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RESUMO

A leishmaniose, uma doenca negligenciada globalmente, € ocasionada por parasitas
protozoarios pertencentes ao género Leishmania. Esta doenca impacta milhdes de pessoas em
diferentes regibes do planeta, especialmente em é&reas com condi¢des socioecondémicas
desfavoraveis e falta de acesso a cuidados de saude adequado. O tratamento dessa doenga grave
apresenta um desafio significativo, pois muitos medicamentos disponiveis tém alta toxicidade
para 0 hospedeiro e podem causar efeitos colaterais adversos. Além disso, ao longo do
tratamento, existe o risco do surgimento de cepas resistentes, o que dificulta ainda mais a
terapia. Com isso, compostos guanidinicos mostraram atividade antileishmanicida frente a L.
amazonensis e L. infantum. Foram sintetizados um total de quinze compostos, incluindo trés
tioureias intermediarias e treze guanidinas. Dentre esses compostos, destaca-se a dez compostos
inéditos, os quais foram avaliados quanto a atividade leishmanicida. Nesse contexto, é
importante ressaltar que dois desses compostos, denominados LQOF-G6 e LQOF-G7
demostraram potentes e seletivos contra o parasita L. amazonensis (ICspama: 17 £ 2.1 uM e 7
+ 0.8 uM; IS: 65.82 e 88.42), respectivamente. O composto LQOF-G6 apresentou melhor
resposta no tratamento de leishmaniose em relacdo aos outros compostos testados, incluindo a
eficacia do tratamento in vivo, sendo uma reducédo de 79,4% a carga parasitaria em comparacao
com o tratamento com Anf B que apresentou uma redugdo em 60,8%, enquanto 0 composto
LQOF-G7 foi de 66,5%, respectivamente. Além do que, o composto LQOF-G6 mostrou
atividade inibitoria da cisteina protease LmCPB2.8ACTE (CPB) com ~73% de inibicdo e um
ICso.cre de 6,0 = 0.15 puM, outros trés compostos tiveram atividade inibitoria, sendo duas
guanidinas: LQOF-G32 e LQOF-G36, e um intermediario tioureia: LQOF-T5, sendo 53%, 34%
e 9%, respectivamente. Todos 0s compostos guanidinicos sintetizados e testados foram
caracterizadas por RMN com analises de 3C e H, EI-MS, HRESIMS, LC/UV/MS e realizado
o0 ponto de fusdo. Desse modo, 0 composto LQOF-G6 teve sua conformacgédo do isémero Z o
que foi demonstrado por estudos de RMN e DRX. Além disso, o composto LQOF-G7 aumentou
a producdo de nitrito nas células mononucleares do sangue periférico, sugerindo um mecanismo
de acdo contra L. infantum para esse composto (10,5 £ 3,58 pM) em comparagdo com um grupo

controle ndo tratado (3,81 + 1,36 uM).

Palavras-chave: Compostos guanidinicos, atividade antileishmania, producdo de NO, estudo

conformacional de RMN e Raio-X e inibigdo enzimatica da cisteina protease.



ABSTRACT

Leishmaniasis, a globally neglected disease, is caused by protozoan parasites belonging to the
genus Leishmania. This disease impacts millions of people in different regions of the planet,
especially in areas with unfavorable socioeconomic conditions and lack of access to adequate
health care. Treatment of this severe disease presents a significant challenge, as many available
drugs have high toxicity to the host and can cause adverse side effects. In addition, throughout
the treatment, there is a risk of the emergence of resistant strains, which makes therapy even
more difficult. Thus, guanidine compounds showed antileishmanicidal activity against L.
amazonensis and L. infantum. A total of fifteen compounds were synthesized, including three
intermediate thioureas and thirteen guanidines. Among these compounds, ten new compounds
stand out, which were evaluated for leishmanicidal activity. In this context, it is important to
note that two of these compounds, called LQOF-G6 and LQOF-G7 were potent and selective
against the parasite L. amazonensis. (IC50AMA: 17 + 2.1 uM and 7 £ 0.8 uM; IS: 65.82 and
88.42), respectively. The compound LQOF-G6 showed better response in the treatment of
leishmaniasis compared to the other compounds tested, including the efficacy of in vivo
treatment, with a 79.4% reduction in parasite load compared to treatment with Anf B, which
showed a reduction of 60.8%, while the LQOF-G7 compound was 66.5%, respectively. In
addition, the compound LQOF-G6 showed inhibitory activity of cysteine protease
LmCPB2.8ACTE (CPB) with ~73% inhibition and an IC50-CPB of 6.0 + 0.15 uM, three other
compounds had inhibitory activity, being two guanidines: LQOF-G32 and LQOF-G36, and one
thiourea intermediate: LQOF-T5, being 53%, 34% and 9%, respectively. All guanidine
compounds synthesized and tested were characterized by NMR with analyses of **C and H,
EI-MS, HRESIMS, LC/UV/MS and and realized the melting point. Thus, the compound
LQOF-G6 had its conformation of the Z isomer, which was demonstrated by NMR and DRX
studies. In addition, the compound LQOF-G?7 increased nitrite production in peripheral blood
mononuclear cells, suggesting a mechanism of action against L. infantum for this compound
(10.5 + 3.58 uM) compared to an untreated control group (3.81 + 1.36 uM).

Key-words: Guanidine compounds, antileishmania activity, NO production, conformational

study of NMR and X-ray and enzymatic inhibition of cysteine protease.
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1. INTRODUCAO

1.1 Leishmaniose

As leishmanioses pertencem ao grupo de doencas tropicais negligenciadas,
representando um grave problema de satide mundial.! O parasita responsavel pertence a familia
Trypanossomatidae, espécie de protozoarios flagelados do género Leishmania. Sdo divididos
em dois subgéneros distintos: Leishmania e Vianna. Esses parasitas sdo transmitidos ao
hospedeiro humano e outras espécies de mamiferos pelo repasto sanguineo do vetor
flebotomineo fémea infectado.?®

As principais formas das leishmanioses sdo classificadas em: leishmaniose visceral
(LV), doenca infecciosa, que agrava 0rgdos, como o baco, medula éssea e o figado, podendo
ser fatal quando ndo tratada;* leishmaniose cutanea (LC), sendo a forma mais comum da doenca
que resulta em lesdes ulceradas;? e a leishmaniose mucocutinea (LCM), atingindo as mucosas
da boca, nariz e garganta.®

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as mais de 20 espécies do género
Leishmania afetam mais de 1 bilhdo de humanos, que estdo localizados em areas endémicas
para leishmaniose, tais espécies podem ser encontradas em areas tropicais e subtropicais,
incluindo Africa, Oriente Médio, Sudeste Asiatico, Sudeste Europeu, América Central e do
Sul.!

Na regido das Américas, a leishmaniose visceral (LV) € endémica em 13 paises, sendo
gue em 2020 no Brasil foram notificados cerca de 97% (1.933) dos casos, com uma incidéncia
de trés casos por 100.000 habitantes, com o foco nas regibes Nordeste, Centro-Oeste e Norte
do Sudeste, segundo a Organizagdo Pan-Americana da Satide (OPAS).® Em relagdo aos casos
de leishmaniose cutanea (LC), em 2020 foram notificados mais de 16 mil casos, sendo o Brasil
0 pais com maior incidéncia na regido das Ameéricas. Vale recuperar que ha 20 anos foram
registrados 1.067.759 casos de leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose cutanea (LC), com
média de 53.387 por ano.®

As espécies do género Leishmania alternam sob dois estagios evolutivos principais: o
estagio evolutivo promastigota, de caracteristica extracelular, movel e flagelada, representando
o vetor infectado, permanecendo de 4 a 25 dias no intestino do diptero, familia Psychodidae,

fémea hematdfagas que pertencem aos géneros Phlebotomus e Lutzomyia;®’ seguido do seu
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estagio evolutivo amastigota, parasita intracelular, imével, e sdo encontradas nas células
fagociticas do hospedeiro vertebrado.

Durante o repasto sanguineo da fémea do flebotomineo ao hospedeiro humano, é
transmitida o parasita leishmaniose na forma promastigota, iniciando o processo de
internalizagdo via fagacitose, em que ocorre a multiplicagdo para a transformacdo na forma
amastigota, até que rompem a membrana do macr6fago, onde podem ser ingeridos por
flebotomineo dando continuidade no ciclo ou invadir novas células de macréfagos.®

Parasitas do género Leishmania apresentam trés tipos familias de CPs: CPA, CPB e
CPC (Figura 4) que participam do mecanismo de sobrevivéncia. A CPB que € um dos
mecanismos em estudo neste trabalho, é um fator de viruléncia do parasita contribuindo para a
permanéncia da Leishmania no interior dos macréfagos.3*

As células CD4" sdo células efetoras fundamentais na resposta imune frente
Leishmania.” As células se dividem em ao menos duas subpopulacdes de linfocitos T
auxiliares, de acordo com o padréo de citocinas secretadas: T helper 1 (Thl) e T helper 2 (Th2).

Os macrdfagos respondem as células T helper 1 (Thl), que auxiliam na eliminagéo
dos parasitas, induzindo citocinas do tipo I1L-12 e IFN-y na infeccdo intracelular®® quando
apresenta imunidade protetora adquirida contra forma amastigota da Leishmania®, por outro
lado, os macrofagos, quando ativados pelas citocinas IL-4, IL-5 e IL-10, entre outras, das
células T helper 2 (Th2)°, auxiliam a sobrevivéncia da Leishmania nas células do hospedeiro.®

O controle do crescimento parasitario é considerado uma relacdo das células do
sistema imune de interacdo com o desenvolvimento de formas clinicas. ® Deste modo, a
resposta imune para o controle da carga parasitaria dependeria da ativacdo de linfocitos CD4*
de Thl, levando a ativacdo dos macrofagos através da expressdo da enzima NOS-2 e a
consequente producdo de NO.”® A partir do aminodacido L-arginina, a enzima celular: dxido

nitrico sintase do tipo 2 (NOS2) catalisa a sintese de oxido nitrico. ’’

1.2 Tratamento

Atualmente ndo ha vacinas disponiveis em humanos que sejam eficazes contra as
formas do parasita da Leishmania, além disso, ha pouca disponibilidade de farmacos para o
tratamento desta doenca, sendo a quimioterapia o tratamento mais eficaz para a doenga.®® Os
farmacos disponiveis utilizados como primeiro tratamento das leishmanioses sdo dois

complexos de antimoniais pentavalentes: antimoniato de meglumina e estibogluconato de sédio
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(Figura 1), na busca de reduzir efeitos secundarios, podendo ser aplicados via intramuscular ou
intravenosa.*®

Esses farmacos de primeira linha apresentam toxicidade e, consequentemente, efeitos
colaterais — como os sintomas de pancreatite,** insuficiéncia renal,'? além de longos periodos
de tratamento, com isso, a doenca passa a ser tratada com farmacos de segunda linha, tais quais
o antibiotico anfotericina B lipossomal (polieno macrolideo), miltefosina (quimicamente
conhecida como hexadecilfosfocolina), paramomicina (antibiético aminoglicosideo),

pentamidina (diamidina aromatica).° (Figura 1)
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Figura 1. Farmacos de primeira linha para o tratamento da leishmaniose.

Os farmacos de segunda linha (Figura 2) também exibem toxicidade e efeitos
colaterais graves, no caso da Miltefosina, podem ser incluidos: hepatoxicidade, toxicidade renal
e distlrbio gastrointestinais'®. No entanto, a longa duragéo do tratamento quimioterapico torna-
se insuficiente!®, sendo necessario o desenvolvimento de medicamentos menos toxicos e

métodos de tratamento mais efetivos.
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Figura 2. Farmacos de segunda linha utilizados para o tratamento da leishmaniose. Fonte: Adaptado de
SANGSHETTI, JAIPRAKASH, N. et al, (2015).1°

Além das deficiéncias graves como toxicidade, a administracdo prolongada dos
farmacos de segunda linha pode corroborar com o surgimento de resisténcia por parte do
parasito. ° Por exemplo, o tratamento com Miltefosina, estd comprometida devido a progresséo
no aumento das taxas de falha terapéutica como o surgimento de resisténcia do parasito ao
farmaco’2 e a Pentamidina clones de promastigotas de L. donavani e L. amazonensis apresentam
resisténcia ao medicamento devido a diminuicdo da captacéo, seguido por aumento do efluxo

de medicamento. °

1.3 Guanidinas

Compostos organicos com grupo funcional guanidinico (Figura 3) sdo encontrados na
natureza com sua funcionalidade bioldgica (alcaloides naturais e no aminoacido arginina)’®.
Além de que, esta presente na estrutura da guanina, uma das bases nitrogenadas encontradas no
DNA.

Estdo presentes em farmacos disponiveis no mercado.’* Sendo assim, diversos
compostos com o grupo funcional guanidinico com atividade antimicrobiana estdo sendo
demonstrados pela literatura®® e que se mostram como potenciais modulares da resisténcia aos

antibidticos no tratamento de doencas infecciosas como atividade antifiingica®, atividade
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antiviraist’, atividade antimalarica!® e atividade antiparasitaria in vitro contra Leishmania (L.)

amazonensis.!®

N/H
|
R1\N/C\N/R2
H H

Figura 3. Estrutura quimica do ntcleo guanidinico.

Os compostos guanidinicos sintetizados e caracterizados neste trabalho tem
como objetivo buscar tratamentos mais efetivo e menos toxico frente a espécie de L.

amazonensis e L. infantum e a busca por possiveis mecanismos de acao.

1.4 Cisteino Proteases (CPs)

As proteases (enzima proteolitica, proteinase ou peptidase) sdo enzimas gque catalisam
a clivagem de ligacdes peptidicas e tém papel fundamental em processos fisiolgicos.?® Podem
ser classificadas de acordo com a posicédo de ligacdo peptidica a ser clivada nos aminoacidos
na proteina®’. Também realizam a preferéncia da clivagem os grupos na regido interna das
cadeias peptidicas® o que se denomina ao nome de endopeptidase.

As proteases sdo classificadas em: serina-protease, que podem usar um residuo de
serina (Ser) ativado no sitio de ligacdo do substrato, como exemplo a quimotripsina e a
tripsina.?® A cisteina-protease, que possuem um residuo de cisteina (Cys) no sitio ativo e que
tém um papel catalitico semelhante ao residuo da serina (Ser) e apresnta em seu sitio ativo uma
conjugacdo com o residuo histidina (His).?224

Além da serina-protease e cisteina-protease, podem ser classificadas como aspartico-
proteases, contendo um residuo de aspartato (Asp), treonina-proteases e metaloproteases que
apresenta um ifon metalico no sitio ativo. 22

No que se refere as proteases de Leishmania spp., sabe-se que sdo fatores
determinantes de viruléncia; constata-se que descobertas de inibidores especificos de proteases

vem tendo capacidade de eliminacéo do parasito.?® Dentre essas proteases, encontramos as CPs
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de Leishmania que pertencem ao cld CA?® e que integram a familia C1, com o grupo cisteino
protease das quais sdo identificadas em Leishmania spp: CPA, CPB e CPC. (Figura 4).

