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RESUMO 

O transporte de íons através das membranas é muito importante para garantir funções 

celulares e como as membranas são impermeáveis a espécies com carga, existem 

proteínas que auxiliam na passagem desses íons, como os canais iônicos. O mau 

funcionamento de alguns desses canais, leva a efeitos fisiológicos profundos e as doenças 

do canal (canalopatias) são diversas, como exemplo doenças cardíacas, diabetes, câncer, 

transtornos de ansiedade, epilepsia e mal de Alzheimer. Bloqueadores dos canais podem 

melhorar algumas dessas patologias, os canais de potássio KV3.1 podem servir como 

moduladores da taxa do disparo do potencial de ação em neurônios com altas taxas de 

disparo, assim, bloqueadores de KV3.1 podem modular essas células neuronais. No 

presente trabalho, sulfonamidas foram sintetizadas e caracterizadas para o estudo de 

bloqueio de canais iônicos KV3.1. A molécula SMD2 apresentou melhor IC50 (9.3 ± 0.6), 

demonstrando afinidade pelo canal e um efeito reversível. Os testes eletrofisiológicos 

foram realizados em colaboração com o professor Wamberto Antônio Varanda da 

Universidade de São Paulo (USP) e seu aluno Carlos Zanutto Bassetto Junior. 

Adicionalmente, foram realizadas sínteses e caracterizações de benzoilguanidinas para 

testes de atividade leishmanicida in vitro contra amastigotas de L. amazonensis, e estudo 

in vivo de atividade leishmanicida do composto LQOF-G2, que apresentou melhores 

índices de seletividade 37,7 (promastigota) e 131,8 (amastigota) in vitro. Os testes de 

atividade leishmanicida foram realizados em colaboração com a professora Márcia 

Aparecida Silva Graminha da Universidade Estadual Paulista (UNESP) e sua aluna 

Angela Maria Arena Velásquez. As leishmanioses são doenças causadas por protozoários 

do gênero leishmania e transmitidas por picadas de insetos hematófagos. As causas estão 

relacionadas a condições socioeconômicas e ambientais, desnutrição, sistema 

imunológico fraco e, além do tratamento ser caro, pode deixar cepas resistentes. Segundo 

a OMS, é estimado 30.000 novos casos de leishmaniose visceral e mais de 1 milhão de 

casos de leishmaniose cutânea por ano, sendo necessário novas formas de tratamento mais 

eficazes e menos tóxicas. As guanidinas são moléculas orgânicas biologicamente ativas, 

amplamente reportadas com atividade leishmanicida contra diversos tipos de leishmania. 

As moléculas aqui apresentadas foram caracterizadas por RMN de 1H e 13C, EI-MS, 

HRESIMS, LC/UV/MS. 

Palavras-chave: guanidinas, sulfonamidas, leishmaniose, canais iônicos. 



 

 

ABSTRACT 

The transport of ions through membranes is very important to assure cell functions, as 

membranes are impermeable to charged species, there are proteins that permit the passage 

of these ions, as ion channels. The mal function of some of these channels leads to 

profound physiological effects and diseases of the channel (channelopathies) are diverse, 

as heart disease, diabetes, epilepsy, anxiety disorders, cancer, Alzheimer's. Channel 

blockers have been reported to treat these pathologies, the Kv3.1 channel, can serve as 

modulator of the rate of the action potencial firing in neurons with high rates of firing, 

thus, Kv3.1 blockers can modulate the activity of these neuronal cells. In the present 

work, sulfonamides were synthesized and characterized to be studied as Kv3.1 ion 

channel blockers. The SMD2 molecule showed a better IC50 (9,3 ± 0.6) showing affinity 

for the channel and reversible effect. These tests were carried out in colaboration with 

professor Wamberto Antônio Varanda and his student Carlos Zanutto Bassetto Junior 

from University of São Paulo (USP). Synthesis and characterizations of 

benzoylguanidines were also carried out for the leishmanicidal tests against L. 

amazonensis parasites and for in vivo study of leishmanicidal activity of the LQOF-G2, 

compound that presented better seletivity indexes in vitro, 37,7 (promastigote) and 131,8 

(amastigote). These tests were carried out in colaboration with professor Márcia 

Aparecida Silva Graminha and her student Angela Maria Arena Velásquez from São 

Paulo State University (UNESP). Leishmaniasis are diseases caused by protozoa of 

leishmania and transmitted by bites of flebotomines. The causes are related to 

socioeconomic and environmental conditions, malnutrition, weak imune system and 

besides the treatment being expensive, it can leave resistant strains. According to the 

WHO, is estimated 30,000 new cases of visceral leishmaniasis and more than 1 million 

cases of cutaneous leishmaniasis per year, requiering new, more effective and less toxic 

forms of treatment. Guanidines are biologically active organic molecules, widely reported 

to have leishmanicidal against various types of leishmania. The molecules presented here 

were characterized by RMN de 1H e 13C, EI-MS, HRESIMS, LC/UV/MS. 

 

 

Keywords: guanidines, sulfonamides, leishmaniasis, ion channels. 



 

 

LISTA DE FIGURAS 

Figura 1. Canais de potássio e seus domínios transmembranares. Figura retirada de: Frances Ashcroft 

(1999).11 ...................................................................................................................................................... 21 

Figura 2. Estrutura química do medicamento Metformin, uma diguanidina utilizada no tratamento do 

diabetes mellitus tipo 2. Autoria própria. ................................................................................................... 26 

Figura 3. Estrutura química do composto Mirabilin. Apresentou boa atividade anti-leishmania (IC50: 

17µg/ml) contra L. donovani. Autoria própria. .......................................................................................... 27 

Figura 4. Sulfonamida com grupamento guanidínico que apresentou atividade leishmanicida contra L. 

braziliensis, L. guyanensis e L. amazonensis. Autoria própria. .................................................................. 27 

Figura 5. Estrutura da Batzeladina L, composto guanidínico que apresentou atividade leishmanicida contra 

promastigotas de L. infantum e produção de espécies reativas de oxigênio. .............................................. 28 

Figura 6. Esquema de reação de hidrólise da TBD. Autoria própria. ......................................................... 35 

Figura 7. Esquema de reação de hidrólise da DBN. Autoria própria.......................................................... 35 

Figura 8. Esquema de reação geral de formação das sulfonamidas. Autoria própria. ................................ 36 

Figura 9. Esquema de reação de síntese das sulfonamidas substituídas. Autoria própria. .......................... 36 

Figura 10. Esquema de síntese das tiouréias: a. para obtenção do isotiocianato de benzoíla e b. para 

obtenção das tiouréias. Autoria própria. ..................................................................................................... 38 

Figura 11. Esquema de síntese das guanidinas (procedimento c). Autoria própria. ................................... 38 

Figura 12. Representação das correntes de um único canal. Quando o canal está fechado a corrente através 

dele é nula, quando o canal se abre e os íons começam a passar, é criada uma corrente. Adaptado de Frances 

Ashcroft (1999).10 ....................................................................................................................................... 50 

Figura 13. Sulfonamidas estudadas para bloqueio de canais iônicos de potássio dependentes de voltagem 

KV3.1. Figura retirada de Bassetto Junior et al. (2019)134 .......................................................................... 51 

Figura 14. Respostas representativas da corrente na presença de moléculas a uma concentração de 100 μM. 

O preto representa controle, cinza claro as correntes na presença de 100 μM de uma determinada molécula 

e cinza escuro é a resposta após a lavagem da droga. As moléculas Amostra 7, amostra 8, Sar_APA e 

Sar_APP não geraram bloqueio do canal. Figura adaptada de Bassetto Junior et al. (2019)134 .................. 52 

Figura 15. Respostas representativas da corrente na presença de moléculas a uma concentração de 100 μM. 

O preto representa controle, cinza claro as correntes na presença de 100 μM de uma determinada molécula 

e cinza escuro é a resposta após a lavagem da droga. As moléculas SMD2, SMD3, SMD2_APP, 



 

 

SMD3_APP, SMD2_SN e SMD3_SN foram capazes de bloquear o canal. Figura adaptada de Bassetto 

Junior et al. (2019)134 .................................................................................................................................. 52 

Figura 16. Curso de tempo do efeito de 100 μM dos vários compostos aplicados às células na carga 

normalizada transferida (Q / QCTRL) através dos canais. Figura retirada de Bassetto Junior et al. (2019)134

 .................................................................................................................................................................... 54 

Figura 17. Corrente representativa para várias concentrações de uma determinada molécula indicada em à 

parte superior de cada painel. Figura retirada de Bassetto Junior et al. (2019)134 ...................................... 54 

Figura 18. Relações dose-resposta. a, b.  A fração da corrente permanecendo no final do pulso de 

despolarização (~70 ms) após o tratamento com uma determinada concentração de droga contendo butil e 

furfuril grupos em suas estruturas, respectivamente. c. IC50 em gráficos de barras. Figura retirada de 

Bassetto Junior et al. (2019)134 ................................................................................................................... 55 

Figura 19. Efeito in vitro de LQOF-G2, G3, G7 e G9 em amastigotas intracelulares de L. amazonensis. 

Tabela adaptada de Do Espírito Santo et. al. 2019. 123 ................................................................................ 59 

Figura 20. Carga do parasita após o tratamento de camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis 

com LQOF-G2. Cinco grupos contendo cinco camundongos BALB / c infectados com L. amazonensis 

foram tratados diariamente com LQOF-G2 ou anfotericina B por 15 dias. Tabela adaptada de Do Espírito 

Santo et. al. 2019. 123 ................................................................................................................................... 60 

Figura 21. Redução de lesões nas patas em camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis tratados 

com LQOF-G2. Os valores de volume das lesões nos pés foram monitorados a cada 5 dias para validar a 

eficácia in vivo de LQOF-G2. Tabela adaptada de Do Espírito Santo et. al. 2019. 123 ............................... 61 

Figura 22. Níveis plasmáticos de biomarcadores de função renal e lesão hepática em camundongos BALB/c 

não infectados e infectados com L. amazonensis e tratados com 0,13 ou 0,25 mg/kg/dia de LQOF-G2. (A) 

níveis de creatinina; (B) Níveis de uréia; (C) Níveis totais; (B) Níveis de uréia; (C) Níveis totais de 

bilirrubina; (D) níveis de ALP; (E) níveis de AST; (F) Níveis de ALT. Tabela adaptada de Do Espírito 

Santo et. al. 2019. 123 ................................................................................................................................... 62 



 

 

LISTA DE TABELAS 

Tabela 1. Exemplos de canais de potássio dependentes de voltagem KV3, suas funções fisiológicas e 

substâncias capazes de bloquear esses canais. Adaptado de George Gutman (2005).10 ............................. 20 

Tabela 2. Valores de IC50 e coeficiente de Hill. Figura retirada de Bassetto Junior et al. (2019)134 ........... 55 

Tabela 3. Atividades antiparasitárias (IC50-pro/ama, metade da concentração inibitória máxima, mM), 

toxicidade de células de mamíferos (CC50, concentração de citotoxicidade metade máxima, mM) e índice 

de seletividade (SI ¼ CC50/IC50) dos compostos de guanidina. Tabela adaptada de Do Espírito Santo et. al. 

2019. 123 ...................................................................................................................................................... 58 



 

 

LISTA DE ABREVIAÇÕES 

 

RMN: Ressonância magnética nuclear 

EI-MS: Espectrometria de massas por impacto de elétrons  

HRESIMS: Espectrometria de massas de alta resolução com ionização por electrospray 

ESI-MS: Espectrometria de massas com ionização por eletronspray 

UV-Vis: Espectroscopia no ultravioleta visível  

LC/UV/MS: cromatografia líquida de alta eficiência com detector UV com arranjo de 

diodos acoplada à espectrometria de massas.  

ATP: Adenosina trifosfato 

ADP: Adenosina difosfato 

PABA: Ácido 4-aminobenzóico  

OMS: Organização Mundial de Saúde 

LPG: Lipofosfoglicano 

iNOS: Óxido nítrico sintetase 

IFN-γ: Interferon-gama 

DBN: 1,5-diazabiciclo[4.3.0]non-5-ene 

DBU: 1,8- diazabiciclo[5.4.0]undec-7-eno 

TBD: 1,5,7-triazabiciclo[4.4.0]dec-5-eno 

DMSO: Dimetilsulfóxido 

ACN: Acetonitrila 

NaOH: Hidróxido de sódio 

NaHCO3: Bicarbonato de sódio 

HCl: Ácido clorídrico 



 

 

Bi(NO3)3.5H2O: Nitrato de bismuto pentahidratado 

MgSO4: Sulfato de magnésio 

NaHSO3: Bissulfito de sódio 

MeOH: Metanol  

IC50: Metade da concentração inibitória máxima 

CC50: Concentração citotóxica para 50% da amostra 

IS: Índice de seletividade 

ALT: Alanino transaminase 

AST: Aspartato transaminase 

ALP: Alcalino fosfatase 

PF: Ponto de fusão 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

1. INTRODUÇÃO .................................................................................................................................... 18 

1.1 Canais iônicos ................................................................................................................................. 18 

1.1.1 Canais iônicos de potássio dependentes de voltagem ............................................................ 19 

1.1.2 Sulfonamidas ............................................................................................................................ 22 

1.2 Leishmaniose ................................................................................................................................... 22 

1.2.1 Tratamento da Leishmaniose ................................................................................................. 24 

1.2.2 Guanidinas ............................................................................................................................... 26 

2. OBJETIVOS ......................................................................................................................................... 28 

3. PARTE EXPERIMENTAL ................................................................................................................. 30 

3.1 Materiais e técnicas analíticas ....................................................................................................... 30 

3.1.1 Sulfonamidas: .......................................................................................................................... 30 

3.1.2 Guanidinas: .............................................................................................................................. 30 

3.1.3 Análises de ponto de fusão ...................................................................................................... 30 

3.1.4 Análises por EI-MS (Introdução Direta) ............................................................................... 30 

3.1.5 Análises Ressonância Magnética Nuclear (RMN) ................................................................ 31 

3.1.6 Análise por espectrometria de massas com ionização por eletrospray (HRESIMS) ......... 31 

3.2. Estudo de atividade biológica ....................................................................................................... 32 

3.2.1. Sulfonamidas ........................................................................................................................... 32 

