UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALAGOAS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE

MARIANA DA SILVA SANTOS

DETERMINACAO DO EFEITO CITOTOXICO E AVALIACAO DO POTENCIAL
LEISHMANICIDA IN VITRO DE NOVOS DERIVADOS AMINOGUANIDINA
HIDRAZONAS E OUTROS COMPOSTOS RELACIONADOS

MACEIO- AL
2019



MARIANA DA SILVA SANTOS

DETERMINACAO DO EFEITO CITOTOXICO E AVALIACAO DO POTENCIAL
LEISHMANICIDA IN VITRO DE NOVOS DERIVADOS AMINOGUANIDINA
HIDRAZONAS E OUTROS COMPOSTOS RELACIONADOS

Tese apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Ciéncias da Saude da
Universidade Federal de Alagoas, como
requisito para a obtencdo do titulo de doutora
em Ciéncias da Saude.

Orientadora: Prof2. Dr2 Magna Suzana

Alexandre Moreira

Coorientador: Prof. Dr. Jodo Xavier de Araujo

Junior

MACEIO- AL
2019



Catalogacao na fonte
Universidade Federal de Alagoas

Biblioteca Central
Bibliotecario: Marcelino de Carvalho

$237d Santos, Manana da Silva.

Determinacio do efeito citotdxico e avaliagio do potencial leishmanicida
in vitro de novos derivados aminoguanidina hidrazonas e outros compostos
relacionados / Mariana da Silva Santos. — 2019.

591 -1l color.

Orientadora: Magna Suzana Alexandre Moreira.

Coornientador: Jodo Xavier de Aratjo Junior.

Tese (Doutorado em Ciéncias da Sande) — Universidade Federal
de Alagoas. Instituto de Ciéncias Biolégicas e da Satude. Programa de
Pos-Graduacio em Ciéncias da Sande. Maceid, 2019.

Bibliografia: £ 52-59.

1. Leishmaniose 2 Leishmania infannm_ 3. Doencas negligenciadas T
Titulo.

CDU: 616.993.161




—
»

-

KBS < UFAL « Coovpur A € Senden

Universidade Federsl de Alagoas P tles i
5[ Irstituto de Ciéincias Bloldgicas & da Saiide a8
@ f  ProsremadePsgraduscio em Citndes da Saids Eomst et oo
Folha de Aprova¢do
|
Mariana da Silva Santos

Dterminagio do efeito citotéuico e avaliacio do potencial leishmanicida in vitro de novos
derivados aminoguanidina hidrazonas e outros compostos relacionados

Tese submetida so corpo docente do
Programa de Pdhs-Graduagho em
Ciencias da Saide da Universidade
Federal de Alagoas e aprovada em 8
de Margo de 2019,

.

CIAL Vi N -

Prof.? Dr.? Aline Cavalcanti de Quelroz - [UFAL - )

Prof.2 Dr2 Gﬁim Muniz de ﬁqucmuo % - (CESMM.’)




AGRADECIMENTOS

A Deus pela minha vida e saude, além de todas as oportunidades concedidas;

A minha mae, Célia, por toda coragem, amor, dedicacdo e pela educacao que me
foram dados, além de acreditar em mim, mesmo sem saber exatamente o caminho
gue eu estava trilhando;

Ao meu marido, Ricardo, por todos esses anos de amor e companheirismo em todos
0S momentos;

Ao professor Adriano Albert que a 13 anos atras acreditou no potencial dos alunos da
escola estadual Nossa Senhora do Bom Conselho (Macei6-AL), e assim se tornou o
estopim da nossa mudanca de vida;

A professora Magna Suzana Alexandre Moreira que mudou a minha vida quando me
aceitou no laboratorio de Farmacologia e Imunidade (LaFI-UFAL) a 13 anos atras, me
apresentando o mundo da pesquisa,

A Thays Dias e Aline Cavalcanti minhas grandes amigas de longa data que foram
cruciais no meu crescimento pessoal e profissional;

A Anderson Leite, Ana Carolina Vieira, Giani Cavalcante e Ana Rachel Lima por nossa
amizade e companheirismo dentro e fora do laboratorio;

A lzadora Izidoro e Mayara Canuto por sermos as meninas superpoderosas desde a
graduacéo;

A todos os meus companheiros de laboratério (LaFl) que tive a oportunidade de
conhecer e conviver ao longo destes 13 anos;

A todos os professores que passaram pela minha vida e tornaram ela cada dia mais
especial,

Aos professores Jodo Xavier de Araudjo Janior, Thiago Mendonca de Aquino e Jean
Jacque Bourguignon pela sintese das substancias testadas;

Ao aluno Edeildo Ferreira por toda a colaboracdo durante o desenvolvimento deste
trabalho;

Aos alunos Paulo Franca, Igor Nascimento, Paulo Fernando e Pedro Aquino pela
colaboracéo;

A UFAL pela grande oportunidade de desenvolvimento do trabalho;

Aos orgaos de fomento: Capes, CNPQ, Fapeal e INCT-Inofar pelo financiamento do
trabalho;

A Banca de defesa por ter aceitado o meu convite.



RESUMO

SANTOS, M. S. Determinacdo do efeito citotoxico e avaliagdo do potencial
leishmanicida in vitro de novos derivados aminoguanidina hidrazonas e outros
compostos relacionados. Tese (Doutorado em Ciéncias da Saude) - Universidade
Federal de Alagoas, Maceio, 2019.

Segundo dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as Doencas de populacdes
Negligenciadas (DPNs) afetam mais de um bilhdo de pessoas em todo o mundo.
Dentre elas, as leshmanioses sao responsaveis por acometer mais de 12 milhdes de
pessoas, sendo esperados em torno de dois milhdes de novos casos por ano, nos
cincos continentes, representando um grave problema de salde publica. Até o
momento a terapia medicamentosa disponivel ndo é a ideal, tendo em vista que, 0s
farmacos apresentam efeitos adversos significativos, longos regimes terapéuticos,
além da maioria deles necessitar de administracéo parenteral. Neste sentido, a busca
por novas alternativas terapéuticas se torna essencial. Assim, esse trabalho teve
como objetivo determinar o potencial leishmanicida de novos derivados
aminoguanidina hidrazonas e outros compostos relacionados. Inicialmente foram
testados noventa derivados, destes sessenta e seis ndo apresentaram citotoxicidade
para a célula hospedeira significativa, no ensaio de viabilidade celular pelo método de
reducdo de MTT, até a maxima concentracdo testada, 10 puM. Estes, foram entédo
submetidos ao ensaio contra amastigotas de Leishmania infantum chagasi, no qual foi
possivel observar que sete apresentaram atividade leishmanicida acima de 50% e Clso
menor que 10 pM, podendo ser comparados com o farmaco-padrdo utilizado
pentamidina que teve um efeito maximo de 67,3% e Clso de 4,4 uM. Dentre os
compostos mais ativos, estdo dois derivados aminoguanidina hidrazonas: LQM 19 e
LQM 55, um derivado guanilidrazénico heterociclico aromatico: LQM 195 e quatro
derivados tiossemicarbazonas: LQM 08.1, LQM 17.1, LQM 95.1 e LQM 106.1. O
derivado LQM 19 apresentou efeito maximo (EM) de 63,8% e concentracdo inibitoria
de 50% (Clso) de 4,97 uM e o derivado LQM 55 teve EM de 63,5% e Clsode 7,7 M.
Isso também foi visto para o derivado LQM 195 que apresentou um EM de 55,3% e
Clso de 0,06 uM. Bem como o derivado LQM 08.1 que teve um EM de 56,9% e uma
Clso de 8,73 uM, o0 mesmo pode ser visto para o derivado LQM 17.1 que teve um EM
de 66,38% e uma Clso de 2,2 uM, para o derivado LQM 95.1 que teve um EM de
60,2% e uma Clso de 1,6 UM e também para o derivado LQM 106.1 que teve um EM
de 60,4% e uma Clso: 3,2 uM. Diante dos resultados promissores, foi necessario
selecionar um derivado para a realizacdo das modificacées estruturais e como a
classe das tiossemicarbazonas se destacou o derivado LQM 17.1 foi escolhido para a
realizacdo de modificacGes estruturais, na busca de um composto mais ativo,
originando mais doze novos compostos, porém, as modificacdes realizadas nao
acarretaram em melhora da atividade. Dessa forma, conclui-se que € valido
aprofundar os estudos com os sete derivados que se destacaram pela atividade
leishmanicida contra amastigotas de L. infantum chagasi, através da avaliacdo dos
mecanismos de agéo e também a atividade leishmanicida sobre outras espécies de
Leishmania, buscando aqueles que possam vir a ser futuros protoétipos de farmacos.

Palavras-chave: Leishmaniose. Leishmania chagasi. Doencgas negligenciadas.



ABSTRACT

SANTOS, M. S. Determination of the cytotoxic effect and evaluation of the in vitro
leishmanicide potential of new derivatives aminoguanidine hydrazones and
other related compounds. Tese (Doutorado em Ciéncias da Saude) - Universidade
Federal de Alagoas, Maceio, 2019.

According to data from the World Health Organization (WHO), Neglected Populations
Diseases (NPDs) affect more than one billion people worldwide. Among them,
leshmaniasis is responsible for to affect more than 12 million people, being expect
average two million new cases per year in the five continents, representing a serious
public health problem. Until moment, available drug therapy is not ideal, given that
drugs have significant adverse effects, long therapeutic regimens, and most of them
require parenteral administration. In this sense, the search for new therapeutic
alternatives becomes essential. Thus, this work aimed to determine the cytotoxic and
leishmanicidal effect of new derivatives aminoguanidine hydrazones and other related
compounds. Initially, ninety derivatives were tested, of which sixty-six not showed
significant cytotoxicity in the MTT-reduced cell viability assay, up to the maximum
concentration tested, 10 yM. These were then submitted to the amastigote assay of
Leishmania infantum chagasi, in which it was possible to observe that eight presented
leishmanicidal activity above 50% and ICso less than 10 yM, and could be compared
with the standard drug used pentamidine that had a maximum effect of the 67.3% e
IC50 of the 4.4 uM. Among the most active compounds are two aminoguanidine
hydrazone derivatives: LOQM 19 and LQM 55, one aromatic heterocyclic
guanylidrazonic derivative: LQM 195 and four thiosemicarbazones derivatives: LQM
08.1, LQM 17.1, LQM 95.1 and LQM 106.1. The LQM 19 derivative showed maximal
effect (ME) of 63.8% and 50% inhibitory concentration (IC50) of 4.97 uM and LQM 55
derivative had ME of the 63.5% and IC50 of 7.7 uM. This was also seen for LQM 195
derivative had EM of 55.3% and an IC50 of 0.06 uM. As well as the LQM 08.1 derivative
had EM of 56.9% and an IC50 of 8.73 pM, the same can be seen for the LQM 17.1
derivative had ME of 66.38% and an IC50 of 2.2 uM for the LQM 95.1 derivative had
ME of 60.2% and an IC50 of the 1.6 pM and also for the LQM 106.1 derivative had
ME of 60.4% and an IC50 of 3.2 uM. Given the promising results, it was necessary to
select a derivative to perform the structural modifications and as the class of
thiosemicarbazones stood out the LQM 17.1 derivative was chosen to perform
structural modifications, seeking a more active compound, giving rise to twelve new
compounds. However, the modifications made did not result in improvement of the
activity. Thus, it is concluded that it is valid to deepen the studies with the seven
derivatives that stand out for the leishmanicidal activity against amastigotes of L.
infantum chagasi, through the evaluation of the mechanisms of action and also the
leishmanicidal activity on other Leishmania species, seeking those that could be future
drug prototypes.