Cla Familia Exemplar

CPA, CPB, CPC
Calpaina

Ubigquitina C-hidrolase
Ubiquitina C-hidrolase
SUMO
d-A-G-endopeptidase
ATG4

Otubaina

GPI8

Metacaspase

Cisteina ——

Seprase

@ Piroglutamil Peptidase |
(PCO PFPI

Figura 4. Organizacio de familia e clas da protease cisteina de L. (L.) major. Fonte: Adaptado de SILVA-LOPEZ,
R. E. (2010).%"

As cisteinas proteases estdo presentes em protozoarios dos géneros Leishmania e

92500000008

]

Trypanosoma?®, contendo em seu centro ativo um residuo de cisteina. Sdo exemplos de cisteina
protease a cruzaina, a papaina, além das catepsinas e a calpainas. Estudos envolvendo a L.
mexicana mostram fatores de viruléncia envolvendo a identificacdo de trés genes de cisteina
protease, sendo a Imcpa, Imcpb e Imcpe.?®

Na analise da estrutura cristalografica®, a enzima LmCPB2.8ACTE é constituida por
217 residuos de aminoacidos formando a cadeia polipeptidica, sendo Cys26, His164 e Asn184,
responsaveis pela atividade catalitica, a qual refere-se ao enovelamento em dominio o-

helicoidal e a de predominancia, B-folha antiparalela.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo Geral

- Sintetizar, caracterizar e avaliar atividade leishmanicida de compostos
guanidinicos frente a espécie de L. amazonensis e L. infantum e seus respectivos mecanimos de
acao.

2.2. Objetivos especificos

- Sintetizar uma série de compostos guanidinicos e avaliar a atividade anti-
promastigota (ICsopro) € anti-amastigota (ICsoama) frente as espécies L. amazonensis;

- Investigar a atividade citotoxica (CCso) em linhagem murinas de macréfagos e
determinar do indice de Seletividade (1IS=CCso/ICso) dos compostos guanidinicos;

- Avaliar compostos guanidinicos com parametros adequados de eficacia e
seguranca (ICso < 10 uM; IS>10) pela administracdo em modelo experimental de leishmaniose
cutanea em camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis, como segue:

1. Avaliar a funcdo renal e hepatica por meio da analise de marcadores
bioquimico no plasma sanguineo;

2. Determinar carga parasitaria via Leishman Donovan Units (LDU);

3. Investigar o composto guanidinico LQOF-G6 como inibidor da enzima
cisteino protease (CPB) de L. mexicana LmCPB2.8ACTE;

- Avaliar a producdo de NO nos sobrenadantes de cultura de PBMC em L. infantum

com o composto LQOF-G7.

3. MATERIAIS E METODOS

Os reagentes utilizados nesse trabalho foram cloreto de benzoila, isotiocianato de
amonio, 4-nitroanilina, 4-bromoanilina, 4-tercbutilanilina, 4-iodoanilina, 2,4-bromoanilina, 3-
aminopiridina, 4-cloroanilina, 2,4 — diclorobenzilamina, 2-bromoanilina, 3-bromoanilina, 1-
adamantanometilamina, 1-adamantilamina, benzilamina, trietilamina, nitrato de bismuto penta-
hidratado. Os solventes utilizados foram N,N-dimetilformamida, acetonitrila, éter de petréleo,
éter etilico e diclorometano.

Todos os reagentes foram adquiridos da empresa SIGMA ALDRICH BRASIL e

utilizados sem purificagdo prévia.
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3.1. Procedimento de sintese
3.1.1. Sintese das tioureias

A. Em um baldo de fundo redondo contendo uma solucdo de isotiocianato de
amonio (0,076 g, 1 mmol) em acetonitrila (20 mL) adiciona-se o cloreto de benzoila (0,140 g,
1,21 g/cm®, 1 mmol). A mistura resultante foi submetida a refluxo, sob agitagdo magnética
constante durante 1 hora a temperatura de 85°C. Na sequéncia, a mistura de reacdo foi filtrada
a frio sob pressdo reduzida utilizando um funil de Buchner. Guardou-se o filtrado contendo o
isotiocianato de benzoila sob refrigeracdo para a sua utilizacdo na sintese das tioureias.

B. Em um bal&o de fundo redondo contendo 1 mmol de isotiocianato de benzoila
em acetonitrila, foi adicionado 1 mmol de uma das anilinas (Tabela 1) correspondentes a
respectiva tioureia. A mistura foi submetida a refluxo, sob agitacdo magnética constante durante
2 horas a temperatura de 85°C, quando a agitacdo foi interrompida e deixou-se atingir a
temperatura ambiente. Ent&o o baldo foi colocado no congelador por 10 minutos e realizou-se
a filtragem utilizando-se um funil de Biichner e papel de filtro. O s6lido foi lavado com

pequenas por¢des de acetonitrila gelada e, em seguida, seco para a obtengdo do produto.

cl
o © A ® o NCS
+ NH,N=C=—=S ———» NH,CI +

0 S
)J\ Rq
N N
N b

Esquema 1. Sintese da tioureia. Reagentes e condicles: (A) Acetonitrila, 85°C, 1 h; (B) Acetonitrila 85°C, 2 h.
Fonte: Autoria propria.
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Tabela 1. Reagentes utilizados para a sintese de tioureia. Fonte: Autoria propria.

Amostra Nome do reagente Estrutura quimica (Ru1)

T4 2-bromoanilina
H,N

Br
TS5 3-bromoanilina /©\
HoN Br
T6 1-adamantilamina HZN/@

3.1.2. Sintese das guanidinas

Em um bal&o de fundo redondo contendo uma solugdo de 1 mmol de tioureia em 5
ml de N,N-dimetilformamida verteu-se 2 mmol de benzilamina (107,15 g/mol, 0,981 g/cmq).
Adicionou-se 4 mmol (101,19 g/mol, 0,726 g/cmq) de trietilamina e em seguida adicionou-se 1
mmol (458,07 g/mol) de Bi(NOs)s-5H,0.> A solucgdo foi aquecida a 120 °C e mantida sob
agitacdo magnética constante por 24 horas. Apos esse tempo, filtrou-se a suspenséo sob pressdo
reduzida utilizando-se um funil de vidro sinterizado com uma camada de celite seguido da
lavagem com 20 mL de diclorometano. Lavou-se 0 extrato organico com agua (4 x 15 mL) e
separou da fase aquosa. Na sequéncia, a fase organica foi dessecada por adicdo de MgSO4
anidro e depois filtrou-se sob presséo reduzida utilizando um funil de Blichner.

Apos a evaporacdo do diclorometano, recristalizou-se o precipitado com uma
mistura 1:4 de éter etilico/éter de petréleo (pf: 40-60°C). Temperatura aproximada de 85°C por

10 minutos sob agitacdo magnética até formacdo de um solido que é filtrado.

R

O S O HN
Iyt e oy
Rz k
R

Esquema 2. Sintese das guanidinas. Reagentes e condi¢des: C. DMF, Bi(NO3)3-5H,0, EtsN, 120°C. Fonte:
Autoria propria.
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Amostra Reagente (R1) Estrutura (R1) Reagente (R2) Estrutura
(Ro)
NO, NH,
LQOF-G1 4-nitroanilina HN/©/ benzilamina K@
Br NH,
LQOF-G2 4-bromoanilina HN/©/ benzilamina K@
c NH,
LQOF-G3 4-cloroanilina HN/©/ benzilamina K@
NH,
4-tercbutilanilina K@
LQOF-G6 /©)< benzilamina
HN
' NH,
LQOF-G7 4-iodoanilina /©/ benzilamina K@
HoN
Br NH,
LQOF-G29 | 4-bromoanilina /©/ adamantanometila p
- mina
Br Br NH
LQOF-G30 2.4- D/ benzilamina K@
dibromobenzilami | "
na
Br NH, CI
LQOF-G32 | 4-bromoanilina /©/ 2,4- b\
- diclorobenzilamina cl
N\ NH,
LQOF-G34 | 3-aminopiridina ‘ benzilamina K@
o Z
Br NH,
LQOF-G35 | 2-bromoanilina D benzilamina K@

T
S
pz4
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Br

LQOF-G36 | 3-bromoanilina

HoN

benzilamina

NH,

LQOF-G37 | adamantilamina /@
H,N

benzilamina

Moléculas sintetizadas — Intermediarios Tioureia

LQOF-T4 LQOF-TS5

Moléculas sintetizadas - Guanidinas

SN

H

LQOF-T6
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Brj©/8r /©/Br /N
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O HN O HN O HN ~
O Aol O
LQOF-G30 LQOF-G32 LQOF-G34
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o O O

QOF-G36 LQOF-G37

T

\
\

—

LQOF-G35

3.2. Técnicas analiticas

Os ensaios de toxicidade foram realizados em colaboracdo com a Prof:. Dra.
Amanda Martins Baviera do Laboratério de Bioquimica e Enzimologia Clinicas da FCFAr,
UNESP.

Avaliacdo da atividade citotoxica e a realizacdo de testes in vitro para a
determinacdo da atividade inibitdria de promastigotas e amastigoras de L.amazonensis, com 0
uso da estratégia de screening fenotipico foi realizada em colaboracdo da Professora Dra
Marcia Graminha do Laboratorio de Bioquimica e Biologia Molecular de Tripanossomatideos
da FCF UNESP/Araraquara.

Avaliacdo do potencial da LQOF-G6 capaz de inibir a enzima cisteino protease,
espécie da L. mexicana, foi realizado pela aluna de mestrado Michele Ferreira do laboratério
de Bioquimica e Biologia Molecular de Tripanossomatideos da FCF-UNESP/Araraquara.

Laboratorio de Imunologia das Doencas Infecciosas, Universidade Federal da
Paraiba (UFPB)/Paraiba realizou uma avaliacdo na producdo de NO como investigacdo da
capacidade moduladora na resposta imune em células mononucleares de sangue periférico
(PBMC) com o composto LQOF-G7.
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Os estudos dos espectros 2D da LQOF-G6 foram realizados em colaboragdo com a
aluna de mestrado Luana Ribeiro dos Anjos do Laboratorio de Quimica Organica Fina — LQOF,
da UNESP/Presidente Prudente.

A caracterizacdo *C em RMN de estado sdlido do composto LQOF-G6 foi
realizado em colaboragdo com o Professor Dr. Alvicler Magalhdes do Departamento de
Quimica Organica da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

3.2.2. Andlises de ponto de fusdo

Os pontos de fusdo foram obtidos utilizando um aparelno WRS-2A
Microprocessador Melting Point Apparantus. As amostras foram colocadas em um tubo capilar,
e as temperaturas de pré-aquecimento e rampa final foram selecionadas para 60°Ce 250°C,
respectivamente. A taxa de aquecimento utilizada foi de 3,0°C.min™.

3.2.3. Analises por EI-MS (Introducéo Direta)

Os espectros de massas foram adquiridos por meio da introducdo direta em um
espectrometro de massas com cromatografia gasosa GCMS-QP2010 PLUS. Os parametros
utilizados para essas analises foram: temperatura da interface: 240°C; temperatura da camara
de ionizacao: 250°C; tempo de corte do solvente: 0,25 min; tempoinicial: 0,30 min; tempo final:
40,0 min; programa de temperatura da cdmara de ionizacdo temperatura inicial: 50°C, com

aquecimento de 20°C.min"* até 350°C e tempo de espera de 10 min.

3.2.4. Analise por espectrometria de massas com ionizacédo por eletrospray (HRESIMYS)

Os espectros de HRESIMS foram obtidos usando um espectrémetro de massas
Micromass hibrido quadrupolo/tempo de voo (QTof) operando com resolucao de 7000 e5 ppm
de precisdo. A solucéo é infundida diretamente na fonte de electrospray por meiode uma seringa
a uma razdo de fluxo de 10 pL/min. O ESI-MS foi adquirido usando um Q-Tof em modo idnico
positivo de uma solucdo de acetona com 0,1% de acido formico, e usando as seguintes
condicOes de operagéo: voltagens do cone e do capilar sdo selecionadas para 3500 e 45 V,

respectivamente, com uma temperatura de desolvatagéo de 100°C.
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3.2.5. Andlises Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

As analises de Ressonancia Magnética Nuclear foram realizadas no equipamento
AVANCE-III HD - 500 MHz, de campo magnético de 11,746 teslas; este possui sondas para
analises liquidas de 5 mm (*H, °C, N, F e 3IP) e 1,7 mm (*H, 3C e N), para todos os
diferentes tipos de analises ha a possibilidade de controlar a temperatura. Os deslocamentos
quimicos foram referenciados utilizando tetrametilsilano (TMS) como padréo interno e
reportados em ppm (8). O solvente utilizado foi CDCls. Os dados s&o apresentados da seguinte
forma: deslocamento quimico, multiplicidade(s = singuleto, d = dupleto, dd = dupleto de
dupleto, t =triplete, qua = quadrupleto, qu =quintupleto, m = multipleto, br s = amplo singleto),
as constantes de integracao e de acoplamento (em Hertz).

3.2.6. Estudo de raios-X do cristal LQOF-G6

Os parametros experimentais do estudo de raios-X do cristal inico LQOF-G6 séo
exibidos na Tabela 3. Dados de cristal, parametros de coleta de dados e refinamento de estrutura

estdo resumidos na Tabela 9 do Apéndice

Tabela 3. Parametros experimentais e CCDC-Code.

. Detector | Time/ Frame
Sample Machine Source | Temp. Distance | Erame #Frames width CCDC
Bruker [K] [mm] [s] [°]
LQOF-G6 | Bruker D8 Venture Mo 120 40 60 3506 0.3 2144089

3.3. Estudo da atividade biologica

3.3.1. Cultivo de Leishmania

3.3.1.1. Condicdo e cultivo de L. amazonensis

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis (MHOM/BR/71973/M2269)
foram mantidas em meio LIT (Liver Infusion Tryptose)® adicionado de 10% de soro fetal
bovino (SFB) e 1% de solucdo de antibidticos estreptomicina (10 mg/mL) e penicilina (1000
U/MI) a temperatura de 28°C.
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A fim de fazer ensaios in vitro para analisar a atividade anti-promastigotas ou fase
estacionaria, para a realizacdo dos ensaios de infeccdo de macrofagos peritoneais com
finalidade da avaliagdo da atividade anti-promastigota dos compostos ou infeccdo de
camundongos BALB/c, nos ensaios in vivo, foi determinado as fases de crescimento da
Leishmania e identificado os dias que a L. amazonensis alcangam sua fase logaritmica a partir
da concentracdo de L. amazonensis que foi quantificada individualmente em promastigotas/mL
usando cadmara de neubauer, observada durante 6 dias, partindo do dia 0 em concentragdo 2x10°

promastigotas/mL.

3.3.1.2. Condigéo e cultivo de L. infantum para estudos da LQOF-G7

As formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum
[I0OC/LO579(MHOM/BR/1974/PP75)] foram cultivadas em meio de Schneider, pH 7,0,
suplementado com 20% de soro fetal bovino (FBS), 2% de urina masculina humana, 100 U/mL

de penicilina e 100 mg/L de estreptomicina, e os parasitas foram mantidos in vitro a 26 °C.

O procedimento para obtencdo da forma amastigota axénica extracelular de L. infantum
foi baseado nos métodos descritos por Debrabant et al. (2004)*2 com modificacdes® realizados
pelo Laboratorio de Imunologia das Doencas Infecciosas, Universidade Federal da Paraiba,
Jodo Pessoa. As formas promastigotas na fase de crescimento estacionario foram diferenciadas
em amastigotas axénicas por tratamento a temperatura (37°C). Os parasitas foram mantidos em

cultura por ndo mais que 20 passagens.

