso e resultados

significativos no estudo de producédo de NO.

Em relacdo a estrutura dos compostos testados, os resultados demonstraram
gue a estratégia de ciclizagdo aumentou significativamente a atividade. A
substituicdo na posicdo 5 do anel tiazolidinico alterou os valores dos testes de
formas distintas para cada composto. Posto isto, a adicdo de instauracdo
diretamente ligada nesta posicdo diminuiu de forma contundente a atividade, como

observado nos valores do composto LQIT/D02, em contrapartida, a ¢~~~ do

substituinte acido propiénico na posi¢cdo 5 aumenta atividade de forma sign L
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6.1. PERSPECTIVAS

v

v

Realizar o incremento da solubilidade dos compostos testados;

Realizag&o de testes nas formas amastigotas;

Realizacdo de microscopia eletronica de transmissao e varredura;

Sintese enantioseletiva do composto LQIT/D04 com o auxilio de condutores

quirais;

Realizacdo de testes de toxicidade;

Realizacdo de testes in vivo;

Procurar mecanismos para tentar elucidar possiveis mecanismos de a¢édo dos

derivados isotiocianatos.
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