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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV) € uma doenca potencialmente fatal, causada por
protozoarios do género Leishmania.Os medicamentos usualmente utilizados para o
tratamento da enfermidade apresentam incébmoda via de administracdo, efeitos
toxicos severos e algumas cepas ja possuem resisténcia aos farmacos
convencionais. Esse fato faz com que a busca por novas alternativas terapéuticas,
mais eficazes e menos téxicas, seja de grande importancia. As tiazolidinas e as
tiossemicarbazonas sdo grupos de moléculas que possuem uma diversa lista de
atividades biologicas relatadas na literatura, em especial acdo contra diversas
parasitoses. Dessa forma o objetivo desse trabalho foi desenvolver e avaliar o
potencial leishmanicida de novos derivados tiazolidinicos e tiossemicarbazonas.
Reacdes como N-alquilacdo, tionacdo e condensacdo foram utilizadas para a
sintese das moléculas as quais foram caracterizadas e avaliadas quanto a sua
citotoxicidade em macréfagos J774 e quanto a sua acao inibitéria frente a formas
promastigotas e amastigotas de Leishmania infantum Foram também realizadas
andlises ultraestruturais e morfologicas, dosagem de Oxido nitrico (ON), além da
determinacdo do indice de seletividade. As moléculas testadas apresentaram
resultados distintos, com valores de CCso que variaram de 8,52 + 1,36 uM a 126,83
+ 8,85 UM e valores de IC5p para promastigotas que variaram de 0,42 + 0,12 pM a
142,43 + 1,02 pM e com aumento significativo na producdo de ON. O derivado
tiazolidinico GQS-90 foi considerado o mais promissor por possuir 0 melhor indice
de seletividade, e apresentou nas analises de microscopia eletrdnica, alteracdes
morfologicas que acarretaram a inviabilidade celular. Esse composto mostrou-se
também ativo contra formas amastigotas de L. infantum, no entanto estudos mais
aprofundados s@o necessarios a fim de esclarecer o mecanismo de acdo do
composto. Assim foi possivel concluir que o derivado GQS-90 apresentou a maior

eficacia antiparasitaria, sendo um possivel candidato a farmaco leishmanicida.

Palavras-chave: Leishmaniose. Tiazolidina. Tiossemicarbazona. Citotoxicidade.

Oxido nitrico. Microscopia eletrénica.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL) is a life-threatening disease caused by protozoa of
the genus Leishmania. Medicines currently used to treat illness are detected via
administration, severe toxic effects and some strains are already subject to
environmental damage. This fact makes the search for new, more difficult and less
toxic therapeutic alternatives, of great importance. As thiazolidines and
thiosemicarbazones are groups of molecules that have a diverse list of biological
activities related to the literature, in a special action against various parasites. Thus,
the objective of this work was to develop and evaluate the leishmanicidal potential of
new thiazolidine derivatives and thiosemicarbazones. Reactions such as N-
alkylation, condensation and condensation were used for molecule samples which
were characterized and evaluated for their cytotoxicity in J774 macrophages and for
their inhibitory action against morphological infantile Leishmania promastigotes and
amastigotes forms, nitric oxide dosage ( ON), in addition to determining the selectivity
index. As tested molecules have different results, with CC50 values ranging from
8.52 + 1.36 uM to 126.83 + 8.85 uM and IC50 values for promastigotes ranging from
0.42 £ 0.12 yM to 142 , 43 + 1.02 puM and with significant increase in NO production.
The thiazolidine derivative GQS-90 was considered or more promising for using the
best selectivity index, and exhibited in electron microscopy analyzes, morphological
changes that affect cell unfeasibility. This compound was also active against
amastigote forms of L. infantum, however, further studies are needed for clarification
or compound action mechanism. Thus, it was possible to conclude that GQS-90 had

the highest antiparasitic effect, being a possible candidate for leishmanicidal drug.

Keywords: Leishmaniasis. Thiazolidine. Thiosemicarbazone. Cytotoxicity Nitric
oxide. Electron microscopy.
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose € uma enfermidade que encontra-se inserida no grupo das
Doencgas Tropicais Negligenciadas, e é considerada uma das prioridades desse
grupo para a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS), uma vez que ocorre nos paises
mais pobres e atinge as populacdes mais vulneraveis e com dificil acesso aos
servicos de saude (OMS, 2019).

Dentre os diversos tipos de Leishmanioses, destaca-se a Leishmaniose
Visceral (LV), doenca infecciosa de carater zoonético de grande importancia para a
salude publica, de ocorréncia mundial, principalmente em paises em
desenvolvimento como o Brasil. E uma doenca de carater cronico, grave, com altas
taxas de letalidade quando néo tratada (AGUIAR; RODRIGUES, 2017).

No Brasil, o processo de expansdo da doenca nas Ultimas décadas
intensificou-se face aos fatores ambientais (desflorestamento), socioeconémico e a
ocupacdo desordenada na periferia das cidades. Na ultima década ja foram
registrados diversos casos de LV na regido metropolitana de varias capitais
brasileiras (CARDIM et al., 2016; SILVEIRA et al., 2016).

O leque terapéutico para o tratamento da LV é limitado. A escolha da
medicacdo para o tratamento baseia-se na presenca de comorbidades, gravidade
clinica e no perfil de efeitos colaterais (AGUIAR; RODRIGUES, 2017). Os farmacos
disponibilizados pelo Ministério da Saude do Brasil para o tratamento da doenca sdo
o antimoniato de meglumina e a anfotericina B (desoxicolato e lipossomal) (BRASIL,
2016). Esses medicamentos podem apresentar bons resultados em alguns modelos
experimentais, mas ainda existem grandes limitacdes, tais como dificuldade de
administragao, duracdo do tratamento, toxicidade, custo e crescente resisténcia dos
parasitos aos medicamentos (MEDDEB-GARNAQUI et al., 2010; KAUR et al., 2011,
ARONSON et al., 2016).

Diante de sua distribuicdo mundial, importancia em Saude Publica e a
auséncia de terapéuticas que permitam um tratamento totalmente eficiente e
confortavel ao paciente, torna-se de extrema importancia a pesquisa de novas

alternativas terapéuticas, que sejam mais eficazes e menos téxicas.
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As tiazolidinas constituem uma importante classe de compostos ciclicos na
quimica organica com amplo espectro de atividades biologicas promissoras ja
descritas, em especial atividades antiparasitarias como esquistossomicida
(SANTIAGO et al., 2014, OLIVEIRA et al., 2015), anti-T. cruzi (MOREIRA et al.,
2013; CORREA et al., 2016) e antimalarica (SOLOMON et al., 2013).

Outra classe de compostos bastante estudada séo as tiossemicarbazonas. Na
literatura, diversas atividades sdo associadas a esses compostos, com destaque
para a acao inibitéria contra tripanossomatideos das espécies T. cruzi e T. brucei
(KPOTIN, et al., 2016; MAIA et al., 2017), Leishmania amazonensis (MELOS et al.,
2015; SILVA et al., 2017) e Leishmania major (PERVEZ et al., 2014).

Decorridas vérias décadas de estudos relativos a essa parasitose, ainda nao
existe tratamento realmente eficaz e atéxico. Neste cenario, torna-se importante o
desenvolvimento e estudo de novos compostos que possam atuar como drogas
contra a LV (MICHELETTI; BEATRIZ, 2012). Considerando o grande potencial
bioldgico antiparasitario das tiazolidinas e das tiossemicarbazonas, o Laboratorio de
Quimica e Inovacao Terapéutica vem enfatizando seus projetos na busca de novos

derivados dessas classes, avaliando o potencial leishmanicida desses compostos.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Desenvolver e avaliar o potencial leishmanicida de novos derivados

tiazolidinicos e tiossemicarbazonas.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar 0S novos derivados heterociclicos tiazolidinicos e

tiossemicarbazonas e caracterizar as estruturas quimicas dos compostos;

e Analisar a citotoxicidade dos derivados sobre macrofagos J774 e determinar a

CCsp de cada composto;
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Avaliar os efeitos dos derivados sobre o crescimento de promastigotas de L.
infantum e determinar a ICso de cada composto;

Estimar o indice de seletividade dos derivados para as formas promastigotas

de L. infantum;

Analisar o efeito dos derivados sobre a producdo de oOxido nitrico de

macroéfagos J774;

Descrever as alteracdes ultraestruturais e morfolégicas em promastigotas de

L. infantum tratadas com o composto mais seletivo;

Avaliar o efeito do composto mais seletivo sobre o indice de sobrevivéncia de
amastigotas intracelulares de L. infantum e estabelecer a ICsp e 0 indice de

seletividade para essa forma.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS DA LEISHMANIOSE VISCERAL

No tocante aos aspectos epidemiolégicos, a Leishmaniose visceral (LV) é
uma zoonose considerada problema de salde publica devido a sua magnitude e
complexidade clinica, biolégica e epidemiolégica. A LV afeta predominantemente os
mais pobres, sobretudo em paises em desenvolvimento, fato que demanda um
esforco coletivo e um compromisso compartido entre 0s governos, as organizacoes,
instituicdes e a sociedade para seu controle (OMS, 2017).

A LV é endémica em 72 paises de areas tropicais e subtropicais de quatro
continentes. Os principais focos de infeccdo humana estdo localizados no sudoeste
asiatico, no oeste da Africa e no continente americano (Figura 1). A estimativa da
Organizacdo Mundial da Saude é que surgem 300 mil casos anualmente e que
nesse mesmo periodo, 20 mil pessoas infectadas pela doenca venham a 6bito. Em
2017, mais de 94% dos novos casos notificados a OMS ocorreram em sete paises:
Brasil, Etiopia, India, Quenia, Somalia, Suddo do Sul e Suddo (OMS, 2019).
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Figura 1 - Mapas de distribuicdo geografica da Leishmaniose Visceral
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Nas Américas, os casos humanos de LV estdo presentes em 12 paises. Em
nivel regional a LV esta classificada em trés cenarios epidemioldgicos: paises com
transmissdo em expansao (Argentina, Brasil e Paraguai), paises com transmisséo
estavel ou controlada (Colbmbia e Venezuela) e paises com transmisséo esporadica
(Costa Rica, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Bolivia, Guiana e México) (OMS,
2017).

No periodo de 2001 a 2017 foram reportados 59.769 casos de LV humana no
continente americano (Figura 2). A grande maior parte dos casos foi reportada no
Brasil (96%), no entanto, paises localizados ao sul do continente, como Argentina,
Colémbia, Paraguai e Venezuela, figuram entre os que tiveram maiores registros de

casos (OMS, 2019).



22

Figura 2 - Casos de leishmaniose visceral, segundo paises com maior ocorréncia de
casos, Américas, 2001-2017
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De acordo com dados disponibilizados pelo Ministério da Saude, através do
Sistema de Informacao de Agravos de Notificac6es (SINAN), entre os anos de 2013
a 2017, os estados brasileiros mais afetados pela LV foram: Maranh&o, Ceara, Bahia

e Minas Gerais (Figura 3).
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Figura 3 - Distribuicdo dos casos de Leishmaniose visceral nos estados brasileiros
entre os anos de 2013 e 2017.
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A alta incidéncia de LV atualmente tem sido relacionada com a urbanizacao
da doenca, observada a partir da década de 80. Essa expansdo encontra-se
intimamente ligada ao éxodo rural, expansdo das favelas, gerando péssimas
condicdes de saneamento basico associado as caracteristicas socioecondmicas,

conscientizacdo da populacdo exposta, deficiéncia no controle dos vetores e da
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populacdo canina errante (MAIA-ELKHOURY et al., 2008; RONDON NETO et al.,
2011).

Um aspecto preocupante € a co-infeccdo LV-HIV, a qual pode ser
considerada um problema emergente no Brasil, devido a distribuicdo geografica
crescente da doenca, dificuldades no diagnéstico e tratamento e altos indices de
mortalidade (MARTINS-MELO et al., 2014).

A Figura 4 apresenta o mapa com o acumulado de casos de LV na série

histérica de 2013 a 2017 nos municipios do estado de Pernambuco.

Figura 4 - Distribuicdo dos casos de Leishmaniose visceral em Pernambuco entre 0s
anos de 2013 e 2017.
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Com os dados obtidos pelo SINAN (2019) percebe-se que a LV se apresenta
amplamente distribuida em todas as mesorregidées do estado, com destaque para

municipios do sertdo pernambucano, como Petrolina, Salgueiro, bem como para o
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municipio de Caruaru, no Agreste do estado. E possivel observar também a
expansdo da doenca para a regido metropolitana do estado, uma vez que a capital,

Recife, registrou o maior nimero de casos acumulados no periodo analisado.

2.2 AGENTE ETIOLOGICO

A leishmaniose é causada por protozoarios heteroxénico, da ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, género Leishmania (COLOMBO et al.,
2011). Existem cerca de 300 espécies de Leishmania spp.,, sendo que desse total
cerca de 20 espécies estao relacionadas com doencas parasitarias. Os parasitos do
género Leishmania possuem muitas semelhancas estruturais, 0 que impede a
identificacdo das espécies com base nas suas caracteristicas morfologicas. Dessa
forma, as espécies de Leishmania podem ser diferenciadas, por dados
epidemiologicos, manifestagcbes clinicas e também com base nos perfis
isoenzimaticos (ROBERTS; JANOVY, 2009; SEIXAS et al., 2011).

As espécies mais importantes do ponto de vista epidemioldgico e clinico séo:
Leishmania tropica, Leishmania major, Leishmania mexicana, Leishmania
braziliensis, Leishmania donovani e Leishmania infantum (ROBERTS; JANOVY,
2009). Nas Américas, a espécie comumente isolada em pacientes com LV € a
Leishmania infantum, cuja posicdo taxonbmica esta representada na figura 5
(BRASIL, 2017).
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Figura 5 - Posicao taxondmica da espécie Leishmania infantum.
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Fonte: Adaptado de BRASIL, 2014

Estes parasitos apresentam formas evolutivas distintas ao longo do seu ciclo
de vida, sendo as formas promastigota e amastigotas as de maior interesse. A forma
promastigota (Figura 6), encontrada no hospedeiro invertebrado, corresponde ao
estagio extracelular; e possui forma losangular adelgacada, variam de 10 a 15 um de
comprimento e possuem um longo flagelo moével na extremidade. Ja a forma
amastigota (Figura 6) corresponde ao estagio intracelular do parasito, que se
reproduzem dentro do sistema fagocitico mononuclear dos mamiferos suscetiveis. A
forma amastigota € esférica/ovoide, mede em média de 3 a 6 um de didmetro e
possui um flagelo interno pouco desenvolvido (TANAKA et al., 2007).

Figura 6 - Forma promastigota (A) e amastigota (B) de L. infantum
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2.3 BIOLOGIA CELULAR DE Leishmania spp.

Tanto a forma promastigota (Figura 7), quanto a forma amastigota (Figura 8)
apresentam estruturas que sao especificas de protozoarios pertencentes a ordem
Kinetoplastida, como o cinetoplasto e o acidocalcissomo e o glicossomo (DE
SOUZA, 2008). Nessas organelas sao encontradas vias metabdlicas Unicas que
podem ser alvos para o desenvolvimento de novas drogas mais eficazes e seletivas
(FIDALGO; GILLE, 2011).

Figura 7 - Representacdo esquematica da forma promastigota de L. infantum.
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Figura 8 - Representacdo esquematica da forma amastigota de L. infantum.
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7

Uma caracteristica importante é que o0s tripanosomatideos como o
Trypanosoma cruzi e as diversas espécies de Leishmania possuem uma mitocéndria
Gnica, sendo esta responsavel por toda geracdo de energia para manter a célula
viva (FIDALGO; GILLE, 2011). Justamente pelo fato de ser uma estrutura unitaria, o
bom funcionamento desta € de extrema importancia para a sobrevivéncia dos
parasitos (MEHTA; SHAHA, 2004).

O cinetoplasto € uma regiao especializada da mitocéndria, constituida de um
aglomerado de moléculas de DNA mitocondrial (k-DNA) dotadas de um complexo
mecanismo de replicacdo (LIU et al.,, 2005; LAINSON; RANGEL, 2005). O DNA
mitocondrial corresponde a 30% do material genético da célula, e é formado por uma
rede de moléculas concatenadas entre si: 0s maxicirculos e os minicirculos. Estima-
se que 50 maxicirculos e 10.000 minicirculos estejam arranjados entre si formando
uma Unica rede com a matriz do cinetoplasto (SHAPIRO; ENGLUND, 1995)

Os maxicirculos sdo semelhantes ao DNA mitocondrial dos demais
eucariontes, pois codificam RNAs ribossomais e diversas proteinas da cadeia

respiratoria, as quais estdo relacionadas a mecanismos fundamentais para a
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manutencdo da viabilidade celular, como a transducdo de energia. Os minicirculos
caracterizam-se por transcrever pequenos RNAs guia, responsaveis pela
especificidade da edicdo dos mRNAs codificados pelos maxicirculos. (SHAPIRO;
ENGLUND, 1995; SCHNEIDER, 2001; GLUENZ et al., 2007; SOUZA, 2008;
CAVALCANTI et al., 2009).

Os glicossomos estdo relacionados a muitos processos celulares, como a
beta-oxidacdo de acidos graxos, a sintese de éter lipidico e a glicolise, sendo esta
altima a principal funcdo desta organela (PARSONS et al.,, 2001; OPPERDOES;
COOMBS, 2007). Os acidocalcissomos sdo organelas acidas que estocam célcio,
cations e fosforo, e estdo envolvidas em diversos processos bioldgicos, tais como
adaptacdo dos tripanosomatideos a condicfes de estresse ambiental, manutencéo
da homeostase, manutencéo do pH e osmorregulacdo (DOCAMPO et al., 2005).

A bolsa flagelar surge como uma invaginacdo da membrana plasmatica.
Evidéncias morfolégicas e citoquimicas apontam que a bolsa flagelar € uma regido
de intensa atividade endocitica e exocitica (LANGOUSIS; HILL, 2014). A partir da
bolsa flagelar, emerge o flagelo, estrutura caracteristica de todos os membros desse
grupo, o qual encontra-se presente em todas as formas evolutivas dos
tripanossomatideos (FRANSOZO; NEGREIROS-FRANSOZO, 2016). O flagelo esta
envolvido ndo s6 na motilidade celular, mas também na interacdo do parasito com
0s hospedeios, uma vez que a invasao das células dos hospedeiros, bem como a
adesdao a superficie de tecidos, sao dependentes de interacdo via flagelo (BASTIN et
al., 2000). Além disso, o flagelo participa do processo de divisdo celular dos
parasitos (ZHOU, HU; LI, 2014).