3.3.2. Atividade anti-promastigota de compostos guanidinicos

O ensaio de viabilidade celular utilizando MTT (brometo de 3-(4,5- dimetil-2-
tiazolil) -2, 5-difenil-2H-tetrazolio) detalhado no protocolo3*3® para L. amazonensis. Ajustou-
se a concentragdo de Leishmania em fase logaritmica para 1x10’ promastigotas/mL e foram
distribuidas em placas de 96 pocos adicionado as diluicdes dos compostos guanidinicos de
forma seriada em concentracdes de 100 uM a 1,6 uM (razdo de 1:2) para a determinagdo da
concentracdo com a atividade inibitéria em 50% dos parasitas (IC50PRO).

As placas, continham em cada pogo o volume final de 100 pL, sendo, 97 pL de
Leishmania e 3 pL dos compostos em avaliagdo contendo 100 pL de volume final com 97 pL

de meio Schneider completo e 3 puL. dos compostos, todas as placas organizadas em triplicatas.
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Uma triplicata com 100 pL de L. (L.) amazonensis (MHOM/BR/71973/M2269), e tambem,
triplicata com 100 uL de meio Schneider completo. A preparagédo da placa do experimento foi
incubada em estufa BOD a temperatura de 27°C por 72 horas.

Apo6s incubacdo, adicionou-se 10 uL de MTT em todos os pogos da placa do
experimento em uma concentracdo por poco de 2,5 mg/mL e incubado novamente ao abrigo da
luz por 75 minutos. Para a realizacdo da leitura das absorbancias em espectrofotémetro
UV/Visivel (Tecan®) a 570 nm, foi adicionado 100 pL de etanol e 100 pL de isopropanol: PBS
(1:1). Utilizou-se os valores resultantes da leitura das microplacas ap6s o ensaio de viabilizagdo
celular e a porcentagem de parasitas mortos expressos em porcentagem de citotoxicidade (%C),
para determinar a concentragao inibitoria maxima capaz de interferir na viabilidade de 50% dos
parasitas (1Cso) de promastigotas. Esta foi calculada segundo a equacio descrita em 342637, por
fim foi definido por regressdo ndo linear a concentracdo efetiva para 50% das formas
promastigotas (ICsopro) atraves do software BioEstat, e os dados foram expressos como média

+ DP de duas replicatas independentes.

3.3.3. Avaliacao da citotoxicidade dos compostos guanidinicos em macréfagos
peritoneais murinos

Para avaliar a citotoxicidade dos derivados guanidinicos frente a macréfagos de
mamiferos, realizou-se a extracdo de macrdéfagos peritoneais de camundongos machos Swiss,
com idade entre 4 a 6 semanas.

Apbs a extracdo, foram distribuidos em placas de 96 pocos na razdo de 5x10°
células/poco em meio de cultura RPMI-1640 e depois mantidos por 6 horas em 37°C e 5% de
CO.. Apds o periodo de adesdo dos macrofagos, descartou-se o sobrenadante para realizar o
tratamento e adicionou-se 97 uL de Meio RPMI-1640 e 3 pL das moléculas a serem avaliadas,
diluidas em diferentes concentracgdes iniciando de 300 uM a 2,34 uM. Deixando também po¢os
somente com 100 pL de Meio RPMI-1640 para controle de macr6fagos sem tratamento. Feito
o tratamento, as placas foram deixadas a 37°C e 5% CO; por 24 horas.®

Para realizar a leitura das absorbancias em espectrofotometro UV/Visivel (Tecan®)
a 570 nm para analisar a viabilidade celular dessas células, adicionou-se 10 uL de MTT em
todos 0s pogos da placa do experimento em uma concentragdo por pogo de 2,5 mg/mL apés o
tempo de tratamento e em seguida as placas foram incubadas novamente ao abrigo da luz por

75 minutos, em seguida foi adicionado 100 pL de etanol e 100 pL de isopropanol: PBS (1:1).
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Para determinar a concentracdo citotoxica em 50% dos macréfagos (CC50), foi
feito uma conversdo da densidade Optica obtida em porcentagem de inibi¢do, uma analise de
regressdo dos dados usando o software BioEstat e os dados foram expressos como média + DP
de duas replicatas independentes.

Esse experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, sob o protocolo CEUA/FCF/CAr:
12/2021.

3.3.4. Avaliacdo da Atividade anti-amastigota de compostos guanidinicos

Para a avaliagdo da atividade anti-amastigota de derivados guanidinicos foi
realizado o protocolo para L. amazonensis descrito®?, exceto algumas modificagdes. Foram
extraidos macrofagos peritoneais murinos, os quais foram mantidos durante 24 horas em meio
RPMI-1640 a 37 °C e 5% de CO-, distribuidos em placas de 24 pocos (3 x 105 células/poco)
para aderéncia em laminulas (13 mm diametro) presentes nos pogos das placas.

Apos aderéncia essas células foram infectadas com promastigotas da espécie de
Leishmania a ser testada na fase estacionaria de crescimento, em razdo de 5 parasitas para 1
macrofago (5:1) para L. amazonensis e incubadas por 18h a 37°C e 5% de CO,. O volume final
dos pocos era de 500 pL.

Apos o periodo de infeccdo, foi realizada uma lavagem com PBS para remocao dos
parasitas ndo internalizados nos macrofagos e o tratamento foi feito utilizando derivados
guanidinicos ao longo de 24 horas. Foram adicionados os derivados guanidinicos diluidos
previamente em varias concentracGes em razdo de 1:2 (Para L. amazonensis as concentracdes
usadas foram: 20 uM, 10 uM, 5 uM, 2.5 uM, 1.25 uM e 0.62 uM.

Depois do periodo de tratamento, foi retirado o sobrenadante dos pogos e as placas
foram deixadas a temperatura ambiente até secar, seguido de adi¢cdo de metanol para fixacdo
das células nas laminulas e logo ap06s secar completamente, adicionou-se uma solucéo diluida
de corante Giemsa (MERCK®) a 10% em tampdo PBS em todos 0s po¢os, essa solucdo foi
mantida nos po¢os por 8 minutos para coloracdo e depois desse momento, retirou-se as
laminulas de dentro dos pocos das placas para secarem em temperatura ambiente e serem
coladas em laminas.

A determinacdo do ICsoama dessas moléculas em relagdo aos derivados

guanidinicos foi feita posteriormente por contagem sob microscopia Optica comum e 0S
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pardmetros como o nimero de amastigotas/macréfagos e o nUmero de macrofagos infectados
foram analisados e comparados as laminulas resultantes do experimento onde as células
infectadas ndo receberam quaisquer tratamentos. Os ensaios foram realizados em triplicatas
experimental e duplicatas bioldgicas. Esses ensaios foram aprovados pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, sob o protocolo
CEUA/FCF/CAr: 12/2021.

3.3.5. Avaliacgéo da eficécia in vivo e seguranca em modelo experimental de leishmaniose
cutanea em camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis tratados com
compostos guanidinicos LQOF-G6 e LQOF-G7

Para avaliar a eficacia dos compostos guanidinicos LQOF-G6 e LQOF-G7, fémeas
de camundongos da linhagem BALB/c (CEMIB-UNICAMP — CEUA n°: 32/2020), com 5
semanas de idade foram infectadas subcutaneamente com 1x10’ promastigotas de L.
amazonensis na fase estacionaria na orelha direita e seguiu-se o protocolo.®® Os camundongos

foram separados em cinco grupos de cinco animais cada:

G1 infectados e tratados com veiculo (Tampéo PBS + 1% de DMSO);
G2 infectados e tratados com Anf B;

G3 infectados e tratados com o0 composto LQOF-G6;

G4 infectados e tratados com composto LQOF-G7;

G5 controle negativo e tratado com veiculo (Tampéao PBS + 1% de DMSO).

Uma nova infeccdo foi efetuada como descrito acima, apdés o ndo havendo
formacdes de lesbes durante 30 dias pds infecgdo. Ao surgir as lesbes com diametro de 5a 7
mm segundo as medidas aferidas usando um paquimetro digital (Mitutoyo), deu-se inicio ao
tratamento, aproximadamente 60 dias pos-infeccdo. O tratamento ocorreu de forma
intraperitoneal, usando doses diarias de 2 mg/kg por dia de Anf B, 4 (LQOF-G6) e 5 (LQOF-
G7) por 15 dias.

Para o calculo das doses dos compostos, foi utilizado os valores de ICso obtidos
através de ensaio anti-amastigota (LQOF-G6: 17 uM e LQOF-G7: 7 uM) e o volume de sangue
do animal (1,5mL) levando em consideragdo que o volume de sangue de um camundongo

BALB/c se refere a 6% da massa corpérea e o0 peso médio dos animais foi de £ 25 mg. A partir
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desse célculo, foi utilizado nos tratamentos doses iguais de 2 mg/kg/dia para todos 0s
tratamentos, essa dose se refere a exatamente 10x ICso da molécula (LQOF-G7) e
aproximadamente 10x ICso de (LQOF-G6) que seria o valor exato de 2,7 mg/kg/dia. Vale
ressaltar que a dose (2 mg/kg/dia) do farmaco utilizado como referéncia (Anf B) foi
estabelecida.>®

Ao decorrer do acompanhamento a cada 3 dias, foram feitas medidas de diametro
e espessura das lesGes usando o paquimetro digital (Mitutoyo) seguindo trés parametros:
didmetro menor (d), didmetro maior (D) e espessura das orelhas (com e sem leséo). O peso dos
animais foi acompanhado, assim como tambem foram tiradas fotos das lesbes ao longo do
tratamento.

Ao final do tratamento, os camundongos foram eutanasiados em camara de COs,
com o objetivo de investigar possivel toxicidade do composto. Seu sangue foi coletado
realizando uma puncdo cardiaca para coleta do soro para analises das alteracbes em
biomarcadores de funcdo hepatica e renal. Foi coletado também as lesbes das orelhas de cada
camundongo e feito “imprints” das lesdes da seguinte forma: Laminas previamente limpas se
colocam sobre a superficie das lesdes das orelhas, essas laminas sdo deixadas em temperatura
ambiente até secar e, em seguida, sdo coradas usando corante Giemsa diluido em PBS 1X.

Para a determinacdo da carga parasitaria foi realizada a contagem do nimero de
amastigotas intracelulares nas células infectadas contidas nas laminas usando microscopia
Optica. O tecido da orelha foi pesado previamente para determinar o peso da leséo e usou-se o
calculo do indice LDU (Numero de amastigotas de Leishmania por 1000 células nucleadas por
peso da lesdo. A contagem levou em consideracdo 100 células nucleadas por peso da lesdo e 0s
valores foram extrapolados para 1000).

Para avaliacdo os resultados obtidos ap6s o tratamento in vivo, foi realizado analise
estatistica de todos os dados utilizando o teste de One-way ANOVA e Two-way ANOVA com
ajuda do programa GraphPad Prism. As diferencas foram consideradas estatisticamente

significativas quando o valor de p <0,05.

3.4. Testes biomarcadores in vivo

Os experimentos in vivo aqui mencionados, foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, sob o
protocolo CEUA n°: 32/2020
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Os biomarcadores determinados foram: bilirrubina total, alanina e aspartato
aminotransferases (ALT e AST, respectivamente), fosfatase alcalina (ALP), ureia e creatinina.
Os ensaios sao realizados por sistema de identificacdo-espectrofotométrica em analisador

bioquimico semi-automatico, com utilizacdo de Kits comerciais Labtest Diagndstica S. A.

3.4.1. Determinagéo da concentragdo de creatinina

A concentracdo de creatinina foi determinada pela acdo da enzima creatinina
amidohidrolase, na qual converte creatinina a creatina. A creatina produzida € hidrolisada a
sarcosina e uréia pela acdo da enzima creatina amidinohidrolase. Em seguida, a enzima
sarcosina oxidase promove a desmetilagdo oxidativa da sarcosina, levando a producgdo de
glicina, formaldeido ¢ H.0O.. Na presenga de peroxidase, o H.O. formado reage com o N-ethyl-
N-sulfopropyl-mtoluidina (ESPMT) e 4-aminoantipirina, produzindo uma quinoneimina,

monitorada a 546 nm.*° Os resultados foram expressos em mg/dL.

3.4.2. Determinacédo da concentracdo de alanina aminotrasnferase (ALT)

A ALT catalisa a transferéncia do grupo amino da alanina para o a-cetoglutarato,
na presenca do piridoxal-5-fosfato, produzindo piruvato e oxaloacetato; o piruvato é oxidado a
acetilfosfato e é gerado perdxido de hidrogénio via uma oxidase de piruvato. A reacdo final
consiste na oxidacdo de corante leuco pelo perdxido de hidrogénio, na presenca de uma
peroxidase, com a formacdo de cromdforo. A alteracdo da densidade da reflectancia é

proporcional a atividade de ALT na amostra. 42 Os resultados foram expressos em U/L.

3.4.3. Determinacéo da concentracao de fosfatase alcalina (ALP)

A ALP, em pH alcalino, hidrolisa o p-nitrofenilfosfato liberando p-nitrofenol e
fosfato inorganico. A quantidade produzida de p-nitrofenol, monitorada em 405 nm, €
diretamente proporcional a atividade enzimatica da ALP na amostra.** Os resultados foram

expressos em U/L.
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3.4.4. Determinacédo da concentracao de ureia

A ureia € hidrolisada pela urease a ions aménio e CO. Os 2 ions am6nio reagem,
em pH alcalino, com salicilato e hipoclorito de sédio, sob a acdo catalisadora do nitroprussiato
de sddio para formar azul de indofenol, monitorado em 600 nm. A intensidade da cor formada

é proporcional a quantidade de uréia na amostra.** Os resultados foram expressos em mg/dL.

3.4.5. Determinacédo da concentracao de aspartato aminotransferase (AST)

A AST catalisa especificamente a transferéncia do grupo amina do &cido aspartico
para o cetoglutarato com formacgédo de glutamato e oxalacetato. O oxalacetato é reduzido a
malato por acdo da malato desidrogenase (MDH), enquanto a coenzima NADH é oxidada a
NAD. A oxidacdo da coenzima NADH é monitorada a 340 nm e é diretamente proporcional a

atividade da AST na amostra.*? Os resultados foram expressos em U/L.

3.4.6. Determinacédo da concentracao de bilirrubina total
A bilirrubina é dosada por diazotizacdo e formacgdo de azobilirrubina vermelha,
monitorada em 525 nm. A bilirrubina total, inclui a direta e indireta é dosada por acéo de potente

solubilizador de acéo catalisadora*. Os resultados foram expressos em mg/dL.

O ensaio de inibicdo da enzima LmCPB2.8ACTE (DA COSTA CLEMENTINO et

al., 2021), foi realizado em placas pretas de 96 pocos contendo:

e Tampdo acetato de sodio 100 mM, pH 5,5 contendo 200 mM de NaCl e 0.01% de
Triton-X 100;

e 2 nM da enzima LmCPB2.8ACTE;

e 2 mM de ditiotreitol DTT;

® 5 uM de substrato Z-F-Arg-MCA (Calbiochem);

e Os compostos em concentragao de 20 uM.
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Em primeiro momento, foi realizado a leitura da fluorescéncia basal, ou seja, a
atividade das substancias sem a presenca da enzima, como tampé&o, DTT e substrato. Nos pocos
sdo adicionadas essas trés substancias: 196 pL de tampao, 2 pL. de DTT e 2 uL de substrato e
realizou-se a leitura das absorbancias em espectrofotdmetro UV/Visivel (Tecan®) a 30 °C por
2 minutos para registrar a fluorescéncia emitida em cada um dos pogos.

