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SILVA, Kaio Maciel de Santiago. Sintese e avaliagao da atividade antileishmania
in vitro de benzoilguanidinas. 2019. 110 f. Dissertagdo (Mestrado em Quimica) —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

RESUMO

A leishmaniose é uma doenca tropical negligenciada de amplo espectro clinico
variando entre formas cutaneas e visceral. Esta doenca € causada por parasitas
protozoarios intracelulares do género Leishmania, que é responsavel por 20 a 30 mil
mortes por ano. No entanto, as opcgbes terapéuticas disponiveis atualmente
apresentam diversas limitagdes incluindo custo, elevada toxicidade e algumas vezes
resisténcia do parasito aos farmacos. Diante disso, torna-se necessario o
desenvolvimento de novos agentes antileishmania mais potentes e seletivos,
visando melhorar a qualidade de vida do paciente. Neste contexto, este trabalho
relata a sintese de nove benzoilguanidinas N’-substituidas a partir de suas
correspondentes benzoiltioureias N’-substituidas, bem como a avaliagdo de sua
atividade antileishmania in vitro frente a formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania amazonensis, a fim de avaliar a relagcdo estrutura-atividade para se
identificar os pontos-chave para a atividade bioldgica. Além disso, a citotoxicidade
dessas substancias sobre macrofagos murinos foi avaliada e os indices de
seletividade (IS) foram calculados. Os ensaios in vitro revelaram que as
benzoilguanidinas apresentam uma maior atividade antileishmania, do que seus
precursores sintéticos (tioureias) frente as formas promastigotas, destacando-se a
substancia 2g, a qual apresentou ICsy na ordem de 90,8 uyM (23 ug/mL) sobre o
parasito, com IS na ordem de 5,5. E o composto 2i com ICsp de 68,4 uM (15 ug/mL)
sobre o parasito, com IS acima de 10, demostrando baixa citoxicidade sobre as
células de mamiferos. A partir dos resultados obtidos, observou-se que as formas
promastigotas tratadas com 2g e 2i aumentaram a produgao de espécies reativas de
oxigénio (EROs) e a despolarizagao mitocondrial do parasito. Quando avaliada a
acao destes compostos sobre macréfagos infectados por formas amastigotas de L.
amazonensis, 0s compostos apresentaram atividade anti-amastigota promissora
com resultados semelhantes a anfotericina B. O estudo de relagdo estrutura-
atividade preliminar constatou que na série das benzoiltioureias, os efeitos estéricos
dos substituintes parecem influenciar positivamente a atividade antileishmania.
Enquanto que para as benzoilguanidinas, as maiores atividades foram obtidas
quando essas apresentaram grupos retiradores de elétrons ligados ao anel
aromatico, entretanto tais substancias apresentaram alta citotoxicidade e,
consequentemente, baixo indice de seletividade. No entanto, estes resultados s&o
preliminares, necessitando-se de investigagdbes complementares e modificacbes
estruturais visando otimizar a atividade antileishmania e diminuir a citotoxicidade
dessas classes de substancias. Diante das previsbes do estudo in silico, visando
futuros estudos in vivo, as substancias-lideres 2g e 2i apresentaram caracteristicas
de “farmaco-similar’, como altas biodisponibilidade oral e absorg¢ao intestinal, ndo
apresentando indicios de riscos toxicologicos.

Palavras-chave: Leishmania amazonensis. Tioureias. Guanidinas.
Tripanossomatideo. In silico. Leishmaniose.



SILVA, Kaio Maciel de Santiago. Synthesis and evaluation of in vitro
antileishmanial activity of benzoylguanidines. 2019. 110 p. Dissertation (Master's
Degree in Chemistry) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected tropical disease with a broad clinical spectrum varying
between cutaneous and visceral forms. This disease is caused by intracellular
protozoan parasites of the Leishmania genus, which is responsible for 20 to 30
thousand deaths per year. However, currently available therapeutic options have
several limitations, including cost, high toxicity and sometimes resistance of the
parasite to drugs. In view of this, it is necessary to develop new, more potent and
selective antileishmanial agents, aiming to improve the quality of life of the patient. In
this context, this work reports the synthesis of nine N'-substituted benzoylguanidines
from their corresponding N'-substituted benzoylthioureas, as well as the evaluation of
their antileishmanial activity in vitro against promastigotes and amastigotes forms of
Leishmania amazonensis, in order to evaluate the structure-activity relationship to
identify the key points for biological activity. In addition, the cytotoxicity of these
substances on murine macrophages was evaluated and the selectivity indexes (IS)
were calculated. In vitro assays on promastigotes forms revealed that
benzoylguanidines exhibit a higher antileishmania activity than their synthetic
precursors (thioureas), especially 2g, which had ICsy of 90.8 pM (23 ug/mL) on the
parasite, with Sl of 5.5, and compound 2i with ICsy of 68.4 (15 ug/mL) on the
parasite, with IS above 10, respectively, showing low cytotoxicity on mammalian
cells. From the results obtained, it was observed that promastigote forms treated with
2g and 2i increased the production of reactive species and a reduction of
mitochondrial membrane potential in parasite. When evaluated the action of these
compounds against intracellular amastigotes of L. amazonensis, the compounds
showed promising anti-amastigote activity with similar results to amphotericin B. The
study of preliminary activity showed that in the benzoyl thiourea series, the steric
effects of the substituents appear to positively influence antileishmanial activity. While
for the benzoylguanidines, the greatest activities were obtained when they presented
electron withdrawing groups bound to the aromatic ring, however these substances
showed high cytotoxicity and, consequently, low selectivity index. However, these
results are preliminary, requiring complementary investigations and structural
modifications aimed at optimizing antileishmanial activity and reducing the
cytotoxicity of these classes of substances. In view of the predictions of the in silico
study, with a view to future in vivo studies, the 2g and 2i leader substances
presented "drug-like" characteristics, such as high oral bioavailability and intestinal
absorption, showing no signs of toxicological risks.

Key words:  Leishmania amazonensis. Thioureas. Guanidines. Trypanosomatid.
In silico. Leishmaniasis.



Esquema 1:

Esquema 2:

Esquema 3:

Esquema 4.

Esquema 5:

Esquema 6:

Esquema 7:

Esquema 8:

Esquema 9:

Esquema 10:

Esquema 11:

Esquema 12:
Esquema 13:

Esquema 14:

LISTA DE ESQUEMAS

Sintese de guanidinas utilizando tioureias como reagentes

de guanilagdo na presencga de sais do acido de Lewis tiofilico

Sintese de guanidinas utilizando tioureias como reagentes
de guanilagdo na presenca de sais de bismuto (Il)............ccoeeeeee.. 26
Sintese de guanidinas utilizando tioureias como reagentes
de guanilagao na presenca de sais de cloreto de Cu (ll).................. 27
Sintese de guanidinas utilizando tioureias como reagentes
de guanilagdo na presenca do reagente de Mukaiyama.................. 27
Sintese de guanidinas utilizando tioureias como reagentes
de guanilagao na presencga de N-lodossuccinimida (NIS)................ 28
Sintese de guanidinas utilizando tioureias como reagentes
de guanilagdo na presenca de cloreto de cianurico (TCT)............... 28
Sintese de guanidinas utilizando o intermediario &cido
sulfénico como reagente de guanilagao............cccccvveeeeeiieeeeeeinnnnnn. 29
Sintese em fase solida de guanidinas dissubstituidas usando
Aresina RAM ... 29
Rota sintética para preparo de derivados diguanidinos e
identificacdo dos derivados mais ativos.............ccceeeeeiviiiieeeiiiiieeeees 31

Rota sintética para preparo da série de bis-2,5-[4-

guanidinofeniltiofenos e identificagdo de derivado
guanidiniCo Mais atiVO...........uciiiiiiiieeece e 32
Sintese do composto 1-guanidinooxi-3-aminopropano
(GAP A ) 33
Rota sintética para obtencdo das BTUS (1@=i) .............uuvvumimiiiinnnnnnes 38
Rota sintética para obtencdo das BGNS (2@=i).............uuvvuviminiinnnnnnns 39

Ciclo catalitico proposto para obtencédo das BNGs (2a-i) ................ 40



Figura 1:
Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:
Figura 5:
Figura 6:
Figura 7:
Figura 8:

Figura 9:

Figura 10:

Figura 11:

Figura 12:

Figura 13:

Figura 14:

Figura 15:

Figura 16:

Figura 17:

LISTA DE ILUSTRAGOES

Ciclo biolégico do protozoario Leishmania SPpP -....cceeeeeeeveeiiieeeeaeeeenes
Farmacos de primeira escolha utilizados no tratamento da
[€ISNMANIOSE ...
Farmacos de segunda escolha utilizados no tratamento da
[€ISNMANIOSE ... e e e e eeeees
Estrutura molecular de guanidinas............ccccevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieee
Efeito de ressonancia do ion guanidinio ..............ccceeeeiiiiiiiiiiiieeeeee,
Exemplos de superbases..........ccooovuiiiiiiiiiii e
Estrutura molecular da arginina ...
Exemplos de farmacos e produtos naturais com o nucleo
guanidinico e suas variadas atividades bioldgicas.............ccccceeeeeee.
Reagentes de guanilacdo eletrofilicos utilizados em
combinacdo com diferentes aminas para a obtencdo de
QUANIAINGS ACICHICAS .....uuuuuiiiiiiiiiiiiii e
Planejamento estrutural para avaliagdo do potencial
antileishmania de benzoilguanidinas.............ccccooviiiiiiiiiii
Identificagcdo da série de BGNs sintetizadas a partir das
correspondentes BTUS........cooooiiiiiiiii e
Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 2h ............
Espectro de RMN de 'H do composto 2h adquirido em

espectrometro Bruker avance Il operando a 400 MHz (solvente

a) Espectro de RMN de *C e b) Espectro de DEPT-135 do
composto 2b adquirido em espectrdbmetro Bruker avance |l
operando a 100 MHz (solvente DMSO-dB) ...............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiinnnes
Esquema ilustrativo para a reagao do corante vital, o MTT ................
Esquema ilustrativo para a avaliagdo do potencial de
membrana mitocondrial usandoa TMRE ...,
Analises fluorimétricas de formas promastigotas controle
(DMSO 0,01% veiculo) e tratadas com as substancias 2g e 2i
(IC50 € 2X IC50)teeeeeeiiiitiieie et e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e eeeeaens



Figura 18:

Figura 19:

Figura 20:
Figura 21:

Figura 22:

Figura 23:

Figura 24:

Figura 25:

Figura 26:

Figura 27:

Figura 28:

Figura 29:

Efeito das guanidinas 2g e 2i em macroéfagos infectados com L.
amazonensis. Macrofagos infectados com L. amazonensis
foram tratados por 24 h com 25 e 50 pyg/mL de guanidinas (2i e
2g) e avaliados a porcentagem de macrofagos infectados e o
numero de amastigotas por macrofago...........ceeeeeeeeiiiiiiicieie e
Microscopia 6ptica de luz demonstrando macroéfagos infectados
com L. amazonensis e tratados com as guanidinas 2g e 2i por
24h e corados com may-grunwald-giemsa (100X) ............ccccuveumnnnnnnns
Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 2a ............
Espectro de RMN de 'H da substancia 2a adquirido em
espectrometro Bruker avance Il operando a 400 MHz (solvente
DY ST O o [ TR
a) Espectro de RMN de ®C e b) DEPT-135 da substancia 2a
adquirido em espectrometro Bruker avance Ill operando a 100
MHz (solvente DMSO-dB) .........cccouviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee

Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto

Espectro de RMN de 'H da substancia 2b adquirido em
espectrometro Bruker avance Il operando a 400 MHz (solvente
DMSO-0B) ... oot
a) Espectro de RMN de "*C e b) DEPT-135 da substancia 2b
adquirido em espectrometro Bruker avance Ill operando a 100
MHz (solvente DMSO-aB) .........cccouviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee

Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto

Espectro de RMN de 'H da substancia 2c adquirido em

espectrometro Bruker avance Il operando a 400 MHz (solvente

a) Espectro de RMN de ®C e b) DEPT-135 da substancia 2c
adquirido em espectrometro Bruker avance Ill operando a 100
MHz (solvente DMSO-aB) .........cccouviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee

Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto



Figura 30:

Figura 31:

Figura 32:
Figura 33:

Figura 34:

Figura 35:
Figura 36:

Figura 37:

Figura 38:
Figura 39:

Figura 40:

Figura 41:

Figura 42:

Espectro de RMN de 'H da substancia 2d adquirido em

espectrometro Bruker avance Il operando a 400 MHz (solvente

a) Espectro de RMN de C e b) DEPT-135 da substancia 2d
adquirido em espectrometro Bruker avance Ill operando a 100
MHz (solvente DMSO-dB) ..........coooviiiiiiieee e 98
Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 2e ............ 99
Espectro de RMN de 'H da substancia 2e adquirido em

espectrémetro Bruker avance Il operando a 400 MHz (solvente

a) Espectro de RMN de "C e b) DEPT-135 da substancia 2e
adquirido em espectrometro Bruker avance Ill operando a 100
MHz (solvente DMSO-dB).. ........cooevmriiiiieee e 100
Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 2f ........... 101
Espectro de RMN de 'H da substancia 2f adquirido em
espectrémetro Bruker avance Ill operando a 400 MHz (solvente
DMSO-AB ...ttt e e e e e e 102
a) Espectro de RMN de "*C e b) DEPT-135 da substancia 2f
adquirido em espectrometro Bruker avance Ill operando a 100
MHz (solvente DMSO-dB) .........ccouvvieiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 102
Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 2g .......... 103
Espectro de RMN de 'H da substancia 2g adquirido em

espectrometro Bruker avance Il operando a 400 MHz (solvente

Espectro de RMN de '®C da substancia 2g adquirido em
espectrometro Bruker avance Ill operando a 100 MHz (solvente

(O] 107 Y 104
Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto
2 o SRRSO 105

Espectro de RMN de 'H do composto 2h adquirido em
espectrometro Bruker avance Il operando a 400 MHz (solvente
CDCI3). ettt aaaaana———————a—————————————————— 106



Figura 43:

Figura 44:
Figura 45:

Figura 46:

Figura 47:

a) Espectro de RMN de "*C e b) DEPT-135 do composto 2h
adquirido em espectrometro Bruker avance Ill operando a 100
MHz (solvente DMSO-dB) ..........ccoeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee
Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 2i ...........
Espectro de RMN de 'H do composto 2i adquirido em

espectrometro Bruker avance Il operando a 400 MHz (solvente

a) Espectro de RMN de *C e b) DEPT-135 do composto 2i
adquirido em espectrometro Bruker avance Ill operando a 100
MH2z (SOIVENtE CDCI3) covvveiiieeeieeeeeeeee e

Comité de ética em experimentagédo animal ............ccccooeeeeeveeeiennnnnnn.



Tabela 1.

Tabela 2.

Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.
Tabela 9.

LISTA DE TABELAS

Identificagdo, rendimentos e pontos de fusdo das
benzoilguanidinas obtidas (2=ai)..............ccccuummiiiiiiiiie 39

Sinais encontrados no espectro de RMN de 'H (400 MHz;

CDCl3) derivado 2h ..........oooomiiiieeeeee e 42
Atribuicdo dos sinais observados no espectro de RMN de 'H do
Aerivado 2N ... 44

Atividade antileishmania in vitro em formas promastigotas (ICsp),
citotoxicidade (CCso) e indice de seletividade (IS) de BTUs e

Estrutura das benzoiltioureias (1a-i), com seus respectivos
carateres eletronicos de doacao e retirada de elétrons de acordo
com seus valores de constante do substituinte de Hammett e
indice de inibicdo (ICso) frente a formas promastigotas de L.
IMAZONEIISIS ...t e et e e e et e e et e e e e e e e e e eaneeeaas 54
Estrutura das benzoilguanidinas (2a-i), com seus respectivos
carateres eletrénicos de doacao e retirada de elétrons de acordo
com seus valores de constante do substituinte de Hammett e
indice de inibicao (ICso) frente a formas promastigotas de L.
IMAZONEINISIS ...ttt e e e e e ettt e e e e e e e e 57
Predicao in silico de propriedades fisico-quimicas da substancia-

lider 2i para analise da Regra dos 5 de Lipinski (R°5) e extensao

Propriedades farmacocinéticas preditas para composto 2g € 2i........... 63
Propriedades de toxicidade (ADME-TOX) do composto 2g € 2i........... 65



%

Mg/ mL
ML

UM
AcOH
AmB
ANOVA
BALB/c
B.O.D.
BGN
BTU
°C
CCso
CCCP
CCD
cLog P
CYP
DEPT
DIPEA
DMAP
DMF
DMSO
DMSO-ds
DNDi
EDCI
EtOAC
EtOH
ERRO
FDA
GAPA
h

HBA

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Porcentagem

Micrograma por mililitro

Microlitro

Micromolar

Acido acético

Anfotericina B

Analise de Variancia

Linhagem de Camundongos isogénicos
do inglés Bioquimic Oxygen Demand
Benzoilguanidinas

Benzoiltioureias

Graus Celsius

do inglés cytotoxicity concentration 50%
Carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona
Cromatografia em camada delgada
Log do coeficiente de particao

Enzimas da familia Citocromo P450

do inglés Distortionless Enhancement by Polarization Transfer

N, N-diisopropiletilamina
4-dimetilaminopiridina
Dimetilformamida
Dimetilsulfoxido
Dimetilsulféxido deuterado
do inglés Drugs for Neglected Diseases Initiative
carbodiimida

Acetato de etila

Etanol

Espécies reativas de oxigénio

do inglés Food and Drug Administration
1-guanidinoxi-3-aminopropano

Horas

Numero de aceptores de ligagédo de hidrogénio



HBD
H.DCFDA
HIV
ICs0
i-PrOH
IS

v

LC
LCD
LMC
LTA
LV

MeOH
Mg
min
mL
Mmol
MTBD
MTT

MW
NIS
nm
NMM
OMS
OPA
PBS
Pd/ C
Pd (PPhs)s
PKaH
pH
Ppm
p/v

Numero de doadores de ligagdo de hidrogénio;
Diacetato 2’,7’-diclorofluoresceina

do inglés Human immunodeficiency virus
do inglés inhibitory concentration 50%
Alcool isopropilico

Indice de seletividade

Infravermelho

Leishmaniose cutanea

Leishmaniose cutanea difusa
Leishmaniose mucocuténea
Leishmaniose Tegumentar Americana
Leishmaniose visceral

Molar

Metanol

Miligramas

Minuto

Mililitro

Milimol
N-metil-1,5,7-triazabiciclo[4.4.0]dec-5-eno
do inglés 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide

do inglés molecular weight
N-lodossuccinimida

Nanbmetro

N-metilmorfolina

Organizagcao Mundial da Saude
Organizagao Pan-Americana da Saude
do inglés Phosphate-Buffered Saline (tampéao fosfato)
Paladio em carbono
Tetraquis(trifenilfosfina)paladio

