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RESUMO

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, as leishmanioses fazem parte das
Doencgas Tropicais Negligenciadas (DTN), das quais milhares de pessoas correm o
risco de se infectar anualmente, sendo consideradas um grande problema mundial
para a saude publica. As leishmanioses s&do um grupo de doengas parasitarias
causadas por diferentes espécies do protozoario do género Leishmania, possuindo
trés apresentagbes clinicas, sendo elas: leishmaniose visceral, cutanea e
mucocutanea. Os tratamentos farmacologicos disponiveis no mercado s&o de alto
custo e de uso prolongado, além de apresentarem alta toxicidade e terem a via de
administragao parenteral principalmente, o que leva a baixa adesao terapéutica pelo
paciente e causam varios efeitos colaterais. Desse modo, surge a necessidade do
estudo e pesquisa de novos medicamentos capazes de tratar a doenga, visando
também amenizar as fragilidades decorrentes da farmacoterapia. Os compostos
heterociclicos derivados de tiadiazina tém sido amplamente estudados por
demonstrarem atividade  farmacoldgica promissora anti-parasitaria e
anti-inflamatéria. O objetivo deste trabalho foi analisar a atividade antileishmania in
vitro de 12 moléculas inéditas da classe das tiadiazinas, onde 6 apresentaram
resultados satisfatérios (Ta81, Ta100, Ta78, B1, Ta77 e Ta80), nas quais possuem
em N-3 hidrocarbonetos, anel benzénico e éter, e em N-5 um acido hexandico que
tém se mostrado um grupo funcional promissor com boa atividade anti-parasitaria. A
potencial atividade antileishmania dessas moléculas pode contribuir com o
desenvolvimento futuro de um novo medicamento para o tratamento das
leishmanioses, com menores problemas voltados para a adeséo, custo e saude do

paciente.

Palavras-chave: Leishmaniose; Leishmania amazonensis; Leishmaniose Cutanea;

Analogos da tiadiazina.



ABSTRACT

According to the World Health Organization (WHO), leishmaniasis is one of the
neglected tropical diseases (NTDs). Thousands of people are at risk of contracting
this disease each year, making it a major global public health problem. Leishmaniasis
is a group of parasitic diseases caused by various species of the protozoan parasite
Leishmania. There are three types of leishmaniasis: visceral, cutaneous, and
mucocutaneous. Currently available pharmacological treatments are expensive,
require prolonged use, and are highly toxic. They are also mainly administered
parenterally, leading to low therapeutic adherence and several side effects. Thus,
there is a need to study and research new drugs capable of treating the disease and
mitigating the weaknesses resulting from pharmacotherapy. Thiadiazine-derived
heterocyclic compounds have been extensively studied for their anti-parasitic and
anti-inflammatory activity. This study aimed to analyze the in vitro antileishmania
activity of a group of thiadiazine molecules, in which, of the 12 molecules tested, only
6 presented satisfactory results (Ta81, Ta100, Ta78, B1, Ta77 and Ta80), which all
have lipophilic substituents at N3, and hexanoic acid at N5, with the latter having
shown promising results regarding its antiparasitic activity. These molecules' potential
antileishmania activity may contribute to the development of a new leishmaniasis

drug with fewer issues related to cost, adherence, and patient health.

Keywords: Leishmaniasis; Leishmania amazonensis; Cutaneous Leishmaniasis;

Analogues Thiadiazine.
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1. INTRODUGAO

As leishmanioses sdo classificadas como doengas parasitarias tropicais de
grande preocupacao de saude publica mundial, possuindo mais de 20 espécies de
Leishmania responsaveis pela parasitose (CORMAN; MCNAMARA; BAKOWSKI,
2023). Os vetores sao as fémeas infectadas de flebotomineos dos géneros
Phlebotomus e Lutzomyia (CORMAN; MCNAMARA; BAKOWSKI, 2023),
popularmente conhecidos como mosquito-palha, palhinha, tatuquira e birigui (WHO,
2023). A leishmaniose cutanea (LC) é presente em 22 paises, dos quais € endémica
em 19 deles, como o Brasil, Costa Rica, México, Paraguai e Peru, por exemplo
(OPAS, 2025). No Brasil, a distribuicdo da doenca é predominante nas regides
Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste (OPAS, 2024).

Ha uma série de manifestagdes clinicas que levam ao diagndstico de suas
trés principais formas: leishmaniose visceral (LV), leishmaniose cutanea (LC) e
leishmaniose mucocuténea (LMC) (CORMAN; MCNAMARA; BAKOWSKI, 2023).
Estima-se que anualmente ha cerca de 1 milhdo de novos casos de LC no Brasil,
nos quais 12 milhdes de pessoas possuem a infecgao ativa (FERMIANO et al.,
2024).

Os obstaculos agravantes para o controle do vetor sdo sua capacidade de
realizar o ciclo de vida durante todo o ano, principalmente em localidades tropicais,
como a regiao Centro-Oeste (GONTIJO; DE CARVALHO, 2003); além de que as
populagdes com situacdo socioecondmica mais desfavorecida possuem dificuldade
de acesso a inseticidas, repelentes e roupas de protecéo para profilaxia (CORMAN;
MCNAMARA; BAKOWSKI, 2023).