Depois, foram preparados novos pocos para testar a atividade da enzima sem a
presenca do composto em analise, contendo: 198 pul. de um mix contendo tampao, DTT e
enzima nas mesmas concentragcdes de trabalho e feito uma leitura no Tecan® nas mesmas
condi¢des descritas acima. Apos essa leitura, adicionou-se 2 uL do substrato e realizou-se uma
nova leitura dos mesmos pocos, para registrar a fluorescéncia.

Finalmente, foi preparado os pocos para o teste de inibicdo da enzima pelos
compostos guanidinicos, contendo: 196 pL de do MIX (Tampao, DTT e Enzima), apos
adicionar o MIX ¢ feito a primeira leitura no Tecan®. Depois foi adicionado a esses pocos 2
uL do derivado guanidinico nas concentracdes 20 uM, 10 uM e 5 uM, foi feito uma segunda
leitura e por fim, adicionou-se 2 pL do substrato e realizou-se a terceira e Gltima leitura.

Os resultados foram calculados e analisados quanto ao aumento ou diminuicdo da
fluorescéncia, sendo considerado quanto menor a fluorescéncia do substrato, apds adicdo do
composto, maior a inibicdo da enzima.

Ao final, foi feito uma comparacdo dos valores de fluorescéncia obtidos nos pogos
do teste de atividade da enzima sem inibidor em relacdo aos valores dos pocos que foram
adicionados os compostos guanidinicos, sendo descontados o valor da fluorescéncia basal nas
duas situac6es. Os valores foram analisados via regressdo ndo linear a concentracgdo efetiva para
50% de inibi¢do da LmCPB2.8ACTE (ICso-cps) através do software BioEstat, e 0os dados foram

expressos como média + DP de duas replicatas independentes.

3.5. Preparacéao de células mononucleares do sangue periférico e ensaio de infeccdo com

L. infantum

Células Mononucleares de Sangue Periférico (PBMC) foram obtidas de um total de
5 voluntarios saudaveis de Jodo Pessoa, PB Brasil, em tubos contendo heparina sddica. Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal da Paraiba, Brasil.
Resumidamente, o sangue periférico foi diluido 1:1 com solug&o salina tamponada com fosfato
(PBS) e lentamente colocado sobre Ficoll® Paque PLUS (GE Healthcare, EUA). Os tubos
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foram centrifugados a 400 g por 40 min a 20°C. Apos centrifugacdo, o PBMC foi colhido,
lavado trés vezes com PBS e ressuspenso em meio RPMI suplementado com antibiéticos
(penicilina 200 U/ml e estreptomicina 0,1 mg/ml), 1 mM de L-glutamina e 10% de soro humano
inativado. A viabilidade celular foi avaliada por exclusdo do corante azul de tripano. As células
foram contadas em um hemacitometro. /48

As formas promastigotas de L. infantum (1 x 108 parasitas/mL) foram marcadas com
o corante carboxifluoresceina diacetato succinimidil éster CFSE (CellTrace™ CFSE Cell
Proliferation Kit). A solucéo de CFSE foi adicionada ao tubo na concentracdo final de 5 uM. A
suspenséo foi incubada por 15 minutos a 5% de CO», 37 oC e lavada trés vezes com PBS com
10% de FBS inativado, conforme descrito anteriormente)*’ Mondcitos de sangue total de L.
infantum marcados com CFSE. A infec¢cdo ocorreu na proporcao de 1 monocito:10 Leishmania
por 3 horas. Apos a infeccao, as células foram lavadas trés vezes com PBS suplementado com
10% de FBS. Apos a infeccdo e obtencdo das PBMC, as células foram plaqueadas em placa de
96 pocos (2,5 x 105 células/poco), sendo incubadas com guanidina LQOF-G7 e Anfotericina B
na concentracdo de 1x valor EC50, com meio ou estimulo de LPS (Lipopolissacarideo de
Escherichia coli - Sigma-Aldrich 0111:B4) a 100 ng/mL. 45!

As placas foram incubadas por 24 h em um forno de 5% CO, a 37°C. Apos a
incubacdo, as placas foram centrifugadas a 200 g por 8 min a 4°C, e o sobrenadante foi coletado
para medir a producéo de nitrito. Para marcacdo de mondcitos, um anticorpo de superficie CD14
(PERCP-Cy5.5; clone M®P9) foi adicionado no volume final de 40 pL. Apds a adicdo do
anticorpo, a placa foi incubada a 4°C por 15 minutos, protegida da luz. No final do periodo de
incubacdo, as células foram lavadas adicionando 150 pl de tampédo PBS gelado a cada pogo. A
placa foi centrifugada novamente por 10 minutos a 4°C. Ao final da centrifugacéo, a placa dos
sobrenadantes foi removida e as células suspensas. Em seguida, 100 pL de tamp&o PBS e 100
pL de solucdo de formaldeido a 4% foram adicionados e lidos no citémetro de fluxo.
FACSCANTOII (BD FACSCanto® Il - BD Biosciences, San Jose, CA, EUA), onde foram
adquiridos 30 mil eventos. O software FlowJo v.10.8.1® foi usado como programa para analisar

os dados obtido.%%"®

3.5.1. Ensaio de Nitrito

Os sobrenadantes da cultura foram avaliados quanto ao produto final estavel de NO,

nitratos e nitritos, usando a reacdo de Griess de acordo com o manual de instrugdes Cayman
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chem (Cayman Chemical, EUA). O nivel de NO foi determinado lendo a absorbancia em um
comprimento de onda de 540 nm em um leitor de microplacas (BioTek-ELx800). Os valores
médios de densidade 6ptica (OD) em branco foram subtraidos dos valores médios de OD do

teste,>3 78
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Caracterizacdo RMN — LQOF-G6

A molécula LQOF-G6 foi caracterizada por analises 1D e 2D-RMN. As Tabelas 4
e 5 resumem os valores do deslocamento quimico dos niicleos *H e $3C de LQOF-G6 em CDCl3
a 253 K.

O espectro de *H (Figura 5) mostra os sinais dos nove equivalentes hidrogénios do
grupo terc-butil, dois metilenos (H13), dois equivalentes aromaticos (H10) e dois hidrogénios
permutaveis ligados ao nitrogénio (H1 e H2). Os oito sinais dos 12 hidrogénios aromaticos
restantes foram agrupados na regidao 7,20-8,30 ppm com alguns deles sobrepostos.

O sinal em 177,456 ppm no espectro *C em 253 K (Figura 6) é caracteristico de
um carbonil e, portanto, atribuido a C8. Os sinais na regido alifatica em 45,784, 34,566 e 31,181
ppm foram atribuidos ao C13 benzilico e aos carbonos metil quaternario e trés equivalentes do

grupo terc-butil, respectivamente.

4 6 18 19
10
11 9 Na/
12 13 14

11



43

7 )
L F=
:
3 Il [N R N f 8
Q 1 =18
! 15 3 9
5 16 R L
o 11, |
9
11 19
15 B
10 1z 10 1 kst 16 4 . | o
11 =1
JVL Tk A |
16
-
&2 &0 78 70 1 [
[~
13 L
2 n L
Jl A i — =l
aall
| [
=)
JQL E‘ \ : @
=l
1
= — 1 — 0 . . —
12 10 8 6 4 [ppm]
Figura 5. Espectro 'H de LQOF-G6 a 253 K em CDCls. Fonte: Autoria prépria.
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Figura 6. Espectro 3C{*H} de LQOF-G6 a 253 K em CDCls. Fonte: Autoria propria.
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Tabela 4. Valores de deslocamento quimico de *H (5 ppm) do composto LQOF-G6 em CDCl; a 253 K. Fonte:

Autoria propria.

Atomo H1 H2 H4 H5 H10 H11

8 (ppm) 5,33 12.09 7.21 7,42 8,29 7,43
Multiplicidade t S d d Dd dt

J (Hz) 5,89 8,26 826 | 7.26/1.11 | 7.26/7.32

Atomo H12 H13 H15 H16 H17 H19

8 (ppm) 7,50 4,83 7,37 7,37 7,31 1,31
Multiplicidade tt d - - - -

J (H2) 7.32/1.11 5,89 - - - -

Tabela 5. Valores de deslocamento quimico de **C (5 ppm) do composto LQOF-G6 em CDCl; a 253 K. Fonte:
Autoria prépria.

C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10 C11
133.508 | 125.386 | 127.043 | 150.139 | 158.676 | 177.456 | 138.184 | 128.965 | 127.875

C12 C13 C14 C15 C16 Cl7 C18 C19

131.239 | 45.784 | 138.571 | 127.498 | 128.669 | 127.455 | 34.566 | 31.181

Conforme sugerido pelo deslocamento quimico de RMN de H2, 12,09 ppm, ele esta
envolvido em uma ligagdo de hidrogénio intramolecular com o grupo carbonila. O sinal *C
correspondente a C7 apareceu em 158,676 ppm, caracteristico de um atomo de carbono central

do ndcleo guanidinico.®!

4.2. Analise Conformacional LQOF-G6

O estudo de raios-X de LQOF-G6 mostrou a estrutura cristalina com a dupla ligagéo

do grupo guanidinio localizado entre o carbono central (CLA em DRX e C7 em RMN) e a
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amida N (N2A em DRX e Nc em RMN) e a ligagdo de hidrogénio intramolecular entre o &omo
de hidrogénio na anilina N (N1A em DRX e Nb em RMN) e o &omo de oxigénio carbonil
(O1A em DRX). Figura 7. Para confirmar, experimentos *H-*N HMBC, H e *C em estado

solido em baixas temperaturas foram conduzidos.

Figura 7. Estrutura da molécula LQOF-G6 desenhada com elipséide de deslocamento de 50%. Segunda molécula
independente omitida para maior clareza. A precisdo da ligacdo para ligagbes carbono-carbono simples é de 0,0032
A. Uma ligacio de hidrogénio intramolecular de carater moderado.®’ estabiliza a estrutura (também valida para a

segunda porcédo independente).

O espectro HMBC !H-®N em T = 253 K (Figura 8) mostrou os trés atomos de
nitrogénio com ressonancias nas regides tipicas de aminas alifaticas (Na), aminas aromaticas

(Nb) e o nitrogénio de guanidina conectado por ligacéo dupla (Nc).
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Figura 8. Espectro *H - >N HMBC de LQOF-G6 a 253 K. Fonte: Autoria propria.

O atomo de hidrogénio H1 (5,33 ppm) foi identificado por sua Unica correlagéo de
longa distancia com o nitrogénio Nc (172,51 ppm). H4 (7,21 ppm) foi correlacionado com Nb
(105,54 ppm), H2 (12,09 ppm) também correlacionado com Nb (105,54 ppm) por uma ligacédo
direta, e com Na (90,25 ppm), H1 (ligacdo direta) e H13, com quimica deslocamentos de 5,33
e 4,83 ppm, respectivamente, correlacionados com Na (90,25 ppm). Foi relatado o estudo de
uma série de benzoilguanidinas que apresentavam isomerismo E/Z.%! No entanto, para o
composto LQOF-GB6, a ocorréncia do isdmero E ndo foi demonstrada por analises de RMN. O
estudo HMBC *H — N facilitou a atribuicdo da ressonancia devido ao atomo de nitrogénio da

anilina (destacado como Nc) e confirmou a atribuicéo dos sinais °N.
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H13

Hl

Figura 9. *H espectro de LQOF-G6 em CDCI; em diferentes valores de temperatura (T(K)= 298 (amarelo), 283
(roxo), 273 (verde), 263 (vermelho) e 253 (azul)). (esquerda) Hidrogénio H2. (direita) Hidrogénios H1 e H13.

Fonte: Autoria propria.

Conforme observado no espectro H em 253 K mostrado na Figura 9, os sinais dos
protons H2 e H1 apareceram como singleto e tripleto, respectivamente. Sinais de H2 e H1 em
diferentes valores de Temperatura variando entre 298 e 253 K permitem observar os sinais mais
finos e intensos, e, consequentemente, com maior resolucdo, facilitando a determinagédo da
multiplicidade para ambos, H1 e H2.

Com H2 agora identificado, o deslocamento muito forte do sinal para baixo é
evidéncia de seu envolvimento na ligacdo de hidrogénio com o grupo carbonila e a confirmagéo

do isbmero Z.

4.3. RMN de estado solido — LQOF-G6
Além dos experimentos de RMN em solucdo da molécula LQOF-G6, foi realizada
a andlise do '3C no estado solido. Essa analise mostrou a estrutura relacionada ao isdmero Z

reproduzindo o que foi encontrado na analise em solucdo (Figura 10).
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Figura 10. Polarizagéo cruzada *C{*H} Espectros de RMN de estado solido de LFQO-G6, tempo de contato 3
ms durante a rampa de polarizagdo de 50 a 100%, girado em 12 kHz, SSB - indica banda lateral de rotacdo, 13C
adquirido em 125,695 MHz, 'H em 499,832 MHz foi desacoplado usando Poténcia de pulso de 70 kHz com
sequéncia espinhal 64. Fonte: Elaborado pelo Departamento de Quimica Orgéanica, Universidade de Quimica,

Universidade Federal do Rio de Janeito/RJ.

Comparando com o espectro de *C em solugdo (Figura 6), o carbono central
guanidinico (C7) foi observado com um deslocamento quimico de 163,497 (158,676 em
solucéo).

Outra caracteristica importante na estrutura da molécula de guanidina é o C13
(benzil), que é observado em 48,660 ppm no estado sélido e 45,784 ppm em solucéo.

A diferenca entre os carbonos C9 e C14 também é observada no espectro *C do
estado sélido, esses atomos sao observados, respectivamente, em 140,893 e 141,863 ppm, € no
espectro mostrado na Figura 6, C9 e C14 sdo observados em 138,184 e 138,571 ppm.

Resumindo a partir dos dados apresentados, é possivel visualizar que os atomos de
carbono discutidos aparecem proximos nos sinais de deslocamento quimico, tanto para analise
de solidos quanto de solucdo, separados apenas por uma pequena diferenca no deslocamento

quimico devido possivelmente ao efeito do solvente
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4.4 Caracterizacdo RMN — LQOF-G32

A molécula LQOF-G32 foi submetida & analise de *H e 3C para sua caracterizacio.
Os deslocamentos quimicos dessas analises sdo apresentados nas Tabelas 6 e 7, onde estdo
atribuidos os valores de deslocamento quimicos dos ntcleos de hidrogénio (*H) e carbono (*3C),
respectivamente, do composto LQOF-G32 em CDCI3 a 298 K.
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Figura 11. Espectro *H de LQOF-G32 a 298 K em CDCls. Fonte: Autoria propria.
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Figura 12. Espectro regido aromatica *H de LQOF-G32 a 298 K em CDCls. Fonte: Autoria propria.

O espectro de 'H (Figura 11) mostra os sinais de dois metilenos (H13), dois

equivalentes aromaticos (H10) e dois hidrogénios ligados ao nitrogénio (a e b). Os oito sinais
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dos 12 hidrogénios aromaticos restantes foram agrupados na regido 7,10-7,60 ppm com alguns

deles sobrepostos.