3.2.2. Bloqueadoras de canais iônicos de potássio KV3.1 ........................................................... 32 

3.2.2 Guanidinas – Atividade leishmanicida .................................................................................. 32 

3.2.2.1 Bioensaio para avaliar a atividade leishmanicida in vitro ............................................ 32 

3.2.2.1.1 Parasitas ..................................................................................................................... 32 

3.2.2.1.2 Compostos .................................................................................................................. 33 

3.2.3 Avaliação da atividade amastigota in vitro e citotoxicidade ................................................ 33 

3.2.4 Cálculo do índice de seletividade ............................................................................................ 34 



 

 

3.2.5 Avaliação anti-leishmania in vivo ........................................................................................... 34 

3.2.6 Ensaio de toxicidade para camundongos BALB/c ................................................................ 34 

3.2.7 Declaração de ética .................................................................................................................. 35 

3.2.8 Análise estatística ..................................................................................................................... 35 

3.3 Procedimentos de Síntese ............................................................................................................... 35 

3.3.1 Sulfonamidas ............................................................................................................................ 35 

3.3.1.1 Procedimento geral da reação de hidrólise das bases DBN e TBD. .............................. 35 

3.3.1.2 Procedimento geral para obtenção das sulfonamidas. .................................................. 35 

3.3.2 Guanidinas ............................................................................................................................... 36 

3.3.2.1 Procedimento geral de síntese das guanidinas. .............................................................. 36 

3.3.2.2 Procedimento utilizando hidroperóxido de tert-butila .................................................. 38 

3.4 Dados experimentais dos compostos ............................................................................................. 39 

3.4.1 Sulfonamidas ............................................................................................................................ 39 

3.4.2 Tiouréia .................................................................................................................................... 43 

3.4.3 Guanidinas ............................................................................................................................... 43 

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO.......................................................................................................... 49 

4.1 Sulfonamidas ................................................................................................................................... 49 

4.2 Guanidinas ...................................................................................................................................... 56 

5. CONCLUSÕES .................................................................................................................................... 64 

6. REFERÊNCIAS ................................................................................................................................... 65 

ANEXOS .................................................................................................................................................... 81 

SEÇÃO DE ESPECTROS ..................................................................................................................... 81 



18 

 

1. INTRODUÇÃO 

1.1 Canais iônicos 

 A membrana plasmática separa o meio extracelular e intracelular e é seletiva para 

vários compostos necessários para o metabolismo das células. Como as membranas são 

impermeáveis a maioria das substâncias com cargas ou polares, os canais iônicos 

facilitam a passagem dos íons.1 Canais iônicos são proteínas que formam poros aquosos 

para facilitar a passagem de íons através da membrana, sua abertura ou fechamento 

acontece por mudanças conformacionais que são determinadas por sinais elétricos, 

mecânicos ou químicos.2 Os movimentos iônicos através da membrana plasmática da 

célula geram diferentes concentrações de íons no meio extra e intracelular gerando um 

gradiente de concentração eletroquímica, de forma que podemos medir a diferença de 

potencial (voltagem) de ambos os meios e teremos o potencial de membrana.  

O potencial de repouso envolve três circunstâncias: a distribuição de cargas 

desiguais em cada lado da membrana, a permeabilidade e ação das bombas ativas e 

passivas.1 Nesse caso, temos o interior da célula carregado negativamente em relação ao 

meio externo. Os íons Na+ e K+ são os íons que contribuem predominantemente para o 

potencial de repouso da membrana, que está em um estado não excitado.3 

Dentro da célula, majoritariamente, estão os íons potássio, no meio extracelular o maior 

constituinte são os íons sódio e o ânion cloreto. A permeabilidade da membrana, por ser 

maior para o potássio, vai ocasionar o fluxo desses íons para o meio extracelular por um 

gradiente químico, formando-se então, um potencial negativo dentro da célula. Com a 

grande quantidade de ânions no meio intracelular, a diferença de voltagem leva uma força 

eletrostática ao fluxo de íons K+ para dentro da célula. Assim, de forma geral, a célula 

atua sob forças que agem de maneiras opostas (gradiente elétrico e gradiente químico).4,5 

Quando essas forças contrárias são iguais, é atingido o potencial de equilíbrio que pode 

ser calculado pela equação de Nernst:6 

𝑉𝑥 = 𝑉𝑖𝑛𝑡 − 𝑉𝑒𝑥𝑡 =
𝑅𝑇

𝑧𝐹
𝑙𝑛

[𝑋]𝑒𝑥𝑡

[𝑋]𝑖𝑛𝑡
 

Onde Vx é o potencial de equilíbrio, Vint - Vext é a diferença de voltagem 

transmembrana, T é temperatura em Kelvin, F é a constante de Faraday (96500 °C.mol-
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1), R é a constante ideal de um gás (8,314 J.mol-1.K-1), z é a valência do íon, [X]ext e 

[X]int são as concentrações extra e intracelulares, respectivamente, do íon X.   

Outro determinante, as chamadas bombas ATPásicas, atuam como geradores de corrente 

pelo movimento dos íons através da membrana. A bomba ATPásica (Na+/K+ATPase) é 

dependente da degradação do ATP em ADP e fosfato, e bombeia três íons Na+ para fora 

da célula e dois íons K+ para dentro da célula. São responsáveis por regular as 

concentrações de íons no meio extra e intracelular.7 

1.1.1 Canais iônicos de potássio dependentes de voltagem 

Os canais iônicos de potássio dependentes de voltagem são canais que sofrem 

mudanças conformacionais de acordo com a mudança do potencial de membrana, são 

dependentes de sinais elétricos entre o meio extra e intracelular para sua abertura ou 

fechamento.2 Quando estímulos são capazes de elevar o potencial de membrana para um 

valor positivo são chamados de despolarizantes, mas quando esse valor se torna negativo 

são chamados de hiperpolarizantes. Se ocorrer uma despolarização que aumenta o 

potencial de membrana acima do valor limiar, teremos um potencial de ação ou disparo.8,9 

A propagação de sinais elétricos é muito importante para regular diversas funções 

fisiológicas dependentes de voltagem. A excitabilidade celular e mudança de voltagem 

geram e propagam potenciais de ação que aumentam a quantidade de íons intracelulares 

e liberam moléculas químicas ou hormônios.1 Esses eventos são responsáveis por 

batimentos cardíacos, movimentos musculares, impulsos nervosos, proliferação celular e 

regulação da pressão arterial, por exemplo.10 Nos canais de potássio, existem 12 

subfamílias que são divididas pelo local onde o canal se encontra e por sua maneira de 

expressão, apresentando diferentes funções fisiológicas como é demonstrado em alguns 

exemplos na tabela abaixo10: 
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Canal Funções fisiológicas Bloqueadores 

KV3.1 Importante para interneurônios com 

alta frequência de disparo como do 

sistema auditivo e GABAérgicos de 

disparo rápido.  

4-aminopiridina (29 μM), 

capsaicina (158 μM), 

resiniferatoxina (46 μM), 

flecainida (108 μM), nifedipina 

(131 μM), diltiazem (97 μM), 

cromakalin 237 μM), 

tetraetilamônio (0,2 mM).  

KV3.2 Complexos proteicos com KV3.1; 

Importante para interneurônios 

GABAérgicos de disparo rápido e 

liberação de GABA via regulação da 

duração do potencial de ação em 

terminais pré-sinápticos, modulado 

pela proteína quinase in vitro e in vivo.   

4-aminopiridina (0,1 mM), 8-

bromo-cGMP, 3-isobutil-1-

metilxantina, D-NONOate,  

tetraetilamônio (0,1 mM), 

verapamil, ShK.  

KV3.3 Não estabelecido.  4-aminopiridina (1,2 μM), 

tetraetilamônio (0,14 mM), 

também bloqueado por hipóxia  

KV3.4 Junto com a proteína MiRP2 forma 

canais de potássio ativadores de baixa 

voltagem que regulam o potencial de 

repouso do músculo esquelético.  

BDS-I (47 nM), tetraetilamônio 

(0,3 mM) 

Tabela 1. Exemplos de canais de potássio dependentes de voltagem KV3, suas funções 

fisiológicas e substâncias capazes de bloquear esses canais. Adaptado de George Gutman 

(2005).10  

Os canais de potássio são divididos de acordo com seus domínios 

transmembranares e subdivididos conforme sua família de genes. Importantes para 

repolarização do potencial de ação, para que a membrana retorne ao potencial de repouso, 

o mau funcionamento desses canais podem prejudicar células excitáveis como nervos e 

músculos, assim como transmissões sinápticas e secreção celular.11 A tabela abaixo 

mostra os canais de potássio de 6 domínios transmembranares: 
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Figura 1. Canais de potássio e seus domínios transmembranares. Figura retirada de: 

Frances Ashcroft (1999).11  

Os canais do tipo Shaw inicialmente foram isolados de uma mosca chamada 

Drosophila melanogaster e são expressos em células excitáveis do sistema nervoso 

central, neurônios pré-sinápticos, músculos e já foram identificadas em células T.12-14 A 

informação é consequência de modificações na despolarização da membrana e por sua 

transmissão sináptica; o efluxo de íons potássio através da célula após o potencial de 

repouso, leva a hiperpolarização da membrana.15 Hodge et al, demonstraram que a 

superexpressão anormal dos canais Shaw no sistema nervoso resultou em massa corporal 

reduzida e letalidade.15 Esses canais também parecem estar envolvidos no ritmo 

circadiano.16 Muona e colaboradores identificaram que uma mutação genética do canal 

KV3.1 é uma das principais causas de epilepsia mioclônicas progressivas, um grupo 

incomum de epilepsia que apresentam contração, tremores e espasmos do músculo, 

regressão do desenvolvimento neuropsicomotor e deterioração cognitiva.17,18 Estudos 

posteriores demonstraram que novas variantes dos canais KV3.1 além de causarem 

epilepsias mioclônicas, também influenciaram no aparecimento de deficiência intelectual 

e convulsões, onde as variantes identificadas levaram a um disparo deficiente de 

interneurônios GABAérgicos, antecipando desinibição neuronal.19  
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Os bloqueadores de canais KV3.1 podem servir como moduladores da taxa de 

disparo do potencial de ação em neurônios com altas taxas de disparos, como aqueles do 

sistema auditivo, interneurônios neocorticais e neurônios do hipocampo.20-23 

 Se faz necessário novas pesquisas relacionadas aos canais iônicos KV3.1 para que 

tenhamos melhores intervenções terapêuticas contra doenças relacionadas a esses canais.  

1.1.2 Sulfonamidas 

A sulfonamidas iniciaram uma revolução contra infecções bacterianas. O 

Prontosil® foi a primeira sulfonamida e dentro de alguns anos depois de ser patenteado, 

conseguiu combater doenças sérias como infecções estreptocócicas, meningite 

bacteriana, disenteria, gonorreia e infecções do trato urinário.24 Já foram demonstradas 

atividades antitumorais25, antivirais26, analgésicas e anti-inflamatórias.27 

Benzenossulfonamidas, sulfonamidas derivadas do ácido sulfanílico, compartilham 

semelhanças com o PABA em sua estrutura e possuem diferentes atividades 

farmacológicas28 além de facilmente serem sintetizadas.29 Moléculas derivadas de 

sulfonamidas foram descritas como inibidores de KV1.530-32 e, mais recentemente, de 

canais de potássio dependentes de voltagem KV3.1.33 

Em estudos recentes do Laboratório de Química Orgânica Fina, demonstrou-se a 

síntese e a caracterização química de N-alquilbenzenossulfonamidas34,35 e seus efeitos 

biofísicos sobre os canais KV3.1.33 Adicionalmente, novas sulfonamidas foram 

sintetizadas e caracterizadas para futuros testes em diferentes canais iônicos. 

1.2 Leishmaniose 

As leishmanioses são um grupo de doenças zoonóticas causadas por protozoários 

parasitas do gênero Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae). É comum em países de 

clima quente e úmido e, as manifestações clínicas principais são as formas tegumentar, que leva 

a lesões ulceradas na pele, e a visceral, letal se não for tratada pois atinge baço, fígado e 

medula.36  A forma monocutânea, menos comum, leva a lesões na face e vias respiratórias.37 

Estão entre as seis maiores doenças nos países em desenvolvimento, de acordo com a 

Organização Mundial de Saúde (OMS), são estimados 30.000 novos casos de leishmaniose 

visceral e mais de 1 milhão de casos de leishmaniose cutânea por ano38, encontram-se em 

franca expansão no Brasil, com aumento significativo do número de casos desde os anos 

90.39 O tratamento é caro e pode deixar cepas de leishmania resistentes. A dificuldade de 
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se controlar o vetor, sacrificar os reservatórios domésticos e a falta do diagnóstico preciso 

dos pacientes, tem levado a ocorrência cada vez mais frequente de óbitos.  

Os parasitas de Leishmania existem sob duas formas: promastigotas e amastigotas. 

As formas promastigotas são flageladas, móveis, extracelulares e quando adentram a 

célula do hospedeiro vertebrado se modificam para amastigotas, formas sem flagelo que 

se multiplicarão dentro das células fagocíticas por fissão binária.40 A característica do 

parasita e resposta imunitária são importantes fatores para determinar o estabelecimento 

da infecção, a Leishmania é capaz de se evadir de mecanismos de defesa que envolvem 

respostas imunes e adaptativas41 e apresentam muitas particularidades que tornam a 

capacidade de deter a doença uma tarefa difícil para os pesquisadores. Entender esses 

processos de sobrevivência e transmissão é crucial para desenvolvimento de novos 

medicamentos e métodos de tratamento.   