Key words: Leishmaniasis. Leishmania chagasi. Neglected diseases.
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1 INTRODUCAO

As Doencas de populacdes Negligenciadas (DPNs) sdo um grupo de doencgas
de origem infecciosa, cujo controle enfrenta véarios desafios, principalmente
relacionados aos recursos humanos e financeiros destinados as mesmas. A maioria
delas sédo incapacitantes, com alto indice de cronicidade e as vezes mortais. Segundo
dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), existem mais de um bilhdo de
pessoas acometidas por essas doencas e que varios milhdes vivem em areas de risco
de adquiri-las, com destaque para as populacdes da Asia, Africa e América Central e
do Sul (DEBROQY, et al., 2017; WHOa, 2018).

Dentre as DPNs, destacam-se as leishmanioses, doencas causadas por
protozoarios do género Leishmania, que podem se apresentar sob duas formas
principais: tegumentar e visceral, sendo esta Ultima a mais preocupante, uma vez que
pode ser letal, por afetar 6rgdos como baco, figado e medula 6éssea (CARVALHO, et
al., 2017; FEASEY et al., 2010).

Segundo a OMS, é uma doenca endémica em 98 paises e afeta mais de 12
milhdes de pessoas. Nas Américas sao registrados em torno de 56.000 casos de
leishmaniose tegumentar e 3.800 casos de leishmaniose visceral anualmente. No
Brasil, em 2016 foram registrados 336 casos de leishmaniose visceral e 12.886 casos
de leishmaniose tegumentar (PAHO, 2019). Devido ao seu relevante impacto é tida
como um grave problema de saude publica.

A OMS recomenda algumas estratégias para prevencdo e controle das
leishmanioses: combate ao inseto vetor, diagnéstico precoce e tratamento dos
humanos infectados (PAHO, 2018a; PAHO, 2018b). Os farmacos de primeira escolha
para o tratamento da leishmaniose sdo os antimoniais pentavalentes, no entanto, se
0 paciente ndo for responsivo ou apresentar alguma restricdo a utilizacdo dos
antimoniais existem disponiveis os medicamentos de segunda linha, como a
anfotericina B, a pentamidina, a miltefosina e a paromomicina (PAHO, 2018a).

Porém, apesar da sua importancia, a terapia medicamentosa disponivel é
limitada e longe de ser satisfatéria, pois apresenta sérios efeitos adversos,
necessidade de administracdo parenteral e crescente frequéncia de resisténcia do
parasito ao tratamento (MORAIS-TEIXEIRA, 2011).

Segundo a OMS, nos ultimos 20 anos foram realizados avancos cientificos em

tratamento e diagnostico, o que facilitou a implementacdo de programas de
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monitoramento e controle regionais e nacionais sustentaveis (WHOa, 2018). No
entanto, esses esforcos ainda sdo insuficientes e o0 investimento para o
desenvolvimento de novas estratégias é necessario.

Dentro deste panorama, o acesso a medicamentos mais eficazes, com efeitos
adversos menores e formas farmacéuticas mais acessiveis € uma das formas de
melhorar a saude das popula¢cdes menos favorecidas. Tornando assim, a pesquisa
por novas alternativas para o tratamento da leishmaniose necessaria frente ao
panorama exposto.

Nesse sentido, as guanilidrazonas exibem propriedades biol6gicas
importantes, tais como atividade antifungica (AJDAC’IC" et al., 2016) tripanocida
(SANTOS-FILHO; FIGUEROA-VILLAR; ARAUJO, 1997) e atividade leishmanicida,
reportada em varios trabalhos (AHMED et al., 2012; KAUR et al., 2011).

Além dessa classe quimica, a literatura também reporta varias atividades
biolégicas para outros compostos relacionados, como as tiossemicarbazonas:
atividades antitumorais (PALANIMUTHU et al., 2013), antirretrovirais (PELOSI et al.,
2010), antifungicas (DEGOLA, 2015), antimalaricas (ADAMS et al., 2013),
tripanocidas (GONCALVES et al., 2017) e leishmanicida frente a diferentes espécies
de Leishmania (BRITTA et al., 2014, 2016; SCHRODER et al., 2013).

Aliado a isto, alguns trabalhos trazem que compostos guanilidrazonicos podem
atuar através da inibicdo da sintese de poliaminas (MARQUES et al., 2007). Além
disso, foi observado que alguns compostos tiossemicarbazoénicos sao capazes de
causar disfuncdo mitocondrial e danos devido ao estresse oxidativo, além de inibir
cisteino proteases (BRITTA et al., 2014; SCHRODER et al., 2013).

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo determinar o potencial
leishmanicida de derivados aminoguanidina hidrazonas e outros compostos

relacionados in vitro, na busca de novos prototipos de farmacos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1Leishmanioses

As leishmanioses sdo um complexo de doencas parasitarias infecciosas. Sao
causadas por protozoarios da familia Trypanosomatidae e do género Leishmania que
podem pertencer a mais de vinte espécies. A doenca pode se manifestar sob duas
formas clinicas principais, tegumentar e visceral, sendo a forma visceral a mais
perigosa, pois caso nao tratada, o paciente pode vir a 6bito (BAIOCCO et al., 2009;
CARVALHO, et al., 2017; FEASEY et al., 2010; WHO, 2017).).

A leishmaniose visceral também conhecida como Calazar (Figura 1), € uma
doenca sistémica crbnica que pode se apresentar sob diversos aspectos, desde
manifesta¢des clinicas leves (oligossintomaticas) até moderadas e graves. O periodo
de incubacgéo pode variar entre 10 dias a 24 meses e afeta principalmente criancas
com menos de dez anos de idade. As espécies responsaveis pelo desenvolvimento
dessa forma clinica sdo: L. donovani (velno mundo) e L. infantum chagasi (novo
mundo) (PAHO, 2017).

As manifesta¢des subclinicas da doencga envolvem sintomatologia inespecifica
como: febre baixa, diarreia e sudorese. A forma aguda da doenca é caracterizada pelo
aparecimento de diarreia intensa, febre alta, tosse e o0 surgimento de
hepatoesplenomegalia discreta. JA a forma sintomatica ou classica é aquela que
ocorre a presenca de edema generalizado e abdome aumentado, devido a
hepatoesplenomegalia, caquexia acentuada, cefaleia, sangramento no nariz ou na
boca, ictericia, dores musculares, problemas respiratorios e digestivos e evolucdo ao
Obito, caso nao tratada em 90% dos casos (PAHO, 2018a).

Durante o desenvolvimento da doenca o sistema fagocitico mononuclear esta
cada vez mais comprometido, devido ao parasitismo. Além disso, é observada a
participacdo do intersticio de alguns érgaos, como figado, baco, linfonodos, pulmdes,
rins e medula 0ssea, com alteragbes de seus componentes celulares, fibrilares e
infiltrado de células mononucleares, conjuntamente com a congestao e dilatacao das
veias causando hiperplasia e hipertrofia, levando ao aumento do volume e do peso
dos mesmos (LAURENT]I, 2010).
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Figura 1- Individuo portador de Leishmaniose visceral, apresentando
hepatoesplenomegalia.

Fonte: BRASIL, 2010.

Ja a leishmaniose tegumentar € caracterizada pelo comprometimento da pele.
Pode se apresentar sob trés formas distintas: cutanea, mucocutanea e cutanea difusa.
A forma cuténea é conhecida pela presenca das chamadas Ulceras leishmanioticas,
que sao cronicas e podem ser localizadas ou difusas (Figura 2A). A forma
mucocutanea se caracteriza pela presenca das Ulceras crbnicas, encontradas também
na forma cutdnea, mas que tendem a reaparecer mesmo apds a cicatrizacdo, em
mucosas do nariz e da boca, na maioria das vezes associadas a infeccdes
secundéarias levando a destruicdo do tecido mucoso (Figura 2B). A forma cutanea
difusa € conhecida pela formacao de papulas, que se difundem principalmente nos
membros superiores e inferiores (Figura 2C) (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2017,
ORYAN; AKBARI, 2016). As principais espécies relacionadas ao desenvolvimento
dessa forma séo: Leishmania major e L. tropica (velho mundo) e L. amazonensis e L.
braziliensis, no novo mundo (SHIRIAN et al., 2014; SOUZA et al., 2011).
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Figura 2- Manifestagdes clinicas da Leishmaniose tegumentar.

Fonte: TEIXEIRA et al., 2013.

A- Leishmaniose cutanea; B- Leishmaniose mucocutdnea e C- Leishmaniose cutanea difusa.

Os parasitos causadores da leishmaniose apresentam um ciclo de vida
heteroxénico, caracterizado por duas formas distintas de desenvolvimento:
promastigota, e amastigota e também dois hospedeiros: inseto vetor (Figura 3) e
mamiferos (BAIOCCO et al., 2009).

Figura 3- Vetor da leishmaniose visceral Lutzomyia longipalpis

Fonte: WHO, 2018b.

A forma promastigota € alongada, possui flagelo (Figura 4) e esta presente no
trato digestivo do inseto vetor (dipteros da subfamilia Phlebotominae, pertencentes ao
género Lutzomyia no novo mundo, e ao género Phlebotomus no velho mundo), sendo
estes 0s responsaveis pela transmissdo do parasito aos hospedeiros mamiferos,
durante o repasto sanguineo de fémeas infectadas (Figura 3) (BAIOCCO et al., 2009).
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Ademais, Slama et al., (2014), demonstraram que o DNA de L. infantum
chagasi também foi encontrado em Culicoides spp. podendo o mesmo também ser
um vetor desse parasito. Também foi visto, que além da forma convencional de
transmissao ocorreu a notificacdo de transmissdo congénita e parenteral (através da
partilha de agulhas entre toxicodependentes) para essa doeng¢a (PAHO, 2017).

J& a forma amastigota € arredondada, sem flagelo e é encontrada no interior
de células do sistema fagocitico mononuclear, sendo responsavel pelas
manifestacbes clinicas da leishmaniose nos hospedeiros mamiferos (roedores,
edentados, canideos, primatas e o homem) (Figura 5) (BAIOCCO et al.,, 2009;
CARVALHO et al., 2017; DE ALMEIDA et al., 2003).

Figura 4- Formas promastigotas de Leishmania.
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Fonte: BRASIL, 2007; TEIXEIRA et al., 2013.

A- Foto de microscopia ocular (100X); B- Foto de microscopia eletrénica de varredura de
Leishmania amazonensis.

Figura 5- Formas amastigotas de Leishmania.
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Fonte: BRASIL, 2007; TEIXEIRA et al., 2013.

A- Foto de microscopia ocular (100X); B- Foto de microscopia eletrénica de transmisséo de
forma amastigota dentro de um vacuolo parasitéforo no interior de um macréfago.
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O ciclo de vida do parasito tem inicio no hospedeiro mamifero, quando séo
inoculadas formas promastigotas metaciclicas (formas infectantes) durante o repasto
sanguineo do inseto vetor (fémea infectada), que sdo fagocitadas por células
mononucleares fagociticas, macréfagos, neutrofilos e células dendriticas (PATIL,
2012). Dentro da célula, as formas promastigotas se alojam nos vacuolos
parasitéforos, que se fundem com os lisossomas secundarios, resultando no
fagolisossoma, na tentativa de destruir os parasitos, porém 0S mesmos se
transformam em formas amastigotas como forma de sobrevivéncia e se multiplicam
por divisdo binaria. Posteriormente esta célula se rompe e libera formas amastigotas
que serdo fagocitadas por outras células do sistema imunolégico, aumentando assim
a infeccao (Figura 6) (ASSIS, 2012; BAIOCCO et al., 2009).

No inseto vetor, o ciclo se inicia quando este ingere formas amastigotas durante
um repasto sanguineo em um hospedeiro mamifero infectado. Quando as formas
amastigotas ingeridas se transformam em formas promastigotas no tubo digestivo do
vetor. Posteriormente, essas promastigotas irdo se multiplicar e sofrer o processo de
metaciclogénese para se tornarem infectantes, entdo elas migram para o eséfago e
chegam as glandulas salivares do vetor, que durante a realizacdo de um repasto
sanguineo, ir4 regurgita-las como promastigotas metaciclicas para os hospedeiros

mamiferos, reiniciando o ciclo de vida da Leishmania (Figura 6) (ASSIS, 2012).