Tabela 6. Valores de deslocamento quimico de *H (& ppm) do composto LQOF-G6 em CDCl; a 298 K. Fonte:

Autoria propria.

Atomo a b H4 H5 H10 H11
8 (ppm) 5,33 12.17 7.14 7,40 7,55 7,42
Multiplicidade S S d d Dd d
Atomo H12 H13 H15 H16 H17 H19
§ (ppm) 7,49 4,78 - 7,44 - 7,22
Multiplicidade tt d - d - -

Ao comparar as analises de *H dos compostos LQOF-G6 e LQOF-G32, é possivel

observar a semelhanca nos deslocamentos quimicos de certas regifes de hidrogénio. Por

exemplo, os hidrogénios dos metilenos (H13) apresentam deslocamentos quimicos de 4,83 ppm

e 4,78 ppm, respectivamente, nos dois compostos. Essa similaridade nos deslocamentos

quimicos indica a presenca dos hidrogénios nas mesmas posicdes relativas nas estruturas dos

compostos.

178.01

ca

— 158.85
158.26

e

Regido aromatica

~71.27
(77,02
" 76.76

L]
“
]
-

Ci13

v ulk

I
200

I
150

I
100

Figura 13. Espectro *C{*H} de LQOF-G32 a 298 K em CDCls. Fonte: Autoria propria.
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Figura 14. Espectro da regido aromatica *3C{*H} de LQOF-G32 a 298 K em CDCls. Fonte: Autoria propria.

O sinal presente em 178,01 ppm no espectro de RMN de *3C a 298 K (Figura 13)
do composto LQOF-G32 ¢é indicativo da presenca de um grupo carbonila, sendo atribuido ao
carbono C8. Em comparagdo, para o composto LQOF-G6, observa-se um sinal na mesma
regido, especificamente em 177,456 ppm.

Além deste sinal, o carbono C7, que esta relacionado ao centro guanidinico,
também apresenta um deslocamento quimico similar. Para o composto LQOF-G6, esse carbono
é atribuido em 158,676 ppm, enquanto para o LQOF-G32, encontra-se em 158,55 ppm. Esses
deslocamentos quimicos semelhantes evidenciam a presenca desses grupos nas respectivas

posicBes e fornecem informacBes importantes sobre a estrutura molecular dos compostos.

Tabela 7. Valores de deslocamento quimico de **C (§ ppm) do composto LQOF-G32 em CDClI; a 298 K. Fonte:
Autoria propria.

C3 C4 C5 C6 C7 C8 C9 C10
133.90 | 127.96 | 131.47 | 127.49 | 158.55 | 178.01 | 134.29 | 131.13

C12 C13 C14 C15 Cl6 C17 C18 C19 %

- 42.63 | 138.19 | 133.30 - - 129.13 | 31.181 %///////
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4.5. Resultados da atividade citotoxica e leishmanicida das guanidinas das formas
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis.

Foram sintetizados um total de quinze compostos, incluindo trés tioureias
intermedidrias e treze guanidinas. Dentre esses compostos, destaca-se dez compostos inéditos.*°
Os compostos foram sintetizados no Laboratério de Quimica Organica Fina, Faculdade de
Ciéncias e Tecnologia, Universidade Estadual Paulista, UNESP, Campus de Presidente
Prudente-SP, a fim de investigar in vitro contra amastigotas e promastigotas de L. amazonensis,
além disso, a atividade citotdxica frente a macr6fagos murinos (CCsp) e atividade inibitoria da
CPB.

Foram testados quinze compostos quanto a atividade leishmanicida, sendo as dez
inéditas: sete compostos LQOF-29 ate LQOF-G37, e trés tioureias: LQOF-T4, LQOF-T5 e
LQOF-T6. Além destas, cinco moléculas (LQOF-G1, LQOF-G2, LQOF-G3, LQOF-G6 e
LQOF-G7) foram avaliadas em trabalhos anteriores quanto ao potencial anti L. amazonensis,
in vitro, sendo a molécula LQOF-G2, com ICsoama 5,6 UM, avaliada in vivo.®

Inicialmente, o planejamento dos compostos inéditos foi proposto com o objetivo
de igualar ou superar a atividade in vitro das moléculas modelos LQOF-G2, LQOF-G6 e
LQOF-G7. ° Essa proposta envolveu a substituicdo dos agrupamentos (Esquema 2) no centro
guanidinico. Além disso, as anilinas propostas (Tabela 2) para a sintese desses compostos
contém atomos de halogénios ligados ao anel da anilina na posicao “para”. Essa escolha se
baseia que esses compostos demonstraram a capacidade de reduzir a infeccdo por amastigota
intracelulares em macréfagos.

Dessa forma, é possivel considerar que a presenca de um halogénio na posicédo
“para” da anilina seja promissora para atividade anti-leishmania dos compostos guanidinicos
investigados neste trabalho.'® Tal observagdo pode ser evidenciada na Tabela 8. Nota-se que 0s
compostos LQOF-G2, LQOF-G30 e LQOF-G32 que apresentaram resultados promissores com
valores de ICsoama 6 £ 2.5, 11 £ 0.75 e 11 + 1.4, respectivamente, possuem uma semelhanga
estrutural: o &tomo de bromo (-Br) (Figura 15). Deve-se ao fato de que a adi¢do de halogénios,
como fluor, cloro, o préprio bromo e iodo, em compostos aromaticos pode aumentar sua
lipofilicidade, tornando-os mais soluveis em lipidios. Essa lipofilicidade aumentada pode

facilitar a absorcdo desses compostos através da membrana celular.>®
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Figura 15. Compostos guanidinicos com atomo de bromo na posigéo “para” do anel.

Além dos compostos que contém o atomo de bromo que apresentaram atividade
anti-amastigota frente a L. amazonensis, podemos destacar que a maioria dos compostos
testados mostraram boa atividade, como, por exemplo a molécula LQOF-G6 e LQOF-G7
apresentaram ICsoama abaixo de 10 uM, (Tabela 8), pardmetro de medida da atividade do
composto que inibiu 50% dos parasitas.

Para a atividade anti-promastigota frente a L. amazonensis, podemos observar que
a LQOF-G37 e LQOF-T6 obteram resultados promissores de I1Csopro de 15 + 1.4 e 13 £ 0.6,
respectivamente. Essas estruturas possuem grupos apolares em suas estruturas quimicas na
posicdo “para’ do anel (Figura 16) que proporcionaram uma atividade de 1Csopro proxima de
< 10 mM, considerando vantajosa, isso devido a caracteristicas de elétron doador do reagente

adamantilamina. *

o) HN/@
QXN)\NH (0] S /@
H H
LQOF-G37 LQOF-T6
ICs0ama: 15+ 1.4 ICs0ama:; 13+ 0.6

Figura 16. Compostos guanidinicos com grupos apolares.

Um dos critérios para a definicdo da seguranca de uma molécula estudada € a sua

toxicidade frente as células do hospedeiro. Porém, a determinacdo da citotoxicidade em
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macrofagos (concentracdo citotdxica para 50% das células — CCso) para as moléculas inéditas

testadas estdo apresentadas na Tabela 8 a seguir, sendo da LQOF-29 até LQOF-G37 com

concentracdes testadas em 300 UM. Para as tioureuas intermediarias tem as concnetracfes

testadas em 200 uM.

Tabela 8. Resultados da atividade citotoxica em macréfagos muirnos CCso, leishmanicida de compostos

guanidinicos em promastigotas (ICsopro) € amastigotas (ICsoama) de L. amazonensis. Os valores estdo

apresentados, respectivamente, como média e * desvio padrdo. Fonte: Adaptado de MELA, M. F. da Silva.

(2022).%
Atividade Atividad | Atividade
citotoxica em e inibitoria
Composto | Atividade anti-L. amazonensis macrofagos | inibitoria | (ICso) pM
murinos (CCso) | CPB
UM (%)
(ICs0PrO) (ICs0amA) | Slama
UM UM
LQOF-G1 | 11 £0,70* | 22 + 3,35** | 36,45 | 802 + 0,32** - NA
LQOF-G2 | 19+ 0,04** | 6+ 2,5* 123 738 £ 0,32** - NA
LQOF-G3 | 20 £ 0,04** | 41 +4,1* | 20,17 | 825+ 1,59** - NA
LQOF-G6 | 26 £0,99* | 17 +2,1* | 65,82 | 1119 + 105,4** 73 6+0.15
LQOF-G7 |16+0,93** | 7+0,8** |88,42| 619 +70,25** - NA
LQOF-29 38+1.3 5+14 60 300* - NA
LQOF-30 29+0,2 11+£0,75 | 27,27 300* - NA
LQOF-32 14+£1.2 11+14 | 27,27 300* 53 NA
LQOF-34 53+0,2 NA NC 300* - NA
LQOF-35 56 +5,5 NA NC 300* - NA
LQOF-36 | 37 £6,45 NA NC 300* 34 NA
LQOF-37 15+14 NA NC 300* - NA
LQOF-T4 42+0,6 NA NC 200* - NA
LQOF-T5 56 +1,5 NA NC 200* 9 NA
LQOF-T6 13+£0,6 NA NC 200* - NA
Miltefosina | 15.1 +0,7 NA NC NA - NA
Anf B 3+0,1* | 5+0,14* | 4,6 23 £ 2,5** - NA

** Egpirito Santo et al., 2019.

*Maior concentragdo testada.

NA = ndo avaliado.

NC = néo calculado.

Slama- Indice de seletividade (CCso/ICso).

Com a avaliacdo frente a espécie L. amazonensis, no presente trabalho foi avaliado

o0 potencial da LQOF-G6 frente a inibicdo da enzima cisteino protease, espécie da L. mexicana.

Visto que as guanidinas tém relatos na literatura frente a protease CPB de L. mexicana de

capacidade de inibicdo desta cisteina protease.>®>’
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4.6. Avaliacdo da progressao do tratamento em camundongos fémeas BALB/c infectados
com L. amazonensis utilizando os compostos LQOF-G6 e LQOF-G7

Dentre os compostos avaliados quanto a atividade leishmanicida contra a forma
amastigota frente a L. amazonensis °, LQOF-G6 e LQOF-G7 também apresentaram boa
poténcia (ICspama: 17 £ 2,1 e 7 £ 0,8 uM) e seletividade (SI: 65,82 e 88,42), respectivamente,
indicando serem seguros para 0 prosseguimento com as analises in vivo em modelo
experimental BALB/c.

Poderiamos indicar e avaliar o composto LQOF-G2, pois, obteve uma boa atividade
a atividade anti-amastigota frente a L. amazonensis (ICsoama: 6 £ 0.25 uM), no entanto, este
composto ja foi testado in vitro e in vivo, sendo, tratado por 15 dias (6 semanas apos a infecgédo)
reduzindo a carga parasitaria em 46 e 60% a 0,13 e 0,25 mg / kg / dia, respectivamente.'®

Para avaliar a cinética das lesdes em diferentes grupos, os camundongos fémeas
BALB/c infectados com L. amazonensis foram tratados via intraperitoneal durante 15 dias (8

semanas apos as infecgdes), utilizando 2 mg/kg/dia sendo:

Grupo 1 (infectados e tratados com veiculo);

Grupo 2 (infectados tratados com Anf B);

Grupo 3 (infectados e tratados com o composto LQOF-G6);
Grupo 4 (infectados e tratados com composto LQOF-G7);

Grupo 5 (controle negativo e tratado com veiculo).

Foi realizada uma analise da progressao das lesdes nas orelhas dos camundongos
infectados, seguindo a medida das lesbes com o propdsito de determinar a eficacia do
tratamento in vivo de camundongos BALB/c usando os compostos LQOF-G6 e LQOF-G7 e
como controle, a Anf B.

Durante todo o tratamento, nos dias 1, 7 e 15, foi mensurado o diametro (d*D; d =
didmetro menor e D = diametro maior), a espessura e 0 volume das les6es e, também, o registro
do peso dos animais. Apos o tratamento foi possivel observar melhora no quadro da lesdo dos
grupos que foram tratados com os compostos LQOF-G6 e LQOF-G7 quando comparados com

0 grupo tratado apenas com o veiculo (Figura 17).%’
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Apos o tratamento foi possivel observar boa evolucdo no aspecto das lesdes dos
grupos tratados com LQOF-G6 e LQOF-G7 quando comparados ao grupo tratado apenas com
o veiculo (Figura 17). No entanto, observou-se que ndo houve desaparecimento total das les6es
em todos 0s grupos, mas isso se deve a importante susceptibilidade dos camundongos BALB/c
frente a infecgdo por Leishmania, sendo dificil a cura dessa linhagem, mesmo apds o tratamento
com o farmaco de referéncia.*®

As fotos referentes ao ultimo dia de tratamento com Anf B ndo estdo representativas
devido a lesdo estar encoberta pela pelagem do animal, como consequéncia, ndo sendo possivel

a comparagio com os demais grupos.®’

Grupos
Grupo 1
Infectados e
tratados com
PBS + 1%
DMSO
Grupo 2
Infectados e
tratados com
Anf B.
2mg/kg/dia
Grupo 3
Infectados e
tratados com
LQOF-G6
2mg/kg/dia
Grupo 4
Infectados =
tratados com a
LQOF-G7
2mg/kg/dia

Figura 17. Fotos representativas das medidas semanais da lesdo na orelha direita de camundongos BALB/c
infectados com L. amazonensis nos dias 1, 7 e 15 de tratamento por via intraperitoneal com PBS, AnfB e
composto LQOF-G6 e LQOF-G7.
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Apos o final do tratamento, verificou-se que os compostos LQOF-G6 e LQOF-G7
foram capazes de reduzir as lesdes quanto a espessura e volume em relagdo ao grupo dos
animais tratados com o veiculo PBS (Figuras 19 e 20). Em relacdo ao diametro, ndo houve

diferenca significativa no final desta medida. (Figura 18)

154
-+ PBS
= AnfB
g 10 — LQOF-G6
E LQOF-G7
o
© 5
0 I I I I I

Dias de tratamento

Figura 18. Medidas realizadas do diametro das les6es em orelhas tratadas com PBS, Anf B e composto LQOF-
G6 e LQOF-G7. O tratamento diério (1x ao dia) iniciou no 60° dia pos-infeccdo. O desenvolvimento das lesdes
foi monitorado trés vezes por semana. Os valores correspondem as médias do didmetro (D x d; D: didametro maior,
d: didmetro menor) das lesGes para cada grupo e as barras, o desvio padrdo. *Diferenca estatisticamente

significativo entre os animais tratados com LQOF-G6 e PBS (p<0.01).
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Figura 19. Medidas realizadas da espessura das leses em orelhas dos animais tratados com PBS, Anf B e
compostos LQOF-G6 e LQOF-G7. O tratamento diario (1x ao dia) iniciou no 60° dia pds-infeccdo. O
desenvolvimento das lesdes foi monitorado trés vezes por semana. Os valores correspondem as médias da
espessura (mm) das lesGes para cada grupo e as barras, o desvio padrdo. *Diferenca estatisticamente significativo
entre os animais tratados com PBS (p<0.05).
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Figura 20. Medidas realizadas do volume das lesdes em orelhas dos animais tratados com PBS, Anf B e compostos
LQOF-G6 e LQOF-G7. O tratamento diario (1x ao dia) iniciou no 60° dia pés-infecgéo. O desenvolvimento das
lesBes foi monitorado trés vezes por semana. Os valores correspondem as médias do volume (v =D x d x e; D:
didmetro maior, d: didmetro menor, e: espessura) das lesGes para cada grupo e as barras, o desvio padrao.