Constante de dissociagao acida

Potencial Hidrogenidnico

Partes por milhdo

Peso/Volume



RAM
RB
REA
RMN
RPMI 1640
R1RzNH
RNH
SBF
SINAN
t.a
TBD
TCT
TEA
TFA
THF
TMG
TMRE
TMS
tPSA
uv

v/iv
WHO

Resina do tipo Rink Amide
Numero de ligagdes rotativas
Estudo de relagao estrutura-atividade

Ressonancia magnética nuclear

Meio de Cultura (Roswell Park Memorial Institute)

Aminas dissubstituidas
Aminas monossubstituidas

Soro Bovino Fetal

Sistema de Informagao de Agravos de Notificagao

Temperatura ambiente
1,5,7-triazabiciclo[4.4.0]dec-5-eno
2,4,6-Tricloro-1,3,5-triazina
Trietanolamina

Acido Trifluoroacético
Tetraidrofurano
1,1,3,3-tetrametilguanidina

do inglés tetramethylrhodamine, ethyl ester
Tetrametilsilano

Area de superficie polar topolégica
Radiagao ultravioleta

Volume/ volume

do inglés World Health Organization



1.1

1.1.2
11.3
1.2

1.21
1.2.2
1.2.3

2.1
2.2

3.1

3.2

3.3

3.4
3.5

3.6

SUMARIO

INTRODUGAO ..o,
LeiShmaniose ..o
Agente etiolégico, vetor e ciclo biolégico.................ccccooeeiiiiiiiiinnnnnnnn.
Tratamento ... e
GUANIAINGS ... aeeee
Sintese de guanidinas..............ccccoevviiiiiiiiiiiiiiiiii
Derivados guanidinicos com atividades antileishmania ...................
Planejamento estrutural das benzoilguanidinas com potencial

atividade antileishmania.............ccoooii e,

OBUETIVOS ... ..ot e e e e e e e e e e e e e e anes
ODbjetivos gerais..............ccoooiiiiiiiiiic e

Objetivos esSpecCifiCos...........coooiiiiiiiiiii e

RESULTADOS EDISCUSSAOQ .........cooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e
Sintese e caracterizagao estrutural da série de BGNs (2a-i) .............
Avaliagao dos perfis de atividade sobre formas
promastigotas de L. amazonensis e citotoxicidade in vitro da
série de BGNs (2a-i) e seus precursores sintéticos BTUs (1a-i) .......
Mecanismos de morte celular em promastigotas de L.
@MAZONEINISES ... e e e e e e e e e e e e e e e e st r e eeeaaeeeaaaans
Estudo preliminar de relagao estrutura-atividade (REA) ...................
Avaliagcao da atividade sobre formas amastigotas de L.
amazonensis das substancias mais promissoras............c.ccccccceeo.....
Estudo in silico para predicio de parametros

farmacocinéticos e de toxicidade (ADME-TOX).............ccceeeeveeeeeeenennn.



4 METODOLOGIA ... .o 66

41 Procedimentos gerais ............c.coooviiiiiiiiiii e 66
4.2 Metodologias sintéticas................ccccooiiii 66
421 Sintese da série de BTUs (1@-i) ........ccoovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 66
4.2.2 Sintese da série de BGNs (2a-i).............ccooovviiiiiiiiii e, 67
4.3 Técnicas ANalitiCas ...............uuuuiiiiiiiiiiiii e 70
4.3.1 Andlises de espectroscopia de ressonancia magnética

nuclear (RMN) ... 70
4.3.2 Analises de espectroscopia de absor¢cao na regiao do infra-

vermelho (FT=IR) ..........ooo e 70
4.3.3. Ponto de fUSA0...........cooomiiiii 71
44 Ensaios bioldgiCos.............ooooiiiiiiiiiiii 71
441 Animais e aspectos €tiCoSs................ooooiiiiiiiii e, 71
4.4.2 Manutencao das formas promastigotas de L. amazonensis............. 71
44.3 Atividade in vitro de benzoilguanidinas e seus precursores

sintéticos (benzoiltioureias) sobre formas promastigotas de

L. @MAZONENSES..............iiieieiieeeeee e 72
44.4 Viabilidade de macréfagos peritoneais ................ccooeeeeeeeieieee. 72
445 indice de seletividade (SI)...............oovoveeoreeeeeeeeeeeeee e, 73
4.4.6 Estudo in silico para predicio de parametros

farmacocinéticos e de toxicidade (ADME-TOX)............cccceeeevvriirrnnnnnn. 73
4.4.7 Determinagao do potencial de membrana mitocondrial .................... 73
44.8 Produgdo de EROs em formas promastigotas .....................ccc........... 74
449 Ensaio antiamastigota ... 74
4.5 Analises estatisticas ... 75
5 CONCLUSAOD .......coooiiiiieieeee ettt 76
REFERENCIAS.........cocoiiiiiitiieieie ittt 77
APENDICES
APENDICE A — SeGA0 d€ @SPECLIOS .......c..oeeeeeeeeeeeeeeeeee e 91

ANEXOS
ANEXO A - Comité de ética em experimentagao animal.......................... 110



14

1.INTRODUGCAO
1.1 Leishmaniose

A leishmaniose é causada por parasitas protozoarios do género
Leishmania, dentre os quais dezoito espécies sao responsaveis pela doenga, que é
transmitida aos seres humanos pela picada de flebotomineos fémeas infectados
(STEVERDING, 2017; WHO, 2018).

A leishmaniose apresenta caracteristicas clinicas e epidemiologicas
diversas. A doenga apresenta um amplo espectro de manifestagées clinicas
podendo acometer pele, mucosas e visceras, sendo as formas principais: cutanea
localizada, cutanea difusa, mucocutanea e visceral, as quais variam de acordo com
a espécie do parasita, o ciclo do vetor e a resposta imunolégica do hospedeiro
(MURRAY et al., 2005; PEARSON e SOUSA, 1996; REITHINGER et al., 2007;
SINGH e SIVAKUMAR, 2004).

A leishmaniose cutanea localizada (LC) é a forma mais comum da
doenca e se manifesta inicialmente com vermelhidao da pele no local da picada,
devido a vasodilatagdo dos capilares cutaneos. Progressivamente, desenvolve-se
em uma papula indolor, a qual progride para um nodulo, que evolui gradativamente
para ulceras unicas ou multiplas indolores localizadas, caracterizadas por bordas
elevadas, contornos regulares e leito da lesdo granuloso com presencga ou nao de
liquido purulento (PETERS e KILLICK-KENDRICK, 1987; REITHINGER, et al., 2007)

A leishmaniose cutadnea difusa (LCD) € uma variagdo da LC,
caracterizada pela cronicidade e refratariedade ao tratamento devido a anergia de
resposta imune no hospedeiro (ASHFORD, 2000). Na LCD ha a presenca de lesdes
difusas nao ulceradas, distribuidos amplamente na derme, contendo grande numero
de parasitos, que disseminam do local inicial da infeccdo e podem cobrir todo o
corpo do paciente, assumindo a evolugao de carater cronico e progressivo (PETERS
e KILLICK-KENDRICK, 1987; REITHINGER, et al., 2007).

Ja a leishmaniose mucocutanea (LMC), normalmente € uma forma
secundaria a lesdo cutanea, caracterizada pela capacidade do parasito de provocar
metastase em tecidos mucosos por disseminagao linfatica ou hematogénica, que
pode resultar em infecgcdo da mucosa do trato respiratério superior e oral. As areas
mais comumente afetadas sédo boca, faringe, laringe e nariz (REITHINGER, et al.,
2007; PACE, 2014).
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Nas Américas, as manifestacbes clinicas que acometem o
tegumento sdo denominadas Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA), sendo
atualmente reconhecidas 11 espécies dermotrépicas de Leishmania causadoras de
doenga humana. No Brasil, ja foram identificadas sete espécies, sendo seis do
subgénero Viannia: L.(V.) braziliensis, , L. (V.) guyanensis, L. (V) lainsoni, L. (V)
naiffi, L. (V) shawi, L. (V.) lindenberg; e uma do subgénero Leishmania: L. (L)
amazonensis (OPA, 2018; WHO, 2018). As espécies mais amplamente distribuidas
no territério nacional sdo: Leishmania braziliensis e Leishmania amazonensis
(MINISTERIO DE SAUDE, 2007).

Outra manifestacao clinica, é a Leishmaniose Visceral (LV), também
conhecida como calazar nas Américas, a qual € causada essencialmente por uma
unica espécie, demominada Leishmania chagasi, que evolui de forma cronica com
acometimento sistémico. Os sintomas incluem febre irregular, perda de peso,
distensdao abdominal, leucopenia, anemia e fraqueza. A disseminagao dos parasitos
induz ao acumulo de células fagociticas mononucleares nos o6rgaos afetados e
hiperplasia secundaria das células reticuloendoteliais causando
hepatoesplenomegalia que, quando nao tratada, é fatal em 90% dos casos (GRECH,
et al., 2000; PACE, 2014).

De acordo com a OMS, existem aproximadamente 12 milhdes de
seres humanos infectados e 350 milhdes de pessoas que vivem em areas
endémicas sob o risco de contrair a doenga. Estima-se que existem entre 600 mil e 1
milhdo de novos casos de LC e cerca de 50.000 a 90.000 novos casos de LV, em
todo o mundo anualmente, sendo responsaveis por 20.000 a 30.000 mortes por ano
(WHO, 2018).

As leishmanioses apresentam uma distribuicdo mundial com
importantes focos de infecgdo em 102 paises, areas e territérios. No entanto, em
2017, 94% dos novos casos de LV notificados a OMS ocorreram em sete paises:
Brasil, Etidpia, india, Quénia, Somalia, Suddo do Sul e Sud&o, causando alta
morbidade e mortalidade. A maioria dos casos de LC ocorreram no Afeganistao, na
Argélia, no Brasil, na Coldmbia, na Republica Islamica do Ira, no Paquistao, no Peru,
na Arabia Saudita e na Republica Arabe da Siria, bem como 90% dos casos da LMC
ocorreram na Bolivia, Brasil e Peru (WHO, 2018).

O Brasil é considerado a area endémica de maior extensao territorial

no continente para LTA e um dos paises com as mais elevadas taxas de notificacao
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da doenga. No periodo de 2007 a 2017, foram registrados 234.217 novos casos
notificados no sistema de informagdo de agravos de notificacao (SINAN, 2019).
Atualmente, tem sido confirmada em todos os estados brasileiros, tendo como as
principais espécies circulantes: L. braziliensis, L. amazonensis e L. shawi, esta
ultima encontrada apenas na regido amazénica (MINISTERIO DA SAUDE, 2007).
Por sua vez, a LV esta presente em 21 estados, atingindo as cinco regides
brasileiras, onde no mesmo periodo de 2007 a 2017 foram registrados 41.204 novos
casos confirmados (MINISTERIO DA SAUDE, 2014; SINAN, 2019).

Diante de sua ampla distribuicdo mundial, a leishmaniose é
considerada um importante problema de saude publica, afetando principalmente
paises em desenvolvimento devido a fatores de riscos ambientais, como migracgdes
macicas e urbanizagdo ndo planejada, os quais aumentam a exposi¢do ao vetor
devido as baixas condi¢gdes sanitarias e habitagdes inadequadas. No Novo Mundo, o
desmatamento generalizado ocorrido nas ultimas décadas levou a uma
domesticacéo de transmissao em toda a América Latina, aumentando a transmisséo
peri e intra-domiciliar. Um fator de risco importante no Velho Mundo é a construgao
de barragens, para novos esquemas de irrigacao e novas plantagdes, que causam
uma mudanca acentuada nos padrboes de reprodugdo de roedores, possiveis
reservatorios do parasito. Fatores de risco individuais como sistema imunoldgico
debilitado, desnutricdo e a co-infecgéo pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
sao considerados uma ameaca real ao desenvolvimento da leishmaniose.
(DESJEUX, 2001; DESJEUX, 2004).

1.1.2 Agente etiolégico, vetor e ciclo biolégico.

Os agentes etiolégicos da leishmaniose sao protozoarios
unicelulares pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e do
género Leishmania. Este parasito apresenta ciclo biolégico heteroxéno com
morfologia variavel durante o ciclo. No vetor, encontra-se na forma promastigota,
com flagelo livre na porgdo anterior do corpo celular alongado. Ja no hospedeiro
vertebrado, apds a internalizagdo das formas promastigotas por células do sistema
monocitico fagocitario, o pH acido do vacuolo parasitéforo aliado a temperatura do

hospedeiro vertebrado auxiliam a diferenciacdo das promastigotas em amastigotas
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intracelulares. Essas formas apresentam um flagelo atrofiado na regido anterior do
corpo arredondado do parasito (CUNNINGHAM, 2002).

Esses parasitos sdo transmitidos ao hospedeiro vertebrado através
da picada da fémea de insetos hematéfagos infectados com formas promastigotas,
conhecidos como flebotomineos. Esse hospedeiro invertebrado pertencente a ordem
Diptera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, pertencentes ao
género Lutzomyia no Novo Mundo ou Phlebotomus no Velho Mundo (MCMAHON-
PRATT e ALEXANDER, 2004; MINISTERIO DA SAUDE, 2017, TORRES-
GUERRERO et al., 2017).

Entre as mais de 800 espécies de flebotomineos existentes, apenas
98 espécies sao vetores transmissores comprovados de leishmaniose para
humanos, onde o género Lutzomyia inclui 90% das espécies de vetores
responsaveis pela transmissao. Esses vetores exibem uma corcunda dorsal e asas
com forma oval lanceolada e a sua saliva apresenta importante papel no processo
de inflamagdo, pois possuem uma variedade de agentes farmacoldgicos, como
anticoagulantes, vasodilatadores, agentes antiplaquetarios, responsaveis pelo
aumento do fluxo sanguineo e agao quimiotatica e imunorreguladora para mondcitos
(ALBERTOS-ALPUCHE, 1990; ANDRADE et al., 2007, MAROLI, et al., 2013;
TORRES-GUERRERO et al., 2017). No Brasil, os principais vetores envolvidos na
transmissao de LTA s&o L. whitmani, L. intermedia, L. umbratilis, L. wellcomei, L.
flaviscutellata, L. migonei e na transmissao de LV: L. longipalpis e L. cruzi
(MINISTERIO DA SAUDE, 2017).

O ciclo biolégico (Figura 1) do agente etiologico Leishmania spp. €
relativamente simples, envolvendo um estagio no hospedeiro vertebrado e outro no
hospedeiro invertebrado (ALBERTOS-ALPUCHE, 1990).

O ciclo se inicia durante o repasto sanguineo, na qual os vetores
infectados regurgitam com a saliva formas promastigotas metaciclicas de
Leishmania spp na derme do hospedeiro, onde sao fagocitadas, principalmente por
macrofagos formando vacuolos parasitéforos. Nos vacuolos as formas promastigotas
se diferenciam na forma amastigota, ao escapar dos mecanismos microbicidas dos
macrofagos, iniciam um processo de multiplicagdo por divisdo binaria (ESCH,;
PETERSEN, 2013; REITHINGER et al., 2007).

Por sua vez, os flebotomineos ao se alimentarem de um individuo

infectado ou um hospedeiro reservatorio aspiram macréfagos parasitados ou
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amastigotas livres no sangue ou mesmo em tecidos. Assim as formas amastigotas
se diferenciam em promastigotas no interior do intestino do inseto e se multiplicam.
Por sua vez, essas promastigotas migram para as glandulas salivares e se
diferenciam em promastigotas metaciclicas altamente infecciosas. No proximo
repasto sanguineo ocorre a regurgitacao destas formas promastigotas metaciclicas
em um novo hospedeiro vertebrado, recomecando o ciclo (ESCH; PETERSEN,
2013; REITHINGER et al., 2007).

O flebotomineo se alimenta de sangue e
injeta promastigotas metaciclicas
As promastigotas se dividem no intestino na derme As promastigotas sao fagocitadas
€ migram para o proboscide pelos macréfagos

Promastigotas se diferenciam em
As amastigotas se 1 diferenciam em amastigotas dentro de macréfages
promastigotas no intestino do vetor Hospedeiro Rt Hospedeiro Pty

Invertebrado } Vertebrado  QEREED
7% T

&
Me e
& ,i._rs

=300
s 020

'

Amastigotas multiplicam-se
dentro de células (incluindo
macrofagos).

Ingestao de células O vetor ao se alimentar de
parasitadas sangue, ingerem
macrofagos infectados.

Figura 1: Ciclo bioldgico do protozoario Leishmania spp (adotado e modificado de
ESCH e PETERSEN, 2013).

1.1.3 Tratamento

A leishmaniose faz parte de um grupo de doengas reconhecidas pela
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) como doencgas negligenciadas tropicais, pois
acometem principalmente populagbes economicamente desfavorecidas de regides
tropicais. Tais doengas apresentam investimentos reduzidos, ndo despertando o
interesse das industrias farmacéuticas em relacdo a pesquisa, controle e
desenvolvimento de novos farmacos (FDA, 2014). Portanto, a maioria das opg¢oes
terapéuticas disponiveis para o tratamento dessa enfermidade apresentam elevada
toxicidade e efeitos adversos graves, tais como disturbios gastrointestinais,
musculares, cardiovasculares e respiratérios. As formas de tratamento se baseiam

no uso de farmacos de primeira escolha (Figura 2) denominados antimoniais
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pentavalentes [Sb (V)] como antimoniato de meglumina (Glucantime®) e
estibogluconato de sédio (Pentostam®), que sdao medicamentos de administracao
parenteral obrigatoria por pelo menos 28 dias (SINGH e SIVAKUMAR, 2004).

\NH
OH
OH HN
N
Antimoniato de Meglumina Estibogluconato de sédio

Figura 2: Farmacos de primeira escolha utilizados no tratamento da leishmaniose.