Figura 6- Ciclo de vida dos parasitos do género Leishmania.
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A leishmaniose € um grave problema de saude publica, segundo a OMS pois &

uma doenga endémica em mais de 98 paises, nos cinco continentes. Afeta mais de

12 milhdes de pessoas e existem em média 350 milh6es de pessoas em risco de

infeccdo. Estima-se que aproximadamente 300.000 novos casos de leishmaniose

visceral (Figura 7) e entre 0,7 - 1,2 milh6es novos casos de leishmaniose tegumentar
ocorrem em todo o mundo a cada ano (Figura 8) (CARVALHO et al., 2017; PAHO,

2017; PAHO, 2018b).

Mais de 90% dos casos globais de leishmaniose visceral ocorrem em seis

paises: Bangladesh, Brasil, Etiopia, india, Sudéo do Sul e Suddo. J& os dez paises

com maior numero de casos de leishmaniose tegumentar sdo: Afeganistdo, Argélia,

Brasil, Coldmbia, Etidpia, Ird, Nicaragua, Peru, Sudao e Siria, que juntos representam

entre 70 e 75% da incidéncia global estimada (WHO, 2018a; PAHO, 2018b).
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Figura 7- Distribui¢cdo da Leishmaniose Tegumentar, no ano de 2015.
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Fonte: WHO, 2018a.

Figura 8- Distribuigc&do da Leishmaniose Visceral, no ano de 2015.
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Fonte: WHO, 2018a.

Nas Américas sao registrados uma média de 56.000 casos de leishmaniose
tegumentar e 3.800 casos de leishmaniose visceral a cada ano, com uma taxa de

mortalidade média de 7%. A leishmaniose cuténea foi registrada em 20 paises e é
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endémica em 18 deles (Argentina, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, Equador, El
Salvador, Guatemala, Guiana Francesa, Guiana, Honduras, Nicaragua, México,
Panama, Paraguai, Peru, Suriname e Venezuela) e a leishmaniose visceral foi
registrada em 12 paises (Argentina, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, Guatemala,
Guiana, Honduras, México, Nicardgua, Paraguai e Venezuela). Embora mais de 90%
dos casos estejam concentrados no Brasil (PAHO, 2017).

No Brasil em dez anos os casos de leishmaniose visceral diminuiram 8%,
passando de 3.651 casos em 2006 para 3336 casos em 2016. Em relacdo a
leishmaniose tegumentar, no mesmo periodo houve reducdo de 42%, passando de
22.397 casos em 2016 para 12.886 casos em 2016 (WHO, 2017). De acordo com o
ministério da saude, em 2015, a regido Nordeste registrou 0 maior nimero de casos
de leishmaniose visceral com 1.806 casos, seguida pelas regides Sudeste, com 538
casos, Norte com 469 casos, Centro-Oeste com 157 casos e Sul com 5 casos. Ja em
relacao a leishmaniose tegumentar, a regido Norte registrou 8.939 casos, seguida das
regides Nordeste com 5.152 casos, Centro-Oeste com 2.937 casos, Sudeste com
1.762 casos e Sul com 493 casos (BRASIL, 2017).

Além disso, a coinfec¢do HIV-leishmaniose vem sendo considerada um seério
problema, tendo em vista que ja foi relatada em 35 paises. Essa coinfeccdo causa
formas severas de leishmaniose que sdo mais dificeis de gerenciar. Tem sido relatado
gue as pessoas infectadas pelo HIV sdo mais vulneraveis a leishmaniose visceral, e
também essa forma de leishmaniose acelera a replicacdo e a progressao do HIV para
a AIDS, representando um grande desafio para as politicas publicas. Os paises com
as maiores taxas de coinfecc&o s&o o Brasil, Etiopia e a india (estado do Bihar) (WHO,
2018a).

Devido ao impacto causado pelas leishmanioses, a OMS vem desenvolvendo
e implantando programas de controle e monitoramento da doencga ao redor do mundo,
principalmente nas regides com maior incidéncia e prevaléncia. Gragas aos avangos
cientificos em tratamento e diagndéstico nos udltimos vinte anos, foi possivel o
desenvolvimento de planos de acdo que s&o lancados a cada cinco anos para
fortalecer a pesquisa e o controle da leishmaniose, eles agrupam as principais
informacgdes sobre a doenga, vetores e reservatorios, bem como as caracteristicas do
ciclo da transmisséo, buscando com isso o diagnéstico precoce, tratamento adequado

e acompanhamento das pessoas afetadas, vigilancia, prevenc¢éo e controle de casos,
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vetores e reservatorios humanos, quando necessario, o ultimo foi langado em 2017 e
tem periodo de abrangéncia até 2022 (WHO, 2018a).

As ferramentas de prevencdo e controle da leishmaniose sdo o combate ao
inseto vetor, diagndstico precoce e tratamento dos humanos infectados. O ciclo de
transmissdo do parasito € zoondtico e exige a presenca de um reservatério animal
para a manutencao do parasito na natureza. Os reservatoérios silvestres identificados
incluem: marsupiais (Didelphis spp.), preguicas (Choloepus spp. e Bradypus spp.),
tamandua (Tamandua tetradactyla), raposa de caranguejo (Cerdocyon thous),
roedores (Rattus spp., Proechimys spp., Nectomys spp., Oryzomys spp., etc.), entre
outros. Na area urbana, o cédo (Canis familiaris) é o reservatério principal de L.
infantum chagasi. No entanto, no entanto, alguns trabalhos recentes também trazem
0S gatos como reservatorio dessa espécie de Leishmania (CHATZIS et al., 2014;
PAHO, 2018a; PAHO, 2018b).

O diagnéstico da leishmaniose é feito através da combinacgéo de sinais clinicos
com testes parasitologicos ou sorologicos. Inicialmente € avaliada a suspeita clinica
da doenca, levando-se em conta que o paciente mora ou esteve em areas endémicas
com doenca persistente e febre inexplicada, acompanhada de sinais e sintomas
sugestivos. Posteriormente, € realizado o diagnéstico laboratorial, com a realizacao
de testes imunoldgicos, como o teste imunocromatografico rapido baseado em
antigeno recombinante rK39, imunofluorescéncia indireta (RIFI) e imunoensaio
enzimatico (ELISA); e também de testes parasitologicos, que buscam a detec¢ao dos
parasitos nos tecidos infectados, principalmente na medula éssea, por meio de exame
direto ou isolamento em cultura (in vitro). Além desses, também tem os testes
moleculares que detectam DNA de Leishmania através do método de PCR (PAHO,
2018a; WHO, 2010).

O tratamento medicamentoso disponivel, apresenta muitas deficiéncias
significativas, como toxicidade elevada, administracdo parenteral e longos regimes
terapéuticos, limitando sua utilizagéo e eficacia, pois muitos pacientes abandonam o
tratamento e isso favorece o aparecimento de cepas resistentes (MORAIS-TEIXEIRA,
2011).

Os medicamentos de primeira escolha para o tratamento da leishmaniose sao
0s antimoniais pentavalentes disponiveis como estibogluconato de sddio (Pentostan®
Glaxo Wellcome e Solustibosan® Bayer) e o antimoniato de N-metilglucamina
(Glucantime® Rhoéne-Poulenc-Rohrer) (Figura 9) (AKBARI, et al., 2017). No inicio do
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século XX os antimoniais trivalentes Sb(lll) foram os primeiros medicamentos
utilizados para o tratamento da leishmaniose, porém apresentavam muita toxicidade.
Posteriormente, foram realizadas modificacbes estruturais dando origem aos
antimoniais pentavalentes Sb(V), que apresentavam menos toxicidade (GOTO;
LINDOSO, 2010).

Existem algumas hipéteses sobre o mecanismo de acdo dos antimoniais
pentavalentes, no entanto, ndo se sabe ao certo o0 mecanismo exato pelo qual eles
atuam. Dentre elas, Chai (2005) e Demichele et al. (2002) propdem que o Sb(V) sofra
oxirreducao para Sb(lll), ou seja, o Sb(V) seria um pro-farmaco. Nesse contexto, 0s
grupos tiol, estariam associados a este mecanismo de conversao. Outros autores tem
demonstrado que o Sb(lll) inibe tripanotiona redutase e a glutationa sintetase
(enzimas do parasito) comprometendo suas atividades, tendo em vista que o sistema
tripanotiona/tripanotiona redutase seria responsavel pela protecdo dos parasitos
contra danos oxidativos e acdo de metais pesados. Também foi observado que a
exposicao a Sb(lll) resultaria também em efluxo rapido de substancias importantes
para a manutencdo da amastigota dentro do macréfago, como tripanotiona e
glutationa, in vitro, dificultando a sobrevivéncia do parasito (ASHUTOSH; SUNDAR,;
GOYAL, 2007). Outra hipotese é a inibicdo da topoisomerase | de Leishmania
(FREZARD et al., 2009).

Devido a toxicidade dos antimoniais a OMS preconiza que a dose nao deve
ultrapassar 20 mg/kg/dia (via parenteral), pois podem proporcionar efeitos adversos
como cardiotoxicidade, hepatotoxicidade, pancreatite, insuficiéncia renal reversivel,
anemia, leucopenia, trombocitopenia, dor abdominal, nauseas, vémitos, distlrbios
sanguineos e mialgias (IGBINEWEKA et al., 2012). Sdo contraindicados em mulheres
gravidas, pacientes com problemas cardiacos e com insuficiéncia renal ou hepatica
(BRASIL, 2010; WHO, 2010).
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Figura 9- Estruturas quimicas dos antimoniais pentavalentes.
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Fonte: GIL et al., 2007.
A- Antimoniato de N-metilglucamina; B- Estibogluconato de sédio.

Os medicamentos de segunda linha, como anfotericina B, pentamidina,
miltefosina e paromomicina, séo utilizados em casos de resisténcia a antimoniais, ou
entdo em pacientes que tem alguma restricdo com os mesmos (PAHO, 2018a).

A Anfotericina B desoxicolato € usada para o tratamento de leishmaniose em
casos nao responsivos ao tratamento com os antimoniais pentavalentes, como uma
segunda escolha. O mesmo é um antibiético macrolideo, derivado de uma cepa de
Streptomyces nodosus, que tem atividade antifungica (liga-se ao ergosterol da parede
celular de fungos e membrana de protozoarios e causa a morte por aumento de
permeabilidade). Os principais efeitos adversos séo: febre, calafrios, tromboflebite,
miocardite, hipocalemia severa, disfuncéo renal, podendo levar a morte (GAMBOA-
LEON et al., 2014; LINDOSO et al., 2012). A internacao do paciente € necessaria para
a realizacdo do tratamento devido a cardiotoxicidade e nefrotoxicidade induzida pela
medicacédo (Figura 10) (MONZOTE, 2009; GAMBOA-LEON et al., 2014).
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Figura 10- Estrutura quimica da Anfotericina B.
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Fonte: GIL et al., 2007.

O desenvolvimento de novas formulacdes de anfotericina B reduziu a
toxicidade observada na apresentacdo convencional, dentre elas tem-se: anfotericina
B lipossomal (AmBisome®), a forma complexada em lipideos (Abelcet®) e uma
anfotericina B em dispersdo coloidal (Amphocil®), sendo significativamente mais
caras (GRIENSVEN; DIRO, 2012; MITROPOULOS et al., 2010). Além dessas, 0
AmBisome® apresenta uma formulacdo com sistema de liberacdo de farmaco
lipossomal com bicamada Unica. A OMS tem proposto a administracdo de anfotericina
B lipossomal com base em sua alta eficacia e seguranca (WHO, 2010). Esta forma de
anfotericina B € menos toxica, mais biodisponivel e melhor tolerada pelos pacientes
(MULLER; JACOBS; KAYSER, 2001; WHO, 2010).