Apesar do parasita relacionar-se com diversos tipos de células do hospedeiro, a 

maioria dos estudos são focados na interação com macrófagos, neutrófilos e células 

dentríticas.42 Os neutrófilos são fagócitos de vida curta e parecem servir para transportar 

os parasitas silenciosamente para dentro dos macrófagos e células dentríticas, os alvos de 

Leishmania.43 Neutrófilos apoptóticos com parasitas que são fagocitados por macrófagos 

são chamados de “Cavalos de Tróia” e os neutrófilos apoptóticos junto com os 

promastigotas livres que escaparam, são chamados de “Coelhos de Tróia”; sugere-se que 

por conta da liberação de fosfatidilserina pelos neutrófilos, indicando sua apoptose, há 

uma resposta amenizada dos macrófagos.44 As células dentríticas são derivadas da medula 

óssea e fazem parte das células apresentadoras de antígenos, necessárias para a ativação 

das células efetoras T.41 A captura de neutrófilos por células dentríticas pode atrasar a 

resposta imune adaptativa, importante para neutralização do patógeno.44 

Após o flebotomíneo depositar os parasitas através da picada no hospedeiro, os 

macrófagos desempenham papel fundamental no futuro da doença, ajudando a replicação 

e proliferação do parasita ou combatendo efetivamente a infecção como células efetoras 

e imunoreguladores; o que parece depender da ativação da resposta imune apropriada.45  

A fagocitose depende de receptores de complemento como RC1 e RC3 e pode acontecer 

com ativação do componente C3, aproximação da glicoproteína (gp63) com RC3 e 

lipofosfoglicano com RC1 e RC3.46 O parasita utiliza mecanismos da resposta imune para 

facilitar sua sobrevivência, como o lipofosfoglicano, por exemplo. Estudos tem sugerido 
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que o LPG é importante para a proteção do parasita do ataque enzimático e na adesão do 

parasito ao intestino do flebotomíneo, impedindo a expulsão no bolo fecal.47 Os 

macrófagos podem ter a ativação clássica e a alternativa, onde a ativação clássica é 

mediada por linfócitos Th1 e interferon-gama (IFN-γ), esse último estimula a produção 

da enzima óxido nítrico sintetase (iNOS), uma molécula que catalisa a formação de óxido 

nítrico através da oxidação do nitrogênio guanidínico terminal do aminoácido L-

arginina.48-50 O óxido nítrico fornece um ambiente oxidante importante para neutralização 

dos parasitas.50,51 Em contraste, a ativação alternativa é induzida por citocinas da resposta 

em Th2 como interleucina IL-4 reguladora da enzima arginase, que à partir da L-arginina 

leva a produção de poliaminas, promovendo a proliferação do parasita e produção de 

tripanotiona que protege-o de oxidantes.52   

Alguns estudos demonstraram que camundongos BALB/c infectados com L. Major53 

demonstraram doença visceralizante, enquanto que camundongos da linhagem 

C57BL/62, C3H/HeJ e CBA foram capazes de controlar a infecção. Os camundongos 

BALB/c apresentaram suscetibilidade à doença por ter uma resposta em Th1 com baixa 

produção de IFN-γ, impossibilitando a produção de óxido nítrico. A ativação dos 

macrófagos parece ser um dos fatores chave para determinar o futuro da infecção.  

A dificuldade de se controlar os vetores, falta de vacinas, reincidência de cepas de 

Leishmania, toxicidade e o custo dos medicamentos utilizados, são obstáculos para o 

tratamento efetivo da doença. Diante disso, é muito importante encontrar novas drogas 

efetivas contra leishmaniose. 

1.2.1 Tratamento da Leishmaniose 

A quimioterapia das leishmanioses se baseia principalmente na utilização de 

fármacos antimoniais pentavalentes (SbV) (antimoniato de N-metilglucamina e  

estibogluconato sódico), o antibiótico antifúngico anfotericina B e o antimicrobiano 

pentamidina.54  

O mecanismo de ação dos antimoniais ainda não é totalmente compreendido, mas 

tem sido reportado que para que exista a atividade leishmanicida, o antimônio 

pentavalente requer uma redução para sua forma trivalente.55 O medicamento já foi 

associado a ligações com os grupos sulfidrilas do parasita56, inibição de enzimas 

glicolíticas, oxidação de ácidos graxos e inibição na síntese de macromoléculas.57 Além 
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do tratamento demorado e da alta toxicidade, existem casos de resistência do parasita à 

droga58, e podem estar relacionados com a farmacocinética do medicamento.59 A 

amplificação de um gene de glicoproteína-P em leishmania também foi relatada. As 

glicoproteínas funcionam como bomba de extrusão, conferindo uma resistência a drogas 

citotóxicas por um sistema de efluxo.60 Os antimônios pentavalentes são muito tóxicos 

para o pâncreas durante o tratamento, causam problemas gastrointestinais, hepáticos e 

insuficiência renal.61,62 Seus efeitos tóxicos juntamente com a resistência ao medicamento 

levaram ao uso da anfotericina B ou pentamidina como segunda opção de drogas.  

A anfotericina B é um antifúngico que interage com o ergosterol (um dos componentes 

da membrana celular do parasita) e forma poros aquosos permeáveis para cátions, ânions 

e alguns metabólitos, causando morte celular.63 Estudos com promastigotas de 

Leishmania donovani relataram uma substituição de esterol por ergoesterol na membrana 

celular, o que permite alterações na fluidez da membrana e uma fraca afinidade da 

anfotericina B por tais membranas modificadas.64 Mutações na esterol 14a-desmetilase 

também foram descritas, uma enzima crucial para biossíntese do ergoesterol.65 

Brotherton, et al. fizeram análises proteômicas de mutantes de Leishmania infantum e 

seus estudos demonstraram que algumas enzimas envolvidas na neutralização de espécies 

reativas de oxigênio foram reguladas pelos mutantes, a tripanotiona redutase e duas 

tryparedoxin peroxidases, sugerindo que o aumento de tióis reduzidos pode estar 

envolvido com uma melhor defesa antioxidante.66 A anfotericina B pode se ligar ao 

colesterol presente nas paredes celulares humanas, portanto, exibe efeitos tóxicos, como 

insuficiência renal, febre, dores nos ossos, parada cardíaca (raro) e requer hospitalização 

prolongada.67,68 

A pentamidina é a droga de escolha em cepas de Leishmania recidivadas por arsênico ou 

antimônio. Por sua semelhança estrutural com as poliaminas, um mecanismo de ação 

proposto é que ela é capaz de deslocar a espermidina do local de interação com 

macromoléculas, inibindo a via biossintética69, a privação de espermidina pode levar a 

um desequilíbrio oxidativo e peroxidação lipídica no parasita.70 Também apresenta 

toxicidade renal, hepática e cardíaca; além de outros efeitos adversos como náusea, dor 

de cabeça e menos comumente diabete mellitus irreversível dependente de insulina.71 

Muitas estruturas estão sendo reportadas com atividade leishmanicida. Acridinas72-77, 

imidazóis78-80, triazóis81, pirazóis82, benzimidazóis83, aminotiazóis84-86, piridinas87-89, 
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guanidinas90 apresentaram atividade antileishmanicida contra diversos tipos de 

Leishmania. 

1.2.2 Guanidinas 

As guanidinas são encontradas na natureza e frequentemente sintetizadas, 

constituindo uma classe de compostos de ampla utilidade e aplicação na Química 

Orgânica. Reportadas com diversas atividades biológicas,91,92,93 são fortes bases 

nitrogenadas, apresentando potencial mais básico que outros compostos contendo o 

nitrogênio ligado ao carbono (N-amino ou N-imino) como piridinas, aminas e amidinas; 

são responsáveis por várias reações catalíticas, interação com proteínas, ligações de 

hidrogênio e solvatação.94 A literatura já demonstrou atividade hipoglicêmica95 que gerou 

pesquisas com antidiabéticos96-99, propriedades antibacterianas100-104, antivirais105, 

analgésicas106,107, antiinflamatórias108,109, antiparasitárias110,111 e, recentemente, 

demonstrou-se um estudo de docking usando guanidinas policíclicas contra o novo 

SARS-CoV-2.112  

A Figura 2 apresenta a estrutura do antidiabético Metformin, amplamente 

utilizado: 

 

Figura 2. Estrutura química do medicamento Metformin, uma diguanidina utilizada no 

tratamento do diabetes mellitus tipo 2. Autoria própria.  

Abaixo são apresentadas estruturas guanidínicas reportadas com atividade 

leishmanicida. 

Uma série de alcaloides de guanidina foram sintetizados, três desses compostos 

foram estudados para verificar atividade antimicrobiana, anti-HIV e antituberculose, bem 

como sua citotoxicidade. Um desses alcaloides, Mirabilin B, apresentou além de atividade 

antifúngica, atividade antiprotozoária contra Leishmania donovani (IC50: 17µg/ml) e 

baixa citotoxicidade.113 
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Figura 3. Estrutura química do composto Mirabilin. Apresentou boa atividade anti-

leishmania (IC50: 17µg/ml) contra L. donovani. Autoria própria.  

Sulfonamidas substituídas apresentaram atividade leishmanicida contra 

Leishmania infantum e o estudo foi extendido para promastigotas de diferentes tipos de 

Leishmania: L. braziliensis, L. guyanensise L. amazonensis e para a forma epimastigota 

do parasita causador da doença de Chagas: Trypanosoma cruzi.114 O composto 1a (Figura 

3) que contém o grupo guanidínico, além de apresentar atividade leishmanicida contra 

todos os tipos de Leishmania, não apresentou toxicidade. 

 

 

Figura 4. Sulfonamida com grupamento guanidínico que apresentou atividade 

leishmanicida contra L. braziliensis, L. guyanensis e L. amazonensis. Autoria própria. 

Alcalóides com estruturas guanidínicas extraídos da planta Monanchora ascusula 

foram testados contra promastigotas de L.infantum e tripomastigotas de T. Cruzi.115 No 

estudo, dois deles foram investigados quanto sua atividade frente L.infantum, mostrando 

aumento na permeabilidade na membrana do parasita, que gera uma deficiência 

energética. A geração de espécies reativos de oxigênio (EROs) também foi verificada, 

pela suscetibilidade dos parasitas ao estresse oxidativo. O composto Batzeladina L 

(Figura 5) quando incubado com os parasitas, induziu um alto aumento da produção de 

EROs quando comparado com os não tratados.115 

4-nitro-N-(2-pirimidinil)-benzenossulfonamida 
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Figura 5. Estrutura da Batzeladina L, composto guanidínico que apresentou atividade 

leishmanicida contra promastigotas de L. infantum e produção de espécies reativas de 

oxigênio. 

Existem muitas alternativas de guanilação na literatura, mas devido a dificuldade 

na síntese dos intermediários ou catalisadores e o tempo de reação116-119, utilizamos a 

metodologia desenvolvida por Cunha e colaboradores.120 Realizamos a síntese da LQOF-

G2 por outra metodologia que acreditávamos ser mais promissora devido a utilização da 

água como solvente e a purificação mais simples, porém, o baixo rendimento (18%) 

impossibilitou essa alternativa.121 

SANTO (2017) anteriormente demonstrou a síntese das guanidinas para testes 

contra L. amazonensis.122 Essas moléculas foram novamente sintetizadas e purificadas 

para a continuidade aos trabalhos.123 As moléculas LQOF-G2 e LQOF-G7 apresentaram 

melhores resultados, com baixa citotoxicidade e IC50 frente amastigotas de 5,6 e 7,1, 

respectivamente. Adicionalmente, novas guanidinas foram sintetizadas e caracterizadas 

para futuros testes contra diversos tipos de leishmania. 

As análises utilizadas para caracterização das moléculas foram RMN, LC-UV, 

MS (EI), ESI-MS, infravermelho (IV) e UV-VIS. Nem todas as análises puderam ser 

realizadas com todas as amostras pela indisponibilidade dos equipamentos, mas nos testes 

acessíveis, concluímos que os compostos estavam com a pureza necessária para os testes 

biológicos. 

2. OBJETIVOS 

O objetivo geral deste trabalho é a síntese, purificação e caracterização físico-química de 

novas guanidinas como agentes leishmanicidas e sulfonamidas como bloqueadores de 

canais iônicos de potássio dependentes de voltagem.  
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2.1 Objetivos específicos: 

- Síntese e purificação de sulfonamidas e guanidinas novas e seus intermediários para 

caracterização por diversas técnicas, tais como DI-MS, RMN-¹H e RMN-¹³C, ESI-MS, 

LC/UV e análises físico-químicas. 

 

- Avaliação da corrente na presença de sulfonamidas para verificar o bloqueio dos canais 

iônicos de potássio KV3.1. 

- Avaliação da carga transferida através do canal na presença de sulfonamidas.  

- Avaliação da relação da concentração das sulfonamidas e diminuição da corrente. 

- Avaliação da atividade leishmanicida in vitro dos compostos LQOF-G1 a LQOF-G10 

frente amastigotas de L.Amazonensis. 

- Avaliação da atividade in vivo da LQOF-G2. 

- Avaliação do efeito tóxico da LQOF-G2. 
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3. PARTE EXPERIMENTAL 

3.1 Materiais e técnicas analíticas 

Os reagentes utilizados neste trabalho foram: 

3.1.1 Sulfonamidas: 

1,5-diazabiciclo[4.3.0]non-5-ene (DBN), 1,8- diazabiciclo[5.4.0]undec-7-eno 

(DBU), e l,5,7-triazabiciclo[4.4.0]dec-5-eno (TBD), cloreto de 4-cloro-3-nitrobenzóico, 

cloreto de 4-cloro-3-nitrobenzenossulfônico, cloreto de 4- clorobenzenossulfônico, N-(3-

aminopropil)-2-pirrolidona, adamantilmetilamina, benzilamina, furfurilamina, 4-

clorobenzilamina, ácido clorídrico. Os solventes utilizados foram acetonitrila, éter de 

petróleo, éter etílico e dimetilsulfóxido.  

3.1.2 Guanidinas: 

Os reagentes utilizados nesse trabalho foram cloreto de benzoíla, isotiocianato de 

amônio, anilina, 4-nitroanilina, 4-bromoanilina, 2,4-bromoanilina, 3-aminopiridina, 4-

cloroanilina, 4-fluoranilina, 4- iodoanilina, 4-metoxianilina, toluidina, 4-t-butilanilina, 

adamantanometilamina, benzilamina, trietilamina, nitrato de bismuto penta-hidratado. Os 

solventes utilizados foram N,N-dimetilformamida, acetonitrila, éter de petróleo, éter 

etílico e diclorometano.  

Todos reagentes foram adquiridos da empresa SIGMA ALDRICH BRASIL e 

utilizados sem purificação prévia.  

3.1.3 Análises de ponto de fusão 

Os pontos de fusão foram obtidos utilizando um aparelho 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°C 

e 250°C, respectivamente. A taxa de aquecimento utilizada foi de 3,0°C.min-1. 