Mesmo apos sete décadas de uso clinico no tratamento de
leishmaniose, 0 mecanismo de acao preciso dos antimoniais ndao é totalmente
conhecido. Até o momento, acredita-se que sao pré-farmacos que requerem redugao
biolégica para a forma trivalente [Sb (Ill)] e, apds a redugdo, inibem enzimas
glicoliticas e a pB-oxidagdo de acidos graxos em amastigotas de Leishmania,
causando a deplecdo dos niveis intracelulares de adenosina trifosfato (ATP) (VAN-
VOORHIS, 1990, BALANA-FOUCE et al.,, 1998, CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB,
2006), efluxo de tripanotiona (WYLLIE, CUNNINGHAM, FAIRLAMB, 2004) e
mutagénicidade (MOREIRA et al., 2017)

Apo6s administracdo endovenosa ou intramuscular, os antimoniais
apresentam como vantagem a rapida excre¢ao pelo rim, uma vez que cerca de 60-
80% de uma dose injetada é eliminada dentro de seis horas, o que evita a toxicidade
aguda (OLLIARO e BRYCESON, 1993). Entretanto, em consequéncia, faz-se
necessaria a administragdo de doses elevadas do farmaco, em regime continuo,
para garantir um elevado teor de antimdnio nos tecidos para obter a eficacia do
tratamento. Sendo assim, efeitos adversos do uso de antimoniais foram observados,
tais como a pancreatite, que é provavelmente a causa das nauseas e da dor
abdominal experimentada por muitos pacientes (GASSER, 1994), a pancitopenia e a
neuropatia periférica reversivel (BRUMMITT, PORTER E HERWALDT, 1996), além
de mialgias, artralgias, alteragdes hepaticas e distarbios cardioldgicos (BALANA-
FOUCE et al., 1998; SUNDAR e CHAKRAVARTY, 2015).
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Apesar de apresentarem eficacia variavel e provocarem graves
efeitos adversos, os antimoniais continuam a ser o método mais barato para tratar
todas as formas clinicas da leishmaniose (BERMAN, 1997). Diante das
contraindicagbes tais como insuficiéncia renal, hepatica e cardiaca, gestantes,
criancas e idade maior de 50 anos (MINISTERIO DA SAUDE, 2011), dos efeitos
adversos e o surgimento de cepas resistentes a esses farmacos, indica-se o uso de

farmacos de segunda escolha (Figura 3), como a anfotericina B, a pentamidina, a

Anfotericina B HO Miltefosina
H,N  OH
OH
Ho O
@HQNULOH
.0 o 3
HoN™ o E NH: NH NH

HN—" By 0 ""0
Paromonicina Pentamidina

miltefosina e a paromomicina (BASTOS et al., 2016).
Figura 3: Farmacos de segunda escolha utilizados no tratamento da leishmaniose.

Em casos onde os pacientes apresentam resisténcia aos
antimoniais, recomenda-se o0 uso da Anfotericina B, um antibidtico antifungico
poliénico, extraido inicialmente da bactéria filamentosa chamada Streptomyces
nodusus (SINGH e SIVAKUMAR, 2004; LEMKE, KIDERLEN e KAYSER, 2005). Seu
mecanismo de acao € multifacetado, sendo um agente que se liga a esterdis da
parede celular, preferencialmente ao ergosterol, e forma orificios na membrana da
célula hospedeira, alterando sua permeabilidade, resultando na saida de ions que
causam a morte celular (SINGH e SIVAKUMAR, 2004, CARREIRA e CEREGHETTI,
2006). No entanto, em menor grau, a Anfotericina B pode se ligar também ao

colesterol presente na membrana celular do hospedeiro, causando leséo celular,
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levando a efeitos adversos como febre, cefaleia, calafrios, nauseas, dor Ossea,
anemia, hipocalemia, hipomagnesemia e nefrotoxicidade, relacionada a dose
cumulativa (VAN-VOORHIS, 1990; BERMAN, 1997).

A pentamidina, uma substancia do grupo das diamidinas, apresenta
atividade antiprotozoaria e tem sido utilizada no tratamento de leishmanioses ha
mais de 50 anos. Seu mecanismo de acdo nao é completamente compreendido,
mas acredita-se que sua agao inclui a inibicdo da biossintese de poliamina,
reduzindo a capacidade de divisdo celular, bem como também apresenta efeito no
potencial da membrana mitocondrial (BRAY et al., 2003; CROFT; SUNDAR,;
FAIRLAMB, 2006). Diante da alta toxicidade e da baixa absorcdo pelo trato
gastrointestinal, requer administracdo parenteral, ocasionando o surgimento de
efeitos colaterais adversos que incluem abscessos, erupg¢des cutaneas, taquicardia,
cefaleia, hipoglicemia, hipotenséo, alteragdes cardioldgicas, nefrotoxicidade e morte
subita (VAN-VOORHIS, 1990, BALANA-FOUCE et al., 1998).

Outro farmaco utilizado no tratamento de leishmaniose € a
paromomicina, um antibiético aminoglicosideo de amplo espectro extraido da
bactéria  Streptomyces rimosus var. Paromomycinus (MOHAPATRA, 2014).
Apresenta mecanismo de agao baseado na inibicdo da sintese de proteinas através
de sua interacdo com subunidades ribossbmicas, na interferéncia da atividade
mitocondrial e na capacidade de captagcdo de precursores de macromoléculas
(DAVIS, 1987; MAAROUEF et al. 1997, JHINGRAN et al., 2009). Os efeitos adversos
mais comuns reportados devido a sua toxicidade séo nefrotoxicidade, ototoxicidade
e disfungao hepatica. (JHINGRAN et al., 2009, MENEZES et al. 2015)

A grande maioria dos farmacos disponiveis para o tratamento da
leishmaniose s&o administrados por via parenteral, intramuscular ou intravenosa. A
miltefosina, um farmaco alquilfosfolipidico, € o primeiro considerado altamente
eficaz, quando administrado oralmente, para tratamento de leishmaniose visceral na
india (GUERIN et al., 2002; SUNDAR et al., 2002). Seu mecanismo de agéo nio é
claro, acredita-se que o farmaco desequilibra o metabolismo alquil-lipidico do
parasito, causando morte celular por apoptose (MOHAPATRA, 2014). Efeitos
colaterais reportados sdo vémitos, problemas gastrointestinais e acao teratogénica
(GUERIN et al., 2002; SUNDAR et al., 2002).
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1.2 Guanidinas

Em vista do carater insatisfatorio, elevada toxicidade dos farmacos
de primeira e segunda escolha disponiveis atualmente para o tratamento das
leishmanioses, bem como o aparecimento crescente de casos com parasitos
resistentes a esses medicamentos, faz-se necessario o desenvolvimento de novos
agentes antileishmania mais potentes e seletivos, visando melhorar a qualidade de
vida do paciente.

Sendo assim, no campo da descoberta de novos farmacos, as
guanidinas (Figura 4) sdo uma importante classe de substancias, visto que séo
encontradas em muitos produtos naturais e sintéticos, que possuem ampla gama
de atividades farmacolégicas, como por exemplo, antimicrobiana (MO et al., 2009),
antiviral (CHENG et al., 2012), anti-inflamatéria (HIRSCH, 2008), antidiabética
(COXON et al., 2009; TASSONI et al., 2008), antitumoral (BROZEWICZ e
SEAWINSKI, 2012) antifungica (MANETTI et al., 2009) e antiprotozoario (ARAFA et
al., 2011; MCKEEVER e KAISER, 2013),

NR
RZNJ\NRZ

Figura 4: Estrutura molecular de guanidinas

A guanidina (R= H; Figura 4) foi sintetizada pela primeira vez por
Adolph Strecker em 1861, através da degradagao oxidativa da guanina e, desde
entdo, os derivados guanidinicos vem sendo utilizados com diferentes finalidades
(STRECKER, 1861).

O grupo guanidina é uma base forte com pKsy= 13,6 (ANGYAL e
WARBURTON, 1951), sendo mais forte do que outras substéncias de nitrogénio,
que apresentam um grupo imino ou amino ligado a um atomo de carbono. Em
condigdes apropriadas, o nitrogénio iminico é protonado levando a formacéao de um
ion simétrico chamado guanidinio (Figura 5), que se trata de um caso especial de
sistema heteroalilico conjugado, onde os trés nitrogénios estdo ligados ao mesmo
atomo de carbono em forma de Y em um sistema contendo seis elétrons 1T
deslocalizados (HAFELINGER e KUSKE, 1991; RACZYNSKA et al., 2003).
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:NH + NH2 (- NH2 NH2
I Wt S G
RHN NHR4 RH!\i/A [\!HR1 RHN NHR1 NHR,

Figura 5: Efeito de ressonéncia do ion guanidinio.

Devido a estabilidade conferida pelo efeito de ressonancia dos
acidos conjugados, as guanidinas sédo caracterizadas como superbases, tais como, a
1,1,3,3-tetrametilguanidina (TMG), o 1,5,7-triazabiciclo[4.4.0]dec-5-eno (TBD) e o N-
metil-1,5,7-triazabiciclo[4.4.0]dec-5-eno (MTBD) (Figura 6), sendo, portanto,
exploradas na quimica organica em inumeras reac¢des catalisadas por bases como
reagcdes de aldol, adigbes conjugadas, carbonilagées, metilagcdes, sililacbes e
bromagdes (YAMAMOTO e KOJIMA, 1991; COSTA et al., 1998; ISHIKAWA, 2009,

(TMG) (TBD) (MTBD)

Figura 6: Exemplos de superbases

Além de suas aplicagbes na quimica organica sintética, o nucleo
guanidinico esta presente em diversos produtos naturais (Figura 7) isolados de
microrganismos terrestres, marinhos ou de agua doce, de invertebrados marinhos e
terrestres, esponjas marinhas e plantas, os quais apresentam uma gama de
atividades bioldgicas (Figura 7) (BERLINCK, TRINDADE-SILVA e SANTOS, 2012).
Essa versatilidade pode ser atribuida a forte basicidade dos derivados guanidinicos,
que em condigdes fisioldgicas, existem principalmente em sua forma protonada (ion
guanidinio), o que pode favorecer a sua interacdo com proteinas, ou influenciar a
funcdo dos canais de sddio celulares e, até mesmo, alterar o seu transporte através
das membranas (RACZYNSKA et al., 2003).

E valido ressaltar que o nucleo guanidinico estd presente na
estrutura da arginina (Figura 7), um aminoacido basico obtido por hidrélise de muitas
proteinas comuns. A arginina desempenha papeis importantes em mamiferos como,
por exemplo: na sintese de ureia, que é a principal forma na qual essas espécies
excretam o nitrogénio; no estimulo a liberagédo de insulina pelo pancreas, bem como

sendo precursora sintética do oxido nitrico (NO), o qual € um mensageiro biolégico
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em uma variedade de respostas fisioldgicas, incluindo vasodilatagao,
neurotransmissdo e a capacidade do sistema imunolégico em destruir células
tumorais e parasitas (SMITH, MARKS e LIEBERMAN, 2007).
NH 0
HZNJ\”/\/\HJ\OH
NH,

Figura 7: Estrutura molecular da arginina.

Tendo em vista essas importantes caracteristicas, aliadas ao amplo
espectro de possiveis aplicagdes biolégicas, o nucleo guanidinico tem papel
fundamental na quimica medicinal, servindo como bloco de construgdo em varios
farmacos comercializados atualmente (Figura 7) (GREENHILL, PHARM e LUE,
1993; BUCHDUNGER et al. 1996; OLIVER et al., 2004; VON ITZSTEIN, 2007).
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colesterol farmaco inibidor de neuraminidase

SN jNH x J‘\R
Nl ! ! \ ~
e el O

i H: . guanidina
Cimetidina o Imatinib
farmaco anti-histaminico H2 farmaco inibidor de tirosina quinase (anti cancer)
o
cl 0O
H/Y o
OH N /L ,,,,,,,,,,,
7777777777 | HO HO ”"< 7“‘\ N " H ;
’\}H\ 3 cl ﬁ\\c /\/\3/ 77/NH2 i
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Produto Natural isolado da esponja Produto Natural isolado da cianobactéria Microcystis sp.

Ancorina sp. com atividade antimalarica Estirpe IL-323, com atividade inibitoria de tripsina
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Figura 8: Exemplos de farmacos e produtos naturais com o nucleo guanidinico

(destaque em pontilhado) e suas variadas atividades bioldgicas.

1.2.1 Sintese de guanidinas

O nucleo de guanidina pode ser sintetizado comumente a partir de
um meétodo pratico denominado “sintese classica de guanidinas”, que € geralmente
utilizado para a preparagdo de guanidinas aciclicas, o qual consiste na reagao
estequiométrica de uma amina com um reagente de guanilagao eletrofilico (Figura
8) (KATRITZKY e ROGOVOY, 2005).

SO3H
RN” NR, H
NR Acido aminoiminometano N\\\
RN )ks/ sulfénico ©/ N

Isotiouréias ﬂ Cianoamida

R2N NR2 :Il I?ZNJJ\NR2 \‘, RN=C=NR
tiouréias \ guanidina carbodiimida
. % ﬁ & -

Y-NR;
N\

L
N

benzotriazol

NTf
R,oN NR,
pirazol carboximidamida
Triflil guanidina

Figura 9: Reagentes de guanilacdo eletrofilicos utilizados em combinacdo com

diferentes aminas para a obteng¢do de guanidinas aciclicas.

Apesar da variedade de reagentes de guanilagdo para a sintese de
guanidinas, a via mais simples envolve o uso de tioureias eletrofilicas como
reagentes de guanilagdo, as quais requerem ativagao prévia (ALONSO-MORENO et.
al., 2014). Nestas reagdes sao utilizados como agentes de ativacdo, comumente,

sais de metais pesados em quantidades estequiométricas, dentre os quais se
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destaca o acido de Lewis tiofilico HgCl,, o qual aumenta a reatividade das tioureias,
através da formacao de complexo com o atomo de enxofre, atuando assim como
agente de dessulfuragdo (Esquema 1), através da formagdo de uma carbodiimida

eletrofilica, que é rapidamente atacada na presenga de uma amina nucleofilica (KIM

e QIAN, 1993).
Boc.
Boc\H >N NH
s)\N,Boc a R\N/ILN,BOC b R‘NJ\NH
H * RNH; ——— H H H 2
78-92%

Reagentes e condi¢oées: a) HgCl,, EtsN, DMF, t.a.; b) TFA

Esquema 1: Sintese de guanidinas utilizando tioureias como reagentes de
guanilagdo na presenga de sais do acido de Lewis tiofilico HgCl, descrita por Kim e
Qian (1993).

No entanto, devido a conhecida toxicidade do mercurio, Cunha e
Rodrigues Jr. (2006) relataram a sintese de benzoilguanidinas (Esquema 2),
utiizando sais de Bi (lll) como acido de Lewis tiofilico, para promover a
dessulfuragao de tioureias, com posterior ataque por aminas nucleofilicas, obtendo-
se diferentes guanidinas com rendimentos que variaram de 65-97%. Vale ressaltar
que o uso de sais de Bi (lll) forneceu produtos com rendimentos comparaveis com
as reagoes promovidas por HgCl, com a vantagem da toxicidade reduzida quando
comparados aos sais de mercurio.
Ri<

R
E\H R, + NH  a AN
SN o —2 = R A R
H 4 N™ N

R4

65-97%

Reagentes e condigodes: a) Bil;, NaBiOs, EtsN, CH3CN, agitacéo, t.a., refluxo.

Esquema 2: Sintese de guanidinas utilizando tioureias como reagentes de
guanilagdo na presencga de sais de bismuto (lll) descrita por Cunha e colaboradores
(2006).

Mais recentemente, Kelly e Rozas (2013) relataram o uso de sais de
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cloreto de Cu (ll) (Esquema 3) como uma alternativa para substituir o cloreto de
mercurio em conversdes de tioureias em guanidinas, demonstranto que o uso de
CuCl, é tao eficiente e produtivo quanto a guanidilagdo promovida por HgCls.
Entretanto, a utilizacdo de aminas n&o nucleofilicas produziu guanidinas com

rendimentos que variaram de 28-89%.

Ri~
R1\NH 1 |N
s)\N’R2 a R‘N)\N’R2
H T RNH; H H
28-89%

Reagentes e condigdes: a) CuCl,, EtsN, CH.Cly, t.a.

Esquema 3: Sintese de guanidinas utilizando tioureias como reagentes de
guanilagdo na presenga de sais de cloreto de Cu (ll) descrita por Kelly e Rozas
(2013).

Uma alternativa para o preparo de guanidinas promovida por metal
de transigdo é o uso do reagente de Mukaiyama (iodeto de 2-cloro-1-metilpiridinio)
(Esquema 4) para auxiliar na dessulfurizagdo da tioureia. Entretanto, o uso de tal
reagente apresenta como principais problemas a baixa solubilidade na maioria dos
solventes organicos e a dificuldade de purificagdo das guanidinas, devido a
formacgao de sub-produtos (SHIBANUMA, SHIONO e MUKAIYAMA, 1977).

_ T
®
R i '
HN I P S = N|/R1 SN
AN +
SZ\N,RZ @ — R1\N/)\N’R2 b R?’\N)\N’RZ + =
H NI H - H H s

21-92%

Reagentes e condigodes: a) EtsN; CH3CN, t.a. sob atmosfera de argdnio, refluxo 2h,

b) EtsN, aminas correspondentes.

Esquema 4: Sintese de guanidinas utilizando tioureias como reagentes de
guanilagao na presenga do reagente de Mukaiyama descrita por Shibanuma, Shiono
e Mukaiyama (1977).

Smietana, Ohara e Vasseur (2009), descreveu reagdes de

guanilagdo promovida por N-lodossuccinimida (NIS) (Esquema 5). Como uma
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alternativa atraente aos meétodos existentes utilizados para ativagdo da tioureia,
como a catalise por metal de transicdo ou por reagente de Mukayama, este
procedimento permitiu a guanilagdo de di-Boc-tioureias através de aminas primarias
e secundarias, onde a NIS tiofilica se comportou como um acido de Lewis mole,
coordenando com a porcao di-Boc-tioureia, obtendo-se produtos com rendimentos
que variaram de 15-88%.

HN,Boc N’BOC

Séi\ .Boc R. ,lL _Boc

a N" N
+ RNH, —2— N° N
15-88%

Reagentes e condigodes: a) NIS, EtsN, CH,Cly, t.a.

Esquema 5: Sintese de guanidinas utilizando tioureias como reagentes de
guanilagdo na presengca de N-lodossuccinimida (NIS), descrita por Smietana e
colaboradores (2009).

Porcheddu, De Luca e Giacomelli (2009) descreveram uma rota
ecoldgica e eficiente para a guanilagdo de aminas. A reagdo consiste em um ataque
de aminas primarias e secundarias sobre a di-Boc-tioureia ativada por um agente
muito barato conhecido como 2,4,6-Tricloro-1,3,5-triazina (TCT) ou cloreto cianurico
(Esquema 6). A nova rota proposta elimina o risco ambiental de residuos de metais
pesados sem perda consideravel de rendimento ou reatividade.

Cl Boc .

Boc . N
NH N)§N Ri~ J\ .Boc
s)\N’BOC D PR _alb NN
~
H ClI” "N~ ~cl Rz
21-97%

Reagentes e condigoes: a) NMM, THF, 0°C, 10 min; refluxo, 12 h; b) R{R,NH,
DMAP (cat.) THF, 8-36 h, t.a.

Esquema 6: Sintese de guanidinas utilizando tioureias como reagentes de
guanilagdo na presenca de cloreto de cianurico (TCT), descrita por Porcheddu e
colaboradores (2009).