O flagelo apresenta uma estrutura basica semelhante a outros flagelos, sendo
envolvido por uma membrana flagelar e contendo um axonema tipico, que apresenta
um padrao de nove pares de microtubulos periféricos e um par central. Associado ao
flagelo deste parasito é encontrado um complexo arranjo de filamentos protéicos,
denominado de haste paraflagelar, uma estrutura cristalina que é Unica dos protistas
(ROTUREUA et al., 2009)..

Organelas como o ndcleo, reticulos endoplasmaticos e complexo de Golgi
também estdo presentes em Leishmania. Esses protozoarios possuem ainda

membrana plasmatica constituida de lipidios, ergosterol, carboidratos e proteinas.
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Algumas proteinas de superficie como o lipofosfoglicano (LPG) e a
glicoproteina 63 (GP63) conferem protecdo ao parasito contra a resposta imune do
hospedeiro (SOUZA, 2008).

2.4 VETORES E RESERVATORIOS

A leishmaniose apresenta como vetor insetos hematdéfagos pertencentes a
subfamilia Phlebotominae (Phlebotomus spp. no Velho Mundo e Lutzomyia spp. no
Novo Mundo) (OMS, 2010). Esses flebotomineos, conhecidos popularmente como
mosquito palha, sdo insetos pequenos, de aproximadamente 0,5 cm de
comprimento, com pernas longas e delgadas e o corpo revestido por pelos. Séao
facilmente reconheciveis pelo seu comportamento, ao voar em pequenos saltos e
pousar com as asas entreabertas. Geralmente, possuem cor parda, sendo as
fémeas responsaveis pela transmisséo da LV (CAMARGO; BARCINSKI, 2003).

A espécie Lutzomyia longipalpis (Figura 9) é o principal vetor da LV nas
Américas. Essa espécie adapta-se facilmente ao peridomicilio e a variadas
temperaturas: pode ser encontrada no interior dos domicilios e em abrigos de
animais domésticos. A atividade desses insetos é crepuscular e noturna. No intra e
peridomicilio, a L. longipalpis é encontrada, principalmente, proxima a uma fonte de
alimento. Durante o dia, esses insetos costumam manter-se em repouso, em lugares
sombreados e umidos, protegidos do vento e de predadores naturais. Essa espécie
€ popularmente conhecida como mosquito-palha, tatuquira, birigui, entre outros,
dependendo da regido geografica, onde é encontrada (BRASIL, 2017).

Figura 9 - Fémea de Lutzomyia longipalpis exercendo hematofagia

Fonte: SILVEIRA et al., 2016
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Em publicagbes recentes outras espécies de flebotomineos foram
consideradas como possiveis vetores de L. infantum, como Lutzomyia cruzi,
Lutzomyia evansi e Lutzomyia migonei (RANGEL et al., 2018; MEJIA et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2018). No entanto, ainda sdo necessarios mais estudos a fim de
estabelecer a competéncia vetorial dessas espécies.

Estudos evidenciam que a expansao da leishmaniose visceral humana no
Brasil, seguiu a mesma rota de dispersao de L. longipalpis (VIANNA et al., 2016).
Nas ultimas décadas, verificou-se a expanséo e urbanizacdo desse vetor, a partir da
adaptacao deste aos ambientes urbanos e periurbanos, podendo ser encontrados no
peridomicilio, em galinheiros, chiqueiro, canil, paiol, entre outros ambientes e
também no intradomicilio (BRASIL, 2014).

Os reservatorios naturais s8o necessarios a manutengdo da LV nos
ambientes rural e urbano. O cdo domeéstico (Canis familiaris) desempenha grande
importancia na epidemiologia da LV em areas endémicas, pois é principal
reservatorio domeéstico da LV; precedendo a maioria dos casos no homem e
promovendo a dispersao da doenca para areas ndao-endémicas. Em regides de mata
o principal reservatorio da doenca séo as raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon
thous) (FERNANDES et al., 2013; BRASIL, 2014; SILVEIRA et al., 2016).

A enzootia canina tem precedido a ocorréncia de casos humanos e a infeccao
em caes tem sido mais prevalente que no homem, sendo considerado um grave
problema de saude publica no pais (BRASIL, 2017). As atividades de vigilancia e
controle da LV séo geralmente direcionadas para a eutanasia de caes soropositivos,
no entanto, estudos sugerem que essas acfes como estratégia de controle séo
ineficazes para a interrupgao da transmissao da leishmaniose em cées, em razéo da
alta taxa de substituicho de cdes eliminados por outros caes
suscetiveis (ABRANTES et al., 2018).

Na Figura 10 € possivel observar a raposa (Cerdocyon thous), reservatério
silvestre de L. infantum na natureza, sem apresentar nenhum sinal clinico que
evidencie sofrimento pela infeccdo (A). O cé@o doméstico (Canis familiaris),
hospedeiro de L. infantum, apresentando varios sinais clinicos que evidenciam
sofrimento pela infecgdo: emagrecimento, onicogrifose, descamacdo e lesdes
ulcerativas de pele (B) (SILVEIRA et al., 2016).
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Figura 10 - A raposa e o cao, hospedeiros da LV

2.5 ASPECTOS CLINICOS E SINTOMAS

A infec¢do humana por L. infantum € uma doenca espectral, manifestando-se
de trés formas clinicas distintas: forma assintomatica, forma oligossintomatica e
forma classica (LOPEZ-PENA et al. 2009).

Nas areas endémicas, a forma oligossintomatica da doenca € a de maior
representacdo e se caracteriza por sintomatologia inespecifica como febre, tosse
seca, diarreia, sudorese, baco geralmente palpavel e figado um pouco aumentado.
Esse quadro clinico tem duracao de 15 dias a 6 meses e frequentemente evolui para
cura espontanea (SAO PAULO, 2003; BRASIL 2014).

Considera-se infectado assintomatico o individuo residente em area endémica
sem manifestacbes clinicas que apresentava positividade para os testes
diagnésticos para L infantum. Muitas vezes a forma assintomatica evolui em alguns
meses para a forma classica (CAVALCANTE et al., 2013).

Com relacdo a forma classica da doenca, os sintomas irdo variar de acordo
com o Orgdo afetado e a carga parasitaria no local (LOPEZ-PENA et al. 2009). O
tropismo que os parasitos apresentam principalmente pelo figado, baco e medula
0ssea, e que pode ocorrer também nos rins, pulméo e coracdo € o responsavel pelo
aparecimento dos sinais e sintomas que caracterizam a LV (BACELLAR,;
CARVALHO, 2005; SANTOS, YOSHIOKA; MIYAGUI, 2008).

Febre tipicamente noturna, taquicardia, diarreia, tosse, perda de apetite e de
peso sdo o0s sinais clinicos iniciais. Apos o terceiro més, surgem outros sintomas,

como o aumento do tamanho do figado e do baco (hepatoesplenomegalia), devido
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ao intenso parasitismo e a ocorréncia de manifestacdes hemorragicas (Figura 12). E
frequente também o comprometimento pulmonar na LV, com quadro histopatolégico
tipico de pneumonite intersticial. Os linfonodos, em geral, ndo aumentam de
tamanho, no entanto, exames microscépicos podem evidenciar reatividade dos seios
(marginais, intermediarios e medulares), com hipertrofia, hiperplasia e parasitismo
das células macrofagicas. E possivel a ocorréncia de anormalidades da funcéo
renal e um exame macroscoépico dos rins revela um aumento de volume e congestao
desses oOrgdos. A desnutricdo ocorre com a progressdao da doenca, podendo
manifestar-se por edema periférico, queda de cabelos e alteracbes de pele e das
unhas. A perda de peso, o0 edema e o estado de debilidade progressiva contribuem
para a caquexia e o 6bito (PASTORINO et al. 2002; PEDROSA; ROCHA, 2004;
CHAPPUIS et al., 2007; AGUIAR; RODRIGUES, 2017).

Figura 11 - Crianga com LV apresentando sintomas da doenca.

Fonte: SILVEIRA et al., 2013

Quando néo tratada, a LV quase sempre evolui para 6bito. Frequentemente
os 6bitos sdo causados por complicacdes infecciosas ou hemorragicas. Deve ser
considerado grave todo paciente de LV com idade inferior a 6 meses ou superior a
65 anos, desnutricdo grave, co-morbidades ou uma das seguintes manifestacdes
clinicas: ictericia, fendbmenos hemorragicos (exceto epistaxe), edema generalizado,
sinais de toxemia (letargia, ma perfusdo, cianose, taquicardia ou bradicardia,
hipoventilacdo ou hiperventilacdo e instabilidade hemodindmica). Em pacientes
imunossuprimidos, e, pacientes que possuem com-infeccdo com o HIV, sao

descritas manifesta¢des clinicas ndo usuais, ocorrendo comprometimento de trato
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gastrointestinal, pulméo e pleura. Porém, nesses casos 0s sintomas mais comuns
sao pancitopenia, hepatomegalia e esplenomegalia. Casos de co-infeccédo de L.
infantum e HIV apresentam maior taxa de recidiva e maior letalidade (ALVAR et al.,
1997; MACHADO et al., 2009; LISBOA et al., 2014; AGUIAR; RODRIGUES, 2017).

2.6 TRATAMENTO

O tratamento da LV deve ser iniciado assim que é estabelecido o diagndstico.
Os severos sintomas e a possibilidade de morte iminente em doentes com
manifestacbes desta parasitose tornam de maxima importdncia a formulagdo e
utilizacé@o de terapias eficazes, e de agdo rapida (BRASIL, 2014).

O tratamento da LV engloba terapéutica especifica e medidas adicionais,
como hidratacdo, antitérmicos, antibiéticos, hemoterapia e suporte nutricional, além
do acompanhamento de exames laboratoriais e eletrocardiograficos (BRASIL, 2017).

O Ministério da Saude disponibiliza o tratamento através do Sistema Unico de
Saude (SUS). Recomenda-se o antimoniato de N-metil glucamina como farmaco de
primeira escolha para o tratamento da LV, exceto em algumas situacdes, nas quais
a anfotericina B, especialmente em sua formulacao lipossomal, € apresentada como
farmaco de primeira linha (BRASIL, 2016).

Em novembro de 2013, o Ministério da Saude definiu e ampliou os critérios de
indicacdo da anfotericina B lipossomal para o tratamento de pacientes com
leishmaniose visceral. Essa ampliacdo foi uma mudanca necessaria, visando
garantir uma maior seguranca no tratamento dos pacientes de LV dos grupos com
maior risco de morte. A lista de indicacdes para utilizacdo da anfotericina B
lipossomal inclui pacientes que atendam a pelo menos um dos critérios a seguir:
idade menor que 1 ano; idade maior que 50 anos; insuficiéncia renal; insuficiéncia
hepatica; insuficiéncia cardiaca; hipersensibilidade ao antimonial pentavalente;
infeccéo pelo HIV; comorbidades que comprometem a imunidade; uso de medicagao
gue compromete a imunidade; falha terapéutica ao antimonial pentavalente;
gestantes. Nas situacbes em que o0 paciente apresente falha terapéutica ao

antimonial pentavalente e ndo se enquadre em nenhum dos critérios de indicacéo
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para utilizacdo da anfotericina B lipossomal, podera ser adotado como alternativa
terapéutica o desoxicolato da anfotericina B (BRASIL, 2016).

Os quadros 1, 2 e 3 trazem o resumo do tratamento de leishmaniose visceral
com antimoniato de N-metil glucamina, com a anfotericina B lipossomal e com o

desoxicolato de anfotericina B, respectivamente.

Quadro 1 - Resumo do tratamento de LV com antimoniato de N-metil glucamina

Ampolas de 5 mL contendo 1500 mg (300 mg/mL) de
Apresentacao antimoniato de N-metil glucamina, equivalentes a 405 mg

(81 mg/mL de antimdnio pentavalente (Sb +5)

20mg/Sb+5/kg/dia, por via endovenosa ou intramuscular,
Dose e viade uma vez ao dia, por no minimo 20 e no maximo 40 dias.

aplicagéo A dose prescrita refere-se ao antimonio pentavalente
(Sb+5). Dose maxima de 3 ampolas ao dia

Endovenosa ou intramuscular. Administrar
- . preferencialmente por via endovenosa lenta. A dose
Administracéo ) L _
podera ser diluida em soro glicosado a 5% (100mL) para

facilitar a infusdo endovenosa

Artralgias, mialgias, inapeténcia, nauseas, vOmitos,
plenitude gastrica, epigastralgia, pirose, dor abdominal,
Eventos adversos L _ o
dor no local da aplicacdo, febre, cardiotoxicidade,

hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e pancreatite

Monitorar enzimas hepaticas, funcdo renal, amilase e
lipase sérica Em pacientes com idade maior que 40 anos
. ou que tenham antecedentes familiares de cardiopatia,
Recomendacdes ] _ o
deve-se realizar eletrocardiograma no inicio, durante
(semanalmente) e ao final do tratamento para monitorar o

intervalo QT corrigido, arritmias e achatamento da onda T

Fonte: BRASIL, 2016
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Quadro 2 - Resumo do tratamento de LV com anfotericina B lipossomal

Apresentacao

Frasco/ampola com 50mg de anfotericina B lipossomal

liofilizada

Dose e via de

aplicacéao

3mg/kg/dia, durante 7 dias, ou 4mg/kg/dia, durante 5 dias

em infusao venosa, em uma dose diaria

Diluicéo

Reconstituir o pé em 12mL de agua estéril para injecéo,
agitando vigorosamente o frasco por 15 segundos, a fim
de dispersar completamente a anfotericina B lipossomal
Obtém-se uma solucdo contendo 4mg/mL de anfotericina
B lipossomal. Essa solucéo pode ser guardada por até 24
horas & temperatura de 2°C a 8°C. Rediluir a dose
calculada na proporgdo de 1mL (4mg) de anfotericina B
lipossomal para 1mL a 19mL de soro glicosado a 5%. A
concentracao final sera de 2mg a 0,2mg de anfotericina B
lipossomal/mL A infusdo deverd ser iniciada em, no

maximo, 6 horas apoés a diluicéo final

Tempo de infusdo

30 a 60 minutos

Eventos adversos

mais frequentes

Febre, cefaleia, nausea, vomitos, tremores, calafrios e

dor lombar

Recomendacdes

A anfotericina B lipossomal deve ser mantida sob
refrigeracdo (temperatura de 2°C a 8°C) e protegida
contra a exposicdo a luz. Esses cuidados ndo sé&o
necessarios durante o periodo de infusdo Monitorar
funcdo renal, potassio e magnésio séricos. Repor
potassio, quando indicado. Seguir as orienta¢gdes quanto
a diluicdo e ao tempo de infusdo. Em caso de eventos
adversos durante a infusdo do medicamento, administrar

antitérmicos ou anti-histaminicos meia hora antes da
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infusdo, evitando o uso de acido acetilsalicilico Na
disfuncdo renal, com niveis de creatinina duas vezes
acima do maior valor de referéncia, o tratamento devera
ser suspenso por 2 a 5 dias e reiniciado em dias

alternados, quando os niveis de creatinina diminuirem

Fonte: BRASIL, 2016

Quadro 3 - Resumo do tratamento de LV com desoxicolato de anfotericina B.

Apresentacao

Frasco com 50mg de desoxicolato sédico de anfotericina

B liofilizada

Dose e via de

aplicacéo

1mg/kg/dia por infusdo venosa, durante 14 a 20 dias A
decisdo quanto a duracdo do tratamento deve ser
baseada na evolucao clinica, considerando a velocidade
da resposta e a presenca de comorbidades Dose méaxima
diaria de 50 mg

Diluicéo

Reconstituir o p6 em 10mL de agua destilada para
injecdo. Agitar o frasco imediatamente até que a solucdo
se torne limpida. Essa diluicdo inicial tem 5mg de
anfotericina B/mL e pode ser conservada a temperatura
de 2°C a 8°C e protegida da exposi¢ao luminosa por, no
maximo, uma semana, com perda minima de poténcia e
limpidez. Para preparar a solugdo para infusdo, é
necessaria uma nova diluicdo. Diluir cada 1mg (0,2mL)
de anfotericina B da solu¢do anterior em 10mL de soro
glicosado a 5% A concentracdo final sera de 0,1mg/mL

de anfotericina B

Tempo de infuséo

2 a 6 horas

Eventos adversos

mais frequentes

Febre, cefaleia, nduseas, vomitos, hiporexia, tremores,
calafrios, flebite, cianose, hipotensédo, hipopotassemia,
hipomagnesemia e alteragéo da funcgéo renal

Recomendacgdes

A anfotericina B deve ser mantida sob refrigeracao
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(temperatura de 2°C a 8°C) e protegida da exposicdo a
luz. Esses cuidados ndo sédo necessarios durante o
periodo de infusdo (GR-A) Monitorar funcdo renal,
potassio e magnésio seéricos (GR-A) Repor potassio
guando indicado. Seguir as orienta¢des quanto a diluicdo
e ao tempo de infusdo Em caso de eventos adversos
durante a infusdo do medicamento, administrar
antitérmicos ou antihistaminicos meia hora antes da
infusdo, evitando o uso de &acido acetilsalicilico Na
disfuncéo renal, com niveis de creatinina acima de duas
vezes 0 maior valor de referéncia, o tratamento devera
ser suspenso por 2 a 5 dias e reiniciado em dias

alternados, quando os niveis de creatinina reduzirem

Fonte: BRASIL, 2016

As opcdes de tratamento disponiveis para essa doenca tém problemas
relacionados a eficacia, alta toxicidade, dolorosa via de administragcdo e custos;
tornando o tratamento uma questdo complexa. Também j& se verificam problemas
de resisténcia. O surgimento de cepas resistentes aos medicamentos comumente
utilizados € o maior desafio para o manejo da LV, nas areas nas quais esses
parasitos se apresentam de forma endémica (VERONICA et al., 2019)

O tratamento ideal para LV seria um medicamento administrado por via oral,
100% eficaz, em dose Unica, ndo sujeito ao desenvolvimento de resisténcia, de
excelente potencial leishmanicida, baixa toxicidade, sem efeitos colaterais e com
baixo custo e que pudesse ser utilizado em populacdes vulneraveis, em especial
pacientes imunodeprimidos. Nenhum dos medicamentos até agora utilizados
cumprem todos esses critérios. Pelo desinteresse das companhias farmacéuticas,
sdo poucos os farmacos desenvolvidos para o tratamento das doencas
negligenciadas, e em especial da leishmaniose. Face ao exposto, verifica-se que a
LV visceral conta com um limitado leque de opcdes terapéuticas (MICHELETTI;
BEATRIZ, 2012; ARONSON et al., 2016, VERONICA et al., 2019).
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2.6.1 Antimoniais Pentavalentes

As terapéuticas baseadas em antiménio pentavalente passaram a constituir o
tratamento padrdo para a leishmaniose visceral a partir de 1945. Os antimoniais
para o tratamento da LV sdo encontrados comercialmente como o estibogluconato
de sédio (Pentostam®) (Figura 12) utilizado nos EUA e na Europa e o antimoniato de
N-metilglucamina (Glucantime®) (Figura 13), este Gltimo mais comumente prescrito
na Africa e América Latina, incluindo o Brasil (LIMA et al., 2007; BRASIL, 2014).