3.1.4 Análises por EI-MS (Introdução Direta)  

Os espectros de massas foram adquiridos por meio da introdução direta em um 

espectrômetro de massas com cromatografia gasosa GCMS-QP2010 PLUS. Os 

parâmetros utilizados para essas análises foram: temperatura da interface: 240°C; 

temperatura da câmara de ionização: 250°C; tempo de corte do solvente: 0,25 min; tempo 

inicial: 0,30 min; tempo final: 40,0 min; programa de temperatura da câmara de ionização: 
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temperatura inicial: 50°C, com aquecimento de 20°C.min-1 até 350°C e tempo de espera 

de 10 min. 

3.1.5 Análises Ressonância Magnética Nuclear (RMN) 

Os espectros de 1H e 13C RMN foram registrados em um equipamento Bruker 

Advance III - 400 MHz (Bruker, Bremen - Alemanha). A frequência de ressonância para 

1H NMR foi de 400,13 MHz e para 13C NMR 100,61 MHz. Os deslocamentos químicos 

para 1H RMN e 13C RMN são referenciados utilizando trimetilsilano (TMS). As análises 

foram realizadas em D2O ou CDCl3 e todos os desvios químicos foram relatados em ppm 

(δ). Os dados são apresentados da seguinte forma: deslocamento químico, multiplicidade 

(s = singuleto, d = dupleto, dd = dupleto de dupleto, t = triplete, qua = quadrupleto, qu = 

quintupleto, m = multipleto, br s = amplo singleto), as constantes de integração e de 

acoplamento (em Hertz). 

3.1.6 Análise por espectrometria de massas com ionização por eletrospray 

(HRESIMS) 

Os espectros de HRESIMS foram obtidos usando um espectrômetro de massas 

Micromass híbrido quadrupolo/tempo de voo (QTof) operando com resolução de 7000 e 

5 ppm de precisão. A solução é infundida diretamente na fonte de electrospray por meio 

de uma seringa a uma razão de fluxo de 10 µL/min. O ESI-MS foi adquirido usando um 

Q-Tof em modo iônico positivo de uma solução de acetona com 0.1% de ácido fórmico, 

e usando as seguintes condições de operação: voltagens do cone e do capilar são 

selecionadas para 3500 e 45V, respectivamente, com uma temperatura de desolvatação 

de 100ºC. 
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3.2. Estudo de atividade biológica 

3.2.1. Sulfonamidas  

3.2.2. Bloqueadoras de canais iônicos de potássio KV3.1 

Antes do uso, as moléculas foram dissolvidas em 0.5 M de NaOH resultando em 

uma solução estoque de 10 mM, até a concentração desejada. Os registros 

eletrofisiológicos foram realizados de acordo com Hamill et al (1981)124 e Bassetto Junior 

et al. (2017).33 Foram utilizadas linhagens de células L-929 transfectadas com KV3.1 para 

medir a corrente de potássio como descrito em Grissmer (1994).125 As células L929 foram 

cultivadas e mantidas em meio de Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 

contendo 10% soro fetal bovino inativado por calor (Cultilab, Campinas, Brasil), Na-

piruvato 1 mM, gentamicina G-418-sulfato (0,25 mg/ml), 100 U/ml de penicilina-G de 

sódio e 100 µg/ml de sulfato de estreptomicina em uma incubadora umidificada com 5% 

de CO2 (Revco Elite II, KendroLaboratoryProducts, Asheville,NC, EUA) à 37°C. A 

solução de banho com a seguinte composição (em mM): 155 NaCl, 1,0 MgCl2, 2,0 CaCl2, 

5,0 HEPES e 4.5 KCl, pH 7,4 (NaOH) e a pressão osmótica de 300-310 mOsm/Kg H2O. 

A solução da pipeta foi composta por (em mM): 155 KF, 5.0 EGTA, 10 HEPES, 2,0 

MgCl2 e 1,0 CaCl2, pH 7,2 (KOH) e a pressão osmótica de 290-300 mOsm/Kg H2O. A 

resistência em série foi eletronicamente compensada até 80% quando as correntes 

ultrapassaram 2.0 nA. O sinal foi filtrado a 5,0 KHz e adquirido a 20 KHz, através de um 

amplificador de AxoPacth 200B (AxonInstruments®, Foster City, CA, U.S.A.), 

conectado a um conversor A/D e D/A Digidata 1440A (AxonInstruments®). Aquisição 

de dados e geração de pulso de tensão foram realizadas usando o software WinWCP 

(Strath clyde Electrophysiology Software, © John Dempster, University of Strath clyde, 

Glasgow, Escócia) e o potencial de retenção era - 88 mV para todos os experimentos.  

3.2.2 Guanidinas – Atividade leishmanicida 

3.2.2.1 Bioensaio para avaliar a atividade leishmanicida in vitro 

3.2.2.1.1 Parasitas 

As formas promastigotas da cepa (MPRO/BR/1972/M1841-LV-79) de L. 

amazonensis foram mantidas em meio LIT (Liver Infusion Tryptose)126 suplementado 

com 10% de soro fetal bovino que foi inativado por calor à 28°C  (Gibco), até a fase tardia 

de crescimento (1,0x107 parasitas.mL-1). As formas amastigotas foram obtidas a partir da 

inoculação de formas promastigotas.  
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3.2.2.1.2 Compostos 

Os compostos guanidínicos LQOF-G1 a LQOF-G10 e os controles (pentamidina 

e anfotericina B (Sigma-Aldrich)) foram dissolvidos em dimetilsulfóxido (DMSO) 

fornecendo uma solução estoque (16,7 mg/mL) de cada composto. Dez soluções com 

concentrações variando de 0,5 a 100 μmol.L-1 para cada composto (concentração final de 

DMSO de 0,1%) foram adicionadas à suspensão do parasita em meio LIT (Liver Infusion 

Tryptose).126 

3.2.3 Avaliação da atividade amastigota in vitro e citotoxicidade 

A atividade anti-leishmania dos derivados de guanidina contra a forma 

amastigota intracelular de L. amazonensis, assim como detalhado por Velásquez (2016)127 

foi determinada. Os macrófagos peritoneais foram distribuídos em placas de 24 poços (3 

x 105 células/poço) em lamínulas (13 mm diâmetro), esses poços continham previamente 

RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute Medium) suplementado com 10% de soro 

fetal bovino. Os macrófagos obtidos como descrito anteriormente por Passalacqua 

(2015)128 foram incubados em estufa à 37°C e atmosfera de 5% de CO2 por 4 horas para 

aderência e infectados com promastigotas na proporção de 5:1 

(promastigotas:macrófagos). Após a remoção dos parasitas não internalizados por 

lavagem, as culturas infectadas foram incubadas em meio RPMI por 18h à 37°C em 

atmosfera de 5% de CO2 para permitir a multiplicação dos parasitas. A cultura foi 

incubada na presença de diferentes concentrações dos compostos guanidínicos, 

Anfotericina B ou pentamidina por 24h. As células foram fixadas com etanol e coradas 

com corante de Giemsa e os parasitas foram contados em microscópio óptico.  

O índice de infecção foi obtido pela multiplicação da porcentagem de 

macrófagos infectados por o número médio de amastigotas por macrófagos infectados. A 

concentração que causou uma diminuição de 50% na inibição do crescimento em 

comparação com o controle também foi determinada por análise de regressão e expresso 

com o IC50-ama em mmol/L-1.  

A determinação da citotoxicidade foi demonstrada previamente por SANTO 

(2017)122 e descrita por Velasquez (2016).127 Realizou-se o método MTT129 que consiste 

consiste na incubação de células (nesse caso macrófagos, alvo do parasita de leishmania) 

com brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio de cor amarelo pálido que 

quando reduzido, transforma-se em um produto chamado formazan de cor roxa. O MTT 
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só é reduzido por células vivas e metabolicamente ativas, mede-se a capacidade dos 

compostos de reduzir em 50% a densidade óptica das células vivas em relação ao controle.   

3.2.4 Cálculo do índice de seletividade 

O índice de seletividade (IS) foi determinado pela relação dos resultados de 

citotoxidade dos macrófagos peritoniais de camundongos (CC50) e dos parasitos (IC50) 

CC50/IC50. O composto é considerado mais promissor se índices superiores a 10 forem 

atingidos. 

3.2.5 Avaliação anti-leishmania in vivo 

Para avaliação da atividade leishmanicida in vivo da LQOF-G2 foram utilizados 

animais infectados não tratados, infectados tratados e animais não infectados.  

Para o grupo de animais infectados foram inoculados subcutaneamente 1x107 

parasitas/mL de promastigotas infectantes de L. amazonensis, nas almofadas traseiras 

esquerdas de camundongos fêmeas BALB/c (20 ± 4g) (CEMIB,UNICAMP). Os 

camundongos BALB/c foram escolhidos pela suscetibilidade à doença visceralizante. 

Seis semanas após a inoculação, já com presença de lesão, o grupo de animais infectados 

tratados foram separados aleatoriamente em seis grupos, com cinco animais cada. Foram 

administradas doses intraperitoneais diárias de LQOF-G2 (0,13 e 0,25 mg/kg/dia) durante 

15 dias. Soluções estoque de LQOF-G2 foram preparadas diariamente em solução fosfato 

salina (PBS 1X) após solubilização em DMSO (concentração final de 0,1% de DMSO). 

Um grupo de camundongos infectados foi tratado com a droga de referência anfotericina 

B (2 mg/kg/dia diluída em água estéril de acordo com as instruções do fabricante) ou o 

veículo e PBS.  

Para a verificação da progressão da infecção, a lesão nos pés era monitorada e 

mensurada através de um mostrador caliper (MitutoyoCorp, Japão) a cada cinco dias. A 

eficácia do tratamento foi determinada pela carga parasitária de pés infectados.130,131 

3.2.6 Ensaio de toxicidade para camundongos BALB/c 

Amostras de sangue dos camundongos BALB/c ao final dos tratamentos foram 

coletadas para avaliação dos níveis plasmáticos de bilirrubina total, aspartato 

transaminase (AST), alanina transaminase (ALT), fosfatase alcalina (ALP), uréia e 

creatinina, utilizando kits comerciais (Labtest Diagnostica S.A., Brasil).132 
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3.2.7 Declaração de ética 

Os experimentos com animais foram aprovados pelo Comitê de Ética para 

Experimentação Animal da Universidade Estadual Paulista (UNESP), Escola de Ciências 

Farmacêuticas (CEUA/FCF/CAr n 33/2016, 44 /2016 e 48/2016) de acordo com as 

diretrizes da Sociedade Brasileira de Ciência de Animais de Laboratório (SBCAL) e do 

Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal (CONCEA). 

3.2.8 Análise estatística 

Todos os ensaios antiparasitários in vitro foram realizados em triplicata. As 

diferenças estatísticas entre os grupos foram avaliadas usando o teste de análise de 

variância unilateral (ANOVA) seguido por Teste de Comparações Múltiplas de Student-

Newman-Keuls (GraphPad Software InStat) ou teste de Tukey (GraphPad Prism).133 

3.3 Procedimentos de Síntese 

3.3.1 Sulfonamidas 

3.3.1.1 Procedimento geral da reação de hidrólise das bases DBN e TBD. 

Em um balão de fundo redondo, adiciona-se à 2 ml de água, 2 mmol de TBD ou 

DBN. O balão foi acoplado a um condensador de refluxo e a mistura foi deixada sob 

agitação por 6 horas, sendo acompanhada por GC-MS (DI). 

 

Figura 6. Esquema de reação de hidrólise da TBD. Autoria própria. 

 

 

 

Figura 7. Esquema de reação de hidrólise da DBN. Autoria própria. 

3.3.1.2 Procedimento geral para obtenção das sulfonamidas. 

A. Dissolveu-se 2 mmol do cloreto de 4-cloro-nitro nitrobenzenossulfônila ou 4-

cloro-3-nitrobenzenossulfônila em 10 ml de acetonitrila, em seguida adicionou-se 

excesso da amina, 4 mmol. A mistura foi adicionada em um balão acoplado a um 

Agitação

12h

DBN APP
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condensador de refluxo, agitando-se por 2 horas à 85ºC. Após a evaporação do solvente, 

lavou-se a mistura com solução de 15% de NaHCO3 e água gelada, formou-se um 

precipitado que foi filtrado por pressão reduzida e analisado no GC-MS (DI). 

 

Figura 8. Esquema de reação geral de formação das sulfonamidas. Autoria própria. 

B. Adicionou-se as sulfonamidas sintetizadas anteriormente em 6 ml de DMSO, 

aprox. 1 mmol. Em seguida adicionou-se sob agitação 2 mmol de TBD hidrolisada (1-(3-

aminopropil) tetrahidro-2(1H)-pirimidinona(APTP) ou DBN hidrolisada (N-(3-

aminopropil)-2-pirrolidona (APP)) ou butilamina. A mistura foi deixada em um sistema 

de refluxo a 85 °C sob agitação magnética por 12 horas. Após o término da reação, 

adicionou-se uma solução de HCl (5%) gota-a-gota até que o meio ficasse levemente 

ácido. Em seguida verteu-se o produto em um béquer com gelo, levando para o 

congelador. O sólido foi separado por filtração à pressão reduzida e lavado com uma 

mistura de éter de petróleo/éter etílico (40:60). Os produtos foram analisados no GC-MS 

(DI). 

 

Figura 9. Esquema de reação de síntese das sulfonamidas substituídas. Autoria própria. 

3.3.2 Guanidinas 

3.3.2.1 Procedimento geral de síntese das guanidinas. 

A. Em um balão de fundo redondo contendo uma solução de isotiocianato de 

amônio (0,76 g, 10 mmol) em acetonitrila (20 mL) adiciona-se o cloreto de benzoíla (1,40 

g, 10 mmol), e a mistura resultante foi submetida a refluxo, sob agitação magnética 

constante durante 1 hora à temperatura de 75°C. Na sequência, a mistura de reação foi 

+

DMF

12h
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filtrada a frio sob pressão reduzida utilizando um funil de Büchner. O filtrado contendo o 

isotiocianato de benzoíla guarda-se sob refrigeração para a sua utilização na síntese das 

tiuoreias.  