O isotionato de pentamidina € uma poliamina aroméatica, administrada por via
intramuscular ou, preferencialmente, por infusdo intravenosa (MONZOTE, 2009). O
tratamento € feito com a administracdo de uma dose de 2-4 mg/kg/dia em dias
alternados, sendo necessarias de 2-4 aplica¢Bes. O tratamento causa dor no local da
aplicacdo, mialgias, nauseas, diabetes mellitus, hipoglicemia grave, choque,
miocardite e toxicidade renal, dores de cabeca, hipotensao, taquicardia e pancreatite
(OLIVEIRA et al, 2011). Berman (1997) observou que este medicamento
provavelmente atua interferindo na sintese do DNA, alterando morfologicamente o
cinetoplasto e fragmentando a membrana mitocondrial do parasito (Figura 11) (WHO,
2010).
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Figura 11- Estrutura quimica da Pentamidina.
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Fonte: GIL et al., 2007.

A miltefosina € um composto alquilfosfolipidico que foi desenvolvido para o
tratamento do cancer (EISSA et al., 2015). E o primeiro farmaco leishmanicida
administrado por via oral, sem necessidade de internacdo (GOTO; LINDOSO, 2010).
Vérios efeitos adversos sao relatados, principalmente relacionados ao trato
gastrointestinal, além de hepatotoxicidade e problemas renais (SACHDEVA;
SEHGAL; KAUR 2013; FERNANDEZ et al., 2014). Alguns estudos ja mostraram que
0 mesmo é teratogénico e ndo deve ser administrado em gestantes e mulheres em
idade fértil (LINDOSO et al., 2012). Seu mecanismo de acdo ainda nédo foi totalmente
elucidado, alguns trabalhos mostraram altera¢cdes no metabolismo alquil-lipidico e na
biossintese de fosfolipidios (Figura 12) (LUX et al., 2000; WHO, 2010).

Figura 12- Estrutura quimica da Miltefosina.
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Fonte: DORLO et al., 2012.

A paromomicina € um antibiotico aminoglicosideo administrado por via
intramuscular. Estudos ja mostraram que sua atividade pode ser devido a disfuncao
respiratoria por conta da despolarizacdo da membrana mitocondrial, podendo existir
outras vias. Os principais efeitos adversos relacionados ao seu uso séo dor no local
da injecdo, ototoxicidade e nefrotoxicidade, alguns pacientes podem desenvolver
hepatotoxicidade (Figura 13) (WHO, 2010).
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Figura 13- Estrutura quimica da paramomicina.
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Fonte: PARASITOLOGIA, 2017.

Diante das informacGes mostradas anteriormente é possivel observar que a
terapia farmacologica disponivel para o tratamento da leishmaniose ainda esta muito
longe de ser satisfatdria. Assim, & necesséria uma busca cada vez maior por farmacos
mais efetivos e com menos efeitos adversos que os atualmente disponiveis no
mercado farmacéutico.

Assim, foi visto que dentro dos trabalhos atuais, ocorre principalmente a busca
pela descoberta de novos protétipos com atividade leishmanicida, mas também existe
a realizacdo de modificacdes estruturais nos farmacos ja disponiveis no mercado
farmacéutico (KHAN, et al., 2017). Dentre os grupos quimicos identificados como
potenciais agentes leishmanicidas estao as acridinas, os imidazéis, as cumarinas, as
chalconas, os esteroides as guanilidrazonas e as tiossemicarbazonas (EPIFANIO,
2011; KHAN; KHAN; CHAUHAN, 2015; SANGSHETTI et al., 2015). Baseado no
conhecimento sobre o parasito, a topoisomerase Il, as cisteino proteases, a proteina
quinase e a via do folato sdo alguns dos possiveis alvos (KHAN; KHAN; CHAUHAN,
2015; MANZANO et al., 2016).

2.2Aminoguanidina Hidrazonas (Guanilidrazonas) e outros compostos

relacionados

As aminoguanidina hidrazonas, sdo substancias de alto interesse cientifico,
devido as suas atividades bioldgicas, como: anti-HIV (LAKRITZ et al., 2017) e
antifungica (AJDAC’IC” et al., 2016).
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A literatura também reporta varias atividades bioldgicas encontradas para
outros compostos relacionados, como as tiossemicarbazonas como: anti-inflamatorias
(SHAWISH et al., 2014), antitumorais (PALANIMUTHU et al., 2013), antirretrovirais
(PELOSI et al., 2010), antifungicas (DEGOLA, 2015), antimalaricas (ADAMS et al.,
2013) e tripanocidas (GONCALVES et al., 2017).

Além das propriedades biologicas citadas anteriormente, alguns autores ja
demonstraram o potencial leishmanicida dessas classes (AHMED et al., 2012;
BRITTA et al., 2014; KAUR et al., 2011; MANZANO et al., 2016; SCARIOT et al.,
2017).

Com base no que foi exposto, viu-se que as aminoguanidina hidrazonas e
alguns compostos relacionados, como as tiossemicarbazonas, apresentam varias
atividades biolégicas e dentre elas atividade leishmanicida. Visando a necessidade de
novas estratégias terapéuticas para o tratamento da leishmaniose, foi proposta a
avaliacéo da citotoxicidade e do potencial leishmanicida de novas séries de derivados

aminoguanidina hidrazonas e outros compostos relacionados.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Determinar o potencial citotoxico e a atividade leishmanicida de derivados

aminoguanidina hidrazonas e outros compostos relacionados in vitro.

3.2 Objetivos especificos

. Avaliar a citotoxicidade de derivados aminoguanidina hidrazonas e outros
compostos relacionados;

. Analisar o efeito dos compostos guanilidrazénicos e de outros derivados
relacionados sobre formas amastigotas de Leishmania infantum chagasi, in vitro;

. Investigar a relagdo estrutura-atividade dos derivados aminoguanidina

hidrazonas e outros compostos relacionados.
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4 METODOLOGIA

4.1 Planejamento das substancias

Os derivados aminoguanidina hidrazonas e o0s outros compostos relacionados,
foram planejados, sintetizados e cedidos pelo grupo de pesquisa do professor doutor
Jodo Xavier de Araujo Junior, do Laboratorio de Quimica Medicinal, da Escola de
Enfermagem e Farmacia da Universidade Federal de Alagoas (LQM-UFAL), em
colaboracdo com o professor doutor Thiago Mendongca de Aquino, do Instituto de
Quimica e Biotecnologia (IQB-UFAL) e do grupo de pesquisa do professor doutor Jean

Jacques Bourguignon, da Universidade de Estrasburgo na Franca.

4.2 Preparo das substancias

As substancias foram solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO) a 100% e
filtradas, formando a solucdo estoque | (100 mM). No momento dos experimentos, 0s
derivados foram diluidos na forma seriada em meio RPMI para obtencdo das

concentracdes de 10 a 0,1 pM e foram plaqueados.

4.3 Ensaios farmacolégicos in vitro

4.3.1 Cultura de parasitos:

Culturas de promastigotas de Leishmania infantum chagasi (MCAN/BR/89/BA262)
foram cedidas pela Dra. Valéria de Matos Borges do Centro de Pesquisa Goncalo
Moniz — Fiocruz-BA. As formas promastigotas do parasito foram mantidas in vitro em
meio Schneider’s, suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 2% urina
humana masculina a 27°C em estufa de Demanda Bioquimica de Oxigénio (BOD). No
momento do uso, os parasitos foram colocados em tubos tipo Falcon e centrifugados
a 3000 rpm durante 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet
formado foi ressuspenso em meio Schneider’'s. Fez-se, entdo, a contagem dos
parasitos em camara de Neubauer, para posterior plagueamento e realizacdo dos

experimentos.
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4.3.2 Manutengdo de macrofagos:

Macrofagos da linhagem J774.A1 foram mantidos em garrafas de cultura contendo 10
mL de meio RPMI suplementado com 10% de SFB e 2 mM de L-glutamina,
aminoacidos ndo essenciais e piruvato. No momento do uso, as células foram

contadas, ajustadas em meio RPMI suplementado com 10% de SFB e semeadas.

4.3.3 Determinacéo da citotoxicidade para a célula hospedeira:

O estudo de Vviabilidade celular de macréfagos frente aos derivados
aminoguanidinicos e tiossemicarbazénicos foi realizado utilizando-se o método de
reducdo de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio) (HUSSAIN
NOURI; OLIVER, 1993; MOSMANN, 1983). Neste ensaio, macréfagos da linhagem
J774 foram plaqueados em placas de 96 pocos por 1 hora em (1x10%/poco) e expostos
a diferentes concentracdes dos compostos diluidos em meio RPMI suplementado (1,
10 e 100 pM) por um periodo de 48 horas em estufa a 37°C com atmosfera umida
contendo 5% de COz2. Os pocos controles continham células cultivadas somente com
meio de cultura ou células cultivadas na presenca do diluente das substancias (DMSO
0,1%). Apos o periodo de incubacao, o sobrenadante foi descartado e em seguida foi
adicionado 100 pL da solugdo de MTT (5 mg/10 mL). As placas foram novamente
incubadas por um periodo de 1 hora em estufa a 37°C e a 5% de COz, logo apés foi
retirado o sobrenadante e adicionado 100 yL de DMSO e realizada a leitura em
espectrofotometro a 550 nm. A viabilidade celular das culturas tratadas com as

substéancias foi comparada ao padrao de morte obtido nas culturas controle.

4.3.4 Ensaio de infec¢do de macrofagos com L. chagasi:

Macrofagos da linhagem J774 foram plagueados na proporcgéo de 3 x 10° células/poco
de placa de 24 pocos com laminulas por uma hora com meio RPMI suplementado. Os
macrofagos foram infectados com formas promastigotas de L. chagasi, numa
proporcao de 10 parasitos: 1 macrofago. A placa foi incubada por 6 horas em estufa
a 37°C com atmosfera umida contendo 5% de CO2. ApGs 6 horas de infec¢éo, os
macréfagos foram “lavados” com solugdo salina com fosfatos (PBS, pH 7,2), para

remocao dos parasitos nao interiorizados. Os macrofagos foram cultivados com RPMI
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suplementado com 10% SFB, 2 mM de L-glutamina, 2 mM aminoacidos né&o
essenciais e 2 mM piruvato, na presenca ou ndo dos derivados nas concentracdes
gue foram de 0,1 uyM até 10 yM e foram mantidos em estufa a 37°C com atmosfera
umida contendo 5% de CO:2 por 24 horas. Apos esse periodo de cultura os pocos
contendo as laminulas foram lavados com PBS, as células foram fixadas com metanol
e em seguida coradas com Giemsa-May-Grinswald e montadas sobre laminas. A
avaliacdo do numero de macroéfagos infectados e o numero de amastigotas em 100
macrofagos foi feita com auxilio de microscépio éptico com objetiva de 100X (imerséo)
(NUNES et al., 2005).

4.4 Andlise estatistica

Os niveis de significancia entre os grupos experimentais e o controle foram
feitos utilizando-se andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste Dunnett no
programa GraphPad Prism 5.0. Os valores foram considerados significativos quando

p < 0,05 quando comparado ao grupo controle.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, todos os derivados foram avaliados no teste de viabilidade celular
através do ensaio de reducdo de MTT e, posteriormente, aqueles que nao
apresentaram citotoxicidade estatisticamente significante (> 20% morte até a
concentracdo de 10 pM, apds 24 horas de tratamento), frente aos macréfagos da
linhagem J774.A1, foram submetidos ao ensaio contra formas amastigotas do parasito
Leishmania infantum chagasi, ensaio in vitro considerado padrdo-ouro na busca de
novas alternativas terapéuticas (WHO, 2014).