Figura 12 - Estrutura quimica do estibogluconato de sédio
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Fonte: LIMA et al., 2017

Figura 13 - Estrutura quimica do antiomoniato de N-metilglucamina
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Fonte: LIMA et al., 2017

Apesar de possuirem boa efichcia contra o parasito, 0s antimoniais
pentavalentes causam muitos efeitos adversos e apresentam dolorosa via de

administracdo. Eles tém fraca absorcdo oral e sdo administrados por meio de
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injecdes intramusculares ou intravenosas, em um tratamento que tem duracao de 20
a 30 dias (MOORE; LOCKWWOD, 2010; AGUIAR; RODRIGUES, 2017).

Dentre os efeitos colaterais que podem surgir durante o tratamento estéo:
artralgia, mialgia, perda de peso, nauseas, vOmitos, pirose, dor abdominal,
pancreatite, prurido, febre, fraqueza, cefaleia, tontura, palpitacdo, insonia,
nervosismo, hepatite, pancreatite e alta cardiotoxicidade (FREITAS-JUNIOR et al.
2012; CONTI; PINTO-JUNIOR, 2015)

Ha esforcos para reduzir a toxicidade e melhorar a biodistribuicdo desses
farmacos, a partir do desenvolvimento de novas formulagdes fazendo uso de
lipossomas e ciclodextrinas (DEMICHELI et al, 2004; SCHETTINI et al, 2006). No
entanto, essas formulacbes ainda sdo encontradas comercialmente, o que pode
estar relacionado a dificuldade em desenvolver uma formulacdo estavel (ROZO;
PEREZ, 2013; BASTOS et al., 2016).

Apesar do tratamento com antiménio permanecer como a base terapéutica na
maioria das regides do globo, as suas limitacbes com relacdo a toxicidade e
desenvolvimento de cepas resistentes, resultam no uso de medicamentos
alternativos, tais como anfotericina B e os seus derivados lipossomais (FREZARD et
al, 2009; OMS, 2013).

O mecanismo de ac¢do dos antimoniais ainda nédo foi totalmente esclarecido, e
algumas hipoteses sdo descritas na literatura. Uma dessas hipoteses defende que
molécula pentavalente (Sb+5) atua como uma pré-droga que, ao ser convertida em
antimonial trivalente (Sb+3), passa a ser ativa e adquire maior toxicidade contra o
parasito, interferindo na bioenergética de Leishmania sp. (FREZARD; DEMICHELI,
RIBEIRO, 2009; BRASIL, 2014).

Raychaudhury e colaboradores (2005) descrevem que o0s antimoniais
pentavalentes sdo capazes de promover a inibicdo da enzima superdxido dismutase,
resultando no aumento do nivel de radicais superéxido, e consequentemente a
morte do parasito. Outros trabalhos relatam que os antimoniais também atuam no
nivel de DNA, induzindo danos ao DNA in vivo (LIMA et al.,, 2010). Neste caso,
ocorreria uma interferéncia no mestabolismo, através da inibicdo da topoisomerase

do parasito em decorréncia da formacdo de complexos entre o Sb e alguns



41

nucleotideos (DEMICHELI et al., 2002). H& possibilidade de que mais de um

mecanismo seja responsavel pela ativacao da droga (LIMA et al., 2007).

2.6.2 Anfotericina B
A anfotericina B (AmB) (Figura 14) é um antimicrobiano da classe dos

polienos, isolado pela primeira vez em 1955 de culturas de Streptomyces nodosus, a
partir de amostras de solo do Rio Orinoco da Venezuela (ARRUDA et al., 2016).
Além de ser amplamente utilizado tratamento das infec¢des fungicas, € também um
antimicrobiano importante para o tratamento da leishmaniose, especialmente em

casos de resisténcia aos antimoniais (RODRIGO et al., 2018).

Figura 14 - Estrutura quimica da anfotericina B

HOW : VYOH

Fonte: ARRUDA et al., 2016

A baixa solubilidade é uma caracteristica dos antimicrobianos polienos e a
AmB é, via de regra, administrada por via intravenosa, misturada com um agente
solubilizante como o deoxicolato de sodio. Essa combinagdo de AmB com
deoxicolato de sddio consiste huma formulacdo bastante utilizada na pratica clinica
para o tratamento de infec¢des fungicas e LV (FALCI; PASQUALOTTO, 2015).

Mesmo considerando a sua eficacia, o tratamento com AmB convencional
possui diversos inconvenientes, uma vez que o tratamento obriga a internacdo do
paciente, aumentando os custos do tratamento (SUNDAR; AGARWAL, 2018). A
administracao ocorre por perfusdo e séo frequentes os efeitos adversos, como febre
e calafrios, devido a propria perfusdo; nefrotoxicidade, entre outros (MANSUETO et
al., 2014).
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Novas associacbfes dessa droga encapsulada em lipossomas foram
desenvolvidas para melhorar sua  biodisponibilidade e  propriedades
farmacocinéticas, reduzindo significativamente seu grau de toxicidade. A AmB em
lipossoma é incorporada pelo macréfago, praticamente ndo reagindo com a célula
hospedeira, aumentando a eficacia e tolerabilidade da droga (ROBERTS et al., 2003
FREITAS-JUNIOR et al, 2012). No entanto, a via de administracdo e o alto custo de
formulacdo deste composto sdo fatores limitantes para o seu uso, especialmente
nos paises em desenvolvimento como o Brasil (LIMA et al., 2007).

O mecanismo de acdo da AmB ainda n&o esta completamente elucidado, mas
acredita-se que esteja relacionado a efeitos diretos sobre a membrana celular e
efeitos intracelulares de inducdo de estresse oxidativo (MESA-ARANGO et al.,
2012).

O efeito na membrana baseia-se numa interacao especifica com o ergosterol,
esteroide constituinte da parede celular fangica, presente também na membrana
celular de alguns protozoérios, incluindo os do género Leishmania. A estrutura
poliénica da molécula forma complexos com o ergosterol, causando a formacéo de
poros na membrana, que resultam na perda da integridade dessa estrutura a partir
da formacdo de canais transmembranicos por onde ocorre rapido extravasamento
de potassio e outros ions, ocasionando a morte celular. (LEMKE et al., 2005;
CHATTOPADHYAY; JAFURULLA, 2011; FREITAS-JUNIOR et al, 2012)

Embora a AmB possua maior afinidade pelo ergosterol, séo relatados na
literatura efeitos toxicos produzidos como efeito da ligagdo do composto ao
colesterol e outros constituintes da membrana celular de mamiferos (FILIPPIN;
SOUZA, 2006).

A inducdo do estresse oxidativo é outro mecanismo de acdo importante da
AmB e também responsavel pelo seu efeito antifiUngico e leishmanicida. Estudos
demonstram que anfotericina induz o estresse oxidativo celular e 0 aumento na
formacéo de radicais livres, por vias de acdo ainda ndo completamente conhecidas
(MESA-ARANGO et al., 2012).

2.6.3 Farmacos alternativos
Alguns outros farmacos, como a pentamidina, a miltefosina e a paromomicina

foram desenvolvidos nas ultimas décadas e possuem indicacdo para o tratamento
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da leishmaniose visceral e sio utilizadas em outros paises, especialmente na india e
em paises africanos e europeus (ARONSON et al., 2016; BASTOS et al., 2016).

No Brasil, o uso destes farmacos alternativos ainda ndo € autorizado para o
tratamento de LV. No entanto, a terapia combinada para LV tem sido defendida por
muitos autores como uma boa alternativa, uma vez que apresenta diversas
vantagens em relacdo a monoterapia, incluindo a reducdo do tempo de tratamento,
resultando na minimizacao dos efeitos toxicos; a melhoria da adesédo ao tratamento
e a diminuicdo dos custos diretos e indiretos para o sistema de saude (CONTI,
PINTO-JUNIOR, 2015; BASTOS et al., 2016). Sundar e Agarwal (2018) defendem
ainda que a monoterapia ndo seria 0 esquema terapéutico ideal, visto que pode
aumentar as chances de desenvolvimento de resisténcia aos farmacos.

Dentre as combinagdes terapéuticas descritas na literatura estdo: antimoniato
de meglumina e paromomicina, estibogluconato de sodio e paromomicina,
miltefosina e paromomicina, anfotericina B e miltefosina e anfotericina B e
paromomicina (MORAIS-TEIXEIRA et al., 2015; RAHMAN et al., 2017; KIMUTAI, et
al., 2017 PANDEY et al., 2018).

2.6.3.1 Pentamidina

A pentamidina (Figura 15) é uma diamina que tem sido usada no tratamento
da leishmaniose principalmente na Europa e Africa (BRASIL, 2014). O isotionato de
pentamidina, utilizado frequentemente no tratamento e na profilaxia da
pneumocistose em pacientes soropositivos para o HIV, foi introduzido como
alternativa aos farmacos de primeira linha no tratamento da LV em casos em que 0s
pacientes apresentavam hipersensibilidade, resisténcia ou falha terapéutica (CONTI,
PINTO-JUNIOR, 2015).

Figura 15 - Estrutura quimica da pentamidina.
O\/\/\/o
H,N NH,

NH NH
Fonte: MICHELETTI; BEATRIZ, 2012
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Esse farmaco apresenta boa eficacia, no entanto sua alta toxicidade e suas
vias de administracdo sao fatores limitantes para seu uso. A pentamidina pode ser
administrada por via parenteral, intramuscular ou intravenosa e apresenta efeitos
colaterais severos, como toxicidade renal e hepatica, hipoglicemia, problemas
cardiacos, pancreatite que pode levar ao aparecimento de diabetes mellitus e, até
mesmo morte repentina foram descritas com seu uso (BALANA-FOUCE et al., 1998;
MICHELETTI; BEATRIZ, 2012; BASTOS et al., 2016).

Seu mecanismo de acdo ainda ndo foi totalmente elucidado, mas esti
possivelmente relacionado a sua atuacao sobre o genoma do parasito, dificultando a
replicacdo e transcricdo mitocondrial (MISHRA, SAXENA; SINGH, 2007). Basselin e
colaboradores (2000) descrevem outra hipotese, na qual é sugerido que este
farmaco interfira sobre sistemas de transporte de poliaminas e de importantes

biomoléculas envolvidas em varios processos bioquimicos da fisiologia celular.

2.6.3.2 Miltefosina

A mitelfosina (Figura 16) é uma alquilfosfocolina que foi desenvolvida e
utilizada inicialmente no tratamento do cancer de mama. Entretanto, esse composto
foi considerado eficaz também para o tratamento da leishmaniose visceral na india
(BUFFET, 2011). Em 2002, a miltefosina, foi licenciada na india como o primeiro
tratamento oral para leishmaniose visceral, incluindo para a infecdo por parasitos

resistentes aos antimoniais pentavalentes (DORLO et al., 2012).

Figura 16 - Estrutura quimica da mltefosina
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Fonte: BUFFET, 2011

A introdugdo da miltefosina representa um avanco com relacdo a terapéutica

da leishmaniose, uma vez que todos o0s outros tratamentos implicavam em
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hospitalizagdo ou administracdo por via parenteral. O fato de esse farmaco possuir
biodisponibilidade oral, torna-o uma boa opc¢éo para doentes co-infetados pelo HIV,
tendo em conta as possiveis complicacbes que os pacientes infectados pelo virus
podem apresentar, tais como interagdes medicamentosas (MOORE; LOCKWOOD,
2010; DORLO et al., 2012).

O mecanismo de acao da miltefosina ainda ndo é bem compreendido, mas o0s
dados da literatura apontam algumas possibilidades. Khademvatan e colaboradores
(2011) apontam que a acdo desse farmaco se deva a danos na membrana flagelar
do parasito. Em estudo publicado também em 2011, Marinho e colaboradores
evidenciaram a miltefosina atuando na inducédo de apoptose, com externalizacao de
fosfatidilserina e fragmentacdo de DNA. A miltefosina também mostrou-se atuante
na célula hospedeira estimulando a producdo de 6xido nitrico-sintetase induzivel (i-
NOS) que catalisa a geracdo de o6xido nitrico (NO) para promover a morte do
parasito (WADHONE et al., 2009).

Apesar de todas as vantagens apresentadas acerca do uso da miltefosina, ela
€ contraindicada em gravidas e nutrizes, devido a sua alta teratogenicidade e poder
abortivo. Por esse mesmo motivo, precisa ser usado com precaucdo em mulheres
em idade reprodutiva. Ademais, a utilizacdo desse medicamento pode resultar em
complicagBes gastrointestinais, como diarreia, vomitos e nausea (BASTOS et al.,
2016). Acredita-se que esses efeitos adversos se apresentem em decorréncia do
tempo de meia-vida prolongado que o farmaco apresenta, fato que favorece a
formacao de cepas de Leishmania resistentes (CANUTO et al., 2014)

A miltefosina tem sido cada vez mais usada de forma combinada com outros
farmacos, como segundo agente, de modo a aumentar a eficacia terapéutica e
diminuir resisténcias (WASUNNA et al., 2016).

2.6.3.3 Paromomicina

A paromomicina (Figura 17) € um aminoglicosideo com um amplo espectro de
atividade contra bactérias gram negativas, algumas bactérias gram positivas,
micobactérias, alguns cestodas e protozoarios parasitos do género Leishmania
(MOORE; LOCKWOOD, 2010). Dessa forma, €& considerada uma alternativa
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terapéutica para o tratamento da LV, sobretudo em regimes de combinacdo com
outros farmacos (DORLO et al., 2012).

Figura 17 - Estrutura quimica da paromomicina
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Evidéncias experimentais apontam que a paromomicina altera o potencial da
membrana mitocondrial, inibe a sintese protéica através de modificacdes
ribossomais e leva a disfuncéo respiratéria. Também altera a fluidez da membrana e
o metabolismo lipidico (JHINGRAN et al., 2009).

A paromomicina possui uma baixa biodisponibilidade quando administrada
por via oral. Porém, quando administrada por via intramuscular, € rapidamente
absorvida, atingindo niveis plasmaticos maximos dentro de uma hora (FALLAH et
al., 2008). Assim, deve ser administrado por injecées intramusculares. Os principais
efeitos colaterais incluem ototoxicidade, dor no local da injecdo, nefrotoxicidade e
disfuncdo hepatica e enzimas hepaticas elevadas (MOORE; LOCKWOOD, 2010;
MENEZES et al., 2015).

Uma das maiores vantagens do uso da paromomicina para o tratamento da
leishmaniose é o seu baixo custo (ARONSON, et al., 2016). Outra grande vantagem
€ 0 amplo espectro de atividades contra outros agentes patdogenos (SUNDAR; JHA,
THARKUR, 2007). Por outro lado, a necessidade de administracado parenteral pode
representar uma dificuldade para a sua adocdo em paises pobres e em

desenvolvimento, e pode contribuir para o abandono do tratamento por alguns
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pacientes, facilitando o desenvolvimento de cepas resistentes (BASTOS et al, 2016).
Alguns trabalhos ja apontaram casos de resisténcia da paromomicina com a
Leishmania infantum e Leishmania donovani (HENDRICKX et al., 2015;
HENDRICKX et al., 2016).

2.7 NOVOS COMPOSTOS LEISHMANICIDAS

A introdugdo de novos compostos no mercado farmacéutico é necessaria
para o aperfeicoamento do tratamento de doencas j& conhecidas ou recém-
identificadas. Esse processo atua no desenvolvimento de farmacos para o
tratamento de enfermidades de forma mais segura e eficaz. No final do século XIX, a
busca por esses farmacos resultou na inclusdo de substancias sintéticas na
terapéutica e seu uso foi amplamente disseminado no século XX. Nesse contexto,
diversas substancias podem ser obtidas através da sintese de novos compostos ou
por modificacdes estruturais em moléculas ja conhecidas, baseando-se na relacao
entre a estrutura quimica e a agéo biolégica (MIOLO, 2013).

De acordo com Micheletti e Beatriz (2012) a grande maioria de compostos
organicos sintetizados para avaliacdo da acdo antiparasitaria, frente espécies do
género Leishmania séo heterociclos.

Antinarelli e colaboradores (2016) investigaram a atividade leishmanicida de
dez derivados de 7-cloro-4-quinolinilhidrazona. Dentre estes, o composto 2 A (1)
(Quadro 4) obteve resultados de destaque, apresentando ICso de 21,1 uM para
forma promatigota e ICso de 8,1 uM para forma amastigota de L. amazonensis. Esse
composto apresentou baixa citotoxicidade, além de induzir um desequilibrio
oxidativo nas formas promastigotas, refletido por um aumento na formacédo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) e uma reducdo do potencial de membrana
mitocondrial.

Novos selenoderivados foram avaliados in vitro para sua agéo leishmanicida
em amastigotas de L. infantum e para sua agao citotoxica em células humanas THP-
1. Dentre os derivados avaliados nesse estudo, o de maior destaque foi o 3g (2)
(Quadro 4), o qual mostrou sua atividade na faixa de ICso 0,80 uM e indice de

seletividade maior que 30. Esses resultados foram bem superiores, quando
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comparados aos da miltefosina que foi usada como controle nesse trabalho (AL-
TAMIMI et al., 2019).

Serna e colaboradores (2015) relataram a eficacia da 14-hidroxilunularina, um
composto natural isolado da espécie vegetal Ricciocarpos natans. Os experimentos
foram realizados in vivo, utilizando camundongos BALB/c, os quais foram
experimentalmente infectados por formas promastigotas de L. infantum, e
posteriormente tratados com o composto por via oral e subcutanea por 10 dias em
doses de 10 e 25 mg/Kg. Em 6rgdos especialmente afetados pela doenga, como o
figado e o bago, o composto avaliado mostrou reducao do parasito em até 90%, por
ambas as vias de administracdo, sendo a via oral a mais efetiva nas duas doses
avaliadas.