B. Para síntese das tiouréias adicionou-se 10 mmol de uma das anilinas sobre a 

solução de isotiocianato de benzoíla em acetonitrila. Em poucos instantes, nota-se a 

formação de um precipitado (que corresponde à respectiva tiouréia). A mistura reacional 

ficou sob agitação e refluxo por duas horas, quando a agitação foi interrompida e deixou-

se esfriar até atingir a temperatura ambiente. Então o balão foi colocado no congelador 

por 10 minutos e realizou-se a filtragem utilizando-se um funil de Buchner e papel de 

filtro. O sólido no papel de filtro foi lavado com pequenas porções de acetonitrila gelada, 

e então obteve-se o resíduo cru em bons rendimentos.  

C. Em um balão de fundo redondo em uma solução de 1 mmol de tioureia em 5 

ml de N,N-dimetilformamida foi dissolvido 2 mmol de benzilamina ou 

adamantanometilamina ou 3-aminopiridina, 4 mmol de trietilamina e em seguida 

adiciona-se 1 mmol de Bi(NO3)3.5H2O. A solução foi aquecida à 100°C e mantida sob 

agitação magnética constante por 24 horas. Após esse tempo, a suspensão foi filtrada sob 

pressão reduzida utilizando-se um funil de vidro sinterizado com uma camada de celite 

seguido da extração do produto orgânico da celite com 20 mL de diclorometano. Diluiu-

se o extrato orgânico com água (4 x 15 mL) e descartou-se a fase aquosa. Na sequência, 

a fase orgânica foi dessecada por adição de MgSO4 anidro e depois filtrou-se sob pressão 

reduzida utilizando um funil de Büchner. O óleo formado foi cristalizado em água e 

recristalizado com etanol ou uma mistura de éter etílico/éter de petróleo 8:2. 
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Figura 10. Esquema de síntese das tiouréias: a. para obtenção do isotiocianato de benzoíla 

e b. para obtenção das tiouréias. Autoria própria. 

 

Figura 11. Esquema de síntese das guanidinas (procedimento c). Autoria própria. 

3.3.2.2 Procedimento utilizando hidroperóxido de tert-butila 

Tentamos um novo método de síntese para LQOF-G2. O método tem uma maior 

facilidade na purificação das etapas subsequentes e usam-se reagentes menos tóxicos, 

porém, o rendimento ficou muito abaixo do esperado (18%).  
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Em um balão de fundo redondo contendo uma solução/suspensão da benzoiltioureia 

(1,00 mmol) em acetonitrila (10 ml) sob agitação magnética a 0°C, foram adicionados, 

respectivamente, trietilamina (1 mmol), a amina nucleofílica (1 mmol) e hidroperóxido 

de terc-butila (64% (m/m) em H2O; 3 mmol; 0,45 ml). A solução foi aquecida 

gradualmente até a temperatura ambiente. Após 24h de reação, adicionou-se a solução 

em funil de separação carregado de uma solução saturada de NaHSO3 (50 ml), agitou-se, 

e extraiu-se com diclorometano (3 x 15 ml). A fase orgânica foi seca sobre MgSO4 anidro 

e concentrada sob pressão reduzida. O resíduo foi recristalizado utilizando MeOH/H2O 

para fornecer a guanidina correspondente. 

3.4 Dados experimentais dos compostos 

3.4.1 Sulfonamidas 

4-cloro-3-nitro-N-butilbenzenosulfonamida – SMD2 

 

1H NMR (400.13 MHz, DMSO) δ 8.42 (d, J = 1.8 Hz, 1H), 8.05 (dd, J = 8.5, 2.0 Hz, 1H), 

8.02 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 7.95 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 2.80 (dd, J = 12.8, 6.9 Hz, 2H), 1.40–

1.32 (m, 2H), 1.24 (sext, J = 14.0, 7.0 Hz, 2H), 0.81 (t, J = 7.3 Hz, 3H). 13C NMR (101 

MHz, DMSO) δ 147.45, 140.88, 133.09, 131.26, 129.12, 123.86, 42.21, 31.05, 19.12, 

13.40. MS/DI (m/z 291,02): 156, 220, 249, 292. Rendimento: 87,9%. 

 

4-cloro-3-nitro-N-furfurilbenzenosulfonamida – SMD3 

 
1H NMR (600 MHz, DMSO) δ 8.62 (s, 1H), 8.31 (d, J = 2.1 Hz, 1H), 7.96 (d, J = 2.0 Hz, 

1H), 7.95 (s, 1H), 7.40 (dd, J = 1.8, 0.8 Hz, 1H), 6.24 (dd, J = 3.2, 1.9 Hz, 1H), 6.17 (d, J 

= 3.2 Hz, 1H), 4.13 (s, 2H). 13C NMR (151 MHz, DMSO) δ 149.87, 147.13, 142.59, 

141.09, 132.82, 131.25, 129.01, 123.86, 110.27, 108.51, 39.16. MS/DI (m/z 314,98): 81, 

95, 220, 249, 316. Rendimento: 73%.  
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4-[N-(3’-Aminopropil)-2-pirrolidona]-3-nitro-N-butilbenzenesulfonamida 

- SMD2_APP 

 
1H NMR (600 MHz, DMSO) δ 8.63 (t, J = 5.9 Hz, 1H), 8.42 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 7.78 (dd, 

J = 9.1, 1.9 Hz, 1H), 7.52 (t, J = 5.8 Hz, 1H), 7.24 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 3.40 (q, J = 6.6 Hz, 

2H), 3.35 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 3.27 (t, J = 6.6 Hz, 2H), 2.71 (dd, J = 13.1, 6.8 Hz, 2H), 

2.22 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 1.95 – 1.89 (m, 2H), 1.79 (qu, J = 6.7 Hz, 2H), 1.37 – 1.32 (m, 

2H), 1.26 – 1.20 (m, 2H), 0.79 (t, J = 7.3 Hz, 3H) ppm. RMN de 13C (151 MHz, DMSO) 

δ 174.22, 146.63, 133.21, 129.79, 126.01, 125.90, 115.54, 46.34, 42.14, 40.10, 39.30, 

30.99, 30.40, 25.86, 19.22, 17.53, 13.43 ppm. MS/DI (m/z 399,13): 98, 

142,280,363.Rendimento: 65%.  

 

4-[N-(3’-Aminopropil)-2-pirrolidona]-3-nitro-N-furfurilbenzenesulfonamida-

SMD3_APP 

 
1H NMR (600 MHz, DMSO) δ 8.64 (t, J = 6.0 Hz, 1H), 8.31 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 8.19 (t, 

J = 6.4 Hz, 1H), 7.71 (dd, J = 9.2, 2.3 Hz, 1H), 7.29 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.22 (d, J = 8.4 

Hz, 2H), 7.17 (d, J = 16.1 Hz, 1H), 4.01 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 3.44 – 3.39 (m, 2H), 3.38 – 

3.36 (m, 2H), 3.28 (t, J = 6.7 Hz, 2H), 2.24 (t, J = 8.1 Hz, 2H), 1.98 – 1.90 (m, 2H), 1.79 

(qu, J = 6.7 Hz, 2H) ppm. RMN de 13C (151 MHz, DMSO) δ 174.71, 150.74, 147.04, 

142.90, 133.65, 130.16, 126.51, 115.77, 110.72, 108.55, 46.83, 40.53, 39.77, 39.67, 

30.88, 26.33, 18.00 ppm. MS/DI (m/z 423,13): 81, 98, 142, 304, 387. Rendimento: 58%.  
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4-[1-(3-aminopropil)tetrahidro-2(1H)pirimidinona]-3-nitro-N 

benzilbenzenosulfonamide - LQOF-S7 

 
1H NMR (400.13 MHz, CDCl3) δ = 8.69 (t, J = 6.2 Hz, 1H), 8.63 (d, J = 2.2 Hz, 1H), 

7.78 (dd, J = 9,1, J = 8.1 Hz, 1H), 7.28-7.17 (m, 1H), 6.88 (d, J =9.1 Hz, 1H), 6.03 (t, J 

= 6.0 Hz, 1H), 4.88 (bs, 1H), 4.18 (d, J = 6.0, 2H), 3.45 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 3.40 (q, J = 

6.2 Hz, 2H), 3.29 (dt, J = 5.9, J=2.6 Hz, 2H), 3.28 (t, J = 5.9 Hz, 2H), 1.96 (quint, J = 5.9 

Hz, 2H), 1.86 (quint, J = 5.9 Hz, 2H); 13C NMR (100.61 MHz, CDCl3) δ = 156.8 (C=O), 

147.1 (C), 136.5 (C), 133.6 (CH), 130.8 (C-NO2), 128.6 (CH), 128.1 (CH), 127.7 (CH), 

127.5 (CH), 126.2 (C), 114.2 (CH), 47.3 (CH2), 45.7 (CH2), 44.9 (CH2), 40.5 (CH2), 40.5 

(CH2), 27.0 (CH2), 22.3 (CH2). MS/DI (m/z 447,5035): 66, 77, 91, 106, 314, 412. 

Rendimento: 63,1%. 

 

4-[1-(3-aminopropil)tetrahidro-2(1H)pirimidinona]-3-nitro-N-(3’-aminopropil-2-

pirrolidona]benzenosulfonamide-LQOF - S8 

 

1H NMR (400.13 MHz, CDCl3) δ = 8.74 (t, J = 5.7 Hz, 1H), 8.61 (d, J = 2.0 Hz, 1H), 

7.81 (dd, J = 9.0 Hz, J = 2.9 Hz, 1H), 6.92 (d, J = 9.0 Hz, 1H), 6.70 (t, J = 6.3, 1H), 5.26 

(bs, 1H), 3.50 (t, J = 6.2 Hz, 2H), 3.43 (dt, J = 7.0 Hz, J = 6.2 Hz, 2H), 3.38 (t, J = 6.3 

Hz, 2H), 3.37 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 3.34 (dt, J = 5.9 Hz, J  = 2.5 Hz, 2H), , 3.31 (t, J = 5.9 

Hz, 2H), 2.94 (q, J = 6.3 Hz, 2H), 2.36 (t, J = 8.0 Hz, 2H), 2.02 (quint, J = 8.0 Hz, 3H), 

1.98 (quint, J = 5.9 Hz, 2H), 1.88 (quint, J = 6.2 Hz, 2H), 1.76 (quint, J = 6.3 Hz, 2H); 

13C NMR (100.61 MHz, CDCl3) δ = 175.9 (N-C=O), 156.9 (HN-C=O), 147.0 (C-NH), 

133.7 (CH), 130.8 (C-NO2), 127.1 (CH), 126.6 (C), 114.3 (CH), 47.5 (CH2), 45.7 (CH2), 
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45.0 (CH2), 40.5 (CH2), 40.5 (CH2), 39.7 (CH2), 30.8 (CH2), 27.2 (CH2), 27.0 (CH2), 22.4 

(CH2), 18.0 (CH2). MS/DI (m/z 482,5484): 56, 70, 77, 98, 113, 126, 241, 323, 447. 

pureza: 98.88%. mp: 158.7-159.5°C. Rendimento: 54,3% 

 

4-butil-3-nitro-N-butilbenzenosulfonamida - LQOF-S9 

 

1H NMR (400.13 MHz, CDCl3) δ = 8.6 (d, 1H), 8.38 (s, 1H), 7.8 (dd, 2H), 7.2 (s, 1H), 

6.9 (d, 2H), 3.39 (q, 2H), 2.98 (q, 2H), 1.78 (quint, 2H), 1.44-1.55 (m, 2H), 1.27-1,35 (m, 

2H), 1.0 (t, 3H), 0.88 (t, 3H); 13C NMR (100.61 MHz, CDCl3) δ = 147.56 (C-N), 133,87 

(CH2), 130.96 (NO2), 127,57 (CH2), 126.40 (C-S), 114.68 (CH2), 43.28 (CH2), 43.15 

(CH2), 31.87 (CH2), 31.04 (CH2), 20.37 (CH2), 19.92 (CH2), 13.88 (CH3), 13.72 (CH3). 

MS/DI (m/z 329,4112): 58, 77, 91, 104, 257, 286. pureza: 99,73%. mp: 129.3-129.7°C. 

Rendimento:78%.  

4 –cloro-3-nitro-N-adamantilmetilbenzenosulfonamida - LQOF-S10 

 

1H NMR (400.13 MHz, CDCl3) δ = 8.35 (d, J = 1,6 Hz, 1H), 7.98 (dd, J = 8.4 Hz, 1H), 

7.73 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 4.77 (t, J = 6.5 Hz, 1H), 2.64 (d, 6.5 Hz, 2H), 1.99 (m, 3H), 1.72 

(m, 3H), 1.60 (m, 3H), 1.45 (m, 3H); 13C NMR (100.61 MHz, CDCl3) δ = 148.0 (C-NO2), 

140.8 (C-S), 132.9 (CH), 131.4 (C-Cl), 131.0 (CH), 124.3 (CH), 55.1 (CH2), 40.0 (3CH2), 

36.7 (3CH2), 28.1 (3CH). MS/DI (m/z 384,09): 135, 164, 220. Rendimento: 75%. 
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3.4.2 Tiouréia 

1-benzoil-3-(2,4-bromofenil) tiouréia - LQOF-T2 

 

MS/DI (m/z 414,11): 77, 105, 293, 335, 380. ESI-(+)-MS/MS: 105.0336, 122.0598, 

251.8832, 414.8928. pureza: 99,25%. mp: 166,6-167,1°C. Rendimento: 80%.  