Maryanoff et al. (1986) descreveram que tioureias expostas ao
molibdato de sédio diidratado (Na;MoO4-:2H,0) e perdxido de hidrogénio a 30%

(H202) séo convertidas em acidos sulfénicos termicamente estaveis a temperatura
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ambiente, sendo tais intermediarios, opg¢des viaveis como reagentes guanidilantes.
Reacdes de guanilagdes envolvendo acidos sulfénicos (Esquema 7), baseiam-se na
ativagdo do enxofre através da oxidagdo, seguida pelo deslocamento do grupo de
enxofre oxidado por aminas nucleofilicas. Portanto, sob estas condi¢des oxidantes,

obteve-se guanidinas com rendimentos que variaram de 23-99%.

Ry Ri<
-Ro a R b R. Ry
N 12 N N
STUNT? 2. HosToNTE P NN
23-99%

Reagentes e condigdes: a) H,O,, Na;Mo0O4.2H,0, NaCl, H,0; b) RNH;, MeCN, t.a.

Esquema 7: Sintese de guanidinas utilizando o intermediario acido sulfénico como

reagente de guanilacao, descrita por Maryanoff e colaboradores (1986).

Além dos meétodos supracitados, a dessulfuragdo de tioureias a
carbodiimidas para preparo de guanidinas pode ser realizada em fase solida. Nesse
contexto Li, Wilson e Portlock (2001) relataram um método sintético combinatorio
simples e conveniente em fase sélida usando a resina do tipo Rink Amide (RAM) no
qual um linker de amina ¢é responsavel pelo acoplamento com diferentes
isotiocianatos aromaticos e aminas alifaticas para gerar guanidinas dissubstituidas

com altos rendimentos (71-100%) e pureza.

S R2\N,R3 RZ\N/RS
H
O/N\Fmoc —a O\NJ\N'R1 b . C)\N)\\N'R1 c HN¢J\N’R1
H H H H
RAM 71-100%

Reagentes e condigoes: a) 25% piperidina/DMF, isotiocianatos correspondentes,
CH.Cly, t.a., 8 h; b) aminas correspondentes, DIC, DIPEA, CHCIs;, 50°C, 2 dias; ¢)
25% TFA/CH.CIy, t.a., 1h.

Esquema 8: Sintese em fase sélida de guanidinas dissubstituidas usando a resina
RAM, descrita por Li e colaboradores (2001).

1.2.2 Derivados guanidinicos com atividades antileishmania

As guanidinas, constituem uma importante classe de substancias

para a quimica medicinal devido as suas diversas atividades biolégicas. Nesse
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contexto, varios derivados guanidinicos com potenciais atividades bioldgicas foram
sintetizados ao longo dos anos, sendo que alguns estudos avaliaram a atividade
destes compostos como promissores agentes antileishmania, os quais seréo
exemplificados nesse tdpico.

Stephens et al. (2003) sintetizaram compostos diguanidinos a partir
da reagao do 2,5-bis (tri-n-butilestanil)furano com diferentes 4-bromonitrobenzenos
dissubstituidos. A atividade antileishmania dos compostos sintetizados foi
mensurada através de ensaios sobre formas amastigotas axénicas de L. donovani e
sobre macréfagos infectados com Leishmania donovani. A diguanidina 1,1'-(furan-
2,5-diilbis(3-metil-4,1-fenileno))diguanidina (A, Esquema 9) apresentou um
importante valor de ICsp na ordem de 3,3 uM nos ensaios sobre formas amastigotas
axénicas de L. donovani, que € um valor comparavel ao da pentamidina (ICso = 2,6
MM). Em relagdo ao ensaio dos macrofagos infectados, a substancia 1,1'-(furan-2,5-
diilbis(3-metoxi-4,1-fenileno))diguanidina (B, Esquema 9) foi o mais promissor com
ICs0de 5,2 uM.

Br R1 R1
R, Ro 7\ Ro
8 EN G pi b
(nBu)3Sn/Q\Sn(nBu)3 * H,N NH,
NO,

Ro
ced
Roe | TR
2 2
HN O /o\ NH
»\N N/Z<
H2N H H NH2

Reagentes: a) Pd (PPhs)s, 1,4-dioxano; b) Hp, Pd/ C, EtOAc, EtOH ou SnCl; di-
hidratado, EtOH, DMSO; c) S-metil-di-Boctiouréia, HgCl,, TEA, DMF; d) HCI, CH,Cl,,
EtOH

|C5o: 3,3 ”M |C50: 5,2 pM
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Esquema 9: Rota sintética para preparo de derivados diguanidinos e identificagcao
dos derivados mais ativos (A e B) no estudo relatado por Stephens e colaboradores,
2002.

Gonzalez e colaboradores, no ano de 2007, prepararam a sintese de
uma série de bis-2,5-[4-guanidinofenil]tiofenos através do acoplamento de Stille,
utilizando como materiais de partida o bis-2,5-[trimetilestanilltiofeno e o 4-
bromonitrobenzeno. As atividades dos bis-2,5-[4-guanidinofenil]tiofenos foram
avaliadas sobre formas amastigotas axénicas do género em L. donovani, sendo o
composto 2,5-bis[4-(N-ciclopentilguanidino)fenil]-tiofeno (C, Esquema 10) o mais
ativo com 1Csp de 1,5 uM (GONZALEZ et al., 2007).

Br / \
B
(H3C)3Sn/©\8n(CH3)3 * © 2 -~ ON NO,

NO
2 ‘b

L2 oy P b

Eto—~ W g NH /\ HN

N \ s H)\H OEt H/NJ( ”)LN%{H
1

N
Ry H

Reacgoes e condigoes: a) Pd(PPhs)s, 1,4-dioxano, refluxo, overnigth; b) SnCl,
diihidratado, EtOH, 70°C, 5h.; c) S-metil-di-Boctiouréia, HgCl,, TEA, DMF; d) HCI,
CH.Cl,, EtOH; e) isotiocianatoformato de etila, CH,Cly; 0°C, overnigth; f) NH,-R
correspondente, N,N-diisopropiletilamina (DIPEA), carbodiimida (EDCI), CH,Cl,, 0°C,
1h; g) KOH, EtOH, ~60°C, 20 h.

IC50: 1,5 yM
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Esquema 10: Rota sintética para preparo da série de bis-2,5-[4-
guanidinofenil]tiofenos e identificacdo de derivado guanidinico (C) mais ativo no

estudo relatado por Gonzalez e colaboradores, 2007.

Khomutov et al. (2009) relataram a sintese de um novo
composto, o 1-guanidinoxi-3-aminopropano, denominado GAPA (Esquema 11).
Essa substancia foi sintetizada a partir de uma alquilagdo do N-hidroxiacetimidato de
etila com um metanossulfonato de alquila (E), obtido pela reagdo de um alcool (D)
com cloreto de mesila em piridina. Entao, a remogéao da protecao de etoxietilideno do
grupo aminoxi do composto (F) foi realizada com solugado aquosa de acido cloridrico,
promovendo a obtengdo do 1-aminoxi-3-[N-(benziloxicarbonil)amino]propano (G),
que ao reagir com N,N’-di-Boc-N’-trifliiguanidina, empregando etilamina como base
em diclorometano a 37 °C durante 24h, forneceu o GAPA protegido (H).
Posteriormente, empregando acido bromidrico em acido acético os grupos N-Boc e
N-Cbz foram removidos, obtendo-se o composto-alvo GAPA, com rendimento de
61% (em duas etapas). Essa substancia teve sua atividade avaliada em formas
promastigotas de L. donovani isoladas de pacientes sensiveis (S-1) e resistentes (R-
1) ao gluconato de sddio e em formas amastigotas usando o modelo de amastigota-
macrofagos. Tal substancia apresentou valor de ICso de 10 uM para a cepa S-1 de
promastigotas de L. donovani e, nas cepas R-1 e GE1 resistentes ao farmaco,
apresentou ICso de 8 uM para ambas. Em formas amastigotas, o GAPA demonstrou
inibir efetivamente o crescimento da estirpe S-1 com um valor de ICsp igual a 9 M,
enquanto que nas estirpes R-1 e GE1 apresentou ICs5p de 18 e 3 uM,

respectivamente.

Cbz. a b J\ H
H/\/\OH - Cbz\H/\/\OMs — o SOy,

(D) (E) (F)
C
ST . _Boc
R . ' N ’ N
H.N ‘ | N B - AN g
2 \/\/OTNJJ\NHQJ?HBF - Cbz”~ \/\/O\”)\”” oc Cbz NH2
oo ‘ (H) (G)
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Promastigotas IC5y: S-1 =10 pM e R-1 e GE1 =8 uM
Amastigotas IC5y: S-1 =9 uM e R-1 e GE1 =18 e 3 uM,
respectivamente.

Reagentes e condigées: a) MsClI, CgHs, EtsN; b) CoHs0C(CH3)=NONa, i-PrOH ou
MeOH, agitacéo, 20°C; c) HCI, H»0, 20°C; d) i-Tf-Boc,-Guanidina, EtsN, CH2Cl, ou
CHC I3, incubagéao, 37°C. 24h; e) HBr, AcOH, 20°C

Esquema 11: Sintese do composto 1-guanidinooxi-3-aminopropano (GAPA),

relatado no estudo realizado por Khomutov e colaboradores (2009).

1.2.3 Planejamento estrutural das benzoilguanidinas com potencial atividade

antileishmania.

Levando-se em consideracao a crescente importancia dos derivados
de guanidina no campo da quimica medicinal, conforme ilustrado nos exemplos
anteriormente citados, tais substancias podem ser apontadas como interessantes
pontos de partida para a descoberta de novos farmacos no combate as
leishmanioses. Portanto, pretende-se nesse trabalho avaliar tanto o potencial
antileishmania de uma série de benzoilguanidinas (BGNs, 2a-i) como de seus
precursores sintéticos benzoiltiouréias (BTUs, 1a-i), uma vez que esses grupos
apresentam uma relagao de bioisosterismo entre si (NH x S). Essa € uma importante
estratégia de modificagdo estrutural de um protétipo utilizada em quimica medicinal,
gue se baseia na troca de fragmentos moleculares que apresentem caracteristicas
fisico-quimicas similares, mas que sejam capazes de produzir alteragdes no perfil
farmacocinético e/ou dinamico do protétipo (BARREIRO e FRAGA, 2008). Sendo
assim, realizou-se o planejamento estrutural (Figura 10), que foi iniciado com a
sintese de uma série de derivados de N’-N-tioureias dissubstituidas (1a-i),
conhecidas como reagentes de guanilagao eletrofilicos, que foram utilizadas para a
preparacdo de uma série de N’-N°-guanidinas aciclicas dissubstituidas (2a-i). Em
ambas as séries, manteve-se um grupamento benzoil fixo em N', enquanto em N?
foram introduzidos diversos substituintes de carater alifatico ou aromatico, contendo
grupos na posicdo 4 no anel benzénico com diferentes caracteristicas

estereoeletrdnicas.
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Posteriormente, as substancias sintetizadas de ambas as séries,
tiveram suas atividades antileishmania avaliadas in vitro frente a formas
promastigotas de L. amazonensis, bem como suas citotoxicidades foram avaliadas
em macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c. Com base nos resultados
bioldégicos obtidos, realizou-se—um estudo de relagao estrutura-atividade (REA)
preliminar, sendo possivel indicar tanto a classe (tioureia ou guanidina) mais
promissora, bem como a substancia que apresentou melhores perfis de atividade e
citotoxicidade.

Em seguida, avaliou-se os derivados mais promissores frente as
formas amastigotas, com posterior realizacdo de ensaios para elucidagdo dos
mecanismos de morte das substancias mais relevantes frente as formas
promastigotas. Finalmente, visando a realizagdo de futuros testes in vivo da
substancia-lider identificada, realizou-se estudo in silico de suas propriedades fisico-

quimicas, com o intuito de prever possiveis caracteristicas de farmacocinéticas
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(ADME-Tox).

Sintese: |

Provavel grupo farmacoforico.
X: S ou NH (Bioisosterismo)

Alifatico: n-Butil

Legenda:

@ Possivel grupo farmacoférico. . ) n n
@ Porczo benzoila fixada. Aromdticos: Y na posigdo "para

@ Diferentes substituintes. % Y =H, OH, OMe,
. - Y ¢l Br,NO, tBu

Purificagao: Caracterizagao espectroscopica:
ecristalizagao em ou acetona \ e'He

Avaliagao Biologica: |

Potencial antileishmania:
Avaliag&o in vitro frente a formas
promastigotas de L. amazonensis

Citotoxicidade:
Viabilidade dos macrafagos
peritoneais: Teste MTT

Estudo de relagdo estrutura- ! Mecanismos de morte das |
atividade preliminar (REA): % | substancias mais I
| promissoras. |

______________________

- T -
! Identificagéo da classe mais | Avaliaggo in vitro frente &
I promissora (X: S ou NH) ! E formas amastigotas das
! substancias mais
promissoras

_______________________

Legenda: Em azul pontilhado: o possivel grupo farmacofédrico: tioureia ou
guanidina. Em vermelho: Grupo benzoila sem substituintes fixado no lado esquerdo
do possivel farmacoéforo. Em verde pontilhado (Grupo G): substituintes com
diferentes caracteristicas estereoeletrbnicas que serdo avaliados com o objetivo de
verificar se as modificagbes estruturais foram capazes de modular a atividade das

, . - 17 .2 Y s , ,
tioureias ou guanidinas N -N -substituidas em inibir o crescimento dos parasitos.

Figura 10: Planejamento estrutural para avaliagdo do potencial antileishmania de
benzoilguanidinas.
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2.1 Objetivos gerais

Este trabalho tem como objetivo a sintese de benzoilguanidinas com

potencial atividade antileishmania in vitro, visando a identificacdo de substancias-

lideres potentes e seletivas sobre o parasito.

2.2 Objetivos especificos

a) Sintese e caracterizacdo espectroscopica de uma série de

R
i
N” "NH
©)‘\H )

BGNs
2a-i

benzoilguanidinas (BGNs) obtidas a partir das benzoiltioureias

(BTUs) correspondentes (Figura 11).

R
Q H/’L Onde R= —§@Y ou AN
s ‘

-

a:Y=H e:Y =Br
b: Y =0H f.Y =NO,
BTUs c:Y=0CH; g:Y =CH,4
1a-i d:Y=Cl

Figura 11: Identificacdo da série de BGNs sintetizadas a partir das correspondentes

BTUs.

b) Avaliagao in vitro da potencial atividade antileishmania das BNGs

e de seus precursores sintéticos BTUs frente a formas
promastigotas de L. amazonensis.

Determinar a citotoxicidade in vitro das BTUs e BGNs
sintetizadas sobre macréfagos peritoneais murinos.

Realizar um estudo de relagéo estrutura-atividade (REA) dessas
classes de substancias para identificar os pontos-chave para a
atividade bioldgica.

Elucidar mecanismos de morte celular induzido pelas substancias
mais promissoras sobre formas promastigotas de L.
amazonensis.

Avaliagdo in vitro das substancias mais promissoras frente

macréfagos infectados com formas amastigotas de L.
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amazonensis.
g) Realizar estudo in silico das substancias mais promissoras para
avaliar parametros farmacocinéticos teodricos relacionados a

biodisponibilidade oral, absorcéao intestinal e toxicidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Sintese e caracterizagao estrutural da série de BGNs (2a-i)

A sintese da série de BGNs (2a-i) teve inicio com a preparagao e
caracterizacado dos reagentes eletrofilicos de guanilagdo BTUs (1a-i), conforme a
metodologia descrita em um trabalho anteriormente realizado por nosso grupo de
pesquisa (BRITO et al., 2015). Esses precursores foram preparados a partir da
reacao entre o cloreto de benzoila e o tiocianato de amoénio em acetona sob refluxo,
produzindo o isotiocianato de benzoila in situ. Entdo, esse intermediario reage com
uma solugdo das aminas apropriadas em acetona, obtendo-se as BTUs (1a-i)
correspondentes (Esquema 12).

(0]
Cl a @)J\
—
R

R
O HN

b ©)ka3

1a-i

1a @ 1d cl

1b OOH 1e Br  1h @—é
/

1c @—o 1f @—Noz i

Reagentes e condig¢des: a) NH;SCN, acetona, refluxo, 15 min; b) aminas

O
O

correspondentes, acetona, refluxo, 30 min-3h, 58-97%.

Esquema 12: Rota sintética para obtengédo das BTUs (1a-i).

Todas as BTUs foram obtidas em rendimentos moderados a altos
(58 a 97%), apos recristalizagdo em etanol ou etanol/acetona, sendo devidamente
caracterizadas por técnicas espectroscépicas (IV e RMN de 'He 13C), conforme
descrito em BRITO et al., 2015.

As BGNs (2a-i) foram sintetizadas de acordo com a metodologia

descrita por Cunha e Rodrigues Jr. (2006), com algumas modificacbes. Nessa
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metodologia, as BTUs anteriormente preparadas séo ativadas utilizando bismuto
catalitico, em meio contendo solugdo aquosa de hidroxido de amoénio, trietilamina e
acetonitrila como solvente (Esquema 13). As guanidinas foram obtidas com
rendimentos que variaram de bons a excelentes, conforme Tabela 1.

R
O HN

O NH,
©)J\N/§S a ©)J\N)\\N/R
H H

Reagentes e condigodes: Bil; (5 mols%), NaBiOs, NH,OH, EtsN, CH3CN, t.a, 5h.

Esquema 13: Rota sintética para obtencdo das BGNs (2a-i).

Tabela 1. Identificagdo, rendimentos e pontos de fusdo das benzoilguanidinas
obtidas (2a-i)

Substituintes

Ponto de

O NH Rendimento .

BGNs s R Fuséao
N~ N~ (%)

H (°C)

2a Ph 87 90?2
2b 4-OH-Ph 59 140-142°

2c 4-OMe-Ph 81 136°
2d 4-CI-Ph 83 130-132¢
2e 4-Br-Ph 41 144-145¢
2f 4-NO,.Ph 66 195-196°

2g 4-CHs-Ph 53 118¢
2h 4-t-Bu-Ph 44 214-215¢
2i n-Bu 62 113-114°

Dados reportados segundo:  (CUSMANO et al., 1955), ® (ITO, 1960), ¢ (SCOTT,

1957), ¢ N.R = n3o relatado na literatura.