Em estudo de 2017, Alianga e colaboradores comprovaram o potencial
leishmanicida de compostos resultantes da hibridizagéo de ftalimida e 1,3-triazol. Os
derivados 2j (3) e 2m (4) foram os mais potentes dentre os testados, apresentando
alteracdes ultraestuturais severas nos parasitos da espécie L. infantum. Os dados
desse trabalho mostram que estes compostos reduziram a sobrevivéncia de
amastigotas intracelulares e apresentaram baixa toxicidade para células de
mamifero, de linhagens como Vero e macréfagos J774 (ALIANCA et al., 2017).

Uma nova série de trinta e um derivados N—substituidos de ureia, tioureia e
selenoureia foram sintetizados e avaliados para suas acOes leishmanicidas e
citotdéxica in vitro. A atividade biologica foi testada frente formas amastigotas
axénicas de L. infantum e também em células humanas THP-1. Treze compostos
apresentaram acdo antileishmania significativa, quando comparados com o
medicamento de referéncia usado no estudo, que foi a miltefosina. O composto 11
(5) (Quadro 4), um derivado com uma cadeia de ciclohexil, exibiu a maior atividade
contra as formas amastigotas (DIAZ et al., 2019).

A atividade leishmanicida in vitro foi avaliada para uma série de 48 derivados
de selénio foi avaliada em cepas de L. infantum e L. braziliensis. A citotoxicidade
também foi analisada, observando-se o a concentracdo inibitéria em macrofagos
J774. Dos 48 derivados, seis tiveram indices superiores quando comparados ao
controle com glucantime, para as duas espécies de Leishmania. O composto 8 (6)

(Quadro 4), foi o de maior potencial para a espécie causadora da LV, obtendo o
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melhor indice de seletividade tanto para a forma promastigota, quanto para a forma
amastigota do parasito (MARTIN-MONTES et al., 2017).

Ghosh et al., (2015) desenvolveram um método simples para a sintese de
29,30-dibromo-28-oxoallobetulin (7) (Quadro 4). Em testes in vitro constatou-se que
o0 composto inibiu o crescimento de promastigotas de L. donovani em 63,27%.
Nessa mesma concentracdo o estibuglucotano de sddio apresentou uma inibicdo de
apenas 10,02%. Os autores sugerem que o0 composto induz a interrupcdo do ciclo

celular, ocasionando a morte da célula.

Quadro 4 - Novos compostos leishmanicidas descritos na literatura

m ANTINARELLI et al., 2016
X
(1) ¢ N7

H2NOQS\©\/\ Se 0' AL-TAMIMI et al., 2019
N)J\N
H H

()

/>\ Y ALIANCA et al., 2017

®3)

@iléN—N;l\ ALIANCA et al., 2017
=N
Cl

(4) cl
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ONTNHZ DIAZ et al., 2019
SeSe (0]

Se), MARTIN-MONTES et al., 2017

(6) F

GHOSH et al., 2017

el

(@)

HO

()

Fonte: a autora

2.9 IMPORTANCIA BIOLOGICA DAS TIAZOLIDINAS

Tiazolidinas (TZDs) sédo uma classe de compostos organicos contendo um
anel heterociclico saturado de 5 membros, com um atomo de enxofre na posicédo 1 e
um grupo amina na posicao 3. Entre o importante grupo das tiazolidinas encontram-
se as tiazolidinonas com destaque para a tiazolidina-2,4- diona, que teve sua
estrutura elucidada por Libermann em 1881. A partir da metodologia de Libermann a
tiazolidina-2,4-diona (Figura 18) pode ser obtida pelo aguecimento da tiouréia e

acido monocloroacético em meio aquoso sob refluxo (LIMA, 1998).
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Figura 18 - Esquema de sintese da TZD, a partir da tiouréia e do acido

monocloroacético

CSNzH,4 + CICH,CO2H >
S/&o

Fonte: LIMA, 1998
Por ter diversos sitios reativos, a TZD podem sofrer substituicbes no anel
heterociclico a partir de reacbes de oxidacdo, N-alquilacdo, Reacdo de Mannich,

Condensacdo de Knoevenagel, Adicdo de Michael e Diazotacdo (reacdo com sais
de diazonio) (Figura 19) (LIESEN et al., 2008).

Figura 19 - Reatividade do nucleo da tiazolidina-2,4-diona

Tionacéo . N-alquilag&o
o) Reacdo de Mannich
Val
NH

Condensacéao de

Knovenagel «— O
Adigéo de Michael S

Diazotacao l

Oxidacéo

Fonte: LIESEN et al., 2008

A partir da ultima década, varios trabalhos de quimica medicinal tem se
voltado para o anel tiazolidinico. A literatura descreve uma série de novos
compostos relacionados a esta classe e as atividades farmacoldgicas (Quadro 5)
destas tém sido estudadas, apresentando bons resultados e menores efeitos
adversos (MANJAL et al., 2017).
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As TZDs tém sido amplamente pesquisadas devido ao seu envolvimento na
regulacéo de diversos processos fisioldgicos, como a proliferacédo celular, inflamacéo
e metabolismo da glicose (TROTSKO et al., 2017; MENDES et al., 2018), mostrando
atividades significativas, tais como anticancer (BHAT et al., 2017; POPIOLEK et al.,
2018; ABBAS; EL-KARIM, 2019), antifangica (MARC et al., 2018; METWALLY et al.,
2019), antioxidante e antibacteriana (CHITRE et al., 2016; BRHMBHATT et al.,
2018), leishmanicida (LEITE et al.,, 2016), esquistossomicida (OLIVEIRA et al.,
2015), anti-T. cruzi (MOREIRA et al., 2013; SILVA-JUNIOR et al., 2016), anti-
inflamatoria (ABDELLATIF et al., 2016), e cicatrizante (PIAO et al., 2015).

Quadro 5 - Atividades biolégicas descritas na literatura para as tiazolidinas

ATIVIDADE

ESTRUTURA QUIMICA BIOLOGICA

PESQUISADOR

Inibicéo de células
0 \H de céncer cervical
. mais significativa
Cl g’ N que o medicamento :
N= PO Abbas e El-Karim,
de referéncia

o /=~ Erlonitibe, a partir 2019
/ \

N-N do processo de
apoptose.

&

Br. Atividade

antifingica sob a

0o J1C
o) N /©/ especie de Metwally et al., 2019
N °N interesse

N= N on fitopat(_)Iogico _
N= Alternaria solani

Apresentou
atividade contra
o Escherichia coli
}/\ (3,125 pg/mL) e
N_ S Staphylococcus Brahmbhatt et al.,
\\( aureus (0,097 2018
pg/mL), além de
F potente agdo
antioxidante (95%
DPPH)

Alta citotoxicidade e  popiolek et al., 2018
seletividade para
células de



Cl

adenocarcinoma
renal humano (769-
P), sem afetar o
crescimento de
células normais
(H9c2, GMK)

Exibiu indice
insulinogénico e
perfil de secrecao
de insulina capaz
de manter a
homeostase da
glicose, em ensaios
realizado in vitro.

Atividade
antifingica contra
Candida albicans

(ATCC10231),
Candida albicans
(ATCC 18804),
Candida krusei
(ATCC 6528) e

Candida

parapsilosis (ATCC

22019)

Potente atividade
anticancer em
carcinoma ascitico
de Erlich, com
menor toxicidade
para células
fibroblasticas
humanas.

Apresentou
atividade
antiproliferativa
contra células
humanas de cancer
de pulméo, mama e
figado e valores de
indice de
seletividade
relativamente altos

Mendes et al., 2018

Marc et al., 2018

Bhat et al., 2017

Trotsko et al., 2017
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Atuou como
inibidores de
Pteridina Redutase
1 em Leishmania
major

Composto mostrou-
se ativo frente
Mycobacterium

tuberculosis com
baixa toxicidade em
diversas linhagens
celulares normais.

Atividade anti-T.
cruzi com ICs, de
6,96 UM em formas
amastigotas
intracelulares

Atividade anti-
inflamatoria
observada em
enasio in vivo de
edema de pata por
carragenina em
camundongos com
inibicdo de 67% em
3h

Acao
esquistossomicida
com alta
mortalidade nas
primeiras 24h e
efetiva atividade
tripanocida contra
formas epi e
tripomastigotas de
T. cruzi

Composto
apresentou

Leite et al., 2016

Chitre et al., 2016

Silva-Junior et al.,
2016

Abdellatif et al., 2016

Oliveira et al., 2015

Piao et al., 2015
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Br S promissora
\
©\A =0 atividade
O NH cicatrizante

O-N!
0 - .
Q/ >\\S Cl Inibiu o crescimento
N das formas
ﬁ)\/@m epimastigota e
0 amastigota, e

causou lise na
tripomastigota do Moreira et al., 2013
Trypanossoma cruzi

Fonte: a autora

2.9 IMPORTANCIA BIOLOGICA DAS TIOSSEMICARBAZONAS

As tiossemicarbazonas (Figura 20) constituem uma classe de moléculas que
possuem grande destaque no ramo da Quimica Medicinal, uma vez que suas

propriedades bioldgicas tém sido extensivamente estudadas.

Figura 20 - Representacéo geral das tiossemicarbazonas
H S

/ f
>=N NR;R,

Fonte: GOES, 2005

Do ponto de vista sintético, as tiossemicarbazonas apresentam como
caracteristicas principais sua versatilidade de obtencao, elevados rendimentos e alta
estabilidade em diferentes condi¢cdes reacionais; assim como sua ampla
aplicabilidade como intermediarios de muitos ndcleos importantes. Geralmente,
estes compostos possuem baixo custo de sintese, além de grande economia de
atomos, uma vez que, com excecao da agua que é liberada na sua sintese, todos os
outros atomos dos compostos reagentes estardo presentes na molécula final (DU et
al., 2002; TENORIO; GOES, 2005).
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Dados da literatura (Quadro 6) mostram que elas apresentam um amplo perfil
farmacoldgico, incluindo atividades antimalérica (MATSA et al., 2019), antibacteriana
e antifingica (KAPLANCIKLI et al., 2016; ARAUJO NETO et al., 2017; VOLYNETS
et al, 2019), antiviral (SANTACRUZ et al., 2017), antitumoral (MROZEK-
WILCZKIEWICZ et al., 2019, anti-inflamatéria e antinociceptiva (OLIVEIRA et al.,
2016 ; NAM et al., 2017)

Além disso, a atividade seletiva de derivados de tiossemicarbazonas também
ja foi demonstrada sobre os tripanosomatideos como Trypanosoma cruzi
(CARDOSO et al., 2019) e Leishmania amazonensis (SCARIOT et al., 2017).

Quadro 6 - Atividades biolégicas descritas na literatura para as tiossemicarbazonas

ESTRUTURA QUIMICA

ATIVIDADE
BIOLOGICA

PESQUISADOR

NH,

Iz

Cl
S N NH
\/\N 2

©/\/O\©\7N\ JSLNHZ

Notavel atividade
antimalarica com
ensaios realizados
in vitro contra cepa
3D7 de Plasmodium
falciparum, com
ECso de 13,54 uM.

Atividade
tripanocida em
formas
tripomastigotas e
epimastigotas em
ensaios com T.
cruzi

Atividade
antitumoral em
ensaio com células
de linhagem de
glioma (Hs683)

Atividade
antimicobacteriana
contra M.
tuberculosis com
MIC de 0,68 M e
baixa toxicidade
para células
hepaticas humanas
(HepG2)

Matsa et al., 2019

Cardoso et al., 2019

Mrozek-Wilczkiewicz
etal., 2019

Volynets et al., 2019



Resultados indicam

gue o compostos
tem efeito anti-
inflamatério e pode
ser de importancia
terapéutica para o
tratamento de
doencas
inflamatérias
mediadas por
mastacitos.

O estudo avaliou in
vitro a combinacéo
entreaTSCea
miltefosina,
apresentando efeito
sinérgico contra
formas amastigotas
L. amazonensis
com baixa
toxicidade para
macréfagos
J774.A1

Atividade
antifiingica
promissora,

especialmente

contra C.

neoformans (MIC =
0,06 ug/ mL e
moderada
citotoxicidade

Derivado atuou
como inibidor da
replicacé@o do virus
da diarreia viral
bovina (BVD)

Atividade
antimicrobiana
efetiva contra

Nam et al., 2017

Scariot et al., 2017

Araujo Neto et al.,
2017

Santa-Cruz et al.,
2017

Kaplancikli et al.,
2016
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F . Enterococcus
F faecalis,
S F
N Jk Staphylococcus
Z2\ N aureus e Candida
H H glabrata.
Estudo sugere que
H H 0 composto exerce
N N

XN \”/ efeitos de
S s antinocicepcéo,
Br

além de atuar como o
antinﬂamatério em O||Ve|ra. et a.l., 2016

ensaio de edema
por carreagenina

Fonte: a autora

O vasto espectro de atividades terapéuticas das tiossemicarbazonas se deve
ao fato desses compostos agirem como inibidores de enzimas, por interacées com o
DNA ou inibicdo de sua sintese. Acredita-se que as tiossemicarbazonas atuem como
potentes inibidores da enzima ribonucleotideo redutase (RR). Esta enzima pode ser
encontrada em todas as células e apresenta a funcdo de catalisar a formacao de
deoxirribonucleotideos a partir de ribonucleotideos. A acdo das tiossemicarbazonas
seria, portanto, um fator limitante para a sintese de DNA. Assim, RR vem sendo
relacionada como um alvo biol6gico promissor na terapia de doencas parasitarias
(MELO et al., 2000; FINCH et al., 2000; TENORIO; GOES, 2005).
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3 METODOLOGIA
3.1 ESTUDO QUIMICO

Os compostos de interesse desse estudo pertencem a duas classes distintas
de moléculas: tiazolidinas e tiossemicarbazonas. Diante da importancia bioldgica
destes compostos, decidimos propor modificacdes moleculares onde estas se deram
da seguinte forma: em relacéo as tiazolidinas, as moléculas possuem um anel indol-
substituido conectado na posi¢céo 5 e na posi¢do 3, um nucleo benzil substituido em
todos os derivados. Adicionalmente, os compostos podem ter uma substituicdo
isostérica na posicado 4 modificando uma carbonila por uma tiocarbonila.

Em relacdo as tiossemicarbazonas, a presenca de um grupo p-nitro-fenil
ligado ao carbono iminico faz parte de uma porcéo fixa em todos 0os compostos.
Adicionalmente, as variacfes podem ser observadas da posicdo N-4 do esqueleto
desses compostos com o intuito de se observar como tais variacbes estruturais
refletem na atividade bioldgica.

No estudo quimico apresentaremos a sintese de trés séries de compostos
descritos como derivados 5-(indol-3-il-metileno)-4-tioxo-tiazolidin-2-onas (LQIT/GQS
— 5 compostos), derivados 5-(indol-3-il-metileno)-tiazolidina-2,4-dionas (LQIT/GQ - 5
compostos) e derivados 4-nitro-benzilideno-tiossemicarbazonas (LQIT/JF — 6
compostos) (Figura 21). Obtivemos ao total, portanto, 16 compostos.

Figura 21 - Representacdo dos compostos tiazolidinicos (GQS e GQ) e da

tiossemicarbazona (JF)

Cl
(o) J \
N/\Q NO, — L/\@R
NoF s °

N N
N H
" Lair/eas
LQIT/GQ
< N X
/\N,
T

LQIT/JF
Fonte: a autora
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3.1.1 Caracterizagéo Estrutural

A caracterizacdo estrutural dos compostos foi realizada através da
espectrofotometria de absorcdo no infravermelho (IV), em espectrofotometro FTIR
Bruker Modelo IFS 66, pastilhas de KBr. Os espectros de ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (RMN'H) e carbono 13 (RMN3C), foram efetuados em
espectrofotdmetro Varian Modelo Plus de 300 MHz e 400 MHz (*H) e 75 MHz e 100
MHz (*3C).

Na cromatografia em camada delgada foram utilizadas placas de silica gel 60
Merck F254, de 0,25 mm de espessura, reveladas em luz ultravioleta (254 ou 366
nm). A determinacdo dos pontos de fusdo foi realizada em aparelho FISATOM
Modelo 431D.

3.1.2 Reagentes e Solventes

Para a sintese dos compostos foram utilizados os seguintes reagentes e
solventes: aldeidos aromaticos substituidos (5-metilindol-3-carboxaldeido, 4-
nitroindol-3-carboxaldeido, 7-metilindol-3-carboxaldeido, 5-metoxi-3-carboxaldeido,
1H-benzo(G)indol-3-carboxaldeido), haleto de benzila substituidos (cloreto de 2-
cloro-6-fldor-benzil, cloreto de 4-nitro-benzil), aldeidos arométicos substituidos 4-
nitroindol-3-carboxaldeido, haletos de benzila substituidos, isotiocianatos
substituidos (fenilisotiocianato, p-metilfenil-isotiocianato, p-metoxifenil-isotiocianato,
p-etilfenil-isotiocianato,  2-feniletil-isotiocianato,  1-naftil-isotiocianato,  3-piridil-
isotiocianato), morfolina, benzeno, n-hexano, dioxano anidro, reativo de Lawesson,
tiouréia, acido monocloroacético, etanol absoluto, metanol, acetato de etila,
cianoacetato de etila, hidroxido de sddio. Todos os reagentes e solventes acima
mencionados foram fornecidos pela Sigma-Aldrich, Vetec ou Acros, obedecendo as

especificacoes para PA ou PS.

3.1.3 Procedimento de sintese do 3-(benzil)-tiazolidina-2,4-diona
Em um baldo de 100 mL, foi adicionado 1 mol de tiazolidina (previamente

preparada de acordo com a metodologia descrita por Miranada et al., 2004) de e 20
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mL de metanol. Separadamente, foi dissolvido 1 mol de NaOH em 10 mL de
etanol/agua 6:4, essa solucéo foi adicionada ao baldo que permaneceu sob agitacao
a temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, foi acrescentado 1 mol de
cloretos de benzila substituidos. A mistura reacional foi mantida sob agitacdo a uma
temperatura de 78-80 C, por 24 horas. Constatado o término da reacgdo, por
cromoatografia em camada delgada, o produto formado foi vertido em banho de
gelo. Os cristais formados foram purificados por recristalizacdo em metanol/agua

obtendo-se 3-(benzil)-tiazolidina-2,4-diona.

3.1.4 Procedimento de sintese da 3-(benzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona

Em baldo de duas bocas, previamente seco e sob atmostera inerte (argonio),
foram adicionados 1 mol de 3-(benzil)-tiazolidina-2,4-diona, 0,3 mol de reativo de
Lawesson e 20 mL de dioxano anidro. A reacdo permaneceu sob agitacdo em
temperatura de 90 °C, por 24 horas. Constatado o término da reacdo, por
cromatografia em camada delgada, o volume da solugdo foi rotaevaporado e
reduzido a cerca de um décimo do volume, o restante foi resfriado em geladeira por
12 horas. O precipitado obtido foi filtrado a vacuo e lavado com quantidade minima

de etanol gelado, gerando o 3-(2-cloro-6-flior-benzil)-4-tioxo-tiazolidin-2-ona.