A tabela 1 traz os resultados dos derivados aminoguanidina hidrazonas (ou
guanilidrazonas), que totalizam trinta e trés compostos. Pode ser observado que o0s
derivados LQM 02-09, 15, 18, 19, 55, 95-97, 99, 100, 130-132, 137 e 192, nao
apresentaram citotoxicidade frente as células utilizadas no ensaio.

Estes foram entdo selecionados para serem avaliados frente as amastigotas de
L. infantum chagasi, sendo observado que, as substancias LQM 02-04, 06, 08, 09, 18,
95-97, 99, 100, 130-132 e 192, na concentracdo maxima testada (10 pyM) foram
inativas, quando comparadas ao controle positivo, pentamidina (Clso de 4,4 uM).

As substancias LQM 07, 15 e 137 apresentaram efeito maximo abaixo de 50%
(29,0, 48,3 e 30,7%, respectivamente), assim, ndo foi possivel determinar os seus
valores de Clsp até a concentracdo méaxima testada (10 uM). Dois derivados se
destacaram, devido apresentarem efeito maximo acima de 60%, LQM 19 e 55 e
(63,8% e 63,5%, respectivamente), e concentragdo inibitéria de 50% (Clso) de 4,97 e
7,27 pM, respectivamente. Os resultados obtidos pelo uso dos dois derivados
puderam ser equiparados aos da pentamidina (Clso de 4,4 uM e EM de 67,3 + 2%).

Kaur et al, (2011) estudaram um grupo de substancias para inibir a enzima
pteridina redutase (importante na metaciclogésene do parasito), e observaram que o
composto pirimido[1,2-a]pirimidin-2-ona (derivado aminoguanidina) apresentou
atividade contra formas amastigotas de L. donovani. Ahmed et al, (2012), elaboraram
analogos triciclicos com o grupo guanidina, e observaram que o candidato mais
promissor apresentou atividade contra amastigotas de L. donovani. Além disso, alguns
autores propuseram que um possivel mecanismo de acdo de compostos
guanilidrazénicos seria a inibicAo da sintese de poliaminas, impotante para a

manuten¢ao do metabolismo do parasito (MARQUES et al., 2007).



Tabela 1- Derivados aminoguanidina hidrazonas.
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R N~
NH
X o
Lo =0T | amstiooteb e | mastgeincde) | Olotosicisade
« _ Leishmania | Leishmania _ (10 uM)
infantum chagasi | infantum chagasi
02 p-Cl >10 na nt
03 p-CN >10 na nt
04 p-OMe, m-OH >10 na nt
05 m,p-(OMe)2 nd nd 31,5 £ 5%
06 p-OH, m-OMe >10 na nt
07 p-OH >10 29,0 + 1,3* nt
08 p-Br >10 na nt
09 m,p-(OCH20) >10 na nt
10 p-OH, m,m*(t-Bu)2 nd nd 32,6 £ 4**
11 p-COzH nd nd 33,2 £ 0,5**
12 0,0-Cl2 nd nd 32,4 + 3%
14 p-Ph nd nd 63,1 + 2%+
15 H >10 48,3 + 3,27 nt
16 p-CO2Me nd nd 30,7 £ 1,4*
17 m,p-Clz nd nd 35,5 £ 5%
18 m-Cl >10 na nt
19 o-Ph 4,97 +0,8 63,8 + 0,4*** nt
20 0-CFs nd nd 51,9 £ 0,6%**
55 o,m-Clz 7,27 +0,3 63,5 £ 1*** nt
95 p-OMe >10 na nt
96 m-OMe >10 na nt
97 p-F >10 na nt
98 o-Cl nd nd 46 £ 1x+*
99 0,p-Cl2 >10 na nt
100 m,m’™-Clz >10 na nt
191 p-CFs nd nd 21 +5*
192 0-OMe >10 na nt
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R
130 Ph-C=CH- >10 na nt
131 Ph-(CHz)2- >10 na nt
132 QE >10 na nt
137 E}; >10 30,7 + 4% nt
£
193 nd nd 42 + 5%
194 nd nd 32 + 5*
Pentamidina - 4,4+0,9 67,3 £ 2%** nt

Os resultados referem-se a: Clso - concentracéo inibitéria de 50% de formas amastigotas, calculada
através de curvas concentracao-resposta tdxica e expressa como média + erro padréo da média; Efeito
maximo - média da toxicidade maxima = erro padrao da média em triplicatas de um experimento
representativo; Citotoxicidade - média da citotoxicidade maxima * erro padrdo da média da citoxicidade
na concentragdo de 10 uM em ftriplicatas de um experimento representativo. Os valores de efeito
maximo e de citotoxicidade foram considerados significativos quando **p<0,01 e ***p <0,001 em relacéo
ao grupo DMSO 0,1%. na: substancia ndo apresentou atividade letal significativa para amastigotas de
Leishmania chagasi até a concentracdo de 10 yM em relacdo ao grupo DMSO. nt: substancia nao
apresentou atividade letal significativa para macréfagos da linhagem J774.A1 até a concentracdo de
10 uM em relagédo ao grupo DMSO. nd: Atividade leishmanicida ndo determinada, pois a substancia
apresentou citotoxicidade até a concentragédo de 10 uM em relagéo ao grupo DMSO.

Baseando-se nos resultados expressos na tabela 1, algumas informacdes
importantes quanto a relacdo estrutura-atividade (REA) dos derivados puderam ser
extraidas. Para tal discussdo, os derivados foram agrupados por similaridade
estrutural, em que estes foram correlacionados com suas respectivas atividades
biolégicas.

Inicialmente, serdo abordados o0s compostos contendo substituintes
halogenados (grupos retiradores de elétrons), os quais foram sintetizados com o
objetivo de permitir uma melhor permeabilidade pelas membranas lipidicas
(BARREIRO; FRAGA, 2008). Partindo-se do LQM 15 (guanilidrazona n&o substituida),
foi verificada a influéncia da introducéo de diferentes atomos em posi¢des distintas no
anel aromatico. Este ndo apresentou citotoxicidade significante e teve um efeito
maximo de 48,3% contra amastigotas de L. infantum chagasi.

A insercao do &tomo de cloro (-Cl) na posicéo para do anel aromatico (LQM 02)

manteve a boa tolerancia observada no derivado LQM 15, no entanto, reduziu o efeito
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maximo a zero, gerando uma substancia completamente inativa. Tal fato, também foi
verificado com a substituicdo deste por outro halogénio de menor volume e maior
eletronegatividade, o fltor (-F) na mesma posicao (LQM 97). A insercéo do atomo de
bromo (-Br), gerou o derivado LQM 08, que também revelou o mesmo resultado,
assim, demonstrando que o aumento do volume atbmico do halogénio e,
consequentemente, a diminuicdo da eletronegatividade, ndo contribuem para a
atividade antileishmania.

No entanto, a introducdo do pseudo-atomo do ClI, o trifluorometil (-CF3), em
para (LQM 191), gerou uma molécula com citotoxicidade de 20,7%. Em adicdo, a
mudanca de 4-CFs para 2-CFs (posigdo orto) (LQM 20) elevou a citotoxicidade
(51,9%). A introdug&o do grupo ciano (-CN) em para (LQM 03) culminou em uma
substancia com boa tolerancia citotéxica, porém inativa.

A mudanca de para-Cl (LQM 02) por meta-Cl (LQM 18) também deu origem a
um derivado inativo e sem citotoxicidade significante. Partindo destes dois derivados
(LQM 02 e 18), foram avaliados dois compostos que continham dois atomos de cloro
em sua estrutura, um deles em meta, para-diCl (LQM 17) que originou um derivado
citotoxico (35,5%), e outro em meta, meta-diCl (LQM 100), que gerou um derivado
sem citotoxicidade e inativo contra amastigotas de L. infantum chagasi.

Foi visto que a troca do para-Cl (LQM 02) por meta-Cl (LQM 18) ndo afetou
significativamente a citotoxicidade, nem a atividade leishmanicida, no entanto, a
substituicdo deste por orto-Cl (LQM 98) contribuiu para 0 aumento da citotoxicidade
(46%). Partindo desses derivados, foi avaliada a introducéo de dois atomos de cloro
no anel aromatico da estrutura em posicao orto, orto™-diCl (LQM 12), sendo observada
também certa citotoxicidade, assim como seu precursor LQM 98 (32,4%). Porém,
essa citotoxicidade néo foi observada nos analogos de posicdo LQM 99, cujo possui
atomos de Cl em posicdes orto, para e LQM 55, o qual tem atomos de Cl em orto,
meta, e apresentou uma atividade leishmanicida promissora, com efeito maximo de
63,5% e uma Clso de 7,27 pM.

Em seguida, foram testados os derivados contendo substituintes
eletrodoadores, os quais foram planejados visando uma melhor solubilidade em agua,
ou seja, aceptores/doadores de ligacao de hidrogénio, (GARETH, 2009). Utilizando-
se novamente o derivado LQM 15 como estrutura de partida, foi analisada a influéncia
da insercdo de diferentes atomos em diferentes posicbes no anel aromatico da

estrutura, assim como anteriormente abordado.
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A introducdo de um grupo hidroxila (-OH) em para (LQM 07) manteve a
auséncia de citotoxicidade observada para o derivado LQM 15, mas diminuiu a
atividade (29,0%). A substituicdo da hidroxila, no derivado LQM 07, por um grupo
metoxi (-OMe) (LQM 95) manteve o composto sem citotoxicidade, no entanto, originou
um derivado inativo.

Ainsercdo de um éster metilico (-CO2CHs) na posi¢ao para (LQM 16) aumentou
a citotoxicidade do deste (30,7%). A substituicdo do éster metilico (LQM 16) por um
acido carboxilico (LQM 11) manteve a citotoxicidade observada no composto anterior
(33,2%).

A substituicdo de para-OCHs (LQM 95) por meta-OCHs (LQM 96) ou orto-OCH3s
(LQM 192) conservou a auséncia de citotoxicidade, além disso, nao influenciou na
melhora da atividade biologica.

Partindo-se dos derivados LQM 07 e 96, foi testado o composto LQM 06, o qual
tem uma hidroxila em para e um grupo metoxi em meta e, assim como seus
precursores, ndo apresentou citotoxicidade significativa, mas perdeu a atividade
leishmanicida observada no derivado LQM 07. Posteriormente, foi testado o derivado
LQM 04 que em vez de meta-OCHs, para-OH (LQM 06), tem meta-OH, para-OCHgs,
onde foi visto que essa inversao de posicdes ndo alterou a auséncia de citotoxicidade,
nem a atividade.

Também foi testado o derivado LQM 05, cujo teve a adi¢cao de 3,4-diOCHz e é
derivado dos compostos LQM 95 e 96, mas diferente dos seus precursores a adi¢cao
destes grupamentos aumentou a citotoxicidade do composto final (31,5%).

O derivado LQM 09 foi obtido através do fechamento do anel entre os grupos
3,4-diOCHs3 do derivado LQM 05, e apés o teste com o mesmo, foi visto que ocorreu
a diminuicdo da citotoxicidade, quando comparado com o LQM 05.

Logo apos, foi avaliado o derivado LQM 10, que teve como precursor o
composto LQM 07, do qual derivou a hidroxila em para, mas também teve a insercéo
de dois grupamentos terc-butila em meta, meta', que diferentemente do composto
original, foi observado que um maior impedimento estérico favoreceu o aumento da
citotoxicidade (32,6%).

Posteriormente, foi inserido um anel aromético na posicédo para (LQM 14), o
gue aumentou significativamente a citotoxicidade do derivado final (63,1%). Mas, isso

nao foi observado com a mudanca do para-fenil por orto-fenil (LQM 19), que deu
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origem a um derivado promissor, sem citotoxicidade significante e ativo contra
amastigotas de L. infantum chagasi, com Clso de 4,97 pM e efeito maximo de 63,8%.