*Diferenca estatisticamente significativo entre os animais tratados com PBS (p<0.01).

A carga parasitaria foi determinada pelo calculo do indice LDU a fim de avaliar a
eficacia do tratamento in vivo, na qual foi confirmado que, ap6s o tratamento com Anf B, a
carga parasitaria reduziu em 60,8%, enquanto com as moléculas LQOF-G6 e LQOF-G7, foi de
79,4% e 66,5%, respectivamente.

Apenas o diametro ndo teve diferenca significativa tratado com os compostos (Anf
B, LQOF-G6 e LQOF-G7), o restante dos grupos mostraram diferencas significativas em
comparagdo com o grupo tratado com o veiculo. Sendo assim, o composto LQOF-G6 foi o
mais eficaz na reducdo da carga parasitaria, enquanto o LQOF-G7, que também apresentou
reducdo significativa neste parametro, semelhante ao farmaco de referéncia Anf B.*” (Figura
21)
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Figura 21. Quantificacdo da carga parasitaria de leses cutaneas na orelha de camundongos BALB/c infectados
com L. amazonensis utilizando o indice LDU. Os dados estdo expressos como média + DP de animais infectados
e tratados durante 15 dias distintos por grupos, sendo eles: tratados com PBS, Anf B (2 mg/kg/dia), LQOF-G6 (2
mg/kg/dia) e LQOF-G7 (2 mg/kg/dia). *Diferenca estatisticamente significativa entre o grupo de animais tratados
com PBS em relagdo aos tratados com Anf B, LQOF-G6 e LQOF-G7 (p<0.001).

4.7. Avaliacao de biomarcadores de funcao renal e lesdo hepatica para a determinacéo
se LQOF-G6 e LQOF-G7 levam a efeitos toxicos.

Os biomarcadores foram monitorados para mudancas devido a infeccdo por
Leishmania ou por diferentes tratamentos medindo os niveis plasmaticos de alanina
aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina (ALP), que sdo
enzimas encontradas no figado, além de bilirrubina total, creatinina e ureia.

O motivo para o aumento dos niveis de ALT e AST é relacionada a uma possivel
perda da integridade das células hepaticas, sendo assim, ocorreu uma alteracdo da funcdo dos
hepatocitos no local onde acontecem os processos de biotransformagio de farmacos.>®

N&o houve diferencas estatisticamente significativas nos niveis de ALT e AST de
todos os grupos em relagdo aos animais saudaveis, o que pode indicar que os tratamentos

analisados ndo causaram danos nos hepatdcitos (Figuras 22 A e B).
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Figura 22. Niveis de ALT (A) e niveis de AST (B) em camundongos BALB/c néo infectados e infectados com L.
amazonensis, tratado com PBS e doses iguais de 2 mg/kg/dia de Anf B, LQOF-G6 e LQOF-G7, durante 15 dias.
Fonte: Os dados dos niveis estdo expressos como média + DP. *Diferenca estatisticamente significativa com os
animais nao infectados (animais saudaveis) (p <0,05).

Niveis plasmaticos elevados de ALP e bilirrubina podem estar associados a
obstrucdo do fluxo biliar, devido a processos patoldgicos, ou mesmo a perda de hepatdcitos,
que pode resultar na liberacdo de bilirrubina no plasma.>® Os niveis de ALP tiveram uma
diminuicdo estatisticamente significativa quando tratados com Anf B em comparacao ao grupo
de animais saudaveis, ndo existindo diferencas observadas nos demais grupos. (Figura 23 C).

Em relacdo aos niveis de bilirrubina, o grupo de animais infectados e tratados com
PBS apresentou um aumento no nivel de bilirrubina em relacdo ao grupo de animais saudaveis,
0 que € esperado como consequéncia da doenca. Verificou-se também que os grupos tratados
com Anf B e composto LQOF-G7 evitaram danos hepaticos, porque apresentaram niveis de

bilirrubina mais baixos em comparacdo ao grupo de tratado com PBS.
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Figura 23. Niveis de ALP (C) e niveis de Bilirrubina (D) em camundongos BALB/c ndo infectados e infectados
com L. amazonensis, tratado com PBS e doses iguais de 2 mg/kg/dia de Anf B, LQOF-G6 e LQOF-G7, durante
15 dias. Os dados dos niveis estdo expressos como média + DP. *Diferenca estatisticamente significativa com o0s
animais nao infectados (animais saudaveis) (p <0,05).

A creatina e a ureia estdo entre os biomarcadores que indicam alteracGes renais e
também sdo afetados em decorréncia das leishmanioses comprometendo os rins.%® Além da
patologia, algumas substancias também podem causar aumento da funcdo renal, sendo assim,
foi realizada uma andlise desses biomarcadores.

Conforme a Figura 24 E e F, os grupos de tratamento analisados ndo mostraram
diferencas estatisticamente significativas nos niveis de creatinina, entretanto, 0s animais que
receberam tratamento com Anf B e o composto G6 exibiram aumento estatisticamente
significativo nos niveis de ureia em relacdo aos animais sadios, 0 que pode indicar um possivel
efeito nefrotdxico causado pela propria doenca, uma vez que a leishmaniose cuténea, provoca

danos aos rins do hospedeiro mesmo que de forma mais branda que em casos de leishmaniose

visceral.”
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Figura 24. Niveis de Creatinina (E) e niveis de Ureia (F) em camundongos BALB/c ndo infectados e infectados
com L. amazonensis, tratado com PBS e doses iguais de 2 mg/kg/dia de Anf B, LQOF-G6 e LQOF-G7, durante
15 dias. Fonte: Elaborado por MELA, M. F. da Silva. (2022).%" Os dados dos niveis estdo expressos como média

+ DP. *Diferenca estatisticamente significativa com os animais ndo infectados (animais saudaveis) (p <0,05).

Para o desenvolvimento de novos farmacos terapéuticos para tratamento de

leishmaniose é necessario considerar a eficacia do tratamento. A molécula LQOF-G6
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apresentou melhor resposta no tratamento de leishmaniose em relagdo aos outros compostos,
no entanto mostrou alteragdo nos parametros bioquimicos de funcéao renal.

A molécula LQOF-G7 reduziu efetivamente a carga parasitaria e melhorou os
aspectos das lesbes ao mesmo nivel do tratamento com Anf B, e também ndo teve

comprometimento nas funcgdes renais, diferente da molécula LQOF-G6 e Anf B.

4.8. Atividade inibitoria da enzima LmCPB2.8ACTE de compostos guanidinicos

Diversas Cisteinas proteases (CPs) causadoras da forma tegumentar e visceral da
doenca sdo descritas em amastigotas em L. (L.) mexicana encontradas em megassomos.®? As
Cisteinas proteases B (CPBs), em especial, tém potencial imunorregulador na resposta imune
no hospedeiro e na progressao da infeccao experimental murina por L. amazonensis. Induzindo
a apresentar uma resposta do tipo Th2 quando inibir uma resposta do tipo Thl, as CPBs
evidenciam a acdo de CPs de Leishmania, atuando na regulacdo da resposta imune do
hospedeiro.5?

A literatura traz os compostos guanidinicos capazes de inibir a atividade da enzima
LmCPB2.8ACTE, portanto, sendo interessantes compostos bioativos antileishmaniais tendo
como mecanismo de agéo as CPs. °7%4

Mesmo a LQOF-G2 sendo um composto antileishmanicida promissor in vivo frente
a L. amazonensis®®, ela ndo apresentou atividade inibitéria contra LmCPB2.8ACTE. Diferente
da LQOF-G6, sendo que a porcentagem de inibicdo da enzima pela LQOF-G6 foi inicialmente
investigada na concentragdo de 20 pM. LQOF-G6 mostrou 73% de atividade inibitoria contra
CPB com ICso-cps de 6,0 + 0,2 uM, descrito na Tabela 8. Este € um resultado relevante, que
diferencia a LQOF-G6 de outras guanidinas desta série.

Além disso, usando 20 uM de substrato, LQOF-G6 mostrou ser um inibidor
competitivo de LmCPB2.8ACTE em seu valor ICsocps (6,0 = 0,2 uM) com Vmax = 500
uM/min e Km = 25,3 uM. Portanto, LQOF-G6 apresentou valores aumentados de Km com
concentragdes crescentes de 3 £ 0,2 uM, para 6 £ 0,2 uM e 10 + 0,2 uM, o que se alinha com
um comportamento competitivo (Figura 25). Esse resultado sugere que LQOF-G6 pode ser
proposto para estudos mais avangados como candidato a agentes terapéuticos contra

infeccdes por L. amazonensis. 1°
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Figura 25. Grafico de Lineweaver-Burk reciproco duplo mostrando a relagdo entre o reciproco da atividade da
enzima (1/V0) e o reciproco da concentracdo do substrato (1/[S]). A intercepc¢do do gréfico com a abcissa da o
reciproco da constante de Michaelis-Menten (I/Km) na auséncia (w/0) e na presenca de 3, 6 e 10 uM de LQOF-
G6.

Além da LQOF-G6, podemos verificar que outras trés moléculas tiveram atividade
inibioria, sendo LQOF-G32, LQOF-G36 e LQOF-T5, sendo 53%, 34% e 9%, respectivamente.

4.9. Acdo da LQOF-G7 na producéo e influéncia de NO por células mononucleares

O composto LQOF-G7 foi escolhida para realizacdo do ensaio do mecanismo de
acdo na producdo de NO em mondcitos humanos pela sua atividade anti-leishmania, baixa
toxicidade em células mononucleares de sangue periférico (PBMC) humanos e capacidade de
induzir morte por apoptose em amastigotas de L. infantum.’® Sendo assim, os resultados
realizado pela aluna de Doutorado, Fernanda Silva do Laboratério de Imunologia das Doencas
Infecciosas, Universidade Federal da Paraiba (UFPB)/Paraiba, com o composto que tem
atividade mais promissor nos resultados escolhido frente a L. infantum, causadora da

leishmaniose visceral.
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As colunas representam a condi¢do com infeccdo e a condigdo sem infecgéo,
enquanto os sinais positivos e negativos indicama presenca ou auséncia dos componentes do
experimento (composto LQOF-G7, LPS como estimulo e Anf B como controle). Um sinal
negativo indica a auséncia desses componentes, enquanto um sinal positivo indica a presenca
de um ou mais componentes.

Com isso, foi realizado uma avaliacdo na producdo de NO como investigacdo da
capacidade moduladora na resposta imune em células mononucleares de sangue periférico
(PBMC). Utilizando, entéo, o composto LQOF-G7, LPS como estimulo e Anf B como controle.

A avaliagdo das concentragfes de nitrito foi medida utilizando a cultura do
sobrenadante, sendo assim, a Figura 26 mostra resultados dos niveis de nitrito produzidos por
monocitos infectados com L. infantum. A reacdo de Griess mediu 0s niveis de nitrito de
sobrenadantes coletados do ensaio de taxa de infeccdo de mondcitos de L. infantum em sangue

periférico de individuos saudaveis (PBMC).
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Figura 26. Colunas medindo os niveis de nitrito (uM) produzidos por mondcitos infectados com L. infantum
tratados com LQOF-G7 e controles. As colunas correspondem & condi¢éo com infeccéo e & condigdo sem infeccéo.
* P < 0,05. O gréfico representa a média + erro padrdo. A ANOVA de uma via seguida do pds-teste de Tukey foi
realizada para comparar os grupos com o controle. Fonte: Laboratério de Imunologia das Doencas Infecciosas,
Universidade Federal da Paraiba (UFPB)/Paraiba

O aumento da producéo de nitrito pode ser observado em mondcitos tratados apenas

com LQOF-G7 (10,5 £ 3,58 pM) em comparagdo com um grupo controle negativo, (3,81 +
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1,36 uM), com isso, o composto LQOF-G7 configura ter a capacidade de modulagcdo da
resposta imune de PBMC de individuos saudaveis, sendo que em mondcitos ndo afetados
também se observa um aumento leve na producgdo de NO com o tratamento da LQOF-G7.

Investigou-se o composto LQOF-G7 poderia aumentar a produgdo de espécies
reativas de nitrogénio em mondcitos humanos. Um aumento significativo na produgdo de nitrito
pode ser visto em mondcitos tratados apenas com o composto LQOF-G7 (10,5 + 3,58 uM) em
comparagdo com o grupo controle ndo tratado (3,81 + 1,36 uM) (p < 0,05).”® N&o houve
diferenca significativa entre as células tratadas com LPS e o tratamento com LQOF-G7 em
ambas as condicOes. Este ensaio descobriu que o composto LQOF-G7 induziu a producéo de
nitrito em PBMC:s.

Niveis de espécies reativas de nitrogénio sdo essenciais, pois essas especies
controlam a infeccdo por patdgenos, principalmente por meio de amastigotas intracelulares na
leishmaniose. Alem disso, a expressao da sintase do 0xido nitrico (NOS) e a producgéo de NO
sdo caracteristicas das respostas das células imunes; em particular, as células imunes inatas séo

fontes essenciais de NO, principalmente em células dendriticas e mondcitos/macréfagos.
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5. CONCLUSAO

Consegui sintetizar quinze compostos, sendo dez deles inéditos, que foram
caracterizados por meio de técnincas como espectrometria de massas (MS), espectrometria de
massas com ionizacdo por eletrospray (ESI-MS), ressonancia magética nuclear (RMN) para
analise de °C e H, além de técnicas 2D. Utilizou-se também cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector UV com arranjo de diodos acoplado a espectrometria de massas
(LC/UVIMS), que revelou alta pureza dos compostos. Além disso os resultados do ponto de
fusdo dos compostos foram promissores. Além dessas técnicas mencionadas, a analise por
RMN e por Raio-X evidenciaram a conformacéo do isdmero Z do compsto LQOF-G6.

Os compostos foram testados contra as formas promastigota e alguns deles contra
as formas amastigotas de L. amazonensis, obtendo resultados promissores com valores de |1Csqo.
Esses reultados demostraram que os compostos LQOF-G6 e LQOF-G7 sdo potentes e seletivos
frente L. amazonenses. Por esse motivo, esses compostos foram selecionados para serem usadas
no tratamento in vivo de leishmaniose cutanea em camundongos BALBc infectados com L.
amazonensis, na dose de 2 mg/kg/dia. Os compostos mostraram uma reducdo das lesGes
causadas pela doenga e uma reducdo consideravel da carga parasitaria nas lesbes (79,4% e
66,5% respectivamente). Além disso, ndo foram observados danos hepéaticos e renais nos
animais tratados com esses compostos.

Adicionalmente, o composto LQOF-G6 apresentou atividade inibitdria na enzima
LmCPB2.8ACTE, com uma porcentagem de inibicdo de 73% a uma concentragdo de 20 uM e
um valor de 1Cso-cps de 6,0 £ 0.15 puM. Outros trés compostos também mostraram atividade
inibidria, sendo eles 0 LQOF-G32, LQOF-G36 e LQOF-T5, com 53%, 34% e 9%,
respectivamente.