O ciclo catalitico envolvido na sintese das benzoilguanidinas ocorre
através de um processo de eliminacdo-adi¢cdo, onde a tioureia é previamente ativada
através da formagdo de um complexo do atomo de enxofre com o bismuto (Bi**)
catalitico, que atua como agente de dessulfuragdo, com o auxilio da base
trietilamina, que promove a desprotonacéao, eliminando assim o atomo de enxofre. O

processo de dessulfuracdo, forma uma carbodiimida eletrofilica e sulfeto de bismuto
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(lll) (Bi,S3) como subproduto. Finalmente, ocorre a etapa de adigdo, onde o
hidroxido de aménio aquoso reage com o carbono sp altamente eletrofilico da
carbodiimida, obtendo-se as benzoilguanidinas (Esquema 14).

Cunha e Rodrigues Jr. (2006) relatam em seu trabalho que devido a
baixa solubilidade do subtroduto Bi,S; no meio reacional, este acaba por impedir a
ativacao continua das tioureias, processo esse de suma importancia para obtengao
de guanidinas. Desta forma é necessario o uso de um agente oxidante como co-
reagente para transformar in situ o subproduto em um derivado de Bi (lll) mais

soluvel, para tal utilizou-se bismutato de sddio (NaBiOs3). (Esquema 14)

R
N i \
Bil; —— B ©/LL Ny
x-R/
\ Bi,S; / \\Et3N ©)LHN

L[O] R: Alifatico: % ™"~

(SO,)Y @Y Y = H, OH, OMe,Cl, Br,
R: Aromaticos: NO,, CHs, t-Bu.

Esquema 14: Ciclo catalitico proposto para obtencdo das BNGs (2a-i), adaptado de
Cunha e Rodrigues Jr. (2006).

A estrutura das BGNs foi caracterizada por espectros de IV e RMN
de 'H e C, onde os sinais detectados foram consistentes com a formacao do
nucleo guanidinico, bem como com a presenga dos diversos grupos aromaticos ou
alifatico correspondentes em cada substancia (Apéndices).

A titulo de exemplo, ilustrar-se-a como se procedeu a caracterizagcao
espectroscopica do derivado 2h, inédito na literatura, que apresentou ponto de fusao
igual a 214-215°C. Iniciou-se a analise espectroscopica a partir do espectro de
absorcao na regido do IV obtido para essa substancia (Figura 12). Em fase sélida
(pastilha de KBr), a banda de estiramento C=0 sobrepde parcialmente a banda de
dobramento N—H, observado na regido de 1607-1583 cm™ (PAVIA et al. 2016).
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Além disso, observa-se uma banda de estiramento simétrico e assimétrico do N—H
em 3241-3275 cm’, relativa a presenca de amina primaria (—NH,), bem como
apresenta uma banda de estiramento N—H na regido de 3460 cm™, caracteristica
de amidas monossubstituidas (R-CO-NH-R). Uma outra evidéncia importante que
comprova a obtencdo da guanidina 2h é a auséncia da banda de estiramento da

ligacdo C=S em 1291-1236 cm™', anteriormente presente no precursor sintético 1h
(BRITO et al., 2015).

S
- (9]
© > 3
Q
c
‘_,‘-E
1= e ~
& S
= S
! | ! | ' | ' | ! | ! |
4000 3500 3000 2500 2000 1000 500

Numero de onda(cm'1)

Figura 12. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 2h.

Para a analise do espectro de RMN de 'H, listou-se 4 sinais, os
quais foram observados no espectro (Figura 13) na Tabela 2.
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Figura 13. Espectro de RMN de '"H do composto 2h adquirido em espectrémetro

Bruker avance lll operando a 400 MHz (solvente CDCI3).

Tabela 2. Sinais

de RMN de 'H (400 MHz;

encontrados no espectro
20 CDCl3) derivado 2h.

11 12 17 10| %
O NH,® N
: N
1 NN 15
H 1 ™
2 4 8
3
2h
Sinal 6H (nH, m, J em Hz)
a 1,32 (9H, s),
b 7,14 (2H, d, J = 8,6 Hz),
c 7,48 — 7,39 (5H, m),
d 8,17 (2H, d, J = 7,0 Hz).

Iniciando a analise desses sinais, pode-se observar um simpleto

com integracao para 9 hidrogénios em 1,32 ppm, referente aos hidrogénios das trés

metilas do grupamento t-butila ligado ao anel aromatico. De acordo com Pavia et al.

(2016), grupos metila frequentemente sdo reconhecidos como um pico isolado e

agudo, cuja a absorcdo de hidrogénio (C—H) é encontrada em valores de
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deslocamento quimico na faixa de 0,7-1,3 ppm, uma vez que € o tipo de préton mais
blindado.

Hidrogénios ligados a um anel aromatico apresentam deslocamento
quimico grande, em geral entre 6,5 - 8,5 ppm, devido a desblindagem causada pelo
efeito anisotropico gerado pelos elétrons do sistema 1 do anel, diante disso pode-se
correlacionar os sinais b-d a hidrogénios pertencentes aos anéis aromaticos. Como
os dois dupletos, ambos com integracéo igual a 2, observados no espectro (sinais b
e d), apresentaram constantes de acoplamento bastante diferentes (J= 8,6 Hz para
b e J= 7,0 Hz para d), pode-se concluir que tais hidrogénios ndo acoplam entre si,
pertencendo a diferentes redes de spin. Pelo deslocamento quimico desses sinais,
propdem-se que o sinal b seja referente aos hidrogénios Hi4 eHqs, uma vez que
esses hidrogénios estariam mais blindados devido a influéncia do nitrogénio, que
doa densidade eletronica por ressonancia. O efeito contrario pode ser observado no
sinal d, que é o mais desblindado devido ao efeito de retirada de elétrons por
ressonancia, provocado pela carbonila, podendo ser assim relacionado aos
hidrogénios Hs e Hs. Os outros 5 hidrogénios aromaticos apresentaram
deslocamentos quimicos muito proximos, portanto sdo observados como um
multipleto (sinal ¢) na regido de 7,48 — 7,39 ppm. Entretanto, um espectro
bidimensional de correlacdo homonuclear como COSY poderia ser realizado para
confirmar tais assinalamentos.

Nota-se que 0 espectro ndo apresentou sinais correspondente aos
hidrogénios ligados aos nitrogénios (—NH). Segundo Pavia et al. (2016), nem
sempre a identificacdo desses sinais é possivel, uma vez que devido a troca quimica
do préton ou por uma propriedade dos atomos de nitrogénio chamada alargamento
quadrupolar, os sinais de —NH sao muito largos e fracos, normalmente sem nenhum
acoplamento distinto com hidrogénios de carbonos adjacentes. Concluindo, o
assinalamento completo do derivado 2h por RMN de 'H se encontra resumido na
Tabela 3.
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Tabela 3. Sinais observados no espectro de RMN de "H do derivado 2h.

H 20
Sinal &H (nH, Hy L
m, Jem O NH,® 18

6
Hz) 1 g/L\ = 15

a 1,32 (9H, Hxo—H: 2 4 8
S), 2h
b 7,14 (2H, Hise H-
d,J=8,6
Hz),
c 748 — |4 —HsF
7,39 (5H, eHq;
m),
d 8,17 (2H, Hise He
dJ=7
Hz).

Utilizando espectroscopia de RMN de *C (Figura 14), verificou-se
um sinal caracteristico da carbonila do grupo benzoila em 176,0 ppm, bem como um
sinal referente a C=N em 159,2 ppm, compativel com carbonos iminicos, sendo
estes valores descritos também na literatura para benzoilguanidinas (CUNHA e
RODRIGUES Jr.,2006). Além disto, os sinais caracteristicos do grupamento t-butila
foram observados em 31,0 (CHs) e 33,8 ppm (Cyp). O conjunto dos demais carbonos

aromaticos (121 e 146 ppm), corroboraram para a caracterizagao da substancia 2h.
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Figura 14. a) Espectro de RMN de "°C e b) Espectro de DEPT-135 do composto 2b
adquirido em espectrdbmetro Bruker avance lll operando a 100 MHz (solvente

DMSO-d6).

3.2 Avaliacdao dos perfis de atividade sobre formas promastigotas de L.
amazonensis e citotoxicidade in vitro da série de BGNs (2a-i) e seus

precursores sintéticos BTUs (1a-i)

O efeito antileishmania das BTUs e BGNs sobre as formas
promastigotas de L. amazonensis foi avaliado in vitro por meio da determinagao da
proliferagdo de parasitos incubados com diferentes concentragdes (100, 50 e 25
pMg/mL) por 24 h. Essa espécie encontra-se amplamente distribuida em todo o
territorio brasileiro, onde no homem, a L. amazonensis esta relacionada aos casos
de LC e LCD (MINISTERIO DE SAUDE, 2007). Além de sua ampla ocorréncia em
nosso pais, optou-se por trabalhar com essa espécie, pois em modelo murinho, a L.
amazonensis desencadeia um perfil de resposta imune similar as infecgdes
humanas (OSORIO et al., 2007; MEARS et al. 2015).

A avaliacéo da citotoxicidade das moléculas sintetizadas em células
hospedeiras € tdo importante quanto a atividade que essas apresentem sobre as
formas promastigotas. Portanto, a viabilidade celular das substancias 1a-i e 2a-i foi
avaliada através do método desenvolvido por Mosmann (1983), baseado na
oxidagdao mitocondrial de macréfagos peritoneais de camundongos, que utiliza o

brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT) como corante vital. O
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mecanismo envolve reacdes com enzimas redutoras tais como as desidrogenases
mitocondriais presentes apenas em células metabolicamente viaveis, que clivam o
anel de tetrazodlio, convertendo o reagente MTT, de coloragdo amarelada, em um
composto de coloragéo rosea, chamado de formazan (E,Z-1-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
1,3-difenilformazano). Os cristais de formazan s&o insoluveis e se acumulam
préximo a membrana plasmatica, embora também se encontrem no meio de cultura,
€ necessario que esse composto seja solubilizado para que as medidas de
absorbancias sejam tomadas, permitindo a mensuragao de atividade mitocondrial

pela mudanca de coloragdo do meio de amarelado para roseo.

MTT

Reacéo de reducéo

NADH, NADPH

Desidrogenases
mitocondriais

Figura 15: Esquema ilustrativo para a reagdo do corante vital, o MTT
(MOSMANN,1983).

As concentragdes das substancias necessarias para inibir 50% dos
parasitas (ICsp) € as concentragbes das substéncias que reduzem a viabilidade de
células de mamiferos em 50% (CCsp) foram transformadas para uM, utilizando-se as
massas moleculares de cada composto. Essa transformacdo de unidade é
necessaria para que se realize estudo de REA mais adequadamente, pois uma vez
que a massa molecular das substancias € considerada, torna-se possivel detectar
pequenas alteracbes nas atividades biolégicas, relacionando-as, portanto, com as
diferengas estruturais existentes entre as substancias-teste. Além disso, essa

conversdo garante uma melhor comparagédo entre os valores gerados pelo ensaio
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para as diferentes substancias avaliadas e o farmaco utilizado como referéncia
(AmB).

Baseado nos resultados de inibigdo dos parasitos (ICsp) e a
citotoxicidade dos macréfagos peritoneais de camundongos (CCsp), calculou-se o
indice de seletividade (IS), que mensura o quanto um composto é ativo contra o
parasito sem causar danos a viabilidade das células de mamiferos. Quanto maior
esta razdo, mais seletivo € o composto sobre o parasita e, consequentemente,
menor efeito ele tem sobre as células hospedeiras de mamiferos. indice de
seletividade maior ou igual a 10 spere que o uso do composto pode ser considerado
promissor no tratamento de doencgas infecciosas (KATSUNO et al., 2015).

A Tabela 4 apresenta os valores de atividade antileishmania in vitro
das substancias, assim como os valores de citotoxicidade e indices de seletividade.
De um modo geral, diante dos valores de ICsy relatados, pode-se observar que a
série das BGNs apresentou perfil de maior atividade antileishmania frente as formas
promastigotas de L. amazonensis do que as suas precursoras sintéticas (BTUSs),
dentre as quais apenas o composto 1h apresentou valor de IC5y abaixo de 100 uM.
Além disso, € importante salientar que o veiculo (DMSO 0,01%) ndo mostrou efeito
inibitério na proliferagéo do parasito (dados nédo mostrados).

Com relagdo a atividade citotoxica em células de mamiferos,
observa-se que a maioria das BTUs somente em altas concentracbes apresentam
toxicidade sobre a célula, exceto o composto 1e que apresenta maior citotoxicidade
da série, com CCsp na ordem de 113,4 uM. Entretanto as BNGs apresentam
citotoxicidade mais acentuada destacando os compostos 2d e 2f com CCs na
ordem de 51,3 e 105,6 uM, respectivamente.

Através dos valores de IS presentes na Tabela 4, observou-se que
para a série das BTUs, as substancias 1b, 1g e 1h foram os que apresentaram os
melhores indices, com valores de 7,0, 54 e 8,2, respectivamente. O composto 1g
apresentou o indice de seletividade mais promissor, denotando que ele é 55 vezes
mais ativo contra o parasito e, consequentemente, menos citotdxico contra as
células de mamiferos, entretanto, seu ICsy encontra-se acima de 100 uM. Na série
das BGNs, as substancias 2a, 2g e 2i apresentaram os melhores indices de
seletividade 6,8, 5,5 e 12,5, respectivamente. Na literatura, valores de IS superiores
a 10 sao considerados promissores na busca de substancia-protétipo com atividade

antileishmania (KATSUNO et al., 2015). Diante disso, pode-se notar que dentre os
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trés, o composto 2i apresentou o indice de seletividade mais promissor, denotando
que ele é 12,5 vezes mais ativo contra o parasito e, consequentemente, menos

citotdxico contra as células de mamiferos.
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Tabela 4. Atividade antileishmania in vitro em formas promastigotas (ICsp),
citotoxicidade (CCsp) e indice de seletividade (IS) de BTUs e BGNSs.

o 7 .
©)J\HJ\\N/ \R/
Substancia X 'Cso 'Cso CCso IS
(ng/mL) (uM) (uM)

1a S Ph 665+0,37 1594,4+0,37 1010,5+0,12 0,4
1b S  4-OH-Ph 134+0,06 492,1+0,06  1437,1+0,72 7,0
1c S 4-OMe-Ph 349+1,06 1218,8£1,06  747,3%0,17 0,6
1d S 4-ClI-Ph  324+1,30 1114,3%1,30  801,3+0,09 0,7
1e S 4-Br-Ph  95+0,07 283,4%0,07 113,4+0,03 0,4
1f S 4-NO,Ph 395+0,32 1310,9+0,32  262,2+0,07 0,2
19 S 4-CHs-Ph 36%0,05 133,2+0,05 >2000+0,40 55
1h S 4-tBu-Ph 270,00 86,4+0,00 707,4+0,11 8,2
1i S n-Bu 62+0,05 262,3+0,05 275,0+0,05 1,0
2a NH Ph 59+0,03 246,7+0,03  1672,9+0,15 6,8
2b NH 4-OH-Ph 61+0,10 239,0£0,10 740,4+0,05 3,1
2c NH 4-OMe-Ph 158+0,11 587,1+0,11 442,2+0,03 0,8
2d NH 4-CI-Ph  15+0,04  54,9+0,04 51,3+0,10 0,9
2e NH 4-Br-Ph 18,8£0,06 59,1+0,06 190+0,90 3,2
2f NH 4-NO,.Ph 199+0,06 66,9+0,06 105,6+0,05 1,6
2g NH 4-CHs;-Ph 23+0,05  90,8%0,05 396,0+0,02 5,5
2h NH 4-t-Bu-Ph 217+0,09 734,6+0,09 843,0+0,11 1,1
2i NH n-Bu 15+0,03  68,4+0,03 857,9+0,06 12,5
AmB 0,068+0,21%  49,72+0,00° 731,17

Como controle negativo foram utilizados parasitos incubados apenas com meio 199.
DMSO 0,01% foi utilizado como controle do diluente e Anfotericina B (AmB) 1 uM

como controle positivo. Os valores representam a média *
experimentos independentes. * (BORTOLETI et al., 2018)

SEM de ftrés
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3.3. Mecanismos de morte celular em promastigotas de L. amazonensis

Diante do efeito antileishmania das guanidinas sobre as formas
promastigotas de L.amazonensis, o mecanismo envolvido nesta agdo ainda é
desconhecido, diante disso nds investigamos a acdo da ICsp e 2 x ICs dos
compostos mais promissores 2g e 2i quanto a despolarizagdo da membrana
mitocondrial (AWm) e producgao de espécies reativas de oxigénio.

O potencial de membrana mitocondrial (Figura 16) foi avaliado
através do corante éster etilico de tetrametil-rodamina (TMRE), um corante
fluorescente vermelho de permeabilidade celular, carregado positivamente, que se
complexa com mitocdndrias ativas devido a sua carga negativa relativa. As
mitocdndrias despolarizadas ou inativas tém um potencial de membrana diminuido e
nao conseguem sequestrar a TMRE, por sua vez a perda significativa do potencial
de membrana torna as células exauridas, acarretando em morte subsequente
(CROWLEY, CHRISTENSEN E WATERHOUSE, 2016)

TMRE

CCCP
o | despolarizagéoc da membrana ©

mitocondria saudavel ! mitocondrias despcelarizadas

Figura 16: Esquema ilustrativo para a avaliagdo do potencial de membrana

mitocondrial usando a TMRE (adaptado de G-Biosciences).

Os resultados mostraram que o tratamento com os compostos 2g
(Figura 17 — A) e 2i (Figura 17 — B) diminuiram a intensidade de fluorescéncia total
de TMRE em comparagdo com o controle, indicando comprometimento da
membrana mitocondrial, no entanto ndo houve diferengca entre as concentragcdes
testadas.

Considerando as modificagdes mitocondriais observadas, foi
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avaliada a produgao de EROs para confirmar a existéncia de alteracdo no perfil
funcional mitocondrial apds o tratamento com os compostos 2g (Figura 17 — C) e 2i
(Figura 17 — D) utilizou-se a sonda molecular diacetato de diclorodiidrofluoresceina
(H.DCFDA), um bom indicador de espécies oxidantes, como peroxidos, superoxidos,
e Oxido nitrico (GUNASEKAR et al., 1995). O resultado confirmou o aumento na

producao total de EROs em promastigotas tratadas com ambos os compostos.
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Figura 17: Analises fluorimétricas de formas promastigotas controle (DMSO
0,01% veiculo) e tratadas com compostos 2g e 2i (ICso e 2x ICsp). (A) TMRE para
avaliacao de potencial de membrana mitocondrial do composto 2g e (B) 2i, (C)
sonda molecular H,DCFDA para deteccdo de espécies reativas de oxigénio do

composto 2g e (D) 2i.
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Sabe-se que parasitas do género Leishmania possuem uma unica
mitocondria, sendo esta organela essencial em vias metabdlicas, sintese de acidos
graxos, cadeia de transporte de elétrons e metabolismo energético para o parasito,
portanto a disfuncdo desta organela vital seria crucial na sua sobrevivéncia
(MONZOTE e GILLE, 2010; FIDALGO e GILLE, 2011). Assim, qualquer alteragao
no potencial transmembrana mitocondrial pode causar um aumento na produgao de
EROs, importante molécula microbicida que combate a infec¢gdo por patégenos e
que por sua vez induz a morte de protozoarios, sendo um dos componentes
fundamentais para desencadear a morte por apoptose (SMIRLES et al., 2010).
Nossos resultados demonstraram que as guanidinas causaram despolarizagao
mitocondrial e produgdo de EROs nas formas promastigotas, porém mais

experimentos serao realizados a fim de elucidar o mecanismo de morte envolvido.