Nesse sentido, foi adicionado um anel aromatico com um espacador em (—CHz2)
entre a regido da aminoguanidina e a fenila (LQM 131) e, em seguida, este espacador
foi aumentado ((-CH2-)2, LQM 130), ambos continuaram sem citotoxicidade e
atividade contra L. infantum chagasi.

Em seguida, o anel aromatico foi substituido por um iso-naftil e naftil originando
os derivados LQM 193 e 194, respectivamente. Com relacdo a estes, foi visto que a
insercao destes grupamentos aumentou a citotoxicidade dos dois compostos, sendo
42 e 32%, respectivamente).

Em adicao, foi feita a substituicdo do anel aroméatico por um ciclo hexil (LQM
132), que gerou um composto sem citotoxicidade e inativo. Por fim, foi realizada a
substituicéo da fenila por um ciclo pentano (LQM 137), que deu origem a um composto
nao citotdxico, e com menor atividade que o seu precursor, LQM 15.

Posteriormente, foram testados o0s derivados guanilidrazonicos
heteroaromaticos, que totalizaram quinze compostos. Os resultados podem ser
observados na tabela 2. Nela é possivel ver que doze derivados ndo apresentaram
citotoxicidade estatisticamente significante LQM 01, 13, 101-104, 139-141, 195, 196
e 200. Em seguida, esses compostos foram testados contra formas amastigotas de L.
infantum chagasi. Os outros trés derivados, LQM 197, 198 e 199, mostraram
citotoxicidade, apresentando 34,8, 98,4 e 97,1% de morte celular, respectivamente.

Os derivados LQM 13, 102, 103 e 196 apresentaram um efeito maximo que
variou entre 21,2 e 46,5%, onde ndo foi possivel calcular a concentracdo capaz de
eliminar 50% dos parasitos. Nesse contexto, destacou-se o derivado LQM 195 que
apresentou um efeito maximo de 55,3% e uma Clso de 0,6 uM, resultado que pode ser
comparado ao da pentamidina, que apresentou efeito maximo de 67,3% e Clso de 4,4
HM.



Tabela 2- Derivados guanilidrazénicos heterociclicos aromaticos.

LQM

Het

Clso (M)

Amastigotas de

Efeito Maximo (%)
Amastigotas de

Citotoxicidade

Leishmania Leishmania MTT 24 h
infantum . . (10 pm)
: infantum chagasi
chagasi
U,
01 @ >10 na nt
N
H
13 X >10 31,9 + 2% nt
~
N
A\
101 m% >10 na nt
H
N
102 U >10 21,2 + 5% nt
~
N
103 | = >10 40,7 + 1** nt
—
N
5y
104 | \N >10 na nt
139 @*§ >10 na nt
S
N
140 = >10 na nt
S
cl
141 A >10 na nt
P
N
X
195 ©\/j\ 0,6 + 0,06 55,3 + 0,5%* nt
N7
196 mg >10 46,5 + 6* nt
o
| A\
197 0 nd nd 34,8 + 4**
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B
198 0 nd nd 98,4 + 1%+*
CF3
B
o]
199 nd nd 97,1 + 3%+
cl
cl
B
200 o >10 na nt
NH»
Pentamidina - 4,4+0,9 67,3 + 2%+ nt

Os resultados referem-se a: Clso - concentracéo inibitéria de 50% de formas amastigotas, calculada
através de curvas concentracao-resposta tdxica e expressa como média * erro padréo da média; Efeito
maximo - média da toxicidade maxima + erro padrdo da média em triplicatas de um experimento
representativo; Citotoxicidade - média da citotoxicidade méxima + erro padréo da média da citoxicidade
na concentragdo de 10 uM em ftriplicatas de um experimento representativo. Os valores de efeito
méaximo e de citotoxicidade foram considerados significativos quando **p<0,01 e ***p <0,001 em relacédo
ao grupo DMSO 0,1%. na: substancia ndo apresentou atividade letal significativa para amastigotas de
Leishmania chagasi até a concentragdo de 10 uM em relagdo ao grupo DMSO. nt: substéncia nao
apresentou atividade letal significativa para macrofagos da linhagem J774.A1 até a concentragdo de
10 yuM em relagédo ao grupo DMSO. nd: Atividade leishmanicida ndo determinada, pois a substancia
apresentou citotoxicidade até a concentragcédo de 10 uM em relagédo ao grupo DMSO.

by

Em relacdo a discussdo da REA dos derivados guanilidrazonicos
heteroaroméaticos apresentados na tabela 2, novamente os compostos foram
agrupados por similaridade quimica e correlacionados com suas atividades bioldgicas,
onde o derivado LQM 15 foi utilizado como estrutura de partida.

O objetivo da introducdo de um grupamento heterociclico aromético na
estrutura foi a busca de uma maior estabilidade quimica dos derivados, além de ser
descrito na literatura varias substancias que contém heterociclos em suas estruturas,
que desempenham importantes fun¢des biolégicas, como por exemplo a cafeina, a
morfina e os aminoacidos prolina, triptofano e histidina (BRUICE, 2006).

No derivado LQM 01 foi observado que a troca do anel aromatico da estrutura
base (LQM 15) por um nucleo 3-indol manteve a auséncia de citotoxicidade, mas
eliminou por completo a atividade leishmanicida. Tal fato também foi observado para
a mudanca do 3-indol para o 2-indol, que originou o composto LQM 101.

O derivado LQM 13 tem uma 4-quinolina no lugar do aromético da
guanilidrazona néo substituida LQM 15, onde observou-se que essa substituicdo néo
influenciou na citotoxicidade, mas diminuiu a atividade leshmanicida (31,9 e 48,3%

para os LQM 13 e 15, respectivamente). A mudanca de 4-quinolina para 2-quinolina
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gerou o derivado LQM 195, que manteve a auséncia de citotoxicidade e aumentou a
atividade leishmanicida para 55,3%, apresentando uma Clso de 0,6 uM, tornando-se
um derivado muito promissor. Na literatura, compostos que contém um nucleo
quinolinico, sdo conhecidos devido ao amplo espectro de atividades biologicas, dentre
elas atividade antileishmania (JAIN et al., 2004).

A substituicdo do aromatico no derivado LQM 15 por uma 2-piridina deu origem
ao composto LQM 102, cujo manteve a auséncia de citotoxicidade, mas diminuiu a
atividade leishmanicida observada em LQM 15 (21,2%). A mudanca de 2-piridina por
seu analogo 3-piridina (LQM 103), conservou a falta de citotoxicidade significante e
aumentou a atividade da substancia (40,7%), mas quando comparada com LQM 15
(48,3%), ela manteve o potencial leishmanicida observado. J4 a substituicdo por 4-
piridina (LQM 104), originou um derivado ndo citotdéxico e inativo. Logo apés, foi
testado o derivado LQM 141, originado a partir do composto LQM 103 com a insercao
de um —Cl na posicao 3 da 3-piridina, sendo visto, que essa mudanca nao influenciou
a citotoxicidade e forneceu um composto inativo.

A troca do anel aromatico do LQM 15 por um tiofeno gerou o derivado LQM
139, essa alteracdo manteve a falta de citotoxicidade significante, mas levou a perda
completa da atividade leshmanicida. Isso também foi observado com a troca do
aromatico por uma tiazolidina no derivado LQM 140.

A insercdo do benzofurano originou um derivado que manteve a auséncia de
citotoxicidade, mas levou a perda completa da atividade (LQM 196). Ja a introducéo
de um nucleo furano-5-benzil gerou um derivado com citotoxicidade estatisticamente
significante (LQM 197). Essa citotoxicidade se pronunciou com a insergdo de um
grupo trifluorometil em orto no derivado LQM 197, dando origem ao derivado LQM
198 (98,4%). Mas, nao foi observada com a introdu¢cdo de uma amina na mesma
posicdo (LQM 200), porém o derivado € inativo contra o parasito testado. No entanto,
ainsercao dos grupos 3,4-diCl inseridos na estrutura do derivado LQM 197 deu origem
ao derivado LQM 199 que apresentou uma citotoxicidade pronunciada (97,1%).

Dando continuidade, foram testados seis derivados guanilidrazonicos
dissubstituidos, os resultados obtidos estdo mostrados na tabela 3. Nela é possivel
observar que a dissubstituicdo gerou cinco derivados néo citotoxicos, LQM 133-135,
138 e 201, que foram avaliados frente as amastigotas de L. infantum chagasi, e

apenas um derivado citotoxico, LQM 136.
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Dos cinco derivados avaliados contra os parasitos intracelulares, quatro
apresentaram atividade antileishmania com efeito maximo entre 24 e 43,4%, foram
eles: LQM 133, 135, 138 e 201. Nao sendo possivel calcular a Clso, porque néo

alcancaram uma porcentagem de inibicdo acima de 50%.

Tabela 3- Derivados guanilidrazénicos dissubstituidos.

H
X, N NH
RSy
NH
Clso (uM) . o
; Efeito Maximo (%) - .

v | R | R | ATEseER e | Caasigoras e | OioE e

) Leishmania

Infantum infantum chagasi (10 uM)

chagasi

MeO
133 >10 24,0 £ 6,6** nt
134 Gé >10 na nt
v
135 @ﬁ\) >10 31,8 + 3% nt
136 Ph Ph nd nd 75,3 + 2%**
138 Qé >10 33,3 £ 5** nt
OMe
201 é >10 43,4 £ 3** nt
Pentamidina - 44+0,9 67,3 £ 2%** nt

Os resultados referem-se a: Clso - concentracgao inibitéria de 50% de formas amastigotas, calculada
através de curvas concentragao-resposta toxica e expressa como média + erro padrao da média; Efeito
maximo - média da toxicidade maxima * erro padrdo da média em triplicatas de um experimento
representativo; Citotoxicidade - média da citotoxicidade méxima + erro padrdo da média da citoxicidade
na concentragao de 10 uM em triplicatas de um experimento representativo. Os valores de efeito
maximo e de citotoxicidade foram considerados significativos quando **p<0,01 e ***p <0,001 em relagéo
ao grupo DMSO 0,1%. na: substancia ndo apresentou atividade letal significativa para amastigotas de
Leishmania chagasi até a concentracdo de 10 uM em relacdo ao grupo DMSO. nt: substancia nao
apresentou atividade letal significativa para macrofagos da linhagem J774.A1 até a concentracédo de
10 uM em relagédo ao grupo DMSO. nd: Atividade leishmanicida ndo determinada, pois a substancia
apresentou citotoxicidade até a concentragéo de 10 uM em relagéo ao grupo DMSO.
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As informacdes relevantes relacionadas a REA dos derivados
aminoguanidinicos dissubstituidos, cujos resultados estdo na tabela 3, foram
abordadas utilizando-se as mesmas consideracfes quimicas e biolégicas que foram
usadas anteriormente para as tabelas 1 e 2.

A dissubstituicdo da estrutura base (LQM 15) originou o derivado LQM 136,
que preservou o0 anel aromatico e teve a substituicdo do hidrogénio metinico, presente
no LQM 15, por outro aromatico, sendo visto o aumento da citotoxicidade do derivado
para 75,3%. Ja os demais derivados guanilidrazonicos dissubstituidos, tiveram a troca
dos dois radicais (R= anel aromatico, R’= hidrogénio metinico), por um unico
substituinte, como é possivel observar na tabela 3.