O composto LQOF-G7 demonstrou um aumento na producao de nitrito nas células
mononucleares do sangue periférico, indicando um possivel mecanismo de ag¢do contra L.
infantum. A concentragdo desse composto para o aumento da producdo de nitrito foi de 10,5 +
3,58 uM, em comparacdo com um grupo controle negativo que apresentou uma concentragao
de 3,81 + 1,36 uM.

Por fim, constata-se que os compostos guanidinicos LQOF-G6 e LQOF-G7
apresentaram melhores resultados e podem ser investigados como compostos promissores no
desenvolvimento de novos farmacos para tratamento de leishmaniose. 1sso se deve ao fato de

que as opcOes de tratamento atuais para essa doenca, principalmente a quimioterapia, estao
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longe de serem ideais, devido a ocorréncia frequente de efeitos colaterais significativos e ao

desenvolvimento de resisténcia a determinadas drogas.
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1-benzoil-3-(2-bromofenil) tioureia — (LQOF_T4); pf = 136,9 — 137,2°C; recristalizacao:
acetonitrila; rendimento: 87%; LC-UV/MS: 96,37%; ESI(+)-MS: m/z encontrada: 334,9846,
m/z calculada para [C14H11BrN2OS +H]*: 334,9848, Fragmento idnico observado em ESI(+)-
MS/MS: [M + H — CeHsCONH2]* de m/z 213,9321, [M + H — BrCsHsNH2]*] de m/z 171,9760
e [M + H — BrCsHsNCS]* de m/z 122,0604; *H NMR (500.16 MHz, CDCl3) § = 12.59 (br,
NH), 9.15 (br, NH), 8.26 (d, J = 10 Hz, 1H), 7.93 (d, J= 10 Hz, 2H), 7.66 (m, 2H), 7.55 (t, J=
7.5 Hz, 2H), 7.39 (t, J= 7.5 Hz, 1H), 7.17 (t, J= 7.5 Hz, 1H); 3C NMR (125.765 MHz, CDCls)
§ = 179.03 (C=S), 166.65 (C=0), 136.49 (C), 133.85 (CH), 132.98 (CH), 131.52 (C), 129.26
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1-benzoil-3-(3-bromofenil) tioureia — (LQOF_T5); pf = 131,5 — 132,0°C, recristalizacao:
acetonitrila; rendimento: 92 %;LC-UV/MS: 98,81%; ESI(+)-MS: m/z encontrada: 334,9846,
m/z calculada para [C14H11BrN2OS + H]*: 334,9848, Fragmento idnico observado em ESI(+)-
MS/MS: [M + H — CeHsCONH2]" de m/z 213,9322, [M + H — BrCsHsNH2]" de m/z 171,9757
e [M + H — BrCsHsNCS]" de m/z 122,0605; *H NMR (500.16 MHz, CDCl3) & = 12.64 (br,
NH), 9.08 (br, NH), 7.99 (t, 1H), 7.89 (ddd, 2H), 7.66 (m, 2H), 7.55 (t, J= 7.5 Hz, 2H), 7.42 (d,
J =10 Hz, 1H), 7.26 (d, J = 5.0 Hz, 1H); 3C NMR (125.765 MHz, CDCls3) 6 = 178.42 (C=S),
167.01 (C=0), 138.84 (C), 133.93 (CH), 131.46 (C), 130.14 (CH), 129.86 (CH), 129.31 (2CH),
127.52 (2CH), 126.92 (CH), 122.30 (C).
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LQOF_T5 — EI-MS — 06/01/2021
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H

1-benzoil-3-(adamantil) tioureia — (LQOF_T6); pf = 161,6 — 162,1°C; recristalizacao:
acetonitrila; rendimento: 79 %;LC-UV/MS: 98,79%; ESI(+)-MS: m/z encontrada: 315,1524,
m/z calculada para [C1gH22N20S + H]*: 315,1526, Fragmento idnico observado em ESI(+)-
MS/MS: [M + H — CioH14]" de m/z 181,0428, [M + H — CsHsCONHC(S)NH2]* de m/z 135,1167
e [M + H — C1oH1sNHCS]* de m/z 122,0600. *H NMR (500.16 MHz, CDCls) & = 11.26 (br,
NH), 8.93 (br, NH), 7.85 (d, J= 10Hz, 2H), 7.62 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 7.51 (t, J= 7.5 Hz, 2H),
2.19 (s, 2H), 1.90 (m, 7H), 1.78 (s, 2H), 1.75 (s, 2H), 1.72 (s, 2H). *C NMR (125.765 MHz,
CDCl3) 6 = 178.10 (C=S), 166.93 (C=0), 133.53 (C), 131.90 (CH), 129.16 (2CH), 127.38
(2CH), 59.85 (CH), 37.46 (CH2), 36.87 (2CH2), 32.29 (3CH2), 31.1 (CH), 27.11 (CH), 27.06
(CH).
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1-benzil-2-benzoil-3-(4-nitrofenil) guanidina - (LQOF-G1);

94

pf: 134,1 — 136,4°C;

recristalizacdo: éter etilico/éter de petréleo (1:4); rendimento: 64 %; *H NMR (500.16 MHz,
CDCls) & = 12.69 (s, NH), 8.24 (d, J = 5 Hz, 2H), 7.53 (m, 3H), 7.46 (s, 2H), 7.45 (m, 4H), 7.36
(m, 3H), 4.86 (s, 2H). *C NMR (125.765 MHz, CDCls) & = 178.14 (C=0), 157.21 (N=C),
144.66 (C-NO2), 142.54 (C), 137.84 (CH), 132.06 (2CH), 129.31 (2CH), 128.25 (2CH), 126.00
(2CH), 123.77 (2CH), 45.53 (CH2).
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13C — Regido aromética - LQOF-G1
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1-benzil-2-benzoil-3-(4-bromofenil) guanidina - (LQOF-G2); pf. 1015 - 101,8°C;
recristalizacdo: alcool etilico; rendimento: 89 %; *H NMR (500.16 MHz, CDCls) & =12.21
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(s, NH), 8.28 (s, 2H), 7.52 (t, 4H), 7.45 (t, 2H), 7.38 (s, 2H), 7.33 (s, 4H), 7.16 (s, 2H), 4.79 (s,
2H). 3C NMR (125.765 MHz, CDCls) § = 177.99 (C=0), 158.46 (N=C), 138.31 (C), 135.16
(C), 133.11 (CH), 131.39 (2CH), 129.04 (2CH), 127.92 (2CH), 127.60 (2CH), 127.02 (2CH),

45.36 (CH2).
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1-benzil-2-benzoil-3-(4-clorofenil) guanidina - (LQOF-G3); pf: 87.3 - 88.5°C;
recristalizagdo: alcool etilico; rendimento: 52 %; *H NMR (500.16 MHz, CDCl3) § = 12.19 (s,
1H), 8.25 (s, 2H), 7.47 (t, J= 7.5 Hz, 1H), 7.41 (t, J= 7.5 Hz, 2H), 7.35 (m, 6H), 7.30 (m, 1H),
7.21(d, J=5Hz, 2H), 4.77 (s, 2H). *C NMR (125.765 MHz, CDCl3) & = 177.98 (C=0), 158.55
(N=C), 138.30 (C), 134.56 (C), 131.39 (C), 130.16 (CH), 129.19 (2CH), 128.89 (2CH), 128.82
(2CH), 127.93 (2CH), 127.77 (CH), 127.61 (2CH), 126.94 (2CH), 45.35 (CH2).
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1-benzil-2-benzoil-3-(4-terc-butilfenil) guanidina — (LQOF-G6); pf: 124.4- 125.7°C;
recristalizagdo: éter etilico/éter de petroleo (1:4); rendimento: 78 % H NMR (500.16 MHz,
CDCls) 6 =12.09 (s, 1H), 8.29 (dd, J = 7.26/1.11 Hz, 2H), 7.50 (tt, J = 7.32/1.11 Hz, 1H), 7.43
(dt,, J = 7.26/7.32 Hz, 2H), 7.42 (d, J = 8.26 Hz, 2H), 7.37 (2H), 7.317 (1H), 7.21 (d, J = 8.26
Hz, 2H), 5,33 (t, J = 5.89 Hz, 1H), 4.83 (d, J = 5.89 Hz, 2H), 1.31 (9H):. 3C NMR (125.765
MHz, CDCl) & = 177.456 (C=0), 158.676 (N=C), 150.139 (C), 138.571 (C), 138.184 (C),
133.508 (C), 131.239 (p-CH), 128.965 (2CH), 128.669 (2CH), 127.875 (2CH), 127.498 (2CH
+ p-CH), 127.455 (2CH), 127.043 (2CH), 125.386 (2CH), 45.784 (NCH?2), 34.566 (C), 31.181
(CH3)

Figura 27. Um verde intermolecular destacou ligacdo de hidrogénio de carater moderado® prolongado na direcdo
do eixo e influencia 0 empacotamento de LQOF-G6. A segunda porgao constréi ligacdes de hidrogénio ao eixo de

uma direcdo também. Grafico visualizado sem a segunda porcéo independente para maior clareza.

Tabela 9. Dados de cristal, parametros de coleta de dados e refinamento de estrutura

lldentification code ILQOF_G6_Pca21 |
[Empirical formula [CasH2/NsO |
[Formula weight 1385.49 |
[Temperature/K 1120.0 |
Crystal system |lorthorhombic |
|Space group Pca2; |
/A [12.0522(5) |
lb/A 9.4398(3) |

|

/A 137.7926(14)
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la/° 90

- -

v/° 90

Volume/A 14299.7(3)

7 8

}Pcalcg/(?m3 Hl.lgl

w/mm? 0.074

IF(000) [1648.0

Crystal size/mm? 0.2 x 0.06 x 0.02
Radiation MoKa (A= 0.71073)
| |

20 range for data collection/°

14.314 t0 60.128

lIndex ranges

16 <h<16,-13<k<13,-53<1<53

Reflections collected

140718

lIndependent reflections

112591 [Rint = 0.0427, Rsigma = 0.0213]

\Data/restraints/parameters

[12591/1/529

Goodness-of-fit on F?

1.023

[Final R indexes [1>=25 (1)]

IR1 = 0.0397, wR; = 0.0966

[Final R indexes [all data]

IR1 = 0.0476, wR; = 0.1015

|Largest diff. peak/hole / e A

0.22/-0.19

[Flack parameter

-0.1(3)

Os espectros de HMBC mostraram correlagdes como H13 com C7, C14 com C15

e H10 com C8. Como em *H NMR, os sinais **C concordam com a estrutura do composto

LQOF-GS.

Para uma caracterizacdo mais completa de LQOF-G6, foram realizadas analises 2D
do acoplamento heteronuclear *H-3C HSQC (Figuras 24 e 25) e *H-*C HMBC (Figuras 26).

Portanto, as atribuicdes também foram confirmadas pelas correlacdes correspondentes no

espectro *H-13C HSQC (Figuras 5 e 6)
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Figura 28. Regido alifatica do espectro editado por *H-*C HSQC de LQOF-G6 a 253 K em CDCls.
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Figura 30. Espectro HMBC da regido aromatica 'H-13C de LQOF-G6 a 253 K em CDCl; (0s nimeros azuis

indicam 'H e os nimeros vermelhos indicam 3C).

'H Chemical Shifit
13¢ Chemical Shifit 5N
HMBC 'Hx **C 19 I
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!
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A regido aromatica do espectro HSQC (Figura 25) mostrou a seguinte ligacdo dos
carbonos aos seus hidrogénios ligados diretamente: C4/H4 (125,386/7,21 ppm), C5/H5
(127,043/7,42 ppm), C10/H10 (128,965/8,29 ppm) e C12/H12 (131,239/7,50 ppm). O espectro

F1 [ppm]

160 150 140

170
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HMBC mostra uma correlagdo de longo alcance entre H10 a 8,29 ppm e C8 a 177,456 ppm
(Figura 26), confirmando a posicdo de H10 na porcéo benzoila.

Analogamente, um forte pico cruzado entre o grupo terc-butil H19 (1,31 ppm) e 0
quaternario C6 a 150,139 ppm posiciona o Ultimo no anel de anilina. H4 (7,21 ppm) tambem
apresenta acoplamento com C6 e H5 (7,42 ppm), que acopla com C3 (133,508 ppm), é
identificado como adjacente a H4. Além de longo alcance, o carbono central do grupo guanidina
C7 corresponde ao sinal em 158,676 ppm, o carbono benzilico C13 aquele em 45,784 ppm, € 0
carbono quaternario C18 e os trés grupos metil equivalentes C19 do grupo tertbutil a 34,566 e
31,181 ppm, respectivamente. Todos esses sinais atribuidos suportam a formagdo da molécula
de guanidina LQOF-G6. A atribuicdo dos sinais *H e *C (Figura 5-6 (Resultados e discusso))
foi confirmada pelos espectros HSQC e HMBC (Figuras 28-30). O espectro HSQC 1H-13C
apresentou sinais correspondentes a correlagGes entre os atomos de carbono C19 (31,181 ppm)
e C13 (44,784 ppm) com os hidrogénios H19 (1,31 ppm) e H13 (4,83 ppm), respectivamente®®.

Na regido aromatica (Figura 30) os sinais do espectro de acoplamento heteronuclear
foram observados na seguinte ordem C4-H4 (125,386 ppm -7,21 ppm), C5-H5 (127,043 ppm -
7,42 ppm), C10-H10 (128,965 ppm - 8,29 ppm), C12-H12 (131,239 ppm - 7,50 ppm) e C15-
H15 (127,498 ppm - 7,37 ppm).

Além disso, o espectro HMBC 'H-1*C (Figura 26) mostra sinais de correlages dos
prétons H10 (8,29 ppm) e H13 (4,83 ppm) com os carbonos C8 (177,456 ppm) e C7 (158,676
ppm), respectivamente. Os acoplamentos heteronucleares *H-3C de longa distancia foram
observados, H10 (8,29 ppm) com C11 (127,875 ppm) e C12 (131,239 ppm), de H12 (7,50 ppm)
com C11 e H11 (7,43 ppm) com C9 (138,184 ppm) dentro do grupo benzoila, bem como de
H15/H16 (7,37/7,37 ppm) com C13 (45,784 ppm) e C14 (138,571 ppm), bem como de H13
(4,83 ppm) com C14 (138,571 ppm) e C15 (127,498 ppm) dentro do grupo benzil.
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4 618 19

Figura 31. Algumas das interagdes HMBC mais representativas de LQOF-G6.