3.1.5 Sintese dos derivados 5-(indol-3-il-metilano)-4-tioxo-tiazolidin-2-onas

Em um baldo de fundo redondo, com capacidade de 100 mL foram
adicionadas quantidades equimolares de 3-(2-cloro-6-fluor-benzil)-4-tioxo-tiazolidin-
2-ona e aldeidos substituidos na presenca de 1 mL de morfolina como catalisador e
10 mL de etanol absoluto como solvente. A mistura reacional foi mantida por
aproximadamente 3 horas. O produto foi entéo filtrado e purificado com sucessivas

lavagens em etanol absoluto.
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3.1.6 Sintese dos derivados 5-(indol-3-il-metilano)-tiazolidin-2,4-dionas

Em um baldo de fundo redondo, com capacidade de 100 mL foram
adicionadas quantidades equimolares de 3-(benzil)-tiazolidina-2,4-diona e aldeidos
substituidos na presenca de 1 mL de morfolina como catalisador e 10 mL de etanol
absoluto como solvente. A mistura reacional foi mantida por aproximadamente 3
horas. O produto foi entéo filtrado e purificado com sucessivas lavagens em etanol

absoluto.

3.1.7 Procedimento para a sintese das tiossemicarbazidas

Em um baldo de fundo redondo foi adicionado 4,6 mmol do isotiocianato
substituido em 30 mL de diclorometano, temperatura ambiente e sob agitacdo, até
solubilizagdo. Em seguida foram adicionados 9,2 mmol de hidrato de hidrazina e a
mistura reacional foi mantida sob agitacédo por 1h. A maioria das tiossemicarbazidas
precipitaram durante a reacdo, as reacfes que nao precipitaram foi adicionado n-
hexano. O precipitado foi entdo filtrado, lavado com diclorometano e seco em
dessecador para utilizagédo na etapa posterior.

3.1.8 Procedimento para sintese das tiossemicarbazonas

A uma solucdo de paranitrobenzaldeido (0,1 mmol) em etanol absoluto (10
mL) foram adicionadas as tiossemicarbazidas substituidas, previamente sintetizadas
(0,1 mmol), e 5-10 gotas de &cido acético glacial. A reacdo permaneceu sob
agitacdo magnética por 2 horas. O precipitado (tiossemicarbazona) foi entéo filtrado,
lavado com etanol e seco em dessecador para posterior caracterizacéo estrutural e

avaliagdo biologica.
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3.1.9 Rota sintética
A rota sintética empregada para a obtencdo dos derivados tiazolidinicos
(Esquema 1) foi uma via plena convergente, onde foram utilizadas propostas

mecanisticas de tionagao, N-alquilacédo, condensacédo de Knoevenagel.

Esquema 1 - Rota sintética para obtencao dos derivados tiazolidinicos (LQIT/GQS e

LQIT/GQ)
H
oN__ o 7 N\
X;‘é * R1Q_\C|
‘NaOH/EtOH

o ¢ N\ s ¢ N\
Y RL ¥
f/< Y H< Ri
N ,4-aloxano N

(0]
Rz\ R, _0
Z=N
H
Morfolina/EtOH )
Morfolina/EtOH
X | N
| R R4
R1 R2 Derivados X R1 R2 Derivados
2-Cl-6-F 4-NO, GQS-90 @] 4-NO, 4-Br GQ-403
2-Cl-6-F 5-OCHgs GQS-91 @] 4-NO, 4-NO, GQ-404
2-Cl-6-F 7-CHsy GQS-92 @] 4-NO, 4-CH; GQ-405
2-Cl-6-F 5-CHj3 GQS-93 @] 4-NO, H GQ-406
2-Cl-6-F H GQS-94 (@] 4-NO, 4-Cl GQ-407

Fonte: a autora
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Partindo-se da reacéo entre tiossemicarbazidas, inicialmente sintetizadas a
partir de isotiocianatos substituidos e hidrazina hidratada, e p-nitrobenzaldeido,
foram obtidos primeiramente os derivados tiossemicarbazénicos (Esquema 2).

Esquema 2 - Rota sintética para a obtencéo das tiossemicarbazonas

CHO

S Aci " S NO,
cido Acético
NH,NH, + R-N=C=S —> HzN\N)J\N/H + GEI:\gﬁl S R\'.“)k’?‘/’\&@/
o "o
NO;

R Derivados
Fenil JF-43
3-Piridil JF-47
4-OCHs-Fenil JF-48
Etil-Fenil JF-49
4-Etil-Fenil JF-50
4-CHs-Fenil JF-51

Fonte: a autora

3.2 ESTUDO BIOLOGICO
3.2.1 Cultivo dos parasitos

Formas promastigotas de Leishmania infantum (Cepa BH-466) foram
mantidas a 26 °C em meio de Schneider (Sigma®) suplementado com 10% de soro
fetal bovino e 1% de antibidtico, com repiques a cada trés dias. Parasitos na fase

exponencial de crescimento foram utilizados em todos os experimentos.
3.2.2 Atividade biolégica em Leishmania infantum

As formas cultivadas de promastigotas de Leishmania infantum foram
contadas e diluidas em meio de Schneider suplementado a uma concentracdo de
1x10° células/mL. Apés a diluicdo, as células foram incubadas na presenca de

diferentes concentracbes (100 pg/mL a 0,5 pg/mL) dos compostos por 72 horas.
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Células incubadas apenas com meio de Schneider foram utilizadas como controle
negativo, a anfotericina B foi utilizada como controle positivo. O crescimento da
cultura foi acompanhado através de contagens diarias em camara de Neubauer. O
parametro utilizado para estimar a inibicdo do crescimento foi a 1Csy, a qual
corresponde a concentracdo do composto capaz de inibir 50% do crescimento dos
parasitos. A ICs foi determinada apds 72 horas de cultivo por analise de regressao

linear. Cada teste foi feito em duplicata bioldgica e triplicata técnica.

3.2.3 Andlise da citotoxicidade dos compostos em macroéfagos

As analises de citotoxicidade foram realizadas através da técnica do MTT,
descrita por Mosmann (1983), utilizando macro6fagos da linhagem J774. Para tal, as
células foram semeadas em placas de 96 pocos contendo meio RPMI com vermelho
de fenol suplementado com 10% de SFB e 1% de antibiético e incubadas em uma
atmosfera a 5% de CO, e 37 °C. Apds 24 horas, o meio foi removido e as células
forsm incubadas na presenca de varias concentracdes dos compostos (100 ug/mL a
2,5 yg/mL) por 72 horas. Apos este periodo, foi adicionado 10 yL de MTT (5 mg/mL)
e incubados por 3 horas em estufa a 37 °C e 5% de CO,. Em seguida, os cristais de
formazan foram solubilizados em dimetilfuls6xido (DMSO) e sua absorbancia foi
determinada por espectofotometria a 540 nm. Pocos contendo meio RPMI e MTT
foram utilizados como controle da reacdo. Cada teste foi feito em duplicata bioldgica

e quadruplicata técnica.

3.2.4 Analise da producéo de 6xido nitrico

A producdo de oxido nitrico pelos macréfagos J774 tratados com o0s
compostos por 72 horas foi testada através do método reagente de Griess
(MOORCROFT et al.,, 2001). Para medir a concentragdo de nitrito, 100 uL do
sobrenadante da cultura de macréfagos de cada pogo foi incubado com 100 pL do
reagente Griess (1% sulfanilamida/ 0,1% N-(1-naftil)-etilenediamina
dihidrocloreto/2,5% H3PO4) a temperatura ambiente por 10 minutos em um agitador

de placa. A absorbéancia foi medida a 540 nm no leitor de ELISA Benchmark plus
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(Bio-Rad®, Califérnia, EUA). A concentracdo de nitrito foi determinada usando uma
curva padrao com concentracfes conhecidas de nitrito de sédio. Cada teste foi feito

em duplicata biologica e quadruplicata técnica.

3.2.5 Atividade bioldgica in vitro sobre as formas amastigotas intracelulares

Macrofagos J774 foram semeados em placas de cultivo de 24 pocos, a uma
concentracdo de 3x10° células/mL, contendo uma laminula de vidro, e mantidas a
37°C numa atmosfera de 5% de CO,. Apés um dia de cultivo, as culturas foram
lavadas com meio RPMI1640 (Sigma®) e infectadas, por trés horas com formas
promastigotas, na proporcdo de 10:1 promastigotas/macréfago. Em seguida, os
parasitos n&o internalizados foram retirados por lavagem em meio RPMI e
incubadas em meio fresco na presenca ou auséncia de diferentes concentracdes
dos compostos. Apés 24 horas de tratamento as laminulas foram retiradas e foram
lavas com PBS, fixadas com metanol e coradas com Giemsa. A porcentagem de
macréfagos infectados foi determinada por contagem de 100 células em triplicata. A
ICs0 (concentragdo que inibe 50% do crescimento dos parasitos) foi determinada
apos 24 horas de cultivo por andlise de regressao linear. O indice de sobrevivéncia
foi determinado multiplicando a porcentagem de macréfagos infectados pelo nimero
de parasitos por célula infectada. A ICso (concentracdo que inibe em 50% a infeccao
dos macroéfagos) foi determinada através da contagem direta das células infectadas
e das amastigotas intracelulares em microscopio 6éptico convencional. O indice de
sobrevivéncia (Sl) foi obtido multiplicando a porcentagem de células infectadas pelo

namero de amastigotas/ macréfago.

3.2.6 Andlise ultraestrutural de promastigotas de L. infantum

Formas promastigotas L. infantum controles e tratadas nas concentragdes de
0,42 uM e 0,84 uM do composto GQS-90, foram lavadas em tampéo fosfato-salina e
fixadas overnight em uma solugdo contendo 2,5% de glutaraldeido e 4% de
formaldeido em tampdo cacodilato de sbédio 0,1M (pH 7,2) e processadas para

Microscopia eletrdonica de varredura (MEV) e transmissao (MET).
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Para MEV, promastigotas fixadas foram colocadas para aderir em laminulas
previamente revestidas com poly-L-lysina (Sigma®). Apds 20 minutos as laminulas
foram lavadas no mesmo tampao para retirada das células ndo aderidas e pos-
fixada por uma hora em uma solugéo contendo 1% de tetroxido de ésmio (OsO4) em
tampéo cacodilato de sodio. Em seguida as células foram desidratadas em séries
crescentes de etanol e submetidas a secagem através do ponto critico no Critical
Point Dryer HCP-2 (Hitachi, Tokyo, Japan), 42 cobertas com 20 nm de ouro no
metalizador JFC-1100 (Jeol,Tokyo, Japan) e visualizadas através do microscopio
eletronico de varredura JEOL T-200 (Jeol, Tokyo, Japan).

Para MET, os parasitos fixados foram lavados e pds-fixados por uma hora em
uma solucdo contendo 1% de tetroxido de désmio (OsO4), 0,8% ferricianeto de
potassio, 5 mM CaCl2 em tampao cacodilato de s6dio. Apds esta etapa, as amostras
foram desidratadas em concentracdes crescentes de acetona, infiltradas e incluidas
em EPON (Sigma® Aldrich, St. Louis, USA). Cortes ultrafinos de aproximadamente
70 nm de espessura, obtidos em ultramicrétomo Leica EMUC6 (Leica, Wetzlar,
Germany), foram contrastados em acetato de uranila e citrato de chumbo e
examinados através do microscopio de transmissdo TecNai G2 Spirit TEM (FEI,
Hillsboro, USA).

3.2.7 Anélise estatistica

As andlises de regressao linear foram realizadas no programa SPSS 18.0
(IBM Co., Nova lorque, EUA) para Windows. As analises de significancia,
considerado significativo valores p < 0.05, foram realizadas através do teste ANOVA
e 0 pos-teste de Tukey no programa GraphPad Prism 5.0 (Graphpad, California,
EUA) para Windows.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 QUIMICA

As moléculas objetivo deste estudo foram obtidas a partir de uma rota plena e
convergente, baseada na modificacdo estrutural de compostos anteriormente
relatados na literatura com a finalidade de obtencdo de novos prototipos a farmacos
leishmanicidas. Reacdes como N-alquilagdo, tionagdo e condensagdo de
Knoevenagel foram utilizadas neste trabalho.

A caracterizacdo de novos compostos obtidos por sintese quimica pode ser
realizada por técnicas espectroscopicas e espectrométricas onde se pode destacar a
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono Treze (RMN *H e RMN
13C) e também espectroscopia de absorcdo no infravermelho (V). Tais técnicas
foram utilizadas na caracterizagcdo dos compostos sintetizados.

No IV, é possivel realizar a identificacdo de bandas e estiramentos
caracteristicos de grupos funcionais presentes na estrutura de compostos. Os novos
derivados das séries tiazolidinicas possuem como grupos funcionais caracteristicos
a presenca do grupamento NH o qual apareceu em uma faixa de frequéncia que
variou entre 3278-3343 cm™, indicando a presenca do nicleo indol na estrutura
desses derivados. A carbonila (C=0) e a tiocarbonila (C=S) também podem ser
consideradas grupos caracteristicos na estrutura dos nossos compostos. O espectro
de IV revelou a presenca de estiramentos na faixa de 1668-1733 cm™ (carbonila) e
1510-1605 cm™ (tiocarbonila) evidenciando o nucleo tiazolidinico substituido por
esses grupos funcionais e também a reacdo de tionacdo que ocorreu neste
heterociclo. Por fim, outro grupamento importante é C=C, a qual foi observada em
uma frequéncia que variou entre 1580-1680 cm™.

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio tem por
objetivo caracterizar todos os hidrogénios presentes no esqueleto quimico de novos
derivados. Os hidrogénios mais caracteristicos dos compostos obtidos nesta série
serdo descritos a seguir. O hidrogénio da ligacdo N-H do indol foi observado entre
12.05-13.05 ppm na forma de simpleto, o que confirma a presenca do nucleo

heterociclo em todos os compostos sintetizados. Outro ponto importante é a
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presenca da ligacdo =C-H o que confima o sucesso da condensacédo de
Knoevenagel. Este hidrogénio arilidénico foi visualizado na faixa de 7.70-8.25 ppm.
Por fim, os hidrogénios do —CH, (benzil) foram identificados como simpletoss na
faixa de 4.76-4.99 ppm, onde foi possivel inferir que a reacdo de N-alquilacédo
também ocorreu com éxito entre a tiazolidina-2,4-diona e o haleto de benzila.
Também se procedeu a caracterizacao estrutural das tiossemicarbazonas. Na
analise do infravermelho foi possivel observar a banda de absorcédo entre 3211 a
3332 cm™ atribuidas aos grupos NH presentes na estrurura dos N0SSos compostos.
Além disso, um estiramento que variou de 1516 a 1595 cm™ foi evidenciado e
atribuido a ligacdo C=N. Por fim, outro estiramento caracteristico nas
tiossemicarbazonas € o referente a ligacao tiocarbonila C=S, que apareceu variando
de 1023 a 1194 cm® . Pontos importantes para a caracterizacdo das
tiossemicarbazonas também foram encontrados a partir da analise espectroscopica
de ressonéancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN 1H). As faixas que variaram
8.13-8.23;; e 10.25-10.43; e 11.81-12.23 correspondem aos hidrogénios CH

azometinicos, NH aromatico e NH hidrazinico.

4.1.1 Moléculas obtidas

4.1.1.1 Série LQIT/GQS

e 3-(2-cloro-6-fluorobenzil)-5-((4-nitro-1H-indol-3-il)metileno)-4-
tioxotiazolidin-2-ona (LQIT/GQS-90)

NO, S Cl

N
C19H11CIFN303S,. Massa molar: 446,9914 g/mol. Rdt: 67,97%. P.F.: 208-210 °C. Rf:
0,47 (sistema de eluicdo n-hexano/AcOEt 7:3). RMN 'H (400MHZ) &: 4.97 (s, 2H,
CH,), 7.18 (d, 1H, J= 8 Hz, benzil), 7.41 (d, 1H, J= 8Hz, indol), 7.42 (t, 1H, J=8Hz,
benzil), 7.46 (d, 1H, J=8Hz, indol), 7.96 (d, 1H, J=8Hz, benzil), 8.09 (, 1H, indol), 8.26
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(s, 1H, -CH=), 8.79 (s, 1H, indol), 12.92 (s, 1H, NH). RMN **C (100MHZ) &: 110.53,
118.06, 119.09, 119.43, 120.37, 120.77, 122.57, 125.73, 128.53, 130.21, 130.61,
133.18, 134.22, 139.13, 142.44, 160.17, 164.75, 170.07. IV (KBr) cm™: 3284.5 (NH),
1713.6 (C=0), 1680.9 (C=C), 1510.4 (C=S).

e 3-(2-cloro-6-fluorobenzil)-5-((5-metoxi-1H-indol-3-il)metileno)-4-
tioxotiazolidin-2-ona (LQIT/GQS-91)
H,CO S Cl
@Y
S
~ i

N O

C20H14CIFN20,S,. Massa molar: 432,0169 g/mol. Rdt: 72,62%. P.F.: 177-179 °C. Rf:
0,50 (sistema de eluicdo n-hexano/AcOEt 7:3). RMN *H (400MHZ) &: 3.81 (s, 3H,
OCHj3), 4.96 (s, 2H, CH,), 6.86 (d, 1H, J= 8.8Hz, benzil), 7.22 (t, 1H, J= 8.8Hz,
benzil), 7.31 (d, 1H, J= 8.0Hz, indol), 7.37 (d, 1H, J= 6.0Hz, indol), 7.38 (d, 1H, J=
8.4Hz, benzil), 7.42 (d, 1H, J= 8.0Hz, indol), 7.70 (s, 1H, -CH=), 8,20 (s, 1H, indol),
12.07 (s, 1H, NH). RMN **C (100MHZ) &: 37.01, 55.40, 100.11, 110.43, 112.22,
1113.19, 113.41, 114.42, 120.94, 125.58, 126.51, 127.69, 129.16, 130.44, 130.54,
131.00, 134.17, 155.04, 162.70, 166.34. IV (KBr cm™) y: 3307.0 (NH), 1726.0 (C=0),
1670.0 (C=C), 1605.1 (C=S).

e 3-(2-cloro-6-fluorobenzil)-5-((7-metil-1H-indol-3-il)metileno)-4-
tioxotiazolin-2-ona (LQIT/GQS-92)
S Cl