Posteriormente, foi testado o derivado LQM 201, que teve a introducdo de um
ciclohexil e isso manteve a falta de citotoxicidade e a atividade leishmanicida
observadas no derivado LQM 15. Porém, a mudan¢a do ciclohexil por um
tetraidronaftaleno (LQM 134), conservou o derivado néo citotoxico, mas deu origem a
um derivado inativo. J4 a inser¢cdo de um —OMe na posicao 7 do tetraidronaftaleno
presente no derivado LQM 134, originou o composto LQM 133 que apresentou uma
atividade antileishmania de 24% e continuou néo citotéxico. A substituicdo de 7-OMe
por 9-OMe no tetraidronaftaleno gerou o LQM 138 que conservou a falta de
citotoxicidade significativa e ainda aumentou a atividade leishmanicida para 33,3%.

A substituichio do tetraidronaftaleno (LQM 134), por tetraidro-5H-
benzo[7]anuleno, deu origem ao derivado LQM 135 que se manteve nao citotoxico e
sua atividade foi aumentada para 31,8%, quando comparada com a inatividade do
composto LQM 134, demonstrando que a substituicdo de um anel de seis membros
por um de sete membros na estrutura, contribuiu positivamente para a atividade
antileishmania.

Posteriormente, foram avaliados os derivados tiossemicarbazonas, que foram
sintetizados e avaliados por apresentarem diversas propriedades biolégicas,
reportadas na literatura, dentre elas atividade leishmanicida (BRITTA et al., 2014;
BRITTA et al., 2016; SCHRODER et al., 2013).

A tabela 4 mostra os resultados dos derivados tiossemicarbazonicos avaliados.
Estes séo bioisosteros dos compostos aminoguanidina hidrazonas presentes na
tabela 1, através da substituicdo do C=NH por C=S em sua estrutura.

Através da observagdo da tabela 4, € possivel notar que dos vinte e cinco

derivados avaliados, vinte e quatro deles ndo apresentaram citotoxicidade
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estatisticamente significante: LQM 02.1-12.1, 15.1-18.1, 20.1, 55.1, 95.1-100.1 e
106.1, apenas o derivado LQM 14.1 apresentou uma citotoxicidade de 30,6%.

Dos vinte e quatro derivados testados frente as amastigotas de L. infantum
chagasi, quatorze apresentaram atividade antileishmania. Quatro derivados se
destacaram por demonstrarem uma atividade acima de 50%: LQM 08.1 (efeito
méaximo: 56,9% e Clso: 8,73 uM), 17.1 (efeito méximo: 66,38% e Clso: 2,2 uM), 95.1
(efeito maximo: 60,2% e Clso: 1,6 pM) e 106.1 (efeito maximo: 60,4% e Clso: 3,2 uM).

No entanto, nove derivados apresentaram atividade leishmanicida abaixo de
50% (efeito maximo: 26, 42-40 e 49%), LQM 02.1, 04.1, 05.1, 06.1, 07.1, 09.1, 11.1,
15.1 e 16.1. Sendo que, dez derivados foram inativos, LQM 03.1, 10.1, 12.1, 18.1,
20.1, 55.1, 96.1- 98.1 e 100.1.

Britta et al (2014) avaliaram o efeito do composto tiossemicarbazoénico 4-
nitrobenzaldeido contra L. amazonensis e viram que 0 mesmo apresentou atividade
leishmanicida contra amastigotas intracelulares. Manzano et al (2016) em estudo com
uma série de derivados tiossemicarbazoénicos otimizados, observaram que um dos
compostos ndo apresentou citotoxicidade estatisticamente significante e uma potente
atividade frente a amastigotas de L. donovani. Scariot et al (2017) estudaram um
derivado tiossemicarbazona, chamado de BZTS, e demonstraram que 0 mesmo
apresentou atividade frente a amastigotas de L. amazonensis.

Em relacéo aos possiveis alvos dos compostos tiossemicarbazoénicos, Britta et
al., (2014), observaram que o composto 4-nitrobenzaldeido era capaz de causar
disfuncéo mitocondrial e danos devido ao estresse oxidativo. Schroder et al., (2013),

observaram que tiossemicarbazonas inibiam as cisteino proteases.



Tabela 4- Derivados tiossemicarbazonicos.

- — 5

LQM R X Am;:_sli?g(gt'\:m; de ELeriwt Z_s“t/ilgﬁltg; cg g) : C“&t%‘ig;dﬁde
_ Leishmania | Leishmania _ (10 uM)
infantum chagasi | infantum chagasi

02.1 p-Cl S >10 28,37 £ 2.6** nt
03.1 p-CN S >10 Na nt
04.1 p-OMe, m-OH S >10 40,25 + 2,5%** nt
05.1 m,p-(OMe)2 S >10 35,56 + 0,2** nt
06.1 p-OH, m-OMe S >10 26,42 £ 1** nt
07.1 p-OH S >10 38,02 + 0,2** nt
08.1 p-Br S 8,73+0,2 56,9 + 0,6*** nt
09.1 m,p-(OCH20) S >10 27,65+ 3,7* nt
10.1 p-OH, mm™-(t-Bu)2 | S >10 na nt
111 p-COzH S >10 26,6 + 0,8** nt
12.1 0,0™-Cl2 S >10 na nt
14.1 p-Ph S nd nd 30,6 + 6**
15.1 H S >10 40,49 + 0,9%** nt
16.1 p-COz2Me S >10 30,37 £ 4,4** nt
17.1 m,p-Cl2 S 22+18 66,38 + 4*** nt
18.1 m-Cl S >10 na nt
20.1 0-CF3 S >10 na nt
55.1 o,m-Clz S >10 na nt
95.1 p-OMe S 16+11 60,2 £ 1,8*** nt
96.1 m-OMe S >10 na nt
97.1 p-F S >10 na nt
98.1 o-Cl S >10 na nt
100.1 m,m’-Cl2 S >10 na nt
106.1 p-CFs S 321 60,4 £ 1,6%** nt

Pentamidina - - 44+09 67,3 £ 2%** nt
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Os resultados referem-se a: Clso - concentracéo inibitéria de 50% de formas amastigotas, calculada
através de curvas concentracao-resposta téxica e expressa como média + erro padrdo da média; Efeito
maximo - média da toxicidade maxima + erro padrdo da média em ftriplicatas de um experimento
representativo; Citotoxicidade - média da citotoxicidade méxima + erro padréo da média da citoxicidade
na concentracdo de 10 uM em ftriplicatas de um experimento representativo. Os valores de efeito
maximo e de citotoxicidade foram considerados significativos quando **p<0,01 e ***p <0,001 em relacéo
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ao grupo DMSO 0,1%. na: substancia ndo apresentou atividade letal significativa para amastigotas de
Leishmania chagasi até a concentragdo de 10 uM em relagcdo ao grupo DMSO. nt: substancia nao
apresentou atividade letal significativa para macréfagos da linhagem J774.A1 até a concentracdo de
10 yuM em relagédo ao grupo DMSO. nd: Atividade leishmanicida ndo determinada, pois a substancia
apresentou citotoxicidade até a concentracédo de 10 uM em relagéo ao grupo DMSO.

Depois da apresentacdo dos resultados dos derivados tiossemicarbazonicos
(tabela 4), a discussao da REA foi feita abordando-se os mesmos pontos utilizados
anteriormente para as tabelas 1, 2 e 3.

Contudo os derivados guanilidrazénicos que compdem a tabela 1 foram
utilizados como estruturas de partida para a comparagcdo com o0s derivados
tiossemicarbazonicos, tendo em vista que a Unica diferenca entre eles é a substituicdo
do grupamento C=NH (imina) por C=S (tiocarbonila) na regido da tiocarbonila.

O derivado LQM 02.1, assim como o LQM 02 (tabela 1) tem um 4-Cl e um C=S
substituindo a imina, essa modificacdo estrutural manteve o derivado sem
citotoxicidade significativa e aumentou a atividade observada no composto
guanilidrazénico correspondente para 28,37%, que foi inativo. Essa manutencao da
nao citotoxicidade e o aumento da atividade de um derivado inativo também foram
observadas em outros derivados, quando ocorreu a inser¢do do atomo de enxofre nas
estruturas-correspondentes: LQM 04.1 - efeito maximo: 40,25%; LQM 04 — na (tabela
1), LQM 06.1 — efeito maximo: 26,42%; LQM 06 — na (tabela 1), LQM 08.1 — efeito
maximo: 56,9%, Clso: 8,73 uM; LQMO08 — na (tabela 1), LQMO09.1- efeito maximo:
27,65%; LQM 09 — na (tabela 1) e LQM 95.1 — efeito maximo: 60,2%, Clso: 1,6 UM;
LQM 95 — na (tabela 1).

Ja a insercdo do C=S no derivado LQM 05.1 forneceu um derivado nao
citotoxico, quando comparado com seu correspondente guanilidrazénico LQM 05
(tabela 1) e foi possivel testa-lo frente as amastigotas de L. infantum chagasi, sendo
observado que o0 mesmo apresentou uma atividade de 35,56%. Essa modificacao
estrutural também eliminou a citotoxicidade significativa de alguns outros derivados,
sendo possivel avaliar a atividade dos mesmos e observar que eles apresentaram
uma atividade leishmanicida significante, como o LQM 11.1 — efeito maximo: 26,6%
(LQM 11 — tabela 1), o LQM 16.1 — efeito maximo: 30,37% (LQM 16 — tabela 1), o
LQM 17.1 — efeito maximo: 66,38 e Clso: 2,2 uM (LQM 17 — tabela 1 e LQM 106.1 —
efeito maximo: 60,4 e Clso: 3,2 uM (LQM 191 — tabela 1).

Porém, essa diminuigdo de citotoxicidade néo foi observada no derivado LQM

14.1, que manteve a citotoxicidade significativa observada no derivado
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guanilidrazénico LQM 14 (tabela 1), no entanto, a mesma foi reduzida em torno de
50% (LQM 14.1, citotoxicidade: 30,6%; LQM 14, citotoxicidade: 63,1%).

A introducdo do enxofre no derivado LQM 03.1 néo influenciou na
citotoxicidade, nem aumentou a atividade do composto, mantendo o0 mesmo inativo
guando comparado com seu correspondente, LQM 03 (tabela 1). Assim como pode
ser observado nos derivados LQM 18.1 (LQM 18 — tabela 1), LQM 96.1 (LQM 96 —
tabela 1), LQM 97.1 (LQM 97 —tabela 1) e LQM 100.1 (LQM 100 — tabela 1).

Essa mudanca estrutural, com a troca da imina por tiocarbonila conseguiu
manter a ndo citotoxicidade e também a atividade leishmanicida do derivado LQM
07.1 (efeito maximo: 38,02%), quando comparado com o derivado LQM 07 (efeito
maximo: 29%, tabela 1). Como também foi observado no derivado LQM 15.1 (efeito
maximo: 40,49%, Tabela 1).

A introducédo do enxofre no derivado LQM 55.1 gerou um composto que
manteve a nao citotoxicidade, observada no derivado LQM 55 (tabela 1), porém
perdeu completamente a atividade antileishmania.

Isso ndo foi visto no derivado LQM 10.1, que deixou de apresentar
citotoxicidade significativa, quando comparado com o LQM 10 (tabela 1), mas gerou
um composto inativo. Observacédo que também foi feita para os derivados LQM 12.1
(LQM 12, tabela 1), 20.1 (LQM 20, tabela 1) e 98.1 (LQM 98, tabela 1).

Diante dos resultados apresentados nas tabelas de 1-4, foi possivel verificar
gue dos setenta e oito derivados testados, sete apresentaram atividade leishmanicida
acima de 50% sobre amastigotas de L. infantum chagasi, podendo ser comparados
com a Pentamidina, que apresentou efeito maximo de 67,3% e Clso de 4,4 uM.