\

1-benzil-2-benzoil-3-(4-iodofenil) guanidina - (LQOF-G7); pf: 126,9 - 131,4°C;
recristalizacdo: éter etilico/éter de petréleo (1:4); rendimento: 65 % *H NMR (500.16 MHz,
CDCl3) 6 =12.21 (s, 1H), 8.24 (s, 2H), 7.71 (d, J = 10 Hz, 1H), 7.47 (m, 2H), 7.41 (t, J=7.5
Hz, 2H), 7.35 (4H), 7.31 (m, 1H), 7.02 (d, J = 5 Hz, 2H), 4.76 (s, 2H). *C NMR (125.765
MHz, CDClIs) 6 = 177.97 (C=0), 158.34 (N=C), 139.09 (C), 138.28 (C), 131.41 (C), 129.19
(2CH), 128.90 (2CH), 127.93 (2CH), 127.79 (CH), 127.62 (2CH), 45.37 (CH2).
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1-adamantanometilamina-2-benzoil-3-(4-bromofenil) guanidina — (LQOF_G29); pf: 174,6
— 174,9°C; recristalizacdo: éter etilico/éter de petrdleo (1:4); rendimento: 67 %; LC-UV/MS:
99,73%; ESI(+)-MS: m/z encontrada 466,1490, m/z calculada para [CzsH2sBrNsO + H]™:
466,1489, Fragmento idnico observado em ESI(+)-MS/MS: [M + H — CeHsCONH]" de m/z
345,0959 e [M + H - C10H14BrNsO]* de m/z 122,0603. *H NMR (500.16 MHz, CDCls) § =
12.18 (br, NH), 8.24 (s, 2H), 7.55 (s, 2H), 7.47 (m, 1H), 7.42 (m, 2H), 7.18 (s, 2H), 4.89 (s,
NH), 3.28 (s, 2H), 2.00 (s, 2H), 1.75 (s, 3H), 1.72 (s, 4H), 1.65 (s, 4H), 1.51 (s, 2H). 3C NMR
(125.765 MHz, CDCls) & = 177.73 (C=0), 158.97 (C=N), 138.51 (C), 133.15 (CH), 131.22
(2CH), 129.11 (4CH), 127.90 (2CH), 127.04 (C), 52.86 (CH2), 40.50 (3CH2), 36.87 (3CH2),

34.03 (C), 28.17 (3CH).
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LQOF_G29 — LC (HPLC)

200 78083 _LQOF-G29 Uv VIS 2
mAU WVL:254 nm
175 1-30.717
150
125+
100
75-)
50—
25
] J 2 BB AT
4 T T L’R—
7 min|
-10 — T T I I T I '
0.0 50 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0
10.6 78083 _LQOF-G29 Uv VIS 2
_mAU 30717 WVL:254 nm
] 2- S @417
min|
40.0

Retention Time:

Relative Peak Area:

30.72 min
99.73 %




LQOF_G29 ESI-(+) MS

Intens,
x104

1.5 468.1474

1.0

0.5

0.0 i l ‘ 1

TE083000001.d: +MS, 0.0-0.4min #1-24

o 490.1293

|

m/z 466,1490: Ca5H29BrNsO
m/z 488,1309: Czs5H2sBrNsNaO

LQOF_G29 ESI-(+) MS/MS

Inders,
xt

1491325
]

15

10

0.5

166.1589
122 0s03

a0 |

79653000002_ms2 d: +MS2(465 1487), 30.0eV, 0.0-0.4min 81-24

ABE.14ET

3450959
L

100 150 200

LQOF_G29 - EI-MS - 12/04/2021

i
50 300 350 400 450 500 myz
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1-benzil-2-benzoil-3-(2,4-bromofenil) guanidina — (LQOF_G30); pf = 131,2 — 132,3°C;
recristalizacdo: éter etilico/éter de petroleo (1:4); rendimento: 71 %; LC-UV/MS: 99,82%;
ESI(+)-MS: m/z encontrada 485, 9812, m/z calculada para [C21H16Br.NsO + H]*: 487,9790;
ESI(+)-MS/MS [M + H — CgHsC(O)NH_]* de m/z 366,9258. *H NMR (500.16 MHz, CDCls)
0 =12.33 (br, NH), 8.24 (s, 3H), 7.76 (s, 1H), 7.42 (m, 5H), 7.37 (m, 3H), 7.30 (m, 1H), 4.71
(s, 2H). BC NMR (125.765 MHz, CDCls) § = 131.57 (2CH), 128.95 (CH), 127.97 (2CH),
127.58 (2CH), 45.45 (CH2).

'H - LQOF-G30
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LQOF_G30-LC (HPLC)
. TH625_LEOF-G30 UV _VIS 2
s Al WWL:ZE54 nm
- 30.183
50—
400
3004
2004
100
,'I,fl“_w}iﬁ.ﬁ' T B8 BE00
-2 T T T T T T T —
0.0 5.0 0.0 50 20.0 250 3.0 5.0 40.0
o T2625_LQOF-G30 UV VIS 2
= JmAU WWL:ZE4 nm
2.0
100
5.0
':v.-:'—-
4.0
2.0
1 min
S=U5 T T T T T T T
0.0 5.0 0.0 50 20.0 250 0.0 5.0 40.0
Retention Time: 30.18 min
Relative Peak Area: 99.82
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LQOF_G30 ESI-(+) MS

Intens.

72625000001.d: «bp5, 0.0-0.4min #1-24
x1

487.9793
1.0+

0.8
0.6
48549812 | 489.9775

04

0.2

y L

m/z 485,9812: Co1H17BraNsO
m/z 507,9627: C21H16BroNsNaO

LQOF_G30 - ESI-(+) MS/MS
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1-(2,4-diclorobenzil) -2-benzoil-(4-bromofenil) guanidina — (LQOF_G32); pf = 128,0 —
128,8°C; recristalizacdo: éter etilico/éter de petrdleo (1:4); rendimento: 82 %; LC-UV/MS:
91,45%; ESI(+)-MS: m/z encontrada 475,9925, m/z calculada para [C21H16BrCI:NsO + H]™:
475,9927, Fragmento idnico observado em ESI(+)-MS/MS: [M + H — CeHsCONH.]" de m/z
356,9373 e [M + H — C13H10BrClN2]* de m/z 122,0601. *H NMR (500.16 MHz, CDCls) 6 =
12.17 (br, NH), 7.56 (d, J= 10 Hz, 2H), 7.49 (m, 1H), 7.44-7.40 (m, 6H), 7.23 (m, 1H), 7.15 (d,
J= 5 Hz, 2H), 7.23 (d, 1H), 7.15 (d, 2H). 3C NMR (125.765 MHz, CDCls) 5 = 178.01 (C=0),
158.85 (C=N), 138.19 (C), 134.90 (C), 134.29 (C), 133.30 (C), 131.47 (2CH), 131.13 (2CH),
129.49 (2CH), 129.13 (CH), 127.96 (2CH), 127.49 (C), 42.63 (CH2).

LQOF_G32 - LC (HPLC)

450 79655_LQOF-G32 UV VIS 2
mAU WVL:254 nm
] 11-32.233
300-|
200]
100
8 - 24.950
. 583
1-10.617 23148386 171865 72@95&5&%\
d 133145980 71360 7 20 _
m in|
3

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0
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40.4 79655_LQOF-G32 Uv_Vvis_2
mAU 1-32.933 WVL:254 nm
8 -24.950
30.0
20.0

10.0

Retention Time:

32.23 min
Relative Peak Area: 91.45 %

LQOF_G32 ESI-(+)MS

40.0

Intens.
w104

2.0

0.5

0.0

47548925

4769954

477.9903

478.9930

4799877

4809905
l 4819858

l

TO655000001.d: +MS, 0L.0-0.4min #1-24

d82.?a?8

m/z 475,9925: C21H17BrCl2N3O
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LQOF_G32 ESI-(+)MS/MS

Inters. TI655000002_ms2 d: *h52[477.9903], 18.0eW, 0.0-0.4min 31.24
1t
158.9763

3.0
2.5

0

4779309
15

1.0

0.5

122 0601 176.0027 369373

3743478
1050337 3023348

ITT AT
0.0 slal i
100 150 200 250 300 330 400 450 00 myz

LQOF_G32 - EI-MS

I
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e 51 122 | 176 a77
0 L1400 199 244256 275 303 330 356 372 400414 I e

500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000 3250 3500 3750 4000 4250 4500 475.0
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1-benzil-2-benzoil-3-(3-aminopiridina) guanidina — (LQOF_G34); pf = 109,6 — 110,6°C;
recristalizacdo: éter etilico/éter de petroleo (1:4); rendimento: 78 %; LC-UV/MS: 99,33%;
ESI(+)-MS m/z encontrada 331,1554, m/z calculada para [C20H1sN4O + H]™: 331,1553,
Fragmento idnico observado em ESI(+)-MS/MS: [M + H — C¢HsC(O)] de m/z 224,0817, [M +
H — CeéHsCONH2]* de m/z 210,1024 e [M + H — C12H11N3] " de m/z 122,0600. *H NMR (500.16
MHz, CDCls) 6 = 12.35 (br, NH), 8.54 (d, 1H), 8.24 (s, 1H), 7.48 (t, J= 7.5 Hz, 2H), 7.42-1.32

(m, 9H), 4.75 (s, CH2). 3C NMR (125.765 MHz, CDCls) & = 146.88 (CH), 131.56 (CH),
129.20 (CH), 128.97 (2CH), 127.91 (2CH), 127.62 (CH), 124.22 (CH), 45.44 (CH2).
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LQOF_G34 — LC (HPLC)

126

s00 72628_LO0OF-G24 UV _WIS_2
T man WWL:254 nm
T -18.933
500+
400+
2004
2004
1004
1 -2 pYEEEEEE- 14.1 ZLB-W.TW
T 7T T T L min|
-20 T T T Tt T T T T 7 7 T T T T
0.0 510 10.0 15.0 200 2510 30.0 35.0 40.0
141 72625 _LOOF-G34 Uv_VIS_2
s = [ -OIE,
AL 1 18933 WWVL:254 nmj
12.0-
10.0+
8.0+
8.0+ 8- 1777

Retention Time:

16.93 min
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Relative Peak Area: 99.33 %

LQOF_G34 ESI-(+) MS

Irl'r.Ensllj T9656000001.d: +MS, 0.0-0.4min #1-24
x10

10 3314554

0.8

0.6

0.4

332.1582
0.24

3331612
0.0 |

m/z 331,1554: C20H19N4O

LQOF_G34 ESI-(+)MS/MS

Iriters. TIESE0O00Z_msd d: +WS2(33 1 1551}, 15.0eV, O.0-0.4min 71-24
it
1101024

20

15

1o

2240817
0.5
3311551

1050335 1220600 1’5"‘”5‘ | 3141287
i 1 i i

0.0

100 125 150 175 200 275 250 s 300 325 L
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LQOF_G34 — EI-MS

.
% + o oo

E 105 w_ Il N*
pot @ il ol
75~ T - |
: i N 330
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25° 120 209
51 65
o T L a7 17 193 |. 285 237 253 , 01 313 |
50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0 275.0 300.0 3250
Br

N/)\NH

T

1-benzil-2-benzoil-3-(2-bromobenzeno) guanidina — (LQOF_G35); pf = 103,7 — 104,2°C;
recristalizacdo: éter etilico/éter de petroleo (1:4); rendimento: 69 %; LC-UV/MS: 99,84%;
ESI(+)-MS m/z encontrada 408,0705, m/z calculada para [C21H1sBrNsO + H]*: 408,07086,
Fragmento idnico observado em ESI(+)-MS/MS: [M + H — CeHsCONH_]" de m/z 287,0175,
[M + H — CisH12N20]* de m/z 171,9757 [M + H — C13H1,BrNz]*de m/z 122,0603. 'H NMR
(500.16 MHz, CDCls) 6 = 12.32 (s, 1H), 8.27 (s, 2H), 7.64 (s, 1H), 7.46 (t, J= 5 Hz, 2H), 7.42-
7.31(m, 8H), 7.29 (m, 1H), 4.76 (s, 2H). *C NMR (125.765 MHz, CDCls) § = 178.04 (C=0),
158.39 (N=C), 138.32 (CH), 131.38 (2C), 129.29 (2CH), 128.88 (3CH), 128.56 (2CH), 127.92
(2CH), 127.58 (1CH), 45.38 (CH2).
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13C - LQOF-G35
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LQOF_G35 — LC (HPLC)

131

450 78084 LQOF-G35 Uv VIS 2
mAU WVL:254 nm
400+ 2-26.583
300+
200+
100
26.133
15 min|
~ T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0
98 78084 _LQOF-G35 Uv_ VIS 2
:mAU - 26583 WVL:254 nm
757 133
6.3
5.0-| /
3.8
2.5
1.3
min|
-1.1 I T T — I T I '
0.0 50 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0
Retention Time: 26.58 min

Relative Peak Area: 99.84 %



LQOF_G35 ESI-(+) MS

Intens.
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410.0686

43048522

TEOEA000001.d: M5, 0.0-0.4min #1-24

m/z 408,0704: C21H19BrN3O
m/z 430,0522: C,1H1sBrNsNaO

LQOF_G35 ESI-(+) MS

Intens,
%105 |

1.0
0.8
n.r::
0.4

0.2

0.0

40BAT0S

430,522

TOEST000001.d: +MS, 000-0.4min #1-24

m/z 408,0705: C21H19BrNsO
m/z 430,0522: C21H1sBrNsNaO



LQOF_G35 ESI-(+) MS/MS
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Irters. TIEST0O000Z msZd: +MS52(408.0704), 23,0V, 0L0-0.4min #1-24

10t
122 003
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3050281

0.25
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100 150 200 50 300 350 400
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1-benzil-2-benzoil-3-(3-bromobenzeno) guanidina — (LQOF_G36); pf = 86,2 — 86,6°C;
recristalizacdo: éter etilico/éter de petroleo (1:4); rendimento: 73 %; LC-UV/MS: 99,65%;
ESI(+)-MS m/z encontrada 408,0705, m/z calculada para [C21H1sBrNsO + H]*: 408,07086,
Fragmento idnico observado em ESI(+)-MS/MS: M + H — CsHsCONH.]" de m/z 287,0169, [M
+ H — C15H12N20]* de m/z 171,9755 e [M + H — Ci3H12BrN2]* de m/z 122,0602. *H NMR
(500.16 MHz, CDCls) 6 = 12.30 (s, 1H), 8.25 (s, 2H), 7.48 (m, 3H), 7.42-7.36 (m, 7H), 7.30
(m, 1H), 4.78 (s, 2H). 3C NMR (125.765 MHz, CDCls) § = 178.00 (C=0), 158.33 (N=C),

138.22 (C), 131.42 (C), 131.13 (C), 129.20 (2CH), 128.90 (3CH), 127.93 (2CH), 127.78 (2CH),
127.58 (CH), 45.34 (CH2).
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LQOF_G36 — LC (HPLC)
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LQOF_G36 ESI-(+) MS/MS
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1-benzil-2-benzoil-3-adamantilguanidina - (LQOF_G37); pf = 160,8 - 161,5°C;
recristalizacdo: éter etilico/éter de petroleo (1:4); rendimento: 59 %; LC-UV/MS: 99,19%;
ESI(+)-MS m/z encontrada 388,2382, m/z calculada para [C2sH2NsO + H]™: 388,2383,
Fragmento i6nico observado em ESI(+)-MS/MS: [M + H — CsHsCONH:]* de m/z 254,1288 e
[M + H — C1sH1sN30]* de m/z 135,1172. 'H NMR (500.16 MHz, CDCls) § = 11.17 (s, 1H),
7.43 (m, 1H), 7.41 (m, 1H), 7.39 (m, 4H), 7.37 (s, 2H), 7.30 (m, 2H), 4.79 (s, 2H), 1.98 (s, 3H),
1.87 (s, 2H), 1.80 (m, 3H), 1.73 (s, 2H), 1,61 (s, 2H). 3C NMR (125.765 MHz, CDCls) & =

177.24 (C=0), 138.98 (C), 130.84 (CH), 128.99 (2CH), 127.77 (2CH), 37.41 (C), 37.09
(3CH2), 32.06 (CH2), 31.58 (2CH2), 27.05 (CH), 26.99 (2CH).
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