3.4 Estudo preliminar de relacao estrutura-atividade (REA)

Para um entendimento mais profundo sobre as relagdes entre as
estruturas das BTUs e BGNs e suas atividades biolégicas sobre as formas
promastigotas, realizou-se estudo preliminar de relagao estrutura-atividade (REA).

O estudo de relagao estrutura-atividade (REA) procura definir os
grupos funcionais ou regides de um composto que sdo importantes para a atividade
bioldgica, permitindo ao quimico medicinal algum nivel de previsdo da atividade
desejada. O REA se baseia na avaliacdo das diferencas nas poténcias de uma
substancia-prototipo e seus analogos estruturais, baseado na hipétese de que como
farmacos atuam normalmente em um alvo molecular preferencial, pode-se inferir que
substancias estruturalmente semelhantes, devem apresentar as mesmas atividades
farmacolégicas do ponto de vista qualitativo. Portanto, na grande maioria dos casos,
quando se realizam pequenas modificagdes estruturais na substancia-prétotipo em
estudo, pode-se observar diferengas na poténcia (para mais ou para menos) em
relagao a atividade apresentada pelo protétipo ou, até mesmo, diferengas nos efeitos
adversos observados anteriormente. Logo, pode-se modular a atividade biol6égica do
prototipo através dessas modificagdes estruturais. Assim, pode-se mapear quais sao
as modificagdes benéficas ou ndo para atividade farmacoldgica daquela substancia
em estudo (PATRICK, 2013).
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Para que se possa realizar um completo estudo de REA, faz-se
necessario a construcdo de uma quimioteca com dezenas de substancias analogas
ao protétipo. Nesse estudo preliminar de REA, dezoito substancias foram avaliadas
quanto ao seu potencial antileishmania, sendo elas nove tioureias (1a-i) e nove
guanidinas (2a-i), estruturalmente relacionadas. Uma vez que o nucleo guanidinico e
tioureia sdo grupamentos isésteros (S x NH), o primeiro objetivo desse REA
preliminar foi determinar qual seria o grupo farmacoférico (ou farmacéforo) dessas
substancias. Além disso, os substituintes ligados a porgao tioureia ou guanidinica
foram escolhidos de modo que o conjunto de derivados sintetizados possuissem
uma grande diversidade de caracteristicas estéricas e eletrénicas. Para tal, foram
incluidas nessa abordagem preliminar um derivado alifatico com uma cadeia butilica
ligada a tioureia (1i) ou a guanidina (2i), comparar a influéncia do substituinte
aromatico ou alifatico nas atividades biolégicas dessas séries de substancias. Dentro
das substancias aromaticas, os substituintes ligados ao anel benzénico foram
classificados eletronicamente, de acordo com seus valores de constante do
substituinte de Hammett (Tabela 5) (McDANIEL e BROWN, 1958), como: EWG
(Grupos aceptores de elétrons, do inglés Electron Withdrawing Groups) ou EDG
(Grupos doadores de elétrons, do inglés Electron Donating Groups), sendo ainda
classificados como ; (indutivo) ou , (ressonéncia) para indicar o tipo de efeito
existente.

Primeiramente, comparou-se as BTUs aromaticas quanto as suas
capacidades de doagéo e retirada de elétrons, partindo do composto neutro 1a (R =
H), bem como suas respectivas atividades. Diante do exposto na Tabela 5, foi
possivel verificar que a adicdo de um substituinte na posicdo 4 do anel aromatico,
independentemente de seu carater, € capaz de modular a atividade antileishmania,
pois tanto substituintes fortemente aceptores de elétrons como nitro (1f) ou
fortemente doadores como hidroxila (1b) apresentaram melhores atividades do que

a substancia neutra 1a.
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Tabela 5. Estrutura das benzoiltioureias (1a-i), com seus respectivos carateres
eletrébnicos de doacdo e retirada de elétrons de acordo com seus valores de
constante do substituinte de Hammett e indice de inibigdo (ICsp) frente a formas

promastigotas de L. amazonensis.

n ICsp op° Efeito
(HM) predominante
12 H 1594,4 0,00 Neutro
1b OH 492,1 -0,357 EDGr
1c OMe 1218,8 -0,268 EDGr
1d Cl 1114,3 0,227 EWGI
1e Br 283,4 0,232 EWGi
1f NO- 1310,9 0,778 EWGTr+i
19 CHs 133,2 -0,170 EDGi
1h t-Bu 86,4 -0,197 EDGi
.R
O HN
©)J\N/§S
H
IC oy’ Efeito
Substancia R ( “5n°) eletronico
H predominante
1i n-Bu 262,3 NR EDGi

2 (McDANIEL e BROWN, 1958), NR = no relatado

Comparando-se os efeitos fracos de doagao de elétrons, produzidos
por efeito indutivo de grupos alifaticos ligados ao anel aromatico, observou-se que o
substituinte t-butila (1h, o, = -0,197) apresenta um carater de doagéo de elétrons por
efeito indutivo ligeiramente maior que a CHs; (19, o, = -0,170), o que parece
influenciar positivamente na atividade bioldgica, uma vez que 1h foi 1,7 vezes mais
ativo que 1g. Tal tendéncia também pode ser observada em substituintes com

efeitos fortemente doadores de elétrons, os quais sdo produzidos pelo efeito de
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ressonancia de grupos que contém pares de elétrons nao-ligantes disponiveis, tais
como os grupamentos hidroxila (1b) e metoxila (1¢), cujas constantes de Hammett
(0p) séo iguais a -0,357 e -0,268, respectivamente. Nesse caso, a substancia com o
substituinte mais fortemente doador (1b: R = OH) foi 2,5 vezes mais ativo que a
substéncia 1¢ (R = OMe). Além dos fatores eletrénicos, o fator estérico parece ser
ainda mais importante nessa sub-classe, pois a substancia mais ativa foi 1h (R = t-
Bu), que apesar de possuir um substituinte fracamente doador de elétrons,
apresenta um volumoso grupo alifatico ligado ao anel aromatico. Portanto, pode-se
inferir que fatores estéricos prevalecem aos fatores eletrdnicos nessa sub-classe,
uma vez que 1h (R = t-Bu) foi 5,7 vezes mais ativo do que 1b (R = OH), cujo
substituinte é fortemente doador de elétrons.

Analisando-se os substituintes halogenados (R = Cl ou Br), percebe-
se que quando inseridos na posicado 4 do anel aromatico, o efeito eletrbnico que
prevalece € o de retirada de elétrons, uma vez que ambos apresentam valores da
constante de Hammett semelhantes (o, = 0,227 e 0,232; respectivamente). Apesar
do atomo de cloro ser mais eletronegativo do que o de bromo, 0 que deveria resultar
em uma maior habilidade em retirar elétrons, ndo € apenas o efeito indutivo aceptor
de elétrons que opera nesses casos, pois ambos os halogénios possuem elétrons
nao ligantes que podem ser doados ao anel aromatico por ressonancia, provocando
uma redugéo liquida no valor de o,. Essa redugc&o € mais pronunciada no caso do
cloro do que no bromo, porque o primeiro esta no mesmo periodo da tabela
periodica do carbono, fazendo com que os orbitais envolvidos na ressonancia
estejam mais alinhados, havendo uma sobreposicdo mais adequada entre os
orbitais dos atomos envolvidos (Cl e C). Assim, se apenas o efeito eletrénico fosse
importante para a atividade bioldgica, ndo seria esperada uma diferenca relevante
entre os valores de ICso. No entanto, foi observado que o derivado bromado (1e) é 4
vezes mais ativo do que o clorado (1d), indicando que novamente fatores estéricos
sao mais importantes do que os efeitos eletrbnicos nessa série aromatica, visto que
o atomo de bromo esta no terceiro periodo da tabela periddica, apresentando assim
maior raio atdmico do que o atomo de cloro, que se apresenta no segundo periodo.
E valido ressaltar que a polarizabilidade desses substituintes também pode ser um
fator importante para a atividade biolégica, pois 0 bromo devido ao seu maior raio e
menor eletronegatividade, quando comparado ao cloro, apresenta uma maior

polarizabilidade.
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A adicao de um substituinte fortemente aceptor de elétrons por efeito
indutivo e ressonancia como o NO, (1f, o, = 0,778), ndo apresentou um efeito
positivo sobre a atividade biolégica da série aromatica, uma vez que o derivado
nitrado foi o que apresentou a pior atividade dentre os substituintes avaliados.
Entretanto, mais derivados contendo substituintes fortemente aceptores de elétrons,
tais como CN (o, = 0,628) ou CF3 (0, = 0,43), poderiam ser avaliados para inferir se
essa tendéncia é realmente valida para essa série.

Por fim, avaliou-se um unico derivado alifatico (1i), que contém uma
cadeia butilica ligada diretamente na porgéo tioureia. Comparando a atividade desse
derivado com aqueles da série aromatica, observou-se que 0 mesmo apresentou
atividade moderada sobre formas promastigotas, sendo mais ativo do que quase
todos os aromaticos, exceto 1g e 1h. Esses trés derivados tém em comum o fato de
serem fracamente doadores de elétrons por efeito indutivo, o que reforca a
importancia dessa caracteristica eletrbnica nessa classe de substancias. Entretanto,
a avaliagao da atividade de outros derivados alifaticos se faz necessaria para tragar
o perfil de influéncia do aumento do volume das cadeias alifaticas sobre a atividade
antileishmania, verificando se o efeito estérico também contribuira para um aumento
da atividade desejada como aconteceu na série aromatica.

Em relacdo a série das BGNs, construiu-se a Tabela 6, que permite
a comparacgao entre as BGNs aromaticas quanto as suas capacidades de doagao e
retirada de elétrons, partindo do composto neutro 2a (R = H), bem como suas
respectivas atividades.

Primeiramente, uma comparacao entre os dados das Tabelas 5 e 6,
pode-se perceber claramente que praticamente todas as BNGs foram mais ativas do
que suas respectivas BTUs, exceto para os derivados 2h e 1h (R = t-Bu), onde a
tiouréia foi 8, vezes mais ativa do que a guanidina correspondente. Esses resultados
permitem inferir que o grupamento guanidinico seja o farmacoforo dentre essas

substancias avaliadas.
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Tabela 6. Estrutura das benzoilguanidinas (2a-i), com seus respectivos carateres
eletrébnicos de doacdo e retirada de elétrons de acordo com seus valores de
constante do substituinte de Hammett e indice de inibigdo (ICsp) frente a formas

promastigotas de L. amazonensis.

ICsp op° Efeito
Substancia R eletrénico

(LM) predominante
22 H 246,7 0,00 Neutro
2b OH 239,0 -0,357 EDGr
2c OMe 597,1 -0,268 EDGr
2d Cl 54,9 0,227 EWGi
2e Br 59,1 0,232 EWGI
2f NO, 66,9 0,778 EWGr+i
2g CHs 90,8 -0,170 EDGi
2h t-Bu 734,6 -0,197 EDGi

2i n-Bu 68,4 NR EDGi
@ (McDANIEL e BROWN, 1958), NR = néo relatado

A partir de uma analise mais detalhada da Tabela 6, foi possivel
verificar que a presenca tanto do substituinte doador de elétrons por efeito de
ressonancia (2c: R = OMe), quando do substituinte doador de elétrons por efeito
indutivo (2h: R = t-Bu) na posicao 4 do anel aromatico ndo contribuiu positivamente
para a atividade, uma vez que apresentaram atividades menores do que a
substancia neutra 2a. Comparando-se os efeitos fracos de doacido de elétrons,
produzidos por efeito indutivo de grupos alifaticos ligados ao anel aromatico,
observou-se que o substituinte CH3z (29, o, = -0,170) apresenta um carater de
doacdo de elétrons por efeito indutivo ligeiramente menor que a t-butila (2h, o, = -

0,197), o que parece influenciar positivamente na atividade biolégica, uma vez que o
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composto 2g foi 8 vezes mais ativo que 2h. Em contrapartida, a adicao de
substituintes com efeitos fortemente doadores de elétrons por efeito de ressonéncia,
devido a disponibilidade de pares de elétrons ndo ligantes, tais como os
grupamentos hidroxila (2b) e metoxila (2c), foi possivel observar um efeito inverso
observado quando ocorreu a adigcdo de substituintes fracos doadores de elétrons,
nesse caso, a substancia com o substituinte mais fortemente doador (2b: R = OH) foi
2,5 vezes mais ativo que a substancia 2¢ (R = OMe), o mesmo efeito foi observado
em seus precursores sintéticos 1b e 1c.

Além dos fatores eletronicos, o fator estérico nessa sub-classe de
substituintes doadores de elétrons parece apresentar efeito inverso ao observado
nos precursores sintéticos correspondentes (BTUs), pois a substancia mais ativa o
2g (R = CHs3), que apesar de possuir um substituinte fracamente doador de elétrons,
apresentou ICsy na ordem de 90,8 uM, sendo a melhor atividade dessa sub-classe,
provavelmente por apresentar o menor volume ligado ao anel aromatico. Portanto,
pode-se inferir que fatores estéricos prevalecem aos fatores eletrénicos nessa sub-
classe, uma vez que 2g (R = CHs) foi 2,6 vezes mais ativo do que 2b (R = OH), cujo
substituinte é fortemente doador de elétrons.

Analisando-se a adigao dos substituintes halogenados (R = CI ou
Br), cujo efeito eletrénico que prevalece é o de retirada de elétrons quando inseridos
na posi¢céo 4 do anel aromatico, apesar do atomo de cloro ser mais eletronegativo
do que o de bromo, o que deveria resultar em uma maior habilidade em retirar
elétrons, porém devido os pares de elétrons ndo ligante disponiveis nos halogénios,
estes também apresentam a capacidade de doacéo de elétrons por ressonancia o
que provoca uma redugéo liquida no valor de o,. Como exposto anteriormente, essa
reducdo € mais pronunciada no caso do cloro. Observando os valores das
constantes de Hammett para os substituintes Cl e Br, verificamos uma diferenga
singela em seus valores, assim, considerando apenas efeito eletrénico a atividade
bioldgica, ndo seria esperada uma diferenga relevante entre os valores de IC5p € €
exatamente o que observamos onde o composto 2d (54,9 uM) é apenas 1 vez mais
ativo que o composto 2e (59,1 uM). No entanto, apesar de semelhantes o derivado
clorado (2d) é levemente mais ativo do que o bromado (2e), indicando novamente
que um menor volume é mais importante do que os efeitos eletrdnicos nessa série
aromatica, visto que o atomo de cloro esta no segundo periodo da tabela periddica,

apresentando assim menor raio atbmico do que o atomo de bromo, que se
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apresenta no terceiro. Entretanto o efeito estérico observado nos substituintes
halogenados € menos pronunciado em comparagao com o efeito estérico observado
na sub-classe dos doadores de elétrons.

A adicado de um substituinte fortemente aceptor de elétrons por efeito
indutivo e ressonancia como o NO, (2f), apresentou um efeito positivo sobre a
atividade biolégica da série aromatica, uma vez que o derivado nitrado foi o terceiro
com melhor atividade dentre os substituintes avaliados dentro da série aromatica.

Diante das informacgdes anteriormente expostas, pode-se verificar de
modo geral que na série aromatica o efeito de retirada de elétrons € melhor para a
atividade bioldgica em comparagcdo com o efeito de doacédo de elétrons, entretanto
as substancias com substituintes retiradores de elétrons (2d, 2e e 2f) sdo mais
citotoxicos, o que, provavelmente, relaciona tais grupos com aumento da
citotoxicidade em mamiferos exibido pelas BGNs.

Por fim, avaliou-se um unico derivado alifatico (2i), que contém uma
cadeia butilica ligada diretamente na porgado guanidina. Comparando a atividade
desse derivado com aqueles da série aromatica, aliado ao bom indice de
seletividade (Tabela X), observou-se que 0 mesmo € o composto mais promissor
dentre todos aqui avaliados, uma vez que apresenta ICsy (68,4 uM), maior apenas
que as substancias citotéxicos 2d (54,9 uM), 2e (59,1 uM) e 2f (66,9 uM).
Entretanto, a avaliacdo da atividade de outros derivados alifaticos se faz necessaria
para tracar o perfil de influéncia do aumento do volume das cadeias alifaticas sobre
a atividade antileishmania, verificando se o efeito estérico também contribuira para

um aumento da atividade desejada como aconteceu na série aromatica.

3.5 Avaliagao da atividade sobre formas amastigotas de L. amazonensis das

substancias mais promissoras

AplOs observar acgdo antileishmania nas formas promastigotas,
decidimos investigar o efeito anti-amastigota dos compostos mais promissores em
macrofagos infectados com L. amazonensis, e observamos que os compostos agem
nas formas intracelulares, reduzindo a porcentagem de macréofagos infectados e o
numero de amastigotas por macrofagos de maneira concentragéo dependente.

O composto 2i reduziu em 33,2% e 59,5% a porcentagem de

macréfagos infectados e em 50,9% e 79,7% o numero de amastigotas por
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macrofagos quando tratados com 25 ug/mL e 50 pg/mL, respectivamente (Figura 18
A e B). Em relagdo ao composto 2g, a reducgao foi de 44,4% e 98,1% a porcentagem
de macrofagos infectados e em 52,7% e 100% o numero de amastigotas por
macrofagos quando tratados com 25 ug/mL e 50 pg/mL, respectivamente (Figura 18
A e B). A concentragao de 50 ug/mL de 2g mostrou efeito semelhante a anfotericina
B, reduzindo em aproximadamente 100% a quantidade de macro6fagos infectados e

0 numero de amastigotas /macréfagos.
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Figura 18: Efeito das guanidinas em macrofagos infectados com L. amazonensis.
Macréfagos infectados com L. amazonensis foram tratados por 24 h com 25 e 50
Mg/mL de guanidinas (2g e 2i) e avaliados a porcentagem de macrofagos infectados
(A) e o numero de amastigotas por macréfago (B). DMSO 0, 01% (controle do
diluente) e AmB 1 pM (controle positivo). Os valores representam a média £ SEM de
trés experimentos independentes realizados em triplicata. Diferenga significativa em
relacdo ao controle **** (p<0,0001).*#Diferenca significativa em relagdo aos
tratamentos (p<0,0001).
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Figura 19: Microscopia oOptica de luz demonstrando macrofagos infectados com
amastigotas de L.amazonensis e tratados por 24h com 25 ug/mL e 50 ug/mL de
BNGs 2g e 2i. Macréfagos corados com Giemsa (1000x magnitude). N= nucleo. »

formas amastigotas.