Foram dois derivados aminoguanidina hidrazonas o LQM 19 — efeito maximo:
63,8%, Clso — 4,97 UM e 55 — efeito maximo: 63,5%, Clso — 7,7 uM (tabela 1), um
derivado guanilidrazénico heterociclico, LQM 195 — efeito maximo: 55,3%, Clso — 0,06
MM (tabela 2) e quatro derivados tiossemicarbazoénicos, LQM 08.1 — efeito maximo:
56,9%, Clso — 8,73 uM; 17.1 — efeito maximo: 66,38%, Clso — 2,2 uM; 95.1 — efeito
méaximo: 60,2%, Clso — 1,6 uM e 106.1 — efeito méximo: 60,4%, Clso — 3,2 uM (tabela
4).

Dessa forma, pode-se inferir que os derivados citados apresentaram efeito
maximo que variou entre 66,38-69,1% e Clso que foi de 0,06-8,73 uM, demonstrando

uma equivaléncia biolégica, com pouca variacdo entre eles. Porém era necessario
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selecionar um derivado para que fossem realizadas modificagbes estruturais no
mesmo, em busca de um composto com melhor atividade.

No entanto, devido a similaridade da atividade leishmanicida entre eles, essa
escolha teve que ser baseada avaliando-se também outro trabalho desenvolvido pelo
nosso grupo de pesquisa. Neste estudo foi observado que o derivado LQM 17.1
demonstrou uma potente atividade leishmanicida in vivo em modelo de leishmaniose
visceral com L. infantum chagasi utilizando Mesocricetus auratus (Golden hamsters)
(SANTOS, 2015), o mesmo foi escolhido para a realizacdo de modificacdes
estruturais. As tabelas 5 e 6 trazem os resultados biolégicos obtidos com as
modificacdes quimicas realizadas neste derivado.

A tabela 5 mostra os resultados dos derivados guanilidrazénicos,
tiossemicarbazénicos e semicarbazbnico N-substituidos, obtidos a partir das
mudangas estruturais realizadas no derivado LQM 17.1, que totalizaram oito
compostos, cinco guanilidrazonas, duas tiossemicarbazonas e uma semicarbazona.

Nela é possivel observar que os dois derivados tiossemicarbazonas, LQM 56 e
202 nao apresentaram citotoxicidade significante. Porém, foram inativos frente a
amastigotas de L. infantum chagasi, demonstrando assim, que a insercdo de um
grupamento benzil ou etil no lugar do hidrogénio terminal conservou a auséncia de
citotoxicidade vista no derivado LQM 17.1, porém, os mesmos perderam a atividade.
Também pode ser visto, que apenas um derivado guanilidrazona, ndo apresentou
citotoxicidade significante, LQM 105, além de apresentar atividade leishmanicida
(35,8%). Porém, a substituicdo do C=S por um grupamento C=NH e do N—H por um
grupo etil diminuiram a atividade do derivado LQM17.1 (66,38% - tabela 5) em quase
50%.

Todos os outros derivados guanilidrazénicos, LQM 86-89, mostraram uma
citotoxicidade acima de 50%, ou seja, a troca do C=S por C=NH influenciou
negativamente a citotoxicidade, fato que também foi visto no derivado LQM 17 (35,5%
- tabela 1), bioisostero do LQM 17.1. Além disso, a introducdo de um grupamento
etilfenil, benzil, fenil ou propilfenil aumentou a citotoxicidade para quase 100% (85, 5-
99,4%).

Ja o derivado semicarbazona LQM 110 apresentou uma citotoxicidade de
40,4%. Sendo observado que a troca do C=S por C=0 (semicarbazona) aumentou a

citotoxicidade do composto.
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Tabela 5- Derivados guanilidrazdnicos, tiossemicarbazénicos e semicarbazonicos N-

substituidos.

H
X, ..N NHR4
S -
R—— b
_— X
Clso (uM) Efeito Maximo
Amastigotas de (%) Citotoxicidade
LQM R X R Leishmania Amastigotas de MTT 24 h
infantum Leishmania (10 puM)
chagasi infantum chagasi
56 m,p-Cl2 S Bn >10 na nt
86 m,p-Clz | NH | (CH2)sPh Nd nd 97,1 + 3+
87 m,p-Cl2 | NH Bn Nd nd 97,1 + 3+
88 m,p-Cl2 | NH Ph Nd nd 85,5 £ 0,4***
89 m,p-Clz | NH | (CH2)2Ph Nd nd 99,4 £ 0,6%**
105 m,p-Cl2 | NH Et >10 35,8 £ 4,9* nt
110 m,p-Clz ¢} H Nd nd 40,4 + 2**
202 m,p-Cl2 Et >10 na nt
Pentamidina - - - 44+0,9 67,3 £ 2%+ nt

Os resultados referem-se a: Clso - concentracgao inibitdria de 50% de formas amastigotas, calculada
através de curvas concentragao-resposta toxica e expressa como média + erro padrao da média; Efeito
maximo - média da toxicidade maxima * erro padrdo da média em triplicatas de um experimento
representativo; Citotoxicidade - média da citotoxicidade maxima * erro padrdo da média da citoxicidade
na concentragdo de 10 uM em triplicatas de um experimento representativo. Os valores de efeito
maximo e de citotoxicidade foram considerados significativos quando **p<0,01 e ***p <0,001 em relacao
ao grupo DMSO 0,1%. na: substancia ndo apresentou atividade letal significativa para amastigotas de
Leishmania chagasi até a concentracdo de 10 uM em relacdo ao grupo DMSO. nt: substancia nao
apresentou atividade letal significativa para macrofagos da linhagem J774.A1 até a concentracédo de
10 uM em relagéo ao grupo DMSO. nd: Atividade leishmanicida ndo determinada, pois a substancia
apresentou citotoxicidade até a concentracéo de 10 uM em relag&o ao grupo DMSO.

A tabela 6 traz os resultados dos derivados desenvolvidos apés as ciclizacdes
e modificacdes realizadas no derivado LQM 17.1. Sendo possivel observar que a
ciclizacado do derivado gerou dois compostos que mantiveram a nao citotoxicidade,
porém perderam completamente a atividade antileishmania, LQM 59 (tiazolidina) e 60
(diidrotiazina). Ja, a substituicdo do enxofre pela imina e a ciclizacdo do derivado,
deram origem a dois derivados citotoxicos, LQM 142 (diidroimidazolina) e 144
(diidrotiazina). Essa citotoxicidade também foi observada no derivado guanilidrazénico
LQM 17, como foi dito anteriormente (35,5% - tabela 1).
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Tabela 6- Derivados guanilidrazdnicos e tiossemicarbazoénicos ciclizados.

H
X~ _N N
X N~
R—— \(/
= X4Nq

- — 5
Am;:sli?J ((L)lt'\zil\)s de ELer:gsh{:a)éltrZSé?) Citotoxicidade
LQM R X | n stigotas stigotas MTT 24 h
Leishmania Leishmania (10 uM)
infantum chagasi infantum chagasi H
59 m,p-Clz S 1 >10 na nt
60 m,p-Clz S 2 >10 na nt
142 m,p-Cl2 | NH 1 nd nd 46,8 + 2 5%
144 m,p-Cl2 | NH 2 nd nd 42,05 + 2%+
Pentamidina - - - 44+0,9 67,3 £ 2*%** nt

Os resultados referem-se a: Clso - concentracgao inibitéria de 50% de formas amastigotas, calculada
através de curvas concentragao-resposta toxica e expressa como média + erro padrao da média; Efeito
maximo - média da toxicidade maxima = erro padrdo da média em triplicatas de um experimento
representativo; Citotoxicidade - média da citotoxicidade méxima + erro padrdo da média da citoxicidade
na concentragdo de 10 uM em ftriplicatas de um experimento representativo. Os valores de efeito
maximo e de citotoxicidade foram considerados significativos quando **p<0,01 e ***p <0,001 em relacdo
ao grupo DMSO 0,1%. na: substancia ndo apresentou atividade letal significativa para amastigotas de
Leishmania chagasi até a concentragdo de 10 yM em relacdo ao grupo DMSO. nt: substancia nao
apresentou atividade letal significativa para macrofagos da linhagem J774.A1 até a concentracdo de
10 yM em relagcédo ao grupo DMSO. nd: Atividade leishmanicida ndo determinada, pois a substancia
apresentou citotoxicidade até a concentracéo de 10 uM em relag&o ao grupo DMSO.

De posse dos resultados das tabelas 5 e 6, foi possivel observar que as
alteracdes estruturais realizadas no derivado LQM 17.1 ndo favoreceram a atividade,
ao contrario, ou diminuiram a atividade observada no derivado original, como visto no
derivado LQM 105 (tabela 5), ou perderam completamente a atividade (LQM 56 e 202
— tabela 5; LQM 59 e 60 — tabela 6), ou tornaram-se citotoxicas (LQM 86, 87, 88, 89
e 110 —tabela 5; LQM 142 e 144 — tabela 6).
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6 CONCLUSOES

Por fim, foi visto que dos noventa compostos testados sessenta e seis nao
apresentaram citotoxicidade significante frente as células utilizadas. Os derivados
aminiguanidina hidrazonas LQM 02, 03, 04, 06, 07, 08, 09, 15, 18, 19, 55, 95, 96, 97,
99, 100, 130, 131, 132, 137 e 192. Assim como, os derivados guanilidrazonas
heteroaril LQM 01, 13, 101, 102, 103, 104, 139, 140, 141, 195, 196 e 200 e também
os derivados guanilidrazénicos dissubstituidos LQM 133, 134, 135, 138 e 201. Da
mesma forma os derivados tiossemicarbazonicos LQM 02.1, 03.1, 04.1, 05.1, 06.1,
07.1, 08.1, 09.1, 10.1, 11.1, 12.1, 15.1, 16.1, 17.1, 18.1, 20.1, 55.1, 95.1, 96.1, 97.1,
98.1, 100.1 e 106.1. Bem como, o derivado guanilidrazénico N-substituido LQM 105 e
os derivados tiossemicarbazonicos N-substituidos LQM 56 e 202 e os derivados
tiossemicarbazonicos ciclicos LQM 59 e 60.

Além disso, dos noventa derivados avaliados contra amastigotas de L. infantum
chagasi, sete apresentaram atividade leishmanicida acima de 50% e Clso menor que
10 pM, podendo ser comparados com o farmaco-padréo utilizado nesse trabalho,
pentamidina com efeito maximo de 67,3% e Clso de 4,4 pM. Foram, dois derivados
aminoguanidina hidrazonas: LQM 19 que apresentou efeito maximo de 63,8% e Clso
de 4,97 uM e LQM 55 que teve efeito maximo de 63,5% e Clso de 7,7 uM, um derivado
guanilidrazénico heterociclico aroméatico: LQM 195 que teve efeito maximo de 55,3%
e Clso de 0,06 pM e quatro derivados tiossemicarbazonicos: LQM 08.1 com efeito
maximo de 56,9% e Clso de 8,73 uM, LQM 17.1 que mostrou efeito maximo de 66,38%
e Clso de 2,2 uM, LOM 95.1 com efeito maximo de 60,2% e Clso de 1,6 uM e LQM
106.1 com efeito maximo de 60,4% e Clso de 3,2 uM.

Posteriormente, dos sete derivados que mais se destacaram pela atividade
leishmanicida, um deles foi escolhido para a realizacdo de modificacbes estruturais,
em busca de um composto mais ativo. Porém, devido a similaridade da atividade
observada entre eles, a escolha foi baseada considerando outro trabalho desenvolvido
anteriormente por nosso grupo, que revelou que o derivado LQM 17.1 apresentou uma
potente atividade leishmanicida in vivo, em modelo de leishmaniose visceral, com L.
infantum chagasi, assim o0 mesmo foi escolhido, para a realizacdo das mudancas
quimicas, originando doze novos compostos, porém, as modificacfes realizadas nao

acarretaram em melhora da atividade.
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Diante do exposto, é valido aprofundar os estudos com os sete derivados que
se destacaram pela atividade leishmanicida contra amastigotas de L. infantum
chagasi, avaliando mecanismos de acao e também a atividade antileishmania sobre

outras espécies de Leishmania.
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