3.4.3 Guanidinas 

As guanidinas LQOF-G1 a LQOF-G10 foram previamente sintetizadas e caracterizadas 

por Rafael Dias do Espírito Santo (2017).122 

1-benzil-2-benzoil-3-(4-nitrofenil) guanidina – LQOF-G1 

 
1H NMR - 60 °C (400.13 MHz, CDCl3) δ Z isomer = 12.63 (s, 1H), 5.99 (t, 1H), 4.92 (d, 

2H). δ E isomer = 11.33 (t, 1H), 8.73 (s, 1H), 4.64 (d, 2H). 13C NMR (100.61 MHz, 

CDCl3) δ Z isomer = 177.7 (C=O), 156.9 (N=C), 144.2 (C-NO2), 142.6 (C), 137.8 (C), 

134.8 (C), 132.0 (p-CH), 129.0 (2CH), 128.9 (2CH), 127.9 (2CH), 127.8 (2CH), 127.0 

(p-CH), 125.8 (2CH), 123.6 (2CH), 45.1 (N-CH2). δ E isomer = 178.1 (C=O); 157.7 

(N=C), 144.1 (C-NO2), 142.2 (C), 137.2 (C), 129.5 (C), 129.3 (p-CH), 128.3 (2CH), 

128.2 (2CH), 127.9 (2CH), 126.9 (2CH), 126.1 (p-CH), 124.7 (2CH), 121.8 (2CH), 45,5 

(N-CH2). MS/DI (m/z 375,14): 77, 91, 105, 253, 375. HRESIMS m/z 375.1449 [M+H]+ 

(calculado para C21H19N4O3
+, 375.1452, Δ = 0.7ppm). Tempo de retenção: 34.95 min, 

pureza: 95.3%. pf: 136.6-137.8. Rendimento: 62%. 
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1-benzil-2-benzoil-3-(4-bromofenil) guanidina – LQOF-G2 

 
1H NMR - 60 °C (400.13 MHz, CDCl3) δ Z isomer = 12.15 (s, 1H), 8.29 (d, 2H), 7.54 – 

7.48 (m, 5H), 7.41 – 7.35 (m, 5H), 7.14 (d, 2H), 5.45 (t, 1H), 4.85 (d, 2H). δ E isomer = 

11.16 (s, 1H).13CNMR (100.61 MHz, CDCl3) δ= 177.5 (C=O), 158.1 (C=N), 138.2 (C), 

137.6 (C), 134.1 (C), 133.1 (2CH), 131.6 (p-CH), 128.9 (2CH), 128.8 (2CH), 128.1 

(2CH), 127.7 (2CH + p-CH), 127.4 (2CH), 120.6 (C-Br), 44.8 (N-CH2). MS/DI (m/z 

408,07): 77, 91, 105, 287, 409. HRESIMS m/z 408.0701 [M+H]+ (calcd for 

C21H19BrN3O
+, 408.0706, Δ = 1.2 ppm). Tempo de retenção: 37.52 min, pureza: 96.5%. 

pf: 94.8-96.1°C. Rendimento: 85%.  

 

1-benzil-2-benzoil-3-(4-clorofenil) guanidina – LQOF-G3 

 
1H NMR -60 °C  (400.13 MHz, CDCl3) δ Z isomer = 12.16 (s, 1H), 8.29 (d, 2H, J = 7,6 

Hz), 7.56 (t, 1H, J = 7,2 Hz), 7.48 (t, 2H, J = 7,5 Hz), 7.42 – 7.37 (m, 6H), 7.31 (m, 1H), 

7.21 (d, 2H, J = 8,5 Hz), 5.44 (t, 1H, J = 5,8 Hz), 4.85 (d, 2H, J = 5,8 Hz). δ E isomer = 

11.20 (t, 0,1H, J = 5,1 Hz), 10.00 (s, 0,1H). 13CNMR (100.61 MHz, CDCl3) δ= 177.5 

(C=O), 158.2 (N=C), 138.2 (C), 137.6 (C), 133.6 (C), 132.5 (p-CH), 131.5 (2CH), 130.1 

(2CH), 128.9 (2CH), 128.7 (2CH), 128.0 (p-CH), 127.6 (2CH), 127.1 (2CH), 44.8 (N-

CH2). MS/DI (m/z 364,12): 77, 91, 105, 242, 363. HRESIMS m/z 364.1208 [M+H]+ 

(calculado para C21H19ClN3O
+, 364.1211, Δ = 0.8 ppm). Tempo de retenção: 36.95 min, 

pureza: 88.5%. pf: 87.3-88.5°C. Rendimento: 65%.  
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1-benzil-2-benzoil-3-(4-fenil) guanidina – LQOF-G4 

 
1H NMR (400.13 MHz, CDCl3) δ = 12.22 (br, 1H), 8.30 (br, 2H), 7.50 (t, J = 6,8 Hz, 1H), 

7.44 (m, 5H), 7.37 (d, 4H), 7.33 – 7.30 (m, 3H), 5.26 (br, 1H), 4.82 (br, 2H). 13C (100.61 

MHz, CDCl3) δ= 177.7 (C=O), 158.7 (N=C), 138.6 (C), 136.0 (C), 131.4 (p-CH), 130.1 

(C-H), 129.2 (2CH), 128.9 (2CH), 128.0 (2CH), 127.7 (2CH), 127.6 (p-CH), 127.1 

(2CH), 125.7 (2CH), 45.4 (N-CH2).MS/DI (m/z 330,16): 77, 91, 105, 208, 330. 

HRESIMS m/z 330.1601 [M+H]+ (calculado para C21H19N3O
+, 330.1601, Δ = -0.1 ppm). 

Tempo de retenção: 35.12 min, pureza: 93.5%. pf: 94.4-94.9°C. Rendimento: 89%.  

 

1-benzil-2-benzoil-3-(4-metilfenil) guanidina – LQOF-G5 

 

1H NMR (400.13 MHz, CDCl3) δ = 12.05 (br, 1H), 8.27 (d, J = 7,1 Hz, 2H), 7.46 (t, J = 

7,0 Hz, 1H), 7.41 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 7.33 (d, J = 4,5 Hz, 4H), 7.29 (dd, J = 8,7, 4,5 Hz, 

1H), 7.20 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 7.15 (d, J = 8.0 Hz, 2H), 5.18 (br, 1H), 4,78 (br, 2H), 2,35 

(s, 3H). 13CNMR (100.61 MHz, CDCl3) δ= 177.8 (C=O), 159.1 (N=C), 138.7 (C), 137.3 

(C), 133.2 (C), 131.3 (p-CH), 130.8 (2CH), 129.3 (2CH), 128.9 (2CH), 128.0 (2CH), 

127.7 (2CH + p-CH), 125.9 (2CH), 45.3 (N-CH2), 21.2 (p-CH3).MS/DI (m/z 344,17): 77, 

91, 105, 222, 344. HRESIMS m/z 344.1758 [M+H]+ (calculado para C22H22N3O
+, 

344.1757, Δ = -0.1 ppm). Tempo de retenção: 36.67 min, pureza: 96.0%. pf: 91.2-91.7°C. 

Rendimento: 53%.  
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1-benzil-2-benzoil-3-(4-tert-butilfenil) guanidine – LQOF-G6 

 
1H NMR (400.13 MHz, CDCl3) δ = 12,09 (br, 1H), 8,27 (d, J = 7,1 Hz, 2H), 7,48 – 7,44 

(m, 1H), 7,42 (m, 2H), 7,40 (m, 2H), 7,35 (m, 4H), 7,29 (m, 1H), 7,19 (d, J = 8,5 Hz, 

2H), 5,27 (br, 1H), 4.79 (d, J = 5.3 Hz, 2H), 1.31 (s, 9H); 13C NMR (100.61 MHz, CDCl3) 

δ = 177.9 (C=O), 159.1 (N=C), 150.4 (C), 138.8 (C), 133.2 (C), 131.4 (p-CH), 129.3 

(2CH), 128.9 (2CH), 128.0 (2CH), 127.7 (2CH + p-CH), 127.2 (2C1H), 125.5 (2CH), 

45.3 (N-CH2), 34.8 [p-t-bu (C)], 31.5 [p-t-bu (CH3)].MS/DI (m/z 386,2): 77, 91, 105, 

207, 238, 264, 385. HRESIMS m/z 386.2227 [M+H]+ (calculado para C25H28N3O
+, 

386.2227, Δ = -0.0 ppm). Tempo de retenção: 41.04 min, pureza: 95.8%. pf: 124.4-

125.7°C. Rendimento:65%.  

 

1-benzil-2-benzoil-3-(4-iodofenil) guanidina – LQOF-G7 

 

1H NMR (400.13 MHz, CDCl3) δ = 12.21 (br, 1H), 8.25 (br, 2H), 7.71 (d, J = 7.9 Hz, 

2H), 7.49 (t, J = 6.8 Hz, 1H), 7.42 (t, J = 7.6 Hz, 2H), 7.35 (m, 4H), 7.30 (m, 1H), 7.02 

(br, 2H), 5.16 (br, 1H), 4.76 (br, 2H); 13C NMR (100.61 MHz, CDCl3) δ = 178.0 (C=O), 

158.4 (N=C), 139.2 (C), 138.3 (C), 131.5 (p-CH), 129.3 (2CH), 129.0 (2CH), 128.0 

(2CH), 127.9 (2CH), 127.7 (2CH + p-CH), 127.3 (2CH), 45.4 (N-CH2). FT-IR (KBr) ν 

3353, 3055, 2931, 1654, 1603, 1566, 1508, 1354 e 1207 cm-1. MS/DI (m/z 456,05): 77, 

91, 105, 334, 456. HRESIMS m/z 456.0566 [M+H]+ (calculado para C21H19IN3O
+, 

456.0567, Δ = -0.3 ppm). Tempo de retenção: 38.35 min, pureza: 90.9%. 99.6-101.0°C. 

Rendimento: 68%. 
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1-benzil-2-benzoil-3-(4-metoxifenil) guanidina – LQOF-G8  

 
1H NMR (400.13 MHz, CDCl3) δ = 11.93 (br, 1H), 8.27 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 7.46 (m, 

1H), 7.41 (m, 2H), 7.33 (m, 4H), 7.29 (m, 1H), 7.19 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 6.92 (dt, J = 8.9 

Hz, 2H), 5.06 (br, 1H), 4.77 (br, 2H), 3.81 (s, 3H); 13C NMR (100.61 MHz, CDCl3) δ = 

177.7 (C=O), 159.4 (C), 158.7 (C=N), 138.6 (C), 131.1 (p-CH), 129.2 (2CH), 128.8 

(2CH), 128.2 (C), 127.8 (p-CH), 127.7 (2CH), 127.5 (2CH), 122.2 (2CH), 115.3 (2CH), 

55.5 (p-OCH3), 45.2 (N-CH2). MS/DI (m/z 360,17): 77, 91, 105, 238, 361. HRESIMS 

m/z 360.1711 [M+H]+ (calcd for C22H22N3O2
+, 360.1707, Δ = 1.4 ppm). Tempo de 

retenção: 34.83 min, pureza 93.7%. pf: 107.1-107.6°C. Rendimento: 85%. 

 

1-benzil-2-benzoil-3-(4-fluorofenil) guanidina – LQOF-G9 

 
1H NMR (400.13 MHz, CDCl3) δ = 12.09 (s, 1H), 8.26 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.46 (m, J = 

7.2 Hz, 1H), 7.40 (m, J = 7.3 Hz, 2H), 7.34 (m, 4H), 7.31 – 7.27 (m, 1H), 7.24 (dd, J = 

8.8, 2H), 7.09 (t, J = 8.5 Hz, 2H), 5.08 (s, 1H), 4.77 (d, J = 4.6 Hz, 2H). ); 13C NMR 

(100.61 MHz, CDCl3) δ = 177.9 (C=O), 159.0 (N=C), 138.4 (C), 131.8 (C), 131.3 (p-

CH), 129.2 (2CH), 129.1 (2CH), 128.8 (2CH), 127.9 (p-CH), 127.7 (2CH), 127.5 (2CH), 

127.0 (2CH), 45.3 (N-CH2). MS/DI (m/z 348,15): 77, 91, 105, 227, 347. HRESIMS m/z 

348.1509 [M+H]+ (calculado para C21H19FN3O
+, 348.1507, Δ = -0.8 ppm). Tempo de 

retenção: 34.97 min, pureza: 95.1%. pf: 123.2-123.6°C. Rendimento: 73%.  
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1-benzil-2-benzoil-3-((4-trifluorometil)fenil) guanidine – LQOF-G10 

 
1H NMR (400.13 MHz, CDCl3) δ = 9.29 (s, 1H), 9.16 (t, J =5.2 Hz, 1H), 8.12 (d, J = 8.6 

Hz, 2H), 7.93 (d, J=7.2 Hz, 2H), 7.61 (t, J=7.4 Hz, 1H), 7.52 (d, J=7.9 Hz, 2H), 7.43 (m, 

2H), 7.36 (m, 4H), 7.30 (m, 1H), 4.76 (s, 1H), 4.59 (d, J = 5.9 Hz, 2H); 13C NMR (100.61 

MHz, CDCl3) δ = 177.5 (C=O), 156.5 (N=C), 131.7 (p-CH), 129.1 (2CH), 128.9 (2CH), 

128.7 (2CH), (2CH+CH), 127.6 (p-CH), 127.5 (2CH), 125.7 (2CH), 57.0 (CF3), 45.5 (N-

CH2). HRESIMS m/z 398.1488 [M+H]+ (calculado para C22H18F3N3O
+, 398.1480, Δ = 

(2.0 ppm). Rendimento: 42%.  

 

1-adamantanometilamina-2-benzoil-3-(4-bromofenil) guanidina – LQOF-G29 

 
1H NMR (400.13 MHz, CDCl3) δ = 12.19 (s, 1H), 8.27 (d, J = 7.3 Hz, 2H), 7.60 (d, J = 

8.1 Hz, 2H), 7.50 (t, J = 7.3 Hz, 1H), 7.45 (t, 7.3 Hz, 2H), 7.19 (d, 8.1 Hz, 2H), 4.95 (t, J 

= 6,0 Hz, 1H), 3.31 (d, J = 6.0 Hz, 1H), 2.0 (s, 3H), 1.73-1.62 (s, 3H), 1.50 (s, 1H); 13C 

NMR (100.61 MHz, CDCl3) δ = 177.7 (C=O), 159.4 (C), 158.7 (C=N), 138.6 (C), 131.1 

(p-CH), 129.2 (2CH), 128.8 (2CH), 128.2 (C), 127.8 (p-CH), 127.7 (2CH), 127.5 (2CH), 

122.2 (2CH), 115.3 (2CH), 55.5 (p-OCH3), 45.2 (N-CH2). MS/DI (m/z 467): 77, 91, 105, 

135, 149, 330, 467. pf: 174.6-174.9. pureza: 99,73%. Rendimento: 62%. 
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1-benzil-2-benzoil-3-(2,4-bromofenil) guanidina - LQOF-G30 

 

MS/DI (m/z 487,18): 77, 91, 105, 406, 487. ESI-(+)-MS/MS: 91,0506, 105,0332, 

122,0598, 212,1060, 237,1016, 288,0071, 328,1445, 366,9258, 384,9361, 487,9790. 

pureza: 99,82%. mp:131,2-131,7. Rendimento: 84%.  