C20H14CIFN20S;. Massa molar: 416,0220 g/mol. Rdt: 73,95%. P.F.: 252-254 °C. Rf:
0,42 (sistema de eluicdo n-hexano/AcOEt 7:3). RMN 'H (400MHZ) &: 2.51 (s, 3H,
CHg), 4.96 (s, 2H, CHy), 7.09 (d, 1H, J= 10.8Hz, benzil), 7.23 (t, 1H, J= 9.6Hz,
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benzil), 7.38 (d, 1H, J= 8.0Hz, indol), 7.65 (d, 1H, J= 8.0Hz, indol), 7.70 (d, 1H, J=
10.4Hz, benzil), 7.92 (d, 1H, indol), 8.13 (s, 1H, -CH=), 8,55 (s, 1H, indol), 12.2 (s,
1H, NH). RMN **C (100MHZ) &: 16.62, 110.80, 113.17, 114.59, 115.84, 120.73,
120.88, 122.01, 123.69, 125.70, 126.07, 128.57, 130.23, 134.20, 135.67, 160.19,
162.68, 164.77, 169.75, 190.22. IV (KBr cm™) y: 3287.7 (NH), 1662.9 (C=0), 1603.5
(C=C), 1573.4 (C=S).

e 3-(2-cloro-6-fluorobenzil)-5-((5-metil-1H-indol-3-il)metileno)-4-
tioxotiazolidin-2-ona (LQIT/GQS-93)
H,C S Cl

C20H14CIFN20S,. Massa molar: 416,0220 g/mol. Rdt: 69,64%. P.F.: 226-228 °C. Rf:
0,45 (sistema de eluicdo n-hexano/AcOEt 7:3). RMN 'H (400MHZ) &: 2.41 (s, 3H,
CHa), 4.96 (s, 2H, CHy), 7.07 (d, 1H, J= 8.4Hz, benzil), 7.23 (t, 1H, J= 9.2Hz, benzil),
7.32 (d, 1H, J=8.0Hz, indol), 7.38 (d, 1H, J= 8.0Hz, indol), 7.39 (d, 1H, J= 8.4Hz,
benzil), 7.66 (d, 1H, indol), 7.72 (s, 1H, -CH=), 8,13 (s, 1H, indol), 12.05 (s, 1H, NH).
RMN *3C (100MHZ) &: 18.53, 56.01, 109.95, 112.10, 112.63, 114.45, 117.93, 120.91,
124.68, 125.61, 126.03, 127.06, 129.04, 130.12, 130.46, 134.20, 134.51, 160.19,
164.80, 190.22. IV (KBr cm™) y: 3307.0 (NH), 1668.4 (C=0), 1600.7 (C=C), 1520.0
(C=S).

e 5-((1H-indol-3-il)metileno)-3-(2-cloro-6-fluorobenzil)-4-tioxotiazolidin-2-
ona (LQIT/GQS-94)
S Cl
N/\Q
S
— i

O

C19H12CIFN2OS,. Massa molar: 402,0064 g/mol. Rdt: 67,30%. P.F.: 282-284 °C. Rf:
0,48 (sistema de eluicdo n-hexano/AcOEt 7:3). RMN 'H (400MHZ) &: 4.99 (s, 2H,
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CH,), 7.23 (d, 1H, J= 8.4Hz, benzil), 7.34 (d, 1H, J=8.0Hz, indol), 7.39 (t, 1H, J=
8.4Hz, benzil), 7.49 (t, 1H, J= 7.2Hz, indol), 7.64 (d, 1H, J= 8.4Hz, benzil), 7.58-7.60
(m, 1H, indol), 7.99 (d, 1H, J= 8.8Hz, indol), 8.25 (s, 1H, -CH=), 8,45 (d, 1H, J=
8.4Hz, indol), 13.05 (s, 1H, NH). RMN *C (100MHZ) &: 37.06, 112.09, 114.45,
118.06, 120.81, 121.91, 123.03, 124.61, 125.99, 128.45, 130.42, 130.59, 131.12,
134.21, 160.20, 162.68, 164.77, 166.33, 190.22. IV (KBr cm™) y: 3278.0 (NH),
1722.5 (C=0), 1662.8 (C=C), 1599.0 (C=S).

4.1.1.2 Série LQIT/GQ
e 3-(4-bromobenzil)-5-((4-nitro-1H-indol-3-il)metileno)-tiazolidina-2,4-dione

(LQIT/GQ- 403)
NO, 0

S N/\©\
\ S—Q Br
(@)

C19H12BrN3O4S. Massa molar: 458,29 g/mol. Rdt: 80,85%. P.F.: com decomposigao.

N
H

Rf: 0,56 (sistema de eluicdo n-hexano/AcOEt 1:1). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds, &
ppm): 12.92 (s, 1H) 8.34 (s, 1H), 8.08 (s, 1H), 7.94 (t, 2H, J = 8.0 Hz), 7.55 (d, 2H, J
= 8.0 Hz), 7.41 (t, 1H, , J = 8.0 Hz), 7.28 (d, 2H, J = 8.0 Hz), 4.79 (s, 2H). **C NMR
(100 MHz, DMSO-dg, ® ppm): 43.87; 109.01; 115.44; 117.61; 119.12; 119.44; 120.94
122.32; 128.91; 129.96; 131.54; 132.75; 135.08; 138.97; 142.23; 165.26; 167.36. IV
(KBr) cm™: 3281 (NH), 1733 (C=0), 1658 (C=0), 1588 (C=C).

e 5-((4-nitro-1H-indol-3-il)metileno)-3-(4-nitrobenzil)-tiazolidina-2,4-diona
(LQIT/GQ-404)
NO, O
O
\ S—§ NO,
O

N
H
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C19H12N4O6S. Massa molar: 424,39 g/mol. Rdt: 83,78%. P.F.: com decomposigao.
Rf: 0,60 (sistema de eluicdo n-hexano/AcOEt 1:1). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds, d
ppm): 12.90 (s, 1H) 8.36 (s, 1H), 8.21 (d, 2H J = 9.2 Hz), 8.09 (s, 1H), 7.94 (t, 2H J =
7.2 e 7.6 Hz), 7.58 (d, 2H J = 8.4 Hz), 7.41 (t, 1H J = 8.0 Hz), 4.96 (s, 2H). **C NMR
(100 MHz, DMSO-dg, & ppm): 43.90; 109.0; 115.34; 117.62; 119.15; 119.46; 122.35;
123.78; 128.74; 129.06; 132.86; 139.0; 142.22; 143.16; 146.98; 165.25; 167.43. IV
(KBr) cm™: 3343 (NH), 1720 (C=0), 1667 (C=0), 1580 (C=C).

e 3-(4-metilbenzil)-5-((4-nitro-1H-indol-3-il)metileno)-tiazolidina-2,4-diona
(LQIT/GQ-405)
NO, O

~ N
\ S& A@“"S
O

C20H15N304S. Massa molar: 393,42 g/mol. Rdt: 83,78%. P.F.: com decomposicao.
Rf: 0,59 (sistema de eluicdo n-hexano/AcOEt 1:1). *H NMR (400 MHz, DMSO-dg, &
ppm): 12.88 (s, 1H). 8.32 (s, 1H), 8.06 (s, 1H), 7.93 (t, 2H, J = 7.6 Hz), 7.39 (t, 1H J
= 7.6 € 8.0 Hz), 7.20 (d, 2H J = 8.4 Hz), 7.14 (d, 2H J = 8.0 Hz)), 4.76 (s, 2H), 2.26
(s, 3H). ®C NMR (100 MHz, DMSO-ds, 5 ppm): 20.64; 44.26; 109.04; 115.36;
117.68; 119.08; 119.50; 122.22; 127.74; 128.81; 129.15; 132.73; 132.96; 137.05;
139.17; 142.20; 165.30; 167.32. IV (KBr) cm™: 3311 (NH), 1721 (C=0), 1661 (C=0),
1595 (C=C).

N
H

e 3-benzil-5-((4-nitro-1H-indol-3-il)metileno)-tiazolidina-2,4-diona (LQIT/GQ-
406)

NO, 0

\ B S&NO“©

N
H
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C19H13N304S. Massa molar: 379,39 g/mol. Rdt: 94,09%. P.F.: com decomposigao.
Rf: 0,56 (sistema de eluicdo n-hexano/AcOEt 1:1). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds, d
ppm): 12.92 (s, 1H) 8.35 (s, 1H), 8.07 (s, 1H), 7.95 (d, 1H), 7.93 (d, 1H), 7.34 (m,
6H), 4.82 (s, 2H). *C NMR (100 MHz, DMSO-ds, 3 ppm): 44.48; 109.03; 115.07;
117.78; 119.06; 119.64; 122.14; 127.66; 127.74; 128.64; 128.96; 133.32; 135.73;
139.47; 142.17; 165.33; 167.40. IV (KBr) cm™: 3315 (NH), 1728 (C=0), 1658 (C=0),
1595 (C=C).

e 3-(4-clorobenzil)-5-((4-nitro-1H-indol-3-il)metileno)-tiazolidina-2,4-diona
(LQIT/GQ-407)

NO, o)
O~
| s cl

)

C19H12CIN3O4S. Massa molar: 413,83 g/mol. Rdt: 71,78%. P.F.: com decomposicao.
Rf: 0,50 (sistema de eluicdo n-hexano/AcOEt 1:1). *H NMR (400 MHz, DMSO-ds, &
ppm): 12.95 (s, 1H) 8.34 (s, 1H), 8.07 (s, 1H), 7.94 (t, 2H), 7.40 (m, 3H), 7.35 (d, 2H),
4.81 (s, 2H). *3C NMR (100 MHz, DMSO-dg, 5 ppm): 43.81 (CH,); 109.02 (Cq);
115.38 (Cq); 117.64 (Cq); 119.12 (CH); 119.46 (CH); 128.61 (CH); 128.91 (CH);
129.64 (CH); 132.43 (Cq); 132.86 (CH); 134.67 (Cq); 139.04 (Cq); 142.21 (Cq);
165.27 (Cq); 167.37 (Cq). IV (KBr) cm™: 3295 (NH), 1731 (C=0), 1661 (C=0), 1590
(C=0C).

N
H

4.1.1.3 Série LQIT/IF

e 2-(4-nitro-benzilideno)-N-fenil-hidrazinacarbotioamida (LQIT/JF-43)
H H

ISARR®
S
O,N

C14H12N40,S. Massa molar: 300,34 g/mol. Rdt: 71,78%. P.F.: 179-180 °C. Rf: 0,50
(sistema de eluicdo n-hexano/AcOEt 1:1). RMN *H (300 MHz, ppm, DMSO): & 7,15
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(t, 1H, J=7,8Hz) 6 7,23 (dd, 1H, J=7,2Hz) 6 7,33 (d, 1H, J=7,8Hz) 6 7,41 (d, 2H, J=
7,2Hz) & 7,55 (d, 2H, J= 9,9Hz) & 8,20 (d, 2H, J= 9,3Hz) & 8,23 (s, 1H, —C=N) &
10,32 (s, 1H, NH) & 12,09 (s, 1H, NH). RMN *3C: & 120-140 (C=C); d 147,7 (C=N);
176,5 (C=S). IV (v cm ™ KBr): 3211 (NH) 1546 (C=N) 1510-1550 (O=N-O") 1337
(C=C) 1194 (C=S).
e 2-(4-nitro-benzilideno)-N-(piridin-3-il)-hidrazinacarbotioamida
(LQIT/IF-47)
H H

X _N N
gN Ty
S —
O,N N

C13H11N50,S. Massa molar: 301,32 g/mol. Rdt: 96,56%. P.F.: 230-231 °C. Rf: 0,50
(sistema de eluicdo n-hexano/AcOEt 1:1). RMN *H (300 MHz, ppm, DMSO): & 7,44
(dd, 1H, J= 5.4Hz e 4.8Hz, piridil) 7,98 (d, 1H, J =5.7Hz, piridil) 5 8,20 (d, 2H, J =
8.7Hz, benzilidénico) & 8,25 (s, 1H, N=CH-) & 8,27 (d, 2H, J= 8.7Hz benzilidénico) &
8,43 (d, 1H, J= 4,5Hz, piridil) 5 8,68 (s, 1H, piridil) 10,43 (s, 1H, -NH) & 12,23 (s,1H,
-NH). RMN *3C: & 123-140 (C=C piridil); 5 147,8 (C=N); 176,5 (C=S). IV (v cm " KBr)
3274 (NH) 1516 (C=N) 1510-1550 (O=N-0O") 1489 (C=C) 1029 (C=S).

e 2-(4-nitro-benzilideno)-N-(4-metoxifenil)-hidrazinacarbotioamida
(LQIT/IF-48)

C13H11Ns0,S. Massa molar: 301,32 g/mol. Rdt: 73,15%. P.F.: 215-216 °C. Rf: 0,69
(sistema de eluicdo n-hexano/AcOEt 6:4). RMN *H (300 MHz, ppm, DMSO): & 3,77
(s, 3H, -OCH3) 6 7,44 (d,2H,J=24)867,59 (d,2H,J=39)068,18 (d,2H,J=9)
8,25 (d, 2H,J = 9) 6 8,34 (s, 1H, N=CH-) & 10,34 (s, 1H, -NH) & 12,16 (s, 1H, -NH).
RMN *3C: 5 55,2 (O-CHs) d 113-157 (C=C); & 147,6 (C=N); 176,8 (C=S). IV (vcm *
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KBr) 3332 (NH) 1540 (C=N) 1510-1550 (O=N-0O") 1337 (C=C) 1191 (C-O) 1030
(C=S).

e 2-(4-nitro-benzilideno)-N-feniletil-hidrazinacarbotioamida (LQIT/JF-49)

C16H16N4O2S. Massa molar: 328,39 g/mol. Rdt: 69,71%. P.F.: 203-204 °C. Rf: 0,52
(sistema de eluicdo n-hexano/AcOEt 7:3). RMN *H (300 MHz, ppm, DMSO): & 3,78
(t, 2H B-CH3-) 6 3,81 (q, 2H, N-CH-) 6 7,20-7,35 (m, 5H) & 8,06 (d, 2H, J= 9.0Hz) &
8,13 (s, 1H, -HC=N,) 6 8,26 (d, 2H, J=8.7Hz) & 8,82 (t, 1H, J= 5.7Hz, NH) & 11,81 (s,
1H, NH). RMN 3C: & 34,7 (feniletil), 3 45,1 (feniletil) 5 123-147,5 (C=C aromaticos);
d 140,6 (C=N); 177,2 (C=S). IV (v cm * KBr) 3315 (NH) 1518 (C=N) 1510-1550
(O=N-0") 1489 (C=C) 1107 (C=S).

e 2-(4-nitro-benzilideno)-N-(4-etilfenil)-hidrazinacarbotioamida (LQIT/JF-50)
H H

ISARA0Y
O,N S

C16H16N4O2S. Massa molar: 328,39 g/mol. Rdt: 64,94%. P.F.: 222-223 °C. Rf: 0,45
(sistema de eluicdo n-hexano/AcOEt 7:3). RMN *H (300 MHz, ppm, DMSO): & 1,19
(t, 3H, J= 7,5Hz, CH3 B) & 2,63 (q, 2H, J= 7,8Hz, -CH»-) & 7,23 (d, 2H, J= 8.1Hz,
Aromatico B) & 7,44 (d, 2H, J= 8.1Hz, Aromatico B) & 8,19 (d, 2H, J= 9.0Hz,
Aromatico A) & 8,22 (s, 1H, -HC=N,) & 8,25 (d, 2H, J= 9.3Hz, Aromatico A) & 10,25
(s, 1H, NH) & 12,05 (s, 1H, NH). RMN *3C: & 15,6 (CHs) & 27,7 (CH,), d 123-147,5
(C=C aromaticos); 5 140,6 (C=N); 177,2 (C=S). IV (v cm * KBr) 3315 (NH) 1518
(C=N) 1510-1550 (O=N-0") 1489 (C=C) 1107 (C=S).
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e 2-(4-nitro-benzilideno)-N-(4-metilfenil)-hidrazinacarbotioamida
(LQIT/IF-51)
H H

@AN,NTN\Q\
O,N S

C15H14N4O2S. Massa molar: 314,08 g/mol. Rdt: 71,78%. P.F.: 220-221 °C. Rf: 0,57
(sistema de eluicdo n-hexano/AcOEt 7:3). RMN *H (300 MHz, ppm, DMSO): & 2,32
(s, 3H, CH3) & 7,20 (d, 2H, J= 8.4Hz) & 7,41 (d, 2H, J= 8.1Hz) & 8,20 (d, 2H, J=
9.0Hz) & 8,22 (s, 1H, -HC=N,) & 8,25 (d, 2H, J= 9.3Hz) 6 10,25 (s, 1H, NH) & 12,04
(s, 1H, NH). RMN *3C: 8 20,6 (4-metil) 5 123-147,5 (C=C aromaticos); 5 140,6 (C=N);
177,2 (C=S). IV (v cm " KBr) 3308 (NH) 1595 (C=N) 1510-1550 (O=N-0O") 1413
(C=C) 1023 (C=S).

4.2 AVALIACAO BIOLOGICA

4.2.1 Analise da citotoxicidade dos compostos em macréfagos J774

Os agentes guimioterapicos para o tratamento da LV disponiveis atualmente
tém problemas relacionados ao desenvolvimento de cepas resistentes, severos
efeitos colaterais e longa duracéo do tratamento com dolorosa via de administracao.
Decorridas varias décadas de estudos relativos a essa parasitose, ainda nao existe
tratamento realmente eficaz e atoxico. Neste cenario, torna-se importante o
desenvolvimento e estudo de novos compostos que possam atuar como drogas
leishmanicidas (MICHELETTI; BEATRIZ, 2012).

Um importante critério na prospeccdo de novos compostos sintéticos com
atividade bioldgica é que eles ndo sejam téxicos as células de mamiferos. O ensaio
de citotoxicidade in vitro deve ser o primeiro teste para avaliar a biocompatibilidade
de qualquer material para uso em dispositivos farmacoldgicos. Diversos métodos in
vitro, para avaliar a toxicidade de compostos, foram padronizados utilizando-se
culturas celulares. Estes testes consistem em colocar o material a ser analisado

direta ou indiretamente em contato com uma cultura de células de mamiferos,
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verificando-se, através de diferentes metodologias, alteracbes que podem resultar
na inviabilidade celular (ROGERO et al., 2003).

Portanto, inicialmente foi analisado o efeito citotoxico dos compostos sobre
macréfagos da linhagem J774 através do método do MTT, e os resultados
encontram-se apresentados na Tabela 1.