3.6 Estudo in silico para predicao de parametros farmacocinéticos e de
toxicidade (ADME-Tox)

De acordo com a agéncia internacional Drugs for Neglected
Diseases Initiative (DNDi), um candidato a novo farmaco destinado ao combate das
leishmanioses deve proporcionar um tratamento oral, seguro, eficaz, de baixo custo
e de curta duragcdo (DON; IOSET, 2014; KATSUNO et al., 2015). Portanto, é de
extrema relevancia que as substancias-lideres apresentem um perfil farmacocinético
e de toxicidade adequados para serem avaliados em modelos animais. Nesse
contexto, visando a realizacdo de futuros testes in vivo das substancias mais
promissoras (2g e 2i), realizou-se estudo in silico de suas propriedades fisico-
quimicas (Tabela 7), o qual permite realizar uma predigdo tedrica do perfil de
biodisponibilidade oral e absor¢cao gastrointestinal de substancias promissoras no
campo de descoberta de novos farmacos (LIPINSKI et al., 1997; VEBER et al,
2002).
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Tabela 7 — Predicao in silico de propriedades fisico-quimicas da substancia-lider 2g

e 2i para analise da Regra dos 5 de Lipinski (R°5) e extens&o de Veber.

Regra R°5/ Veber
MW cLogP HBA HBD RB tPSA

N° viol.
(£500) (<5) (£10) (5) (£10) (51402
O NH, /©/
©)LNA\N
H
29
253,30 2,39 2 2 4 67,48 0
O NH,
O)J\N)\\N/\/\
H
2i
219,28 1,97 2 2 6 67,48 0

MW: peso molecular; cLog P: Log do coeficiente de particdo; HBA: numero de
aceptores de ligagdo de hidrogénio; HBD: numero de doadores de ligagdo de
hidrogénio; RB: numero de ligagdes rotativas; tPSA: area de superficie polar
topoldgica; N° viol.: numero de violagbes da “Regra dos 5” de Lipinski.

Previsoes: Plataforma online SwissADME.

No campo de descoberta de novos farmacos, a Regra dos Cinco de
Lipinski prediz que a ma absorgdo ou permeagao € mais provavel quando ha mais
de 5 doadores de ligagdo de hidrogénio, mais de 10 aceptores de ligacdo de
hidrogénio, o peso molecular € maior que 500 ou o Log calculado P (cLogP) é maior
que 5 (LIPINSKI et al., 1997). Os resultados do estudo in silico (Tabela 7) mostraram
que as substancias 2g e 2i atenderam as regras de Lipinski, 0 que sugere que
teoricamente, essas moléculas nao apresentaram problemas com a
biodisponibilidade oral. A extensdo de VEBER et al. (2002) inclui dois novos
parametros a serem relacionados a permeabilidade e absorcdo, onde a substancia
deve apresentar 10 ou menos ligacdes rotaveis e area de superficie polar igual ou

menor que 140 A? apresentando desta forma alta probabilidade de apresentar uma
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boa biodisponibilidade oral. Uma 4&rea superficial polar menor que 140 A?
correlaciona-se melhor com o aumento da taxa de permeacao do que a lipofilicidade
(clogP), bem como o aumento da contagem de ligagbes rotativas tem um efeito
negativo na taxa de permeabilidade. Neste contexto, pode-se observar que as
substancias 2g e 2i apresentaram um numero menor que 10 ligagdes rotativas e
uma TPSA inferior a 140 A2, indicando uma boa permeabilidade pelas membranas
celulares.

Outras propriedades farmacocinéticas também puderam ser
estimadas in silico, utilizando-se a plataforma SwissADME, tais como a absorg¢ao
pelo trato gastrointestinal, permeabilidade através da barreira encefalica, atuagao
como substrato da glicoproteina-P e como inibidor de enzimas do complexo do
citocromo P450 (Tabela 8).

Tabela 8 — Propriedades farmacocinéticas preditas para composto 2g e 2i.

Inibidor
Absorciao Permeabilidade Substrato
Gl CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4
BHE gp-P
O NH, /©/
O)J\ )\\
N N
H
29
Alta Sim Nao Sim Nao Nao Nao Nao
(0] NH,
H
2i
Alta Sim Nao Nao Nao Nao Nao Nao

Gl: gastrointestinal; BHE: barreira hematoencefalica, gp-P: glicoproteina P; CYP:
Enzimas do complexo do citocromo P450. Previsées: Plataforma online
SwissADME.

Os resultados demonstram que as substancias 2g e 2i,
apresentam boa capacidade de permear membranas biolégicas, pois apresentaram

uma alta absor¢do gastrointestinal e permeabilidade através da barreira hemato-
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encefalica, algo ndo desejavel para essas substancias, uma vez que as moléculas
nao sao destinadas para agao no Sistema Nervoso Central.

De acordo com o estudo, as substancias 2g e 2i ndo atuam como
substrato do glicoproteina-P. Transportadores de efluxo como a glicoproteina-P,
desempenham um papel fundamental na absor¢do e disposicado do farmaco. No
intestino, a glicoproteina-P atua como uma bomba de efluxo transmembrana,
bombeando seus substratos de volta para o lumen, diminuindo sua absorcdo, desta
forma farmacos que induzem a glicoproteina-P, podem reduzir a biodisponibilidade
de alguns outros farmacos (LIN e YAMAZAKI, 2003; FINCH e PILLANS, 2014).

O citocromo P450 (CYP) é uma familia de enzimas da fase | que
atuam na biotransformagé&o oxidativa de farmacos, sendo essenciais no processo de
metabolizacdo. As isoenzimas CYP desempenham um papel fundamental nas
interagcbes medicamentosas que podem resultar em aumento da toxicidade, eficacia
reduzida ou inicio de reag¢des adversas. Por outro lado, muitos agentes que afetam a
expressao e atividade do CYP podem alterar a taxa metabdlica de diferentes
farmacos coadministrados (WU, 2014), podemos observar pela Tabela 8, que
apenas a substancia 2g € inibidora de CYP1A2, algo nao desejado, uma vez que em
pacientes com leishamaniose a coinfecgao pelo virus HIV é comum, podendo dessa
forma prejudicar a metabolizagdo dos farmacos anti-retrovirais que sejam
metabolizados por essa isoforma da enzima.

Além das estimativas de parametros farmacocinéticos, também foi
realizada uma predicdo da toxicidade in silico da substancia 2g e 2i, onde foram
avaliados os seus potenciais mutagénico, carcinogénico, teratogénico e irritante,
segundo o software DataWarrior (Tabela 9).

Pode-se observar que nas concentragdes testadas as substancias
2g e 2i ndo apresentaram citotoxicidade em macréfagos murinos, bem como néo
apresentam risco de toxicidade frente aos parametros analisados. Obviamente,
testes in vitro e/ou in vivo devem ser realizados para confirmacdo dessas

informacoes.



Tabela 9 — Propriedades de toxicidade (ADME-TOX) do composto 2i.

Mut. Carc. Terat. Irrit.
O NH, /©/
©)‘\NJ\\N
H
29
Nao Nao Nao Baixa
O NH,
©)‘\N)\\N/\/\
H
2i
Nao Nao Nao Nao

Mut.: mutagénico; Carc.: carcinogénico; Terat.: teratogénico; Irrit.: irritante.

Previsoes: Software DataWarrior (versao: Versao 4.7.2)
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4. METODOLOGIA

4.1 Procedimentos gerais

Os solventes e reagentes, para fins sintéticos, foram tratados,
destilados e secos, conforme necessidades requeridas nas metodologias adotadas e
de acordo com os processos descritos por Armarego e Chai (2003). O processo de
monitoramento das reacgdes foi realizado através da cromatografia em camada
delgada (CCD), em cromatofolhas de aluminio de Kieselgel 60 F-254 com espessura
de 0,25 mm com indicador para UV (254nm), marca Merck. Os eluentes foram
preparados volume a volume (v/v) e a revelagdo das substancias em CCD foi
realizada em lampada de UV (254-366nm) ou em solugado etandlica de Ninhidrina a
2% (p/V) ou em solugédo etandlica de acido fosfomolibdico a 10% (p/V). Para a
purificacdo de substancias por cromatografia em coluna aberta foi utilizada silica gel
60 (0,063-0,200mm, Merck).

4.2 Metodologias sintéticas

4.2.1 Sintese da série de BTUs (1a-i)

As benzoiltioureias N’-substituidas foram anteriormente sintetizadas
por nosso grupo de pesquisa, utilizando-se para tal a metodologia descrita por
Otazo-Sanchez et al. (2001), com algumas modificagdes (BRITO et al., 2015).

Procedimento geral: O cloreto de benzoila adequado (11 mmol) foi
adicionado a uma solugao de tiocianato de amoénio (11 mmol) em acetona seca (25
mL). A mistura de reacado foi mantida sob agitacdo e refluxo por 15 minutos. Em
seguida, esta foi resfriada até temperatura ambiente e, entdo, adicionou-se uma
solugdo da amina correspondente (11 mmol) em acetona (10 mL). A mistura
reacional foi mantida sob refluxo por mais 30 minutos. Em seguida, verteu-se o meio
em um béquer contendo gelo picado sob vigorosa agitagdao. O sélido resultante foi
filtrado, lavado com agua deionizada (3 x 10 mL) e, por fim, recristalizado em etanol
ou etanol/acetona. Os produtos foram obtidos como sélidos brancos ou amarelados

em rendimentos que variaram de 58 a 97%.
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As BTUs 1a-i foram devidamente caracterizadas por dados

espectroscopicos (IV e RMN de 'H e *C), conforme relatado em BRITO et al., 2015.

4.2.2 Sintese da série de BGNs (2a-i)

As benzoilguanidinas N’-substituidas foram sintetizadas de acordo
com a metodologia descrita por Cunha & Rodrigues Jr. (2006), com algumas
modificacdes.

Procedimento Geral: Uma solugcéo de BTU (1a-i) (2 mmol) em 30
mL de acetonitrila mantida sob vigorosa agitagcado, adicionou-se hidroxido de aménio
aquoso a 40% (10 mmol), trietilamina (4 mmol), bismutato de sédio (2 mmol) e iodeto
de bismuto (0,1 mmol). As reagdes processaram-se em 5 horas a temperatura
ambiente. Apés o consumo de todo o material de partida (verificado por CCD), a
mistura reacional foi resfriada até a temperatura ambiente e o solvente foi removido
a pressao reduzida. Entdo, o sdlido resultante foi ressuspenso em diclorometano e,
em seguida, foi filtrado em celite. A fase organica foi seca com MgSQO4 anidro e o
solvente foi removido em evaporador rotatério, fornecendo um 6leo ou um soélido. Em
seguida, o produto foi diluido com éter etilico/éter de petrdleo (razdo 1:1) e resfriado
em geladeira. Cerca de dois dias apds o inicio da precipitacéo, o sélido resultante foi
filtrado e lavado com éter de petréleo (2 x 10 mL), obtendo-se assim as BGNs (2a-i)

desejadas.

4.2.3. Dados experimentais.

N-(N-fenilcarbamimidoil)benzamida (2a): Rendimento: 87%. PF: 90 °C (Lit. 90 °C)
1" 12 7 (CUSMANO et al., 1955). RMN de 'H (400 MHz, DMSO-

O NH,®
e ol s ds) 5 9,33 (1H, s), 8.09 (2H, d, J = 6.8 Hz), 7,54 (2H, d, J
15
"N N W =85Hz), 7,50 — 7,36 (5H, m), 7,11 (1H, t, J = 7,3 Hz).
3 4 8
- Lit. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds): 5 9,36 (1H, s), 8,14
2a

(2H, d, J = 6,8 Hz), 7,56 (2H, d, J = 8,0 Hz), 7,49 — 7,37
(5H, m), 7,12 (1H, t, J = 7.6 Hz) (GU, et al., 2013). RMN de "*C (100 MHz, DMSO-
ds): 122,1, 123,8, 128,1, 129,0, 131,2, 138,5, 138,8, 159,5, 176,4. Lit. RMN de "*C
(100 MHz, DMSO-ds): & 122,1, 123,9, 128,1, 128,9, 129,1, 131,3, 138,5, 1388,
159,4, 176,3 (GU, et al., 2013).
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N-(N'-(4-hidroxifenil)carbamimidoil)benzamida (2b): Rendimento: 59%. PF: 140-
101 N1If| o 6 OH ™ 142 °C. Substancia inédita: RMN de 'H (400 MHz,
- | Ny\\&;@; DMSO-ds) 6 9,38 (1H, s), 8,09 (2H, dd, J = 7,0 Hz),
° H 1o 14 7,47 - 7,38 (3H, m), 7,22 (2H, d, J = 8,0 Hz), 6,80
3 an (2H, d, J = 8,7 Hz). RMN de "*C e DEPT 135 (100
MHz, DMSO-ds) 6 115,1(+) (CH), 124,7 (C), 127,3 (+)

(CH), 128,1 (+) (CH), 130,3 (+) (CH), 138,5 (C), 154,2 (C), 159,7 (C), 175,4 (C).

N-(N'- (4-metoxifenil)carbamimidoil)benzamida (2c): Rendimento: 81%. PF: 136

°C (Lit. 136-137 °C) (ITO, 1960). RMN de 'H (400

5 NAeAN8O  MHz, CDCl) 58,18 (2H, d, J = 6,8), 7,48 — 7,38 (3H,

Qs m), 7,15 (2H, d, J = 8,7 Hz), 6,92 (2H, d, J = 9,6 Hz),

2 4 8 3,81 (3H, s). Lit. RMN de 'H (500 MHz, DMSO-ds) &

2c 9,29 (2H, s), 8,05 — 8,12 (2H, m), 7,49 — 7,44 (1H, m),

7,44 — 7,35 (4H, m), 7,01 — 6,90 (2H, m), 3,76 (3H, s) (PAPE, WESSIG e BRUNNER,

2015). RMN de "*C (100 MHz, DMSO-ds) d 55,0, 113,9, 124,1, 127,6, 128,3, 130,86,

138,5, 159,6, 175,7. Lit. RMN de *C (125 MHz, DMSO0-d6,) & 55,3, 114,2, 1245,

127, 8, 128,6, 130,6, 130,8, 138,8, 156,2, 159,8, 176.0 (PAPE, WESSIG e
BRUNNER, 2015).

N-(N'-(4-clorofenil)carbamimidoil)benzamida (2d): Rendimento: 83%. PF: 84-85
°C. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & 8,08 (2H, d, J =

1

o NH 18 ¢ 16 Cl 19
6 %21@ 8,4 Hz), 7,50 — 7,34 (5H, m), 7,10 (2H, d, J = 8,6 Hz).
1 N 15
TN N Lit. RMN de "H (400 MHz, CDCl3) & 7,87 (2H, d, J =
A 8,0 Hz), 7,63 — 7,58 (2H, m), 7,28 — 7,15 (5H, m), 6,41

(2H, sl) (SHAIK et al., 2017). RMN de **C (100 MHz,
CDCl3) & 123,1, 126,9, 127,7, 128,4, 130,8, 137,3, 138,2, 158,8, 176,0. Lit. RMN de
’C (100 MHz, CDCl3) & 128,1, 129,1, 130,6, 132,5, 134,2, 137,1, 137,4, 1391,
163,0, 169,1 (SHAIK et al., 2017).

N-(N'-(4-bromofenil)carbamimidoil)benzamida (2e): Rendimento: 41 %. PF: 144-
y 2 79 145 °C. RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) & 8,07 (2H, d, J
O NH,

8
s oo 1@5 = 7,3 Hz), 7,51 — 4,47 (3H, m), 7,43 — 7,40 (2H, m),
S R 7,05 (2H, d, J = 8,5 Hz). Lit: RMN de 'H (400 MHz,
8

2 4

2e
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CDCl;) & 8,07-8,01 (2H, m), 7,48-7,42 (3H, m), 7,41-7,33 (2H, m), 7,03-6,89 (2H,
m) (AKERBLADH et al., 2017). RMN de "*C (100 MHz, DMSO-dg) & 115,1, 123,6,
127,9, 128,6, 131,1, 138,0, 138,4, 158,9, 176,2. Lit. RMN de **C (100 MHz, CDCl3) &
119,4, 126,1, 128,3, 128,7, 131,8, 133,0, 137,2, 158,2, 176,8 (AKERBLADH et al.,
2017).

N-(N'-(4-nitrofenil)carbamimidoil)benzamida (2f): Rendimento: 66%. PF: 195-196

8 N1|f| s 45 NO, 1 °C. RMN de 'H (400 MHz, DMSO-ds) 8 9,75 (1H, s),

o8 I Ny\\::;@; 8,28 (2H, d, J = 9,1 Hz), 8,13 (2H, d, J = 7,0 Hz), 7,90

° H g (2H, d, J = 8,3 Hz), 7,56 — 7,46 (3H, m). Lit. RMN de

3 o 'H (400 MHz, DMSO-ds) & 8,30-8,23 (2H, m),

8,14-8,08 (2H, m), 7,89 (2H, d, J = 8,8 Hz), 7,53 (1H,

t, J = 7,2 Hz), 7,47 (t, J = 7,2 Hz, 2H) (AKERBLADH et al., 2017). RMN de **C (100

MHz, DMSO-dg) & 120,2, 124,8, 128,1, 128,8, 131,4, 137,9, 141,6, 145,6, 158,5,

176,6. Lit. RMN de C (100 MHz, DMSO-ds) 5120,2, 124,9, 128,2, 128,8, 131,5,
138,0, 141, 7, 145, 9, 158, 4, 176,6 (AKERBLADH et al., 2017).

N-(N'(p-tolil)carbamimidoil)benzamida (2g): Rendimento: 53%. PF: 118 °C. RMN
11 12 1 g N9 de 'H (400 MHz, CDCl3) 5 8,17 (2H, d, J = 7 Hz), 7,48 -

O NH
6 y\\zg@ 7,38 (3H, m) 7,20 (2H, d, J = 8,0 Hz), 7,09 (2H, d, J =

! 7> N7 N
) j H 1o 1 8,0 Hz), 2,35 (3H, s). RMN de "*C (100 MHz, CDCl3) &
8
3 2 20,7, 124,9, 127,7, 128,6, 130,3, 1031,1, 133,2, 136,7,

137,8, 160,0, 177,7. Lit. RMN de *C (100 MHz, CDCls)
5 20,6, 128,1, 128,9, 130,0, 130,9, 133,3, 134,5, 137,8, 144,2, 162,2, 167,2 (SHAIK
et al., 2017).