1-(3-aminopiridina)-2-benzoil-3-(4-bromofenil) guanidina - LQOF-G33 

 

MS/DI (m/z 395,25): 77, 105, 121, 171, 275, 289, 395. ESI-(+)-MS/MS: 105.0337, 

122.0599, 224,0811, 273,9968, 395,0496. pureza: 98,25%. mp:153,9-154,3°C. 

Rendimento: 76%.  

1-benzil-2-benzoil-3-(3-aminopiridina) guanidina - LQOF-G34 

 

MS/DI (m/z 330,38): 77, 91, 105, 209, 330. pureza: 99,33%. mp:109,4-109,7°C. 

Rendimento: 82%.  

4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

4.1 Sulfonamidas 

A princípio, as benzenossulfonamidas foram sintetizadas por Carina Couto Martins 

(2015).34 O objetivo desse trabalho foi a síntese e purificação dessas sulfonamidas para 
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continuação dos testes aqui apresentados, assim como a síntese, purificação e 

caracterização de novas sulfonamidas para testes futuros. Os resultados aqui apresentados 

foram publicados em conjunto com Carlos Alberto Zanutto Bassetto (2019).134 

A Figura 12 representa o funcionamento de um canal em um potencial de membrana 

fixo. A amplitude da corrente quando o canal está aberto é constante, e a abertura ou 

fechamento ocorre aleatoriamente. A magnitude da corrente é determinada pelas 

concentrações de íons em cada lado da membrana, pelo seu potencial através da 

membrana e pela permeabilidade a determinados íons.10 Se a molécula consegue bloquear 

o canal, podemos enxergar a diminuição da corrente através da membrana. 

 

Figura 12. Representação das correntes de um único canal. Quando o canal está fechado 

a corrente através dele é nula, quando o canal se abre e os íons começam a passar, é criada 

uma corrente. Adaptado de Frances Ashcroft (1999).10  

As benzenossulfonamidas e seus análogos (Figura 13), foram avaliadas quanto o 

bloqueio dos canais KV3.1 medindo as correntes de íons potássio. Os KV atuam em 

resposta a despolarização da membrana, foram aplicados pulsos de tensão despolarizante 

(-88 a +32 mV) por 70 milissegundos. As células foram perfundidas com solução 

controle, depois com 100 µM das sulfonamidas separadamente e durante os últimos 5 

min, as células foram perfundidas novamente com solução de controle para avaliar a 

reversibilidade do efeito.134 

O canal se fecha

Canal aberto

Canal fechado

Canal se abre20 milisegundos

5 pA
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Figura 13. Sulfonamidas estudadas para bloqueio de canais iônicos de potássio 

dependentes de voltagem KV3.1. Figura retirada de Bassetto Junior et al. (2019)134  

A amostra 7, amostra 8, Sar_APA e Sar_APP (Figura 14) não apresentaram 

alteração nas correntes registradas na presença de 100 µM de cada uma delas, mas 

comparando os registros controle com as moléculas SMD2, SMD3, SMD2_APP, 

SMD3_APP, SMD2_SN e SMD3_SN (Figura 15) observamos uma expressiva redução 

dessas correntes, sugerindo que esses compostos foram capazes de bloquear KV3.1.  
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Figura 14. Respostas representativas da corrente na presença de moléculas a uma 

concentração de 100 μM. O preto representa controle, cinza claro as correntes na presença 

de 100 μM de uma determinada molécula e cinza escuro é a resposta após a lavagem da 

droga. As moléculas Amostra 7, amostra 8, Sar_APA e Sar_APP não geraram bloqueio 

do canal. Figura adaptada de Bassetto Junior et al. (2019)134 

 

Figura 15. Respostas representativas da corrente na presença de moléculas a uma 

concentração de 100 μM. O preto representa controle, cinza claro as correntes na presença 

Controle Molécula Lavagem

Controle Molécula Lavagem
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de 100 μM de uma determinada molécula e cinza escuro é a resposta após a lavagem da 

droga. As moléculas SMD2, SMD3, SMD2_APP, SMD3_APP, SMD2_SN e SMD3_SN 

foram capazes de bloquear o canal. Figura adaptada de Bassetto Junior et al. (2019)134 

A Figura 16 mostra a carga total transferida através do canal em função do tempo 

de aplicação do medicamento. O bloqueio dos efeitos foi totalmente reversível para todas 

as moléculas em menos de 2 minutos. As moléculas SMD2 (e) e SMD3 (f) apresentaram 

os melhores resultados, onde a carga transferida foi diminuída a 0 e se manteve constante 

até que houvesse a superfusão do controle, demonstrando seu efeito reversível.    
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Figura 16. Curso de tempo do efeito de 100 μM dos vários compostos aplicados às células 

na carga normalizada transferida (Q / QCTRL) através dos canais. Figura retirada de 

Bassetto Junior et al. (2019)134 

Foram medidas as correntes na presença de várias concentrações das moléculas 

que apresentaram efeitos bloqueadores do canal KV3.1 (Figura 17). A molécula SMD2 

obteve o melhor resultado onde teve a maior decadência da corrente com a menor 

concentração 80µM. Bassetto Junior et al. (2019)134 ressaltou:   

A observação básica neste tipo de experimento é que a fase de decadência da 

corrente é acelerada e dependente da concentração das moléculas na solução 

do banho. Além disso, mesmo para as maiores concentrações de moléculas 

presentes no banho (~100–200 µM), um pequeno pico de corrente ainda é 

observado. Isso indica que o canal deve primeiro abrir, antes de o bloqueador 

interagir com o seu local de ligação. Isso é típico para bloqueadores de canais 

abertos, como foi sugerido por outros.135-139 (Bassetto Junior et al. 2019).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Corrente representativa para várias concentrações de uma determinada 

molécula indicada em à parte superior de cada painel. Figura retirada de Bassetto Junior 

et al. (2019)134 

A Tabela 2 mostra a magnitude das correntes no final do pulso de voltagem (~70 

ms) plotado contra a concentração das várias moléculas usadas. A equação de Hill foi 



55 

 

ajustada (linhas sólidas) para os dados experimentais e IC50. A molécula SMD2 obteve o 

menor IC50 indicando que é mais potente em bloquear os canais KV3.1 do que as outras. 

A Figura 18 mostra a relação dose-resposta entre a concentração das moléculas e a fração 

não bloqueada da corrente, conforme a concentração das moléculas aumentaram, a fração 

não bloqueada diminuiu.  

Molecule IC50 (µM)  N 

SMD2 9.3 ± 0.6 1.9 ± 0.1 

SMD3 11.3 ± 0.7 1.5 ± 0.1 

SMD2_APP 20.5 ± 1 1.6 ± 0.1 

SMD3_APP 29.9 ± 1.9 1.7 ± 0.1 

SMD2_SN 29.7 ± 2.3 1.7 ± 0.1 

SMD3_SN 53.1 ± 2.2 2.2 ± 0.1 

Tabela 2. Valores de IC50 e coeficiente de Hill. Figura retirada de Bassetto Junior et al. 

(2019)134 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Relações dose-resposta. a, b.  A fração da corrente permanecendo no final do 

pulso de despolarização (~70 ms) após o tratamento com uma determinada concentração 
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de droga contendo butil e furfuril grupos em suas estruturas, respectivamente. c. IC50 em 

gráficos de barras. Figura retirada de Bassetto Junior et al. (2019)134 

As moléculas SMD2 e SMD3 apresentaram melhores resultados, sequencialmente 

SMD2_APP e SMD3_APP, demonstrando que os substituintes “para” nas sulfonamidas, 

contribuiu para diminuição do bloqueio. As moléculas SMD2_SN e SMD3_SN sem o 

grupo nitro na posição “meta” também tiveram sua atividade diminuída.  

Moléculas análogas ao PABA (ácido paraminobenzóico): Sar_APP e Sar_APA 

contêm ácido carboxílico no substituinte "sulfonamida", mas substituintes diferentes na 

posição “para” aminopropilpirrolidona em Sar_APP e aminopropilazepanona em 

Sar_APA; a amostra 7 e 8, contendo o grupo OH- no substituinte sulfonamida e no grupo 

“para” aminopropilpirrolidona na Amostra 7 e aminopropilazepanona no Amostra 8, não 

apresentaram efeitos inibitórios em canais KV3.1 como pode-se observar nas figuras 14 e 

16 (a,b,c,d).  

As moléculas serem reversíveis é um achado importante, pois leva a um 

entendimento de que após o bloqueio há a uma recuperação de suas propriedades 

biofísicas intrínsecas e função normal.  

Comparando os valores IC50 calculado a partir da equação de Hill, podemos notar 

que SMD2 foi a molécula mais potente no bloqueio de KV3.1. Esses estudos são 

promissores, pois os canais KV3.1 estão envolvidos em muitos processos biológicos e 

canalopatias que podem ser tratadas pela modulação desses canais. 

4.2 Guanidinas 

Inicialmente, SANTO (2017)122 sintetizou e caracterizou os dez compostos 

(LQOF-G1 a LQOF-G10) que foram avaliados in vitro contra promastigotas de L. 

Amazonensis e sua citotoxicidade frente a macrófagos. Os compostos testados obtiveram 

bons resultados quando comparados com os medicamentos usuais para o tratamento de 

leishmaniose (anfotericina B e pentamidina). Os três compostos LQOF-G1, LQOF-G7 e 

LQOF-G10 por se apresentarem mais tóxicos contra formas promastigotas (IC50 = 11,51, 

15,91 e 6,82 µM, respectivamente) e baixo índice de citotoxicidade, foram testados in 

vitro contra amastigotas de leishmania. Entre as três, o composto LQOF-G7 apresentou 

o melhor resultado de atividade leishmanicida contra as formas intracelulares (IC50 = 7,1 

µM) e foi o menos tóxico para os macrófagos (CC50 = 618,7 µM).  
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O presente trabalho teve como objetivo realizar a síntese e purificação das 

guanidinas, para a continuação dos testes biológicos com as formas amastigotas e 

estendeu-se para a avaliação in vivo da molécula LQOF-G2; verificando sua influência 

no sistema renal e hepático em camundongos BALB/c. Esses resultados foram 

publicados.123 Também foram sintetizadas novas tiouréias intermediárias e guanidinas 

que presumimos interessantes para futuros testes de atividade leishmanicida.  

As formas promastigotas são extracelulares, residem no intestino do flebotomíneo 

e se locomovem com seu flagelo para probóscide.47 Durante uma refeição de sangue o 

mosquito deposita seus parasitas no hospedeiro vertebrado e quando adentram nas células 

fagocíticas, se transformam em formas amastigotas. Nessa fase é crucial para os parasitas 

escapar dos importantes mecanismos de defesa do indivíduo, posteriormente se 

multiplicando por fissão binária para infectarem outros macrófagos.41 Sob aspecto clínico 

as formas amastigotas são mais relevantes, pois estão no hospedeiro vertebrado, levando 

à doença de leishmaniose.  

Considerando a atividade anti-amastigota, os compostos LQOF-G2 e LQOF-G7 

foram os mais potentes na eliminação do parasita (Tabela 3). Ambos apresentaram valores 

próximos de IC50 em comparação com a pentamidina e anfotericina B, mas valores 

maiores de CC50, um resultado bastante promissor. O IC50 (metade da concentração 

inibitória máxima) é um parâmetro para medir a atividade de um composto e corresponde 

à dose necessária para matar 50% dos parasitas, quanto menor seu valor mais ativo. Já o 

parâmetro CC50 (concentração citotóxica para 50% das células) refere-se à concentração 

necessária para matar 50% das células, nesse caso, os macrófagos; e quanto maior sua 

concentração, mais inócuo o composto. A seletividade de um novo fármaco é de extrema 

importância, por interagir apenas com um órgão ou sistema responsável pela patologia. 

As moléculas LQOF-G2 e LQOF-G7 apresentaram melhores índices de seletividade em 

relação a LQOF-G1, LQOF-G3, LQOF-G6, LQOF-G8, LQOF-G9. Por conta disso, os 

estudos posteriores foram conduzidos com a LQOF-G2, molécula que apresentou o 

resultado mais favorável. O composto LQOF-G4 não apresentou nenhuma atividade anti-

amastigota.  
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 Leishmania amazonensis Macrofágo Índice de Seletividade 

Composto X 

IC50 

pro 

SD 

IC50 

ama 

SD CC50 SD Promastigota Amastigota 

LQOF-G1 NO2 11.5 0.7 22.1 3.3 801.9 0.3 69.7 36.4 

LQOF-G2 Br 19.6 0.2 5.6 2.5 737.9 1.4 37.7 131.8 

LQOF-G3 Cl 19.7 0.1 41.2 4.1 827.4 1.5 42.0 20.1 

LQOF-G4 H 22.6 1.1 ND ND 35.9 5.6 1.6 ND 

LQOF-G5 CH3 20.9 0.5 24.2 5.2 876.1 1.7 41.9 36.2 

LQOF-G6 t-Bu 25.9 0.9 17.2 2.1 1118.9 105.4 43.2 65.0 

LQOF-G7 I 15.9 0.9 7.1 0.8 618.7 70.2 38.9 87.1 

LQOF-G8 CH3O 25.4 1.5 21.1 3.6 836.6 1.6 32.9 39.6 

LQOF-G9 F 21.9 1.8 19.0 4.6 865.5 1.7 39.5 45.5 

LQOF-G10 CF3 6.8 0.2 21.4 0.6 18.6 2.9 2.7 0.8 

Pentamidina  7.6 0.1 5.07 1.14 35.7 6.8 4.7 7.0 

AmpB  3.2 0.1 4.92 0.14 23.1 2.5 7.2 4.7 

Tabela 3. Atividades antiparasitárias (IC50-pro/ama, metade da concentração inibitória 

máxima, mM), toxicidade de células de mamíferos (CC50, concentração de citotoxicidade 

metade máxima, mM) e índice de seletividade (SI ¼ CC50/IC50) dos compostos de 

guanidina. Tabela adaptada de Do Espírito Santo et. al. 2019. 123 

Os valores de SI em negrito indicam compostos com baixa toxicidade a mamíferos e alta 

toxicidade a parasitas. Cada valor é a média de três experiências realizadas em triplicado 

± desvio padrão. Pro: promastigota, ama: amastigota.  