Tabela 1 - Efeito citotdxico dos derivados sobre macrofagos J774
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s T 2,
R\N)k S/&O 2
|
H
JF-43 — JF-51 GQS-90 - GQSv4
GQ-403 — GQ-407
CCso
Compostos R1 R2 X png/mL uM
JF-43 Fenil - - 7,89 + 0,68 26,27 £ 2,26
JF-47 3-Piridil - - 7,53+ 1,36 2499 +451
JF-48 4-OCHs-Fenil - - 13,10+ 0,59 43,47 +1,95
JF-49 Etil-Fenil - - 12,65+0,87 38,52+2,64
JF-50 4-Etil-Fenil - - 10,63+ 1,06 32,37 +3,22
JF-51 4-CHs-Fenil - - 8,49 + 0,85 27,03+2,70
GQS-90 2-Cl-6-F 4-NO; S 3,81+0,61 8,52 +1,36
GQS-91 2-Cl-6-F 5-OCHs S 6,83 + 0,09 15,80 + 0,20
GQS-92 2-Cl-6-F 7-CH3 S 26,21+0,87 63,00+2,09
GQS-93 2-Cl-6-F 5-CH3 S 2261+1,19 54,34+2,86
GQS-94 2-Cl-6-F H S 50,99+356 126,83 +8,85
GQ-403 4-Br 4-NO, o 27,78%+5,07 60,61+11,06
GQ-404 4-NO, 4-NO, O 13,44+0,97 31,66%2,28
GQ-405 4-CHs 4-NO, O 46,75+3,83 118,82+9,73
GQ-406 H 4-NO, O 42,66+6,34 112,44 +16,71
GQ-407 4-Cl 4-NO, O 10,63%x1,06 32,37%3,22
AmB 12,40 + 3,67 13,41 + 3,97

Legenda: CCsy— concentracao capaz de causar a perda da viabilidade em 50% das células

Fonte: a autora
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Os compostos apresentaram resultados citotoxicos distintos. Dos 16
derivados analisados, 15 se mostraram menos toxicos que a AmB.

Na série LQIT/JF, as tiossemicarbazonas, apresentaram uma variacado
citotéxica que foi de 24,99 + 4,51 a 43,47 + 1,95 uM. A média de toxicidade para
essa série foi de 32,10 uM evidenciado que essa foi a série mais toxica dentre as
trés que foram analisadas nesse trabalho.

Dentre os compostos da série GQS, encontramos 0 composto mais toxico e o
composto menos toxico de todo o estudo. O derivado GQS-90, mostrou-se 0 mais
toxico com CCsp de 8,52 + 1,36 pM. O derivado GQS-94, por outro lado, mostrou-se
de menor toxicidade alcancando uma CCsp de 126,83 + 8,85 uM. A série apresentou
uma meédia de citotoxicidade de 53,69 uM

Na série GQ, as moléculas apresentaram um perfil toxico com valores de
CCsp que variaram de 31,66 + 2,28 uM a 118,82 + 9,73 uM. Obteve-se ao final média

de citotoxicidade para a série de 71,18 uM.

4.2.2 Atividade biol6gica em promastigotas de L. infantum

Paralelamente ao teste de citotoxicidade, foi realizada a investigacdo da
atividade leishmanicida dos compostos sobre formas promastigotas de L. infantum.
Diversos trabalhos na literatura utilizam formas promastigotas como modelo de
screening, a fim de selecionar as moléculas mais promissoras para 0s testes
subsequentes (SANCHEZ-MORENO et al.,, 2011; ALIANCA et al.,, 2016). Os
resultados desse ensaio encontram-se na Tabela 2.

Com a andlise da Tabela 2, verifica-se que, ao final do tratamento, os
parasitos mostraram-se menos sensiveis aos derivados da série JF
(tiossemicarbazonas). Essa tendéncia pode observada em todos os representantes
dessa série, uma vez que os valores de ICso ficaram entre 95,67 + 2,83 e 127,75 *
5,22 uM. Dessa forma, € possivel afirmar que em compragdo as outras séries, as
tiossemicarbazonas foram as moléculas que exibiram, no geral, acédo leishmanicida

menos expressiva.
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Tabela 2 - Atividade leishmanicida in vitro dos derivados sobre promastigotas de L.
infantum

X
R

U
s\,

GQS-90 - GQSY4

JF-43 - JF-51
GQ-403 — GQ-407
ICso
Compostos R1 R2 X pg/mL UM

JF-43 Fenil - - 38,37+157 127,75+5,22

JF-47 3-Piridil - - 29,25+0,62 97,07 +£2,05

JF-48 4-OCHjs-Fenil - - 36,73+2,38 121,87 +7,89

JF-49 Etil-Fenil - - 33,87+£1,26 103,13 3,83

JF-50 4-Etil-Fenil - - 33,80+£0,20 102,92 +£0,60

JF-51 4-CHs-Fenil - - 30,05+0,89 95,67 %283
GQS-90 2-Cl-6-F 4-NO, S 0,19 + 0,07 0,42 £ 0,15
GQS-91 2-Cl-6-F 5-OCHs S 5,83+1,14 13,51 +2,63
GQS-92 2-Cl-6-F 7-CH3 S 3552+0,81 85,38+1,94
GQS-93 2-Cl-6-F 5-CH3 S 9,97+0,6 23,96 + 1,44
GQS-94 2-Cl-6-F H S 31,15+295 77,48+7,33
GQ-403 4-Br 4-NO, O 21,48%0,05 46,86+0,10
GQ-404 4-NO, 4-NO, O 19,17+0,89 45,17 +2,09
GQ-405 4-CHs; 4-NO, O 1592+0,28 40,46 0,71
GQ-406 H 4-NO, O 52,04+0,39 142,43+1,02
GQ-407 4-Cl 4-NO, O 17,15%+0,37 41,44+0,91

AmB 0,12 + 0,02 0,13 +0,02

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

Fonte: a autora



82

Vérios trabalhos na literatura relatam acerca das atividades biolégicas das
tiossemicarbazonas, em especial a expressiva acdo contra tripanossomatideos do
género Trypanosoma como T. cruzi (ARCE et al.,, 2017; SALSI et al., 2018) e T.
brucei (KPOTIN et al., 2016), e também do género Leishmania, em especial as
espécies L. major (PERVEZ et al.,, 2014) e L. amazonensis (MELOS et al., 2015;
SILVA et al., 2017). E valido ressaltar que as espécies de Leishmania utilizadas nos
estudos anteriormente citados, s&do diferentes de L. infantum, e se expressam
clinicamente na forma de leishmaniose tegumentar, encontrada no Velho e no Novo
mundo, respectivamente.

Linciano e colaboradores (2018) avaliaram a acdo de uma série de
tiossemicarbazonas no tratamento de infec¢cBes por tripanossomatideos das
espécies T. brucei, T cruzi e L. infantum. O potencial antiparasitario dessa série foi
representado pela porcentagem de inibicdo do crescimento de parasitos a 50 M.
Dos 28 compostos avaliados nesse estudo, 8 produziram atividade antiparasitaria
contra T. brucei e T. cruzi maior que 80%. Apesar da promissora atividade anti-
Trypanosoma, 0s autores relataram que 0s compostos testados apresentaram baixa
eficacia contra a forma amastigota intracelular de L. infantum, com porcentagem de
inibicdo de crescimento celular ndo ultrapassando 40%. Esses dados corroboram
com os resultados encontrados no presente trabalho. Dessa forma, é possivel entao,
que a falta de acdo antiparasitaria dos compostos testados, esteja associada as
substituicdes realizadas que ndo exerceram efeito positivo na inibicdo da espécie de
Leishmania estudada.

Analisando os resultados da Tabela 2 para os compostos tiazolidinicos
LQIT/GQS e LQIT/GQ é possivel obervar que estes derivados exibiram, de forma
geral, acao leishmanicida mais pronunciada, com destaque para a série LQIT/GQS.

Nota-se que dentro de suas respectivas seéries, 0os derivados tiazolidinicos
apresentaram respostas biologicas diferentes, as quais estdo possivelmente
assoaciadas as modificacbes dos grupos substituintes, realizadas na estrutura
quimica das moléculas de cada série. Ou seja, substituintes variados foram
incorporados a um esqueleto estrutural, com o intuito de avaliar a influéncia destes

grupos quimicos com seus diferentes efeitos na resposta farmacoldégica.
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O derivado GQS-91, que tem como substituinte na estrutura do indol, o radical
metoxi, apresentou o segundo maior potencial leishmanicida, obtendo-se uma ICsg
no valor de 13,51 + 2,63 puM. Haavikko e colaboradores (2014) descreveram um
novo conjunto de derivados heterociclicos derivados do triterpenoide betulina e
elegeram o derivado composto pelo 5-metoxi indol, como o mais ativo contra L.
donovani. Derivados com substituicdo 5-metoxindol também foram destaque em
estudo de novos compostos esquistossomicidas (MARTIN, et al. 2015)

Os compostos GQS-92 e GQS-93 apresentam 0 mesmo grupo substituinte
metil, no entanto, em posi¢cdes diferentes do anel indol, e exibiram respostas
biologicas bastante diferentes no ensaio in vitro. O GQS-93 apresentou ICs, de
23,96 + 1,44 pM. Por outro lado, composto GQS-92 apresentou-se menos efetivo,
com ICsp de 85,38 £+ 1,94. Com essa analise é possivel perceber que a utilizacédo de
substituintes na posicdo 5 do anel indol, pode ser um fator contributivo para o
aumento da reatividade destes compostos com relacéo a sua eficacia de inibicdo do
crescimento de L. infantum. Em alguns casos, a alteracdo das propriedades fisico-
quimicas decorrentes de modificac6es estruturais de um composto pode alterar seu
mecanismo de interacdo com a biofase, resultando em respostas bioldgicas distintas
(FRAGA, 2011), como as observadas para o0 GQS-92 e GQS-93.

Das moléculas da série GQ, o composto GQ-405, possui o grupamento metil
em sua estrutura, no entanto adicionado ao seu anel fenil. Esse derivado obteve
uma ICso de 40,46 + 0,71 uM, sendo este o melhor resultado dentre os compostos
desta série, indicando que a adicdo do grupamento metil ao anel fenil foi
determinante pra atividade antiparasitaria. A presenca de um grupamento metil
acarreta um aumento da lipofilicidade do composto, promovendo melhor permeacéo
do mesmo atraveés das membranas celulares (CONGIU; ONNIS, 2013).

Com os resultados obtidos, foi possivel observar também que os compostos
GQS-94 e GQ-406, os unicos dentre os testados que ndo possuem substituintes no
indol e no fenil, respectivamente, obtiveram os resultados menos expressivos de
suas respectivas séries, reforcando a importancia da utilizacdo de substituintes na
molécula, a fim de elevar a atividade antiparasitaria de derivados tiazolidinicos.
Oliveira et al. (2015) realizaram a avaliagdo antiparasitaria de derivados indolicos-

tiazolidinicos, e constataram que 0s compostos ndo substituidos obtiveram
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resultados menos expressivos frente a outro representante da familia
Tripanossomatidae. Dessa forma, € possivel inferir que a utilizacdo de radicais no
anel indol e no anel fenil, € um fator que confere um aumento da atividade
antiparasitaria de derivados tiazolidinicos.

Nos derivados GQ-403 e GQ-407, os substituintes presentes em suas
estruturas quimicas sdo o bromo e o cloro. Essas moléculas apresentaram
resultados contra L. infantum intermediarios, obtendo resultados de 1Cs, de 46,86 +
0,10 yM e 41,44 = 0,91 pM, mostrando-se mais ativas que o derivado sem
substituicdo GQ-406. A literatura evidencia a importancia da substituicdo por atomos
de halogénios em estruturas quimicas a fim de incrementar a atividade biologica,
resultando em efeitos positivos a resposta farmacoldgica (THOMAS, 2003). Segundo
Hernandes e colaboradores (2010), a utilizacdo de substituintes halogenados
contribui para a estabilidade da ligacdo farmaco-receptor.

Os derivados GQ-404 e GQS-90 possuem a semelhanca de terem como
substituinte o grupamento nitro (-NO2), o que conferiu a essas moléculas um efetivo
potencial antiparasitario, obtendo-se 1Cso de 45,17 + 2,09 uM e 0,42 + 0,15 uM,
respectivamente.

A adicdo do substituinte nitro (-NO,) do nucleo indol a essas moléculas
contribuiu de forma positiva para a acdo leishmanicida. Alguns trabalhos relatam
uma maior eficiéncia antiparasitaria em moléculas que possuam o grupamento NO
(NARVAEZ, 1983; TENORIO, 2005). O grupo nitro presente nesses compostos é
chamado de parasitéforo, por ser de extrema importancia a acao antiparasitaria,
apresentando-se como uma excelente escolha para estudo e desenvolvimento de
futuros candidatos a farmacos antiparasitarios, inclusive leishmanicidas (PAULA,
SERRANO; TAVARES, 2009).

Diversos trabalhos descrevem a acao leishmanicida de nitrocompostos
(MICHELETTI; BEATRIZ, 2012; BRITA et al., 2014). Petri e Silva (2016) analisaram
derivados nitro-heterociclicos como uma nova alternativa contra Leishmania. A
atividade foi medida em promastigotas e em amastigotas intracelulares de L.
infantum, alcancando resultados promissores para ambas as formas evolutivas do
parasito. Em estudo recente promastigotas foram expostas a derivados

nitroheterociclicos, com substituintes na posicdo 4 do anel fenil, incluindo o
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grupamento nitro e metil e obtiveram resultados positivos frente a espécie L.
amazonensis (MENDONCA et al.,2019).

Muitos nitrocompostos destacam-se na terapéutica antiparasitaria, o que
ressalta a importancia desta classe de compostos. Antiparasitarios comercialmente
vendidos (Figura 22), tais como o metronidazol, o tinidazol, o benzonidazol e o
nirfurtimox, apresentam o processo de biorreducédo enzimatica do grupo nitro como
possivel mecanismo de acdo, resultando na formacdo de radicais livres com
toxicidade prioritaria para as células bacterianas e parasitarias (TOCHER, 1997,
PAULA, SERRANO; TAVARES, 2009).

Figura 22 - Nitrocompostos de destaque na terapéutica antiparasitaria
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Fonte: TOCHER, 1997

No possivel mecanismo de acdo do grupamento nitro estd envolvida a
NADPH citocromo P450 redutase encarregada pela formacdo de um radical nitro
intermediario com subsequente formacdo de hidroxilamina (R-NHOH). Em seguida,
0 oxigénio molecular (O,) é reduzido ocasionando a formacao do ion superdxido (O».
) e regenerando o grupo NO, num processo conhecido como ciclo redox. (MAYA et
al., 2007). Apoés sua formacao, o ion superoxido € captado pela enzima superoxido
dismutase gerando peroxido de hidrogénio (H,O,) que, através da reacdo de Haber-
Weiss, forma o radical hidroxila (-OH), sendo este altamente toxico para o parasito
(DIAS et al., 2009).
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O derivado GQS-90 foi o que mais se destacou nesse estudo, por apresentar
a atividade leishmanicida mais promissora dentre os derivados testados, com o
resultado que mais se aproximou do efeito da Anfotericina B, medicamento
comercialmente vendido para o tratamento da leishmaniose e que nesse trabalho foi
utilizado como controle. Na Figura 23, é possivel analisar o efeito leishmanicida

dessa molécula no decorrer do periodo de tratamento.

Figura 23 - Inibicdo causada pelo GQS-90 no crescimento de promastigotas de L.
infantum no decorrer das 72 horas de tratamento

100

90 e /
N r._c"'" -

/
) / -

E ___-________.—-—'-__
(=] w
:5 50 /-
£ 40 / /

30

20 - ///v

10 -

o .

0 24 48 T2
Tempo (Horas)
—ge— pz/ml == png/mL 0,5 pg/mlL  =#=0,25 pg/mL =8=0,125 pg/mL

Fonte: a autora

O derivado GQS-90 apresenta, desde as primeiras 24h de tratamento, uma
acado leishmanicida expressiva, uma vez que jA nesse tempo, quatro das cinco
concentracfes testadas apresentam mais de 50% de inibicdo. A inibicdo da
concentracdo de 0,125 pg/mL, a menor para essa analise, obteve um resultado que
pouco variou durante as 72 h de experimento, mantendo o0 crescimento das
leishmanias de forma estéatica. As concentracdes de 2, 1 e 0,5 pg/mL, ao final do
experimento, exibiram percentuais de inibicdo muito semelhantes, sugerindo que um

platd de concentracdo farmacoldgico tenha sido atingido (MOREIRA, 2015).
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4.2.3 Determinacgéo do indice de seletividade (1S)

Os valores obtidos nos ensaios da citotoxicidade (CCso) foram comparados
aos valores de ICso obtidos no ensaio in vitro das formas promastigotas, permitindo a
determinacdo do indice de seletividade (IS), que informa o quanto a molécula é
seletiva para o parasito em relacao as células de mamifero. A analise desses dados
e a indicacéo de seletividade dos compostos estudados sao apresentadas na Tabela
3.
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Tabela 3 - Resultados obtidos de ICsp, CCsg € IS dos derivados das séries GQS, GQ
e JF

U
s\,

X
R

GQS-90 — GQS94

JF-43 - JF-51
GQ-403 — GQ-407

Compostos R1 R2 X CCso (UM) ICs0 (LM) IS
JF-43 Fenil - - 26,27 +2,26  127,75+522 NS
JF-47 3-Piridil - - 2499+451  97,07+205 NS
JF-48 4-OCHgs-Fenil - - 4347+1,95 121,87+7,89 NS
JF-49 Etil-Fenil - - 38,52+2,64 103,13+3,83 NS
JF-50 A-Etil-Fenil - - 32,37+3,22 102,92+060 NS
JF-51 4-CHs-Fenil - - 27,03+2,70  9567+2,83 NS

GQS-90 2-Cl-6-F 4-NO, S 8,52+ 1,36 0,42+0,15 20,28
GQS-91 2-Cl-6-F  5-OCH; S 15,80 £0,20  13,51+2,63 1,16
GQS-92 2-Cl-6-F 7-CH; S 63,00+2,09 8538+194 NS
GQS-93 2-Cl-6-F 5CH; S  5434+286 23,96+ 1,44 226
GQS-94 2-Cl-6-F H S 12683+8,85 77,48+733 1,63
GQ-403 4-Br 4-NO, O 6061+11,06 46,86+0,10 1,29
GQ-404 4-NO, 4-NO, O  3166+228  4517+209 NS
GQ-405 4-CHj 4-NO, O 11882+973 40,46+0,71 2,93
GQ-406 H 4-NO, O 112,44+16,71 14243+1,02 NS
GQ-407 4-Cl 4-NO, O  3237+322  4144+091 NS

AmB 13,41 + 3,97 0,13+0,02 103,15

Legenda:ICsy— concentracdo que inibe 50% do crescimento das formas promastigotas de L. infantum
CCso— concentracdo capaz de causar a perda da viabilidade em 50% dos macréfagos

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

NS — nao seletivo
Fonte: a autora
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Dos 16 compostos avaliados, 6 tiveram seu indice de seletividade
calculado, a maioria deles pertencentes a série LQIT/GQS. Os demais nao se
mostraram seletivos, em decorréncia dos resultados de alta toxicidade e/ou
inexpressiva acao leishmanicida.