N-(N'-(4-terc-butil)carbamimidoil)benzamida (2h): Rendimento: 44%. PF: 214-215
20 °C. Substancia inédita: RMN de 'H (400 MHz, CDCls)

17 19

8 Nae A< 88T (2H,d, J =7 Hz), 7,48 - 7,39 (5H, m), 7,14

;A -~ N%N” 5 (2H, d, J = 8,6 Hz), 1,32 (9H, s). RMN de **C e DEPT
A, e 135 (100 MHz, DMSO-ds) & 31,00 (+) (CHs), 33,85
’ 2h (C), 121,39 (+) (CH), 125,39 (+) (CH), 127,66 (+)

(CH), 128,43(+) (CH), 130,71(+) (CH), 135,39 (C), 138,59 (C), 145,89 (C), 159,26
(C), 176,00 (C).
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N-(N'-butilcarbamimidoil)benzamida (2i): Rendimento: 62%. PF: 113-114 °C (Lit.
11 12 114° C) (SCOTT, 1957). RMN de 'H (400 MHz, CDCls) &

O NH,
- N G0 8,13 (2H, d, J = 7,0 Hz), 7,44 — 7,35 (3H, m), 3,43 — 3,11
A, %, (2H,m), 1,54 (2H, d, J = 7,2 Hz), 1,38 — 1,33 (2H, m), 0,9

° (3H, t, J = 7,3) Lit. RMN de 'H (MeOD) & 8,08 (2H, s br),

2 " 751-7,27 (3H, m), 3,45-3,18 (2H, m), 1,58 (2H, p, J = 7,4

Hz), 1,42 (2H, p, J = 7,3 Hz), 0,96 (3H, t, J = 7,3 Hz) (AKERBLADH et al., 2017).

RMN de 'C (100 MHz, CDCls) & 14,0, 20,4, 31,9, 41,3, 128,3, 129,2, 131,4, 138,9,

162,1, 178,1. Lit. RMN de '3C (100 MHz, MeOD) 5 14,1, 21,0, 31,9, 41,8, 128.8,
129, 7,132, 0, 140, 1, 163,5, 178,8 (AKERBLADH et al., 2017).

4.3. Técnicas Analiticas
4.3.1. Andlises de espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Os espectros de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H e "*C
foram adquiridos no Laboratério de Espectroscopia (LABSPEC) da UEL em
espectrobmetro BRUKER AVANCE Ill operando a 400 MHz para 'H e 100 MHz para
3C, equipado com sondas multinucleares de 5 mm. Os espectros foram registrados
utilizando DMSO-ds como solvente, TMS como padrao interno e todos os picos sao
reportados em ppm. Para calibragdo do espectro RMN de 'H foram adotados os
valores de 0,00 ppm para TMS e 7,26 ppm para DMSO-ds. As areas dos sinais
foram obtidas por integracéo eletrénica, e suas multiplicidades foram descritas da
seguinte forma: simpleto (s), simpleto largo (sl), dupleto (d), tripleto (t), quarteto (q),
quinteto (p) e multipleto (m). As constantes de acoplamento (J) foram relatadas em
Hz (Hertz).

4.3.2 Analises de espectroscopia de absorcao na regiao do infra-vermelho (FT-
IR)

Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram obtidos no
Laboratério de Espectroscopia (LABSPEC) da Universidade Estadual de Londrina
(UEL) no espectrofotdmetro infravermelho por transformada de Fourier, marca
Shimadzu, modelo IR PRESTIGE-21 e no espectrofotdmetro infravermelho por

transformada de Fourier, marca Shimadzu modelo FTIR-8300. Foram utilizadas
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pastilhas de KBr, previamente seco em estufa a 80°C por 24h. Para a fabricagao das
pastilhas, utilizou-se 1 mg de amostra para 20 mg de KBr. Entéo, os soélidos foram
homogeneizados e a mistura foi prensada na forma de uma pastilha. Os numeros de

onda das absorcdes foram expressos em cm™.

4.3.3. Ponto de fusao

Os pontos de fusdo (PF) foram determinados em aparelho digital da
Microquimica Ltda. mod. MQAPF-302. As amostras foram colocadas em uma
laminula de vidro sob a placa aquecedora, e as temperaturas de pré-aquecimento e
final da rampa foram selecionados para 60 °C e 250 °C, respectivamente. A razdo de

aquecimento utilizada foi 4,0 °C/min.

4.4 Ensaios biolégicos
4.4.1 Animais e aspectos éticos

Os camundongos BALB/c foram gentilmente fornecidos pelo Instituto
Carlos Chagas/Fiocruz-PR, Curitiba, Brasil. Os animais foram mantidos em
condigdes controladas no Biotério do Departamento de Ciéncias Patoldgicas da
Universidade Estadual de Londrina até atingirem o peso aproximado de 25-30
gramas e idade entre 6-8 semanas, com luminosidade e temperatura controlada. Foi
utilizado ciclo de claro/escuro (12/12 h), com temperatura mantendo-se em torno de
22 + 2 °C. O estudo foi aprovado e os animais foram utilizados de acordo com as
normas do Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Estadual de
Londrina (UEL), sob o registro 8685.2018.13 (Anexo 1).

4.4.2 Manutencgao das formas promastigotas de L. amazonensis

As formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis
(MHOM/BR/1989/166MJQO) provenientes da Universidade Estadual de Maringa
foram mantidas em meio de cultura 199 (GIBCO Invitrogen, New York, EUA)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) (GIBCO invitrogen, New York,
EUA), meio Hepes 1M, urina humana 1%, L-glutamina 1%, estreptomicina com

penicilina (GIBCO Invitrogen) e a 10% bicabornato de sédio. O cultivo celular foi
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mantido em estufa do tipo B.O.D. a 24 °C, em frasco de cultura 25 cm?. Em todos os
experimentos, foram utilizadas formas promastigotas na fase de crescimento

estacionaria (cultura de 5 dias).

4.4.3 Atividade in vitro de benzoilguanidinas e seus precursores sintéticos

(benzoiltioureias) sobre formas promastigotas de L. amazonensis

As formas promastigotas de L. amazonensis (1x10° células/mL)
foram incubadas em placas de 24 pocos e tratadas com nove (2a-2i) BGNs e nove
(1a-1i) BTUs, com concentragdes de 100, 50 e 25 pg/ mL, com posterior incubagao
em estufa B.O.D. 24°C. Os parasitas foram contados em camara de Neubauer apés
24 h de tratamento. Como controle negativo, utilizou-se as promastigotas de L.
amazonensis mantidas em meio de cultura sem tratamento, controle do veiculo
utilizou-se DMSO 0,01 % e controle positivo, utilizou-se Anfotericina B 1 uM. Os

experimentos foram realizados em duplicata e repetidos por 3 vezes.

4.4.4 Viabilidade de macréfagos peritoneais

Os efeitos citotoxicos das BGN e BTU sobre macréfagos peritoneais
foram testados com base na oxidagdo mitocondrial por MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio) (Sigma, St. Louis, MO, EUA) como ensaio
descrito por Mosmann (1983).

Os macroéfagos (5x10° cel/mL) foram recuperados a partir da
cavidade peritoneal com PBS gelado suplementado com 3% de SBF e, em seguida,
cultivados em placas de 24 pogos com 500 uL de meio RPMI 1640 (10% de SBF)
durante 12 horas (37 °C, 5 % de CO,). As células aderentes foram incubadas com
as substancias (200, 100, 50 e 25 pg/ mL), controle negativo com meio RPMI e
controle do diluente com DMSO 0,01%, cultivadas durante 24 h, sob as mesmas
condicoes.

Apods este periodo, a cultura foi lavada com PBS e adicionado MTT
(5 mg/mL) aos pocos, seguido de outra incubagédo por um periodo de quatro horas.
O produto MTT (cristais de formazan) foi diluido com 300 uyL de DMSO (Sigma, St.
Louis, MO, EUA), transferidos para placas de 96 pocgos e a leitura foi realizada com

um espectrofotdmetro (Thermo Scientific, Multiskan GO) a 550 nm.



73

Os resultados foram expressos em porcentagem de viabilidade em
relacdo ao grupo de controle calculado com a seguinte férmula: % (macréfagos

viaveis) = (amostras tratadas / amostra ngo tratada) x 100.

4.4.5 indice de seletividade (Si)

Através dos resultados da acdo das diferentes concentracbes de
BGNs sobre as formas promastigotas de L. amazonensis e sobre macréfagos
peritoneais foi calculada a concentracdo minima capaz de inibir de 50% dos
parasitas viaveis (ICsp) e a citotoxicidade de macréfagos peritoneais como
concentragao citotoxica para causar a morte de 50% das células (CCsp). IC50 € CCsp
foram calculados por regressado nao linear (GraphPad Software, Inc., EUA, 500,
288). O indice de seletividade das substancias foi expresso como IS = CCsp nos

macréfagos peritoneais / ICsp sobre as formas promastigotas.

4.4.6 Estudo in silico para predicao de parametros farmacocinéticos e de
toxicidade (ADME-Tox)

O estudo in silico utilizando a estrutura das substancias sintetizadas
foi realizado para estimar parametros farmacolégicos tedricos da molécula
relacionados a sua biodisponibilidade oral, absor¢cédo intestinal e toxicidade. A
biodisponibilidade oral e absorcao intestinal tedricas foram preditas, utilizando o
software de célculo de propriedades DataWarrior (Versédao 4.7.2,
http://www.openmolecules.org/datawarrior) e a plataforma online SwissADME

(http://www.swissadme.ch). Os parametros avaliados foram aqueles que estado

relacionados a “Regra dos Cinco” de Lipinski (LIPINSKI et al., 1997) seguida da
regra adicional proposta por VEBER et al. (2002).

4.4.7 Determinagao do potencial de membrana mitocondrial

A analise do potencial da membrana mitocondrial foi realizada pela
marcacao com o fluoréforo tetrametilrodamina-etil-éster (TMRE) (Sigma, St. Louis,
MO, USA). Para esta finalidade, formas promastigotas (10° cel/mL) foram

plaqueadas em placas de 24 pogos e incubadas durante 24 h com as substancias
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mais promissoras (ICsp e 2x 1Csp). Posteriormente foram lavadas com PBS e
incubadas com 25 nM de TMRE durante 30 min a 24°C, seguido de lavagem com
PBS foram imediatamente analisadas em leitor de microplacas de fluorescéncia
(Victor X3, PerkinElmer, Finlandia), com comprimento de onda de excitagdo de 530
nm e de emissao de 590 nm. Carbonil cianeto m-clorofenilhidrazona (CCCP) (Sigma,
St. Louis, MO, EUA) a 100 uM foi utilizado para causar a despolarizagao da
membrana mitocondrial interna como um controle positivo e o veiculo (DMSO
0,01%) foi usado como controle negativo. Esse experimento foi realizado em

duplicata e repetido por trés vezes.

4.4.8 Producgao de eros em formas promastigotas

Foi avaliada a producédo de EROs em formas promastigotas de L.
amazonensis induzidas pelo tratamento com as substancias mais promissoras. As
promastigotas (10° cel/mL) foram tratadas com as substancias mais ativas (ICs e 2x
ICs0) por 24 h a 24°C. ApOs este periodo os parasitos foram lavados com PBS e
carregadas com 10 pM da sonda permeante diacetato 2’,7’-diclorofluoresceina
(H.DCFDA) (Sigma St. Louis, MO, USA) e incubadas no escuro por 45 minutos a
24°C. Como controle positivo, foi utilizado o peréxido de hidrogénio (H2.0;) por 30
minutos e o veiculo (DMSO 0,01%) foi usado como controle negativo. EROs foram
mensurados como um aumento na fluorescéncia causada pela conversédo do corante
nao fluorescente para o altamente fluorescente 2,7-diclorofluoresceina, com um
comprimento de onda de excitacdo de 488 nm e emisséao de 530 nm em um leitor de
microplaca de fluorescéncia (Victor X3, PerkinElmer, Finland). Esse experimento foi

realizado em duplicata e repetido por trés vezes.
4.4.9 Ensaio antiamastigota

Macréfagos peritoneais de camundongos BALB/c (5x10° cel/mL)
foram cultivados em placas de 24 pogos contendo laminulas de vidro de 13 mm,
incubados com 500uL de meio RPMI 1640 por 12 horas a 37°C e 5% CO,. Os
macrofagos aderentes foram infectados com formas promastigotas de L.
amazonensis (2,5x106) por 2 horas. Apds a infecgdo, as formas promastigotas ndo

internalizadas foram removidas por lavagem com PBS e as células aderentes foram
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tratadas com os compostos mais promissores nas concentragées nao citotdoxicas (50
e 25 pg/mL), meio RPMI 1640 (controle negativo), DMSO 0,01% (veiculo),
anfotericina B 1uM (controle positivo) por 24horas (37°C, 5% CO;). Em seguida, as
células foram coradas com Giemsa (Laborclin, Pines-PR Brazil) e 20 campos foram
analisados por imersdo aumentada (ampliagdo de 1000x), usando um microscopio
optico (Olympus BX41, Olympus Optical Co., Ltd., Tokyo, Japan) para determinar o
indice de infecgdo e o numero de amastigotas por macréfagos apds 24 horas de

tratamento.

4.5 Analises estatisticas

As analises estatisticas foram determinadas por analise de variancia
(One Way ANOVA), seguido pelo teste de Tukey para comparagdes multiplas. Trés
experimentos independentes foram realizados, cada um com conjuntos de dados em
triplicata. Os dados foram expressos como média + SEM. Os dados foram
analisados usando o software estatistico GraphPad Prism (GraphPad Software, Inc.,

EUA, 500,288). Valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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5.CONCLUSAO

Nesse trabalho, reportou-se a sintese de uma série de nove
benzoilguanidinas (BNGs, 2a-i) a partir de uma série de benzoiltioureias (BTUs, 1a-
i), previamente obtidas e caracterizadas por nosso grupo de pesquisa (BRITO,
2015), utilizando-se para isso uma metodologia de guanilagdo baseada em catalise
com sais de bismuto. Dentre as nove guanidinas sintetizadas, as substancias 2b e
2h sio inéditas na literatura. As BNGs foram obtidas em rendimentos que variaram
de 44 — 87% apds devida purificacdo e, posteriormente, foram devidamente
caracterizadas por ponto de fusdo, espectroscopia na regido do IV e RMN de 'H e
de *C.

Posteriormente, ambas as séries foram avaliadas in vitro frente a
formas promastigotas de L. amazonensis. Além disso, as citotoxicidades dessas
substancias em macrofagos murinos foram avaliadas e os indices de seletividade
(IS) foram calculados. Os ensaios in vitro revelaram que as benzoilguanidinas
apresentam uma maior atividade antileishmania, do que seus precursores sintéticos
(tioureias) frente as formas promastigotas, se destacando o composto 2g e 2i, os
quais apresentaram ICsp igual a 90,8 uM ( 23 pg/mL), com IS de 5,5 e ICs igual a
68,4 uyM (15 pg/mL), com IS acima de 10, respectivamente, demostrando baixa
citoxicidade sobre as células de mamiferos. Quando avaliada a acdo sobre as
formas amastigotas em macrofagos infectados por L. amazonenesis, os compostos
2i e 2g reduziram a porcentagem de macrofagos infectados e o numero de
amastigotas por macréfagos, sendo que a concentragdo de 50 pg/mL de 2g
apresentou resultados semelhantes ao de anfotericina B, reduzindo em
aproximadamente 100% a quantidade de macrofagos infectados e o numero de
amastigotas /macroéfagos.

Através de um estudo in silico, visando futuros estudos in vivo, as
substancias mais promissoras 2g e 2i apresentaram caracteristicas de “farmaco-
similar” (do inglés drug-like), como altas biodisponibilidade oral e absor¢ao intestinal,
nao apresentando riscos toxicologicos.

Pretende-se realizar novos estudos para elucidar os mecanismos de

morte sobre as formas promastigotas e amastigotas de L. amazonensis.
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Figura 20. Espectro de infravermelho (pastilha de KBr) do composto 2a.
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Figura 45. Espectro de RMN de 'H do composto 2i adquirido em

espectrometro Bruker avance lll operando a 400 MHz (solvente

CDCly).

a) uw L] + S
E] ] o SE3 H g 5B
=] - S THR L ] E g
2 ] 2 AR - - =
- - v vl v -+ m ™ -
| | [ | | [

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 11 160 150 140 130 1A 110 10 90 20 0 (1] 5D 40 i 20 1a L]

1 {ppm)

b)

—— v v v —— ————————————————
1a 200 10 180 im 160 151 140 i 120 iin 1ma
71 (ppm)

Figura 46. a) Espectro de RMN de 13C e b) DEPT-135 do composto 2i

M

adquirido em espectrometro Bruker avance Ill operando a 100 MHz
{solvente CDCI5).
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ANEXO A

Figura 47. Comité de ética em experimentagao animal

Universidade
-~ Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

OF. CIRC. CEUA N° 104/2018 Londrina, 28 de Junho de 2018.
Prezado (a) professor (a)

Certificamos que o projeto intitulado: “Sintese e avalia¢io in vitro da atividade
antileishmania de benzoiltiouréias ¢ benzoilguanidinas.” Protocolo CEUA n°® 8685.2018.13 , sob
a responsabilidade de Marcelle de Lima Ferreira Bispo, que envolve a produgdo, manutengio e/ou
utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de
pesquisa cientifica, encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008,
do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle da Experimentagio Animal (CONCEA) e foi aprovade pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL) em 26/06/2018.

O objetivo ¢ avaliar in vitro o efeito do tratamento com compostos de benzoilguanidinas e
seus precursores sintéticos (benzoiltiouréias) sobre formas promastigotas e amastigotas de L.
amazonensis, bem como sua citotoxicidade em macréfagos peritoneais. GI: 1

Vigéncia do Projeto 01/07/2018 a 30/05/2020
Espécie/linhagem Camundongo isogénico (BALB/c)
N° de animais 25 <

Peso/Idade 25 g/ 6 a 12 semanas

Sexo Machos e Fémeas

Origem Biotério da FIOCRUZ de Curitiba
Amostras a serem coletadas | Células peritoneais

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo experimental
aprovado, deve-se submeter 0 novo protocolo a apreciagio da CEUA/UEL anteriormente a execugio
das modificagdes.

Coloco-me & disposigao para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessarios. Sem
mais para o momento, subscrevo, cordialmente.
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Profa. Dra. Maria Fernanda Rodrigues Graciano
Coordenadora da CEUA/UEL

Ilmo.(a) Sr.(a)

Prof. (a) Dr. (a). Marcelle de Lima Ferreira Bispo
Responsavel pelo projeto

Departamento de Quimica do CCE

C/C para a Chefia do CCE

C/C para a Diregéio do CCE
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