A Figura 19 demonstra o índice de infecção no eixo y (porcentagem de 

macrófagos infectados multiplicado pela média de amastigotas por macrófago) e o 

tratamento com concentração de 25 µM do controle negativo, pentamidina, anfotericina 

B, LQOF-G2, LQOF-G7, LQOF-G9 e LQOF-G3 no eixo x. A LQOF-G2 e a LQOF-G7 

foram capazes de reduzir a infecção (86%, 78%, respectivamente) de forma semelhante 
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a pentamidina (81%) e anfotericina B (84%).Os outros compostos LQOF-G9 e LQOF-

G3 tiveram resultados menos favoráveis (70% e 19%, respectivamente). 

 

Figura 19. Efeito in vitro de LQOF-G2, G3, G7 e G9 em amastigotas intracelulares de L. 

amazonensis. Tabela adaptada de Do Espírito Santo et. al. 2019. 123 

Como sugerido por Do Espírito Santo et al. (2019):123 

 

É razoável supor que a presença de um substituinte na quarta posição da porção 

anilina é fundamental para a atividade antileishmania dos compostos N1-

benzoil-N2-benzil investigados, os átomos Br e I foram considerados as 

melhores substituições para a atividade anti-amastigota. (Do Espírito Santo et 

al. 2019). 

 

As ligações de halogênios estão presentes em muitos sistemas biológicos e podem 

gerar afinidade, seletividade e permeabilidade dependendo do sítio ativo da proteína. Os 

agrupamentos carbonila presentes nos aminoácidos, agem como bases de Lewis (eletrons 

não ligantes sobre o átomo de oxigênio) que doam pares de elétrons para o atomo de 

halogênio ligado no anel benzênico e formando assim a ligação de halogênio (O-X), as 

que também podem se formar por ligações dos grupos –OH, que existem na moléculas 

dos aminoacidos serina, tirosina e treonina.140 Estudos recentes mostraram que ligações 

de halogênio com oxigênio, por exemplo, com bromo (Br-O) aumentam a eficácia dos 
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agonistas do subtipo α4β2 do receptor nicotínico de acetilcolina e dos inibidores da 

protease NS3-NS4A do vírus da hepatite C.141,142 

Como demonstrado na Figura 20, camundongos BALB/c infectados com L. 

amazonensis (seis semanas após a infecção) foram tratados diariamente por 15 dias com 

duas doses diferentes de LQOF-G2 e anfotericina B. A LQOF-G2 nas duas concentrações 

(0,13 e 0,25 mg/kg/dia) teve a carga parasitária mais reduzida (46 e 60%, 

respectivamente) que a anfotericina B (41%) em uma concentração muito maior (2 

mg/kg/dia). O tratamento com LQOF-G2 também diminuiu o tamanho da lesão em ambas 

as doses em comparação com animais infectados não tratados e animais infectados 

tratados com PBS e anfotericina B. O composto guanidínico obteve um resultado muito 

semelhante a anfotericina B em uma dose 4 vezes menor.   

 

Figura 20. Carga do parasita após o tratamento de camundongos BALB/c infectados 

com L. amazonensis com LQOF-G2. Cinco grupos contendo cinco camundongos 

BALB / c infectados com L. amazonensis foram tratados diariamente com LQOF-G2 ou 

anfotericina B por 15 dias. Tabela adaptada de Do Espírito Santo et. al. 2019. 123 

0

50

100

150

200

250

300

350

400

Infectados não 

tratados
PBS Anfotericina B

2mg/kg/dia
LQOF-G2

0,13mg/kg/dia

LQOF-G2

0,25mg/kg/dia

C
a
rg

a
 p

a
ra

si
tá

ri
a

(L
o

g
1

0
)/

g
 d

a
 l

e
sã

o



61 

 

 

Figura 21. Redução de lesões nas patas em camundongos BALB/c infectados com L. 

amazonensis tratados com LQOF-G2. Os valores de volume das lesões nos pés foram 

monitorados a cada 5 dias para validar a eficácia in vivo de LQOF-G2. Tabela adaptada 

de Do Espírito Santo et. al. 2019. 123 

Para avaliar a toxicidade hepática da LQOF-G2, os níveis plasmáticos de 

creatinina e uréia (biomarcadores da função renal), ALT, AST e ALP (biomarcadores de 

dano hepático) e bilirrubina (marcador da função hepática) foram monitorados.  

O fígado é um órgão humano importante para diversas funções metabólicas como 

secretar a bile, armazenar glicose, sintetizar o colesterol e desintoxicar o organismo de 

drogas.143  

Alanina transaminase (ALT), aspartato transaminase (AST) e alcalino fosfatase 

(ALP) são enzimas encontradas no fígado e desempenham importantes funções, ALT e 

AST são utilizadas no metabolismo de aminoácidos e são liberadas no sangue em 

consequência de dano hepático144 e ALP tem sua concentração aumentada quando os 

ductos biliares estão bloqueados. O acumulo de bilirrubina demonstra a incapacidade do 

fígado conjuga-la com o ácido glicurônico para ser excretada.145 

A creatinina e uréia são resultado da metabolização de proteínas da alimentação e 

eliminados pelos rins. Quando os rins não estão funcionando de forma inadequada, os 
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níveis de uréia e creatinina tendem a aumentar, logo, podem ser utilizados como 

biomarcadores renais.146  

Não pudemos observar alteração nos níveis de creatinina (Figura 22A) e ureia 

(Figura 22B) no plasma de todos os animais, sugerindo que LQOF-G2 não prejudicou os 

rins. Os níveis plasmáticos de bilirrubina aumentaram em animais infectados com L. 

amazonensis, tratados ou não (Figura 22C), indicando que o aumento desses níveis é 

devido à infecção, e não por razão da administração do composto. Os marcadores 

hepáticos ALP, AST e ALT tiveram seu nível aumentado nos animais infectados, 

mostrando que a doença por si só prejudica o fígado (Figuras 22D-F). O composto LQOF-

G2 foi capaz de reduzir os níveis de ALP (Figura 22D) e ALT (Figura 22F)em todas as 

doses testadas, e estiveram nos níveis dos animais saudáveis, demonstrando o efeito 

protetor da molécula LQOF-G2 contra consequências prejudiciais ao fígado da infecção 

por L. amazonensis.  

 

Figura 22. Níveis plasmáticos de biomarcadores de função renal e lesão hepática em 

camundongos BALB/c não infectados e infectados com L. amazonensis e tratados com 

0,13 ou 0,25 mg/kg/dia de LQOF-G2. (A) níveis de creatinina; (B) Níveis de uréia; (C) 

LQOF-G2 0,13mg/kg/dia

LQOF-G2 0,25mg/kg/dia
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Níveis totais; (B) Níveis de uréia; (C) Níveis totais de bilirrubina; (D) níveis de ALP; (E) 

níveis de AST; (F) Níveis de ALT. Tabela adaptada de Do Espírito Santo et. al. 2019. 123 

A anfotericina B e pentamidina, apesar de serem os principais medicamentos para 

o tratamento da leishmaniose, são tóxicos e com muitos efeitos colaterais relatados. O 

mecanismo de ação da anfotericina se relaciona principalmente com a formação de poros 

na membrana celular do parasita, isso acontece pela formação de um complexo entre sua 

estrutura poliênica com o ergoesterol, levando à morte celular.147 No entanto, a molécula 

pode interagir com lipoproteínas de baixa densidade (LDL) muito expressadas no tecido 

renal e com proteínas de alta densidade (HDL) expressadas no retículo endotelial.148 A 

nefrotoxicidade é um efeito bem conhecido na terapia com Anfotericina B que além de 

interagir com o colesterol das membranas tubulares, provoca vasoconstrição e 

consequentemente redução da taxa de filtração granumelar.149 A droga é mal absorvida 

pelo trato gastrointestinal e apresenta além da toxicidade renal, toxicidade hematológica 

e hepática, reações agudas infusionais como cefaleia, vômito, febre, náuseas, taquicardia, 

anemia, alterações de enzimas hepáticas, etc.150-152 

As formulações lipossomais diminuíram os efeitos colaterais, mas tem alto custo, 

impossibilitando o tratamento adequado para pacientes com problemas 

socioeconômicos.153  

A pentamidina também tem efeitos colaterais relatados como náuseas, tontura, 

pancreatite, hipoglicemia, cefaleia, arritmias cardíacas, insuficiência renal e diabetes 

mellitus pela toxicidade aguda sobre células beta-pancreáticas.154,155  

Visto todos os problemas enfrentados para o tratamento de leishmaniose e 

necessidade de buscar atividade leishmanicida com menor toxicidade para o hospedeiro, 

os resultados da LQOF-G2 são bastante animadores. Sua maior seletividade motiva a 

continuação dos trabalhos com essa molécula e com outros compostos guanidínicos como 

perspectivas futuras. 
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5. CONCLUSÕES 

As sulfonamidas antes reportadas pelo Laboratório de Química Organica Fina 

(LQOF) foram novamente sintetizadas, obtendo-se bons rendimentos. As mesmas foram 

testadas frente ao bloqueio de canais iônicos KV3.1 e demonstraram atividade 

bloqueadora reversível nos canais, sugerindo, portanto, a elaboração de novas bibliotecas 

de compostos com atividades nestes canais que possam ser estudados contra diversas 

patologias associadas ao funcionamento anormal desses canais de potássio.   

Novas sulfonamidas foram sintetizadas e caracterizadas por técnicas de 

ressonância magnética nuclear (RMN), espectrometria de massas (MS), cromatografia 

líquida de alta eficiência com detector UV com arranjo de diodos acoplado à 

espectrometria de massas (LC/UV/MS) e poderão servir para estudos futuros com canais 

iônicos.  

A molécula LQOF-G2 demonstrou melhor atividade in vitro e foi testada in vivo 

contra L.amazonensis, apresentando índice de seletividade maior que os medicamentos 

de tratamento para leishmaniose. A LQOF-G2 não apresentou alterações renais e 

hepáticas, além de baixa toxicidade frente a macrófagos. Sugere-se a continuação dos 

trabalhos com a molécula e planejamento, síntese e estudo de novos compostos 

estruturalmente relacionados com a molécula de LQOF-G2.  

Outras guanidinas como a LQOF-G6 e LQOF-G7 mostraram bons resultados nos 

testes in vitro contra L. amazonenesis e devem ser estudadas in vivo. 

Uma tioureia e novas guanidinas foram sintetizadas e caracterizadas por técnicas 

de ressonância magnética nuclear (RMN), espectrometria de massas (MS), 

espectrometria de massas com ionização por eletrospray (ESI-MS), cromatografia líquida 

de alta eficiência com detector UV com arranjo de diodos acoplado à espectrometria de 

massas (LC/UV/MS), apresentando alta pureza. Essas novas moléculas poderão ser 

testadas para atividade leishmanicida.
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ANEXOS 

SEÇÃO DE ESPECTROS 
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RMN de 1H e 13C 

LQOF-S7 - RMN de 1H 

 

LQOF-S7 - RMN de 13C 
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LQOF-S8 - RMN de 1H 

 

LQOF-S8 - RMN de 13C 
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LQOF-S9 - RMN de 1H 

 

LQOF-S9 - RMN de 13C 
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LQOF-S10 - RMN de 1H 

 

LQOF-S10 - RMN de 13C 
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LQOF-G29 - RMN de 1H 

 

LQOF-G29 - RMN de 13C 
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ESI-(+)-MS/MS 

LQOF-S8 ESI-(+)MS 

 

m/z 483,2019: C20H31N6O6S 

m/z 505,1840: C20H30N6NaO6S 

LQOF-S8 ESI-(+)MS/MS 
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LQOF-S9 ESI-(+)MS 

 

m/z 330,1478: C14H23N3O4S 

m/z 352,1300: C14H22N3NaO4S 

LQOF-S9 ESI-(+)MS/MS 
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LQOF-T2 ESI-(+)MS 

 

m/z 412,8949: C14H10Br2N2OS 

m/z 434,8770: C14H9Br2N2NaOS 

LQOF-T2 ESI-(+)MS/MS 
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LQOF-G30 ESI-(+)MS 

  

m/z 485,9812: C21H17Br2N3O 

m/z 507,9627: C21H16Br2N3NaO 

LQOF-G30 ESI-(+)MS/MS 
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LQOF-G33 ESI-(+)MS 

 

m/z 395,0503: C19H15BrN4O 

m/z 417,0322  C19H14BrNaN4O 

LQOF-G33 ESI-(+)MS/MS 
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LQOF-G34 ESI-(+)MS 

 

m/z 331,1552: C20H19N4O5 

m/z 353,1370  C20H18N4NaO5 
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EI-MS 

LQOF-S7 EI-MS 

 

LQOF-S8 EI-MS 

 

LQOF-S9 EI-MS 
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LQOF-S10 EI-MS 

 

LQOF-G29 EI-MS 

 

LQOF-G30 EI-MS 

 

 

 

 

 

 



95 

 

LQOF-G33 EI-MS 

 

LQOF-G34 EI-MS 
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LC/UV/MS 

LQOF-S8 LC/UV/MS 

 

 

Tempo de retenção: 14.35 min 

Pico de área relativa: 98.88% 
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LQOF-S9 LC/UV/MS 

 

 

Tempo de retenção: 26.72 min 

Pico de área relativa: 99.73% 
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LQOF-T2 LC/UV/MS 

 

 

Tempo de retenção: 29.85 min 

Pico de área relativa: 99.25% 
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LQOF-G30 LC/UV/MS 

 

 

Tempo de retenção: 30.18 min 

Pico de área relativa: 99.82% 
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LQOF-G33 LC/UV/MS 

 

 

Tempo de retenção: 19.10 min 

Pico de área relativa: 98.25% 
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LQOF-G34 LC/UV/MS 

 

 

Tempo de retenção: 16.93 min 

Pico de área relativa: 99.33% 
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