Os compostos GQS-91, GQS-93, GQS-94, GQ-403 e GQ-405
apresentaram indices de seletividade que variaram de 1,16 a 2,93. Para
Bézivin e colaboradores (2003), o indice de seletividade é considerado
significativo para valores maiores que 3. Dessa forma, é possivel afirmar que
essas moléculas foram seletivas para o parasito em relagdo a célula de
mamifero, mas ndo de forma significativa.

Apesar de néo ficar proximo do alto indice de seletividade apresentado
pela Amb que foi de 103,15; o composto QQS-90 foi o de maior relevancia,
pois além de ser o mais eficaz na inibicdo do parasito, foi também o mais
seletivo desse estudo, exibindo um IS de 20,28. Davanco et al. (2011)
consideram que valores maiores que 10 podem ser indicativos de alta
seletividade, e nesse nivel pode-se enquadrar o derivado GQS-90. Esse dado
reflete a alta seletividade desta molécula com relacéo a linhagem de células de
mamifero, demonstrando que o composto testado é mais citotoxico para a

linhagem de células de L. infantum.

4.2.4 Dosagem de Oxido nitrico

Em conjunto ao teste de citotoxicidade, foi realizada a dosagem do
sobrenadante das células, utilizando o reagente de Griess, com o objetivo de
avaliar se 0os compostos testados foram capazes de induzir um aumento na
producéo de 6xido nitrico (NO). O 6xido nitrico apresenta um importante papel
na resposta imune contra os tripanossomatideos uma vez que é um dos
principais mecanismos responsaveis pela eliminacdo da forma amastigota
(intracelular) destes parasitos. Em culturas de células, o NO liberado pelas
células é rapidamente convertido em derivados de nitrogénio, dentre estes o

nitrito € o mais estavel e pode ser mensurado (PINHO et al., 2011).
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Em estudo publicado em 2013, Ghosh e colaboradores destacaram a
producdo de NO a partir de macréfagos tratados com os farmacos Miltefosina,
Anfotericina B e Paromicina, como de extrema importancia para a atividade
leishmanicida desses farmacos.

A Figura 24 traz os resultados da dosagem de NO para as culturas de
células tratadas com os compostos com indice de seletividade positivo. Todos
0S compostos avaliados promoveram aumento significativo (p<0,05) na
producdo de oOxido nitrico por macréfagos J774, em especial nas maiores
concentracOes de cada experimento, 40 e 80 pg/mL para o GQS-91 e GQS-93;
50 e 100 pg/mL para o GQS-94; 20, 40 e 80 pg/mL para o GQS-403 e GQS-
405.
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Figura 24 - Resultado da dosagem de NO de macréfagos tratados com
derivados das séries LQIT/GQS e LQIT/GQ
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Legenda: Os valores apresentam a média de dos experimentos realizados em duplicata
biolégica e quadruplicata técnica + desvio padrdo. * Corresponde a valores significativos
p<0,05.

Fonte: a autora

Nessa investigacdo o derivado GQS-90 se destacou por promover
estimulo da producédo de NO, apresentando resultado significativo em todas as
concentracdes testadas. E importante levar em consideracdo também que uma

producdo exacerbada deste radical pode também ser danosa para as células
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do hospedeiro, o0 que pode ser causa da citotoxicidade e do baixo valor de CCsg
apresentado por este composto (BILITEWSKI, 2008). O GQS-90 pode ter
atuado como uma molécula doadora de radicais NO. Dessa forma, o aumento
na producédo de NO observado poderia ser resultado, tanto da estimulacdo dos
macréfagos para a producdo de NO, quanto da propria introducdo destes
radicais ao sistema. Neste caso, seria de se esperar que mesmo em baixas
concentracfes da molécula, ja fossem observadas alteracfes significativas nos
niveis de nitrito nos sobrenadantes testes (SCHONAFINGER, 1999; DOS
SANTOS et al., 2011).

4.2.5 Analise morfoldgica e ultraestrutural

ApGs a andlise dos resultados dos testes anteriormente descritos, a
molécula com potencial leishmanicida mais promissor foi selecionada para a
andlise morfoldgica e ultraestrutural. Promastigotas de L. infantum néo tratadas
e tratadas com o composto GQS-90 foram analisadas por microscopia
eletrdnica para identificar possiveis alteracfes celulares.

Nas analises por microscopia eletronica de varredura (MEV), as células
nao tratadas apresentaram morfologia do corpo fusiforme com topologia das
superficies normais e longo flagelo preservado, caracteristicas comuns para
esse parasito (Figura 25, A e B). Por outro lado, nas células tratadas com o
GQS-90, nas concentracdes de 0,42 e 0,84 uM, foi possivel ver alteracdes na
morfologia do protozoario. As células apresentaram-se mais arredondadas,
inchadas, com reducédo flagelar significativa (Figura 25, C e E). Também foi
possivel constatar, alteracdes da topologia como presenca de ondula¢gdes na
superficie celular (Figura 25, D e F).

Além da funcdo de movimentacédo do parasito, o flagelo e especialmente
a bolsa flagelar estd envolvida em outras atividades, uma vez que ha
evidéncias morfoldgicas e citoquimicas de que essa € uma regido de intensa
atividade endocitica e exocitica (SOUZA, 2002). A membrana plasmética
desempenha funcdo de adesdo do parasito as células do intestino do inseto
vetor e permite sua sobrevivéncia e diferenciacédo, além de estar envolvida no

processo de interacao entre o parasito e o hospedeiro (SOUZA, 2008; SOUZA;
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CARVALHO; BARRIAS, 2010). Dessa maneira, € possivel ressaltar a

importancia dessas estruturas para a viabilidade celular.

Figura 25 - Eletromicrografia de promastigotas de L. infantum néo tratadas e
tratadas com o derivado GQS-90
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Legenda: (A e B) Promastigotas controle (ndo tratadas) apresentando forma fusiforme e
comprimento do flagelo normal. (C e D) Promastigotas tratadas com 0,42 uM (1x ICsy) do
composto GQS-90 mostrando encurtamento do flagelo e alteragdes na morfologia celular. (E e
F) Promastigotas tratadas com 0,84 uM (2x ICs) do composto GQS-90 mostrando
encurtamento do flagelo e alteracdes na morfologia celular.

Fonte: a autora
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Na literatura encontramos trabalhos, nos quais os compostos avaliados
causam alteracdes celulares semelhantes as causadas pelo GQS-90, no
entanto, em concentracbes mais elevadas. Britta et al., 2014 encontraram
alteracbes na forma e tamanho e desintegracdo celular, utilizando
promastigotas de L amazonensis ap0s tratamento com nitrocomposto na
conentracao de 3,8 uM. Achados similares aos nossos, para a mesma cepa de
L. infantum utilizada nesse trabalho, foram descritos ap6s 72 h de tratamento
com derivados ftalimido-tiazdis em concentracdes que variaram de 9,81 a
27,74 uM (ALIANCA et al. 2017).

A microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) constitui-se como
excelente ensaio para a avaliacdo de alteracdes morfolégicas dos parasitos
(BRITTA et al.,, 2014). Geralmente as promastigotas apresentam morfologia
fusiforme alongada com nucleo e cinetoplasto altamente definidos. No entanto,
no presente estudo, os parasitos tratados por 72h com o composto GQS-90,
sofreram alteracbes morfologicas, como encolhimento dos parasitos,
vacuolizacdo do citoplasma, aparecimento de grande quantidade de inclusdes
eletrondensas, inchaco da mitocondria, desfiguracdo do nucleo e rarefacao
celular (Figura 26).

Resultados semelhantes foram relatados por Mendonca e colaboradores
(2019), que investigaram a acdo leishmanicida de compostos nitro-
heterociclicos em L. amazonensis, e obtiveram os melhores resultados na
concentragdo de 1,56 pM. Nesse estudo também foi realizado o ensaio de
citometria de fluxo para deteccédo da expressao da fosfatidilserina, e os autores
indicaram a apoptose como processo de morte celular dos parasitos apos 48h
de tratamento com os nitro-derivados.

Kaczanowski et al. (2011) descreveram alteracdes da morfologia celular
e vacuolizagbes do citoplasma como caracteristicas de morte celular por
apoptose, em organismos eucariotos, semelhante ao que foi encontrado no
presente estudo. De acordo com Lee e colaboradores (2002), protozoarios
parasitos passam por um processo de morte celular programada semelhante a
apoptose no final da fase estacionaria ou quando sofrem a acdo de alguma

droga antiproliferativa. Um processo de morte celular programada semelhante
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a apoptose pode ter ocorrido com as nossas células apés o tratamento com o

derivado testado.

Figura 26 - Eletromicrografia de promastigotas de L. infantum n&o tratadas e
tratadas com o derivado GQS-90

Legenda: (A e B) Promastigotas ndo tratadas com forma fusiforme, estrutura normal do ndcleo
(n), bolsa flagelar (bf) e cinetoplasto (k). (C e D) Promastigotas tratadas com 0,42 pM (1x 1Csp)
do composto GQS-90, apresentando varios espacos eletronluscentes (*) e presenga de corpos
eletrondensos (seta). (E e F) Promastigotas tratadas com 0,84 pM (2x 1Cso) do composto GQS-
90 mostrando rarefagdo celular, inchago mitocondrial (m) e alteragdes no nucleo (n).

Fonte: a autora
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Uma das caracteristicas da morte celular programada por apoptose € a
disfuncdo mitocondrial, uma vez que alteracdes na permeabilidade ou no
potencial de membrana desta organela estdo envolvidas na sinalizacdo e
liberacdo de varios fatores que disparam este processo de morte celular
(KROEMER; GALLUZZI; BRENNER, 2007).

Alguns trabalhos utilizando medicamentos de referéncia para o
tratamento da leishmaniose tem demonstrado a inducdo de morte celular por
apoptose como acao principal sobre parasitos. No trabalho realizado por Paris
e colaboradores (2004) foi relatada a atividade da miltefosina sobre
promastigotas de L. donovani através de um processo de morte celular com
numerosas alteracbes citoplasmaticas, nucleares e de membrana,
caracteristica de apoptose em metazoarios, incluindo retracdo celular,
fragmentacdo de DNA e exposi¢cdo da fosfatidilserina. Achados semelhantes
foram encontrados por Marinho et al. (2011) que analisaram a atividade da
miltefosina em promastigotas de L. amazonensis e por Khademvatan et al.
(2011) os quais trabalharam com as espécies L. major e L. tropica. Um estudo
mais recente, elucidou o mecanismo de morte celular pela KalsomeTM10, uma
nova anfotericina lipossomal, a qual também apresentou inducdo de morte por
apoptose para promastigotas de L. donovani (SHADAB et al. 2017).

No presente trabalho ndo podemos confirmar a morte celular
programada, uma vez que ndo foram utilizados marcadores especificos para
apoptose. Sao necessarios estudos mais detalhados, utilizando marcadores
apropriados para diferentes alvos celulares, principalmente aqueles envolvidos
no ciclo celular, a fim de estabelecer de forma mais exata o alvo celular onde o

composto pode estar agindo e resultando na inviabilidade celular.

4.2.6 Atividade biol6gica em amastigota intracelular de L. infantum

O alto valor de indice de seletividade foi o parametro utilizado para
selecionar o composto GQS-90 para os testes biolégicos com as forma
amastigota intracelular. Nas pesquisas de novos medicamentos com atividade
leishmanicida, além de avaliar a citotoxicidade sobre células de mamiferos, séo

importantes os estudos com as amastigotas intracelulares, uma vez que essa é
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a forma evolutiva mais relevante, que esta presente no hospedeiro vertebrado
e gque é responsavel pelas manifestacdes clinicas da doenca (KIMA, 2007).

Os resultados (Tabela 4) demonstram que o derivado GQS-90 foi eficaz
na diminuicdo da carga parasitaria no interior dos macréfagos e no indice de
sobrevivéncia (Figura 27) destas formas no interior da célula, obtendo-se um
ICs0 de 0,64 £ 0,09 uM. O indice de seletividade foi de 13,31. Comparando 0s
grupos tratados e nao tratado, o numero médio de parasitos por macréfagos,
diminuiu no tratamento com o derivado tiazolidinico de forma significativa nas

concentracoes de 0,42 e 0,84 uM

Tabela 4 - Acéo citotdxica, leishmanicida e indice de seletividade para forma

amastigota de L. infantum tratada com GQS-90

Macrofago Amastigota
Composto J774 Intracelular
CCso (M) ICs0 (LM) 1S
GQsS-90 8,52+ 1,36 0,64 + 0,09 13,31

Legenda:ICsy— concentragdo que inibe 50% do crescimento das formas amastigotas de L.
infantum. CCgy— concentragdo capaz de causar a perda da viabilidade em 50% dos
macréfagos. 1S (indice de seletividade) — CCsy Macréfagos/ICs, Amastigotas

Fonte: a autora

Figura 27 - indice de sobrevivéncia de amastigotas de L. infantum em

macrofagos apos tratamento com GQS-90
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Legenda: Os valores apresentam a média de dos experimentos realizados em duplicata
bioldgica e triplicata técnica + desvio padréo. * Corresponde a valores significativos p<0,05.
Fonte: a autora
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O valor de ICsp € o indice de seletividade obtido para a forma amastigota
foram menos efetivos que para as promastigotas, demonstrando assim uma
maior eficacia dos compostos para esta Ultima. E importante levar em conta
que a acdo sobre a forma amastigota € dificultada pela necessidade de
permeacdo do composto através da membrana do macréfago antes de chegar
ao parasito no interior da célula, podendo assim, haver perda de efetividade do
composto para essa forma evolutiva (MACIEL-REZENDE et al., 2013). Uma
maior efetividade de inibicdo das formas promastigotas em relacdo as
amastigotas j& era esperada e foi também observada nos estudos de Shokri e
colaboradores (2017) e Khalili e colaboradores (2019).

Também é possivel analisar a atividade anti-amastigota do GQS-90 pela
Figura 28, na qual é possivel observar a inibicdo da forma amastigota nas trés
concentragoes testadas: 0,21 yM (C), 0,42 uM (D) e 0,84 uM (E).
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Figura 28 - Macrofagos J774 infectados com L. infantum n&o tratados e
tratados com o0 GQS-90
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Legenda: Imagens de microscopia Optica das laminas com macréfagos J774 infectados por
amastigotas intracelulares de L. infantum por 24h. (A) Células ndo tratadas. (B) Macréfago
infectado ndo tratado em destaque. (C) Células tratadas com 0,21 uM do GQS-90 (0,5x ICx).
(D) Células tratadas com 0,42 pM do GQS-90 (1x ICsp). (E) Células tratadas com 0,84 pM do
GQS-90 (2x ICsp).

Fonte: a autora
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Ao final, também foi realizada a dosagem de NO do sobrenadante dos

macrofagos infectados. O resultado encontra-se na Figura 29.

Figura 29 - Resultado da dosagem de NO de macrofagos infectados por L.

infantum tratados com ocompostos GQS-90
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Legenda: Os valores apresentam a média de dos experimentos realizados em duplicata
biolégica e triplicata técnica + desvio padrao.
Fonte: a autora

Apesar de este ser um dos principais mecanismos responsaveis pela
eliminacdo da forma amastigota destes parasitos; em nosso estudo ndo foi
observado aumento de NO de forma significativa nas concentracdes testadas
em ensaio utilizando-se essa forma evolutiva. E vélido lembrar que no ensaio
de citotoxicidade, observamos aumento significativo de NO em todas
concentragdes testadas, no entanto, essas concentragdes foram bem maiores
do que as utilizadas para 0 ensaio com amastigotas. Esses dados sugerem que
a molécula GQS-90 atue por outro mecanismo contra parasitos de L. infantum.
Estudos mais aprofundados sédo necessarios para elucidar o possivel efeito
imunomodular do composto, pois a producdo de NO nao constitui-se como a
Gnica via que 0s macrofagos utilizam para a inibicdo parasitaria. Outros
recursos, como espécies reativas de nitrogénio e oxigénio, producéo de varias
citocinas Thil, lisozimas e outras moléculas microbicidas podem ser utilizadas

para destruicdo do parasito no interior da célula (SINGH et al., 2012).
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5 CONCLUSOES

Os compostos das séries GQS, GQ e JF foram sintetizados com éxito
através de uma rota sintética que se mostrou adequada e de rapida obtencao
dos derivados os quais apresentaram rendimentos reacionais satisfatorios.
Adicionalmente, todos 0s compostos sintetizados tiveram suas estruturas
comprovadas pelas técnicas de analises espectrofotométricas no infravermelho
e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono treze.

O ensaio de citotoxicidade foi realizado em macréfagos J774 para todos
0S compostos sintetizados, obtendo-se valores de CCsp que variaram de
126,83 uM a 8,52 uM. Dos 16 compostos avaliados, 15 mostraram-se menos
toxicos que a AmB. Os compostos empregados quanto a avaliagao
leishmanicida in vitro frente as formas promastigotas de L. infantum mostraram
resultados distintos a depender da série analisada em questdo. Os valores de
ICsp variaram de 142,43 uM a 0,42 uM.

Dos 16 compostos avaliados, 6 tiveram seu indice de seletividade
calculado. Nesta analise o composto GQS-90 mostrou-se 0 mais promissor, e
foi, portanto, escolhido para as avaliacbes posteriores.

Todos o0s compostos avaliados promoveram aumento significativo
(p<0,05) na producado de Oxido nitrico, em especial nas maiores concentracées
de cada experimento.

Na analise por MEV e MET as células tratadas com o GQS-90
apresentaram alteracdes na morfologia do protozoario, causadoras da morte do
parasito, possivelmente pelo processo de apoptose.

O derivado GQS-90 foi eficaz na diminuicdo da carga parasitaria de
amastigotas intracelulares. No entanto, ndo foi observado aumento da
producdo de NO de forma significativa neste ensaio, indicando que o composto

atue por outro mecanismo.
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