O tema foco do estudo é a LC por Leishmania amazonensis, a qual € comum
no continente americano, asiatico e europeu (CORMAN; MCNAMARA; BAKOWSKI,
2023). As cicatrizes decorrentes das lesdes cutédneas da LC, que podem ser
permanentes, ainda fomentam a incapacidade grave e até mesmo o estigma
daqueles que as possuem, principalmente em mulheres (WHO, 2023).

O tratamento para leishmanioses é baseado na apresentagdo clinica da
doenca e na condicdo de saude do paciente, entretanto, mesmo com a
farmacoterapia, o parasita possui a capacidade de permanecer no hospedeiro,
reincidindo em casos de imunossupressao ou resisténcia aos medicamentos
disponiveis (WHO, 2023). A terapéutica é de notavel alto custo, uso prolongado, alta

toxicidade, diversos efeitos colaterais e a maioria por via de administragao
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parenteral, levando a baixa adesao terapéutica, em consequéncia de ser
desconfortavel aos usuarios (CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2010). Em virtude desse
contexto, entende-se que a pesquisa e descoberta de possiveis novos farmacos com
atividade antileishmania é fundamental. Durante as ultimas décadas, varios grupos
de pesquisa relataram atividades biologicas de amplo perfil de compostos
heterociclicos, incluindo compostos contendo o anel 1,3,5-tiadiazina, cujas
atividades descritas incluem antimicrobiana, anti-helmintica, antiprotozoaria
(incluindo antileishmania) e antiviral, o que nos levou a investigagado da atividade

antileishmania de novos compostos do tipo 1,3,5-tiadiazina.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Leishmanioses

A leishmaniose é uma infeccao parasitaria de interesse em saude publica
mundial causada por protozoarios da ordem Kinetoplastida/Trypanosomatidae e do
género Leishmania, transmitida por meio da picada de fémeas de insetos
flebotomineos dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia infectados com o parasito
(NEVES, 2016). Os principais fatores de risco da doenga s&o condigbes
socioecondmicas, desnutricdo, mobilidade populacional e mudancgas climaticas
(WHO, 2023). A leishmaniose cutanea (LC) e a leishmaniose mucocutanea (LMC)
sao consideradas uma doenga dermatoldogica nao contagiosa, entretanto,
apresentam grande impacto na vida dos acometidos pela enfermidade (SILVEIRA et
al., 2024), visto que as ulceras na pele podem contribuir para danos psicolégicos,
sociais e econdmicos (DA CRUZ et al., 2023).

Mais de 20 espécies do protozoario Leishmania sao capazes de causar a
doencga, cujos achados clinicos permitem dividi-la em trés subtipos: leishmaniose
cutanea (LC), leishmaniose visceral (LV) e leishmaniose mucocutanea (LMC)
(CORMAN et al., 2023). Dentre as espécies envolvidas na notificagdo de casos de
leishmaniose no Brasil, destacam-se a Leishmania braziliensis, Leishmania
amazonensis, Leishmania guyanensis, Leishmania naiffi, Leishmania shawi e
Leishmania lainsoni. As manifestagdes clinicas majoritarias da LC sao lesdes
cutaneas no local da picada do vetor infectado, podendo evoluir desde uma papula
até posteriormente uma lesédo ulcerosa (DE SOUZA et al., 2024).

Os flebotomineos sao insetos invertebrados de 2 a 3 mm de comprimento

(WHO, 2023). A fémea possui habitos noturnos e silenciosos, é hematofaga e
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adquire/transmite o protozoario da leishmaniose para humanos ou animais
domésticos e silvestres através da picada, em que os caes, marsupiais e
camundongos sao exemplos de importantes reservatoérios da patologia (MANN et al.,
2021). Um obstaculo agravante para o controle do vetor é sua capacidade de
realizar o ciclo de vida durante todo o ano, principalmente em localidades tropicais
(GONTIJO; DE CARVALHO, 2003). Ademais, o Brasil, a Coldmbia e o Peru fazem
parte dos 11 paises que notificam cerca de 90% dos casos de LC nas Américas
(OPAS, 2025).

A descoberta de um composto antileishmania enfrenta como principal desafio
0 acesso ao parasita dentro das células hospedeiras, assim como sua estabilidade
no vacuolo celular, local este onde ha a replicacdo dos parasitas. A utilizacdo de
inseticidas, de repelentes e roupas de prote¢cao pode ser medida profilatica ao vetor
da doenga, entretanto a populagdo com situagdo socioecondémica mais
desfavorecida possui dificuldade de acesso, principalmente em areas endémicas
(CORMAN et al., 2023).

2.2. Biologia

O ciclo de vida do parasito € heteroxénico. No repasto sanguineo, as formas
promastigotas séo inoculadas na pele e na corrente sanguinea do hospedeiro, que
sdo responsaveis pela infeccdo de células do hospedeiro (CDC, 2024). Dentro da
célula, o parasita perde seu flagelo livre e seu formato alongado, se convertendo em
formas amastigotas (MANN et al., 2021). A célula infectada repleta de parasitos no
citoplasma se rompe e libera as amastigotas, que logo sdo fagocitadas por outras
células, espalhando entdo a infeccao pelos tecidos do hospedeiro. Caso um
flebotomineo se alimente de um hospedeiro infectado, o ciclo se mantém continuo
(CDC, 2024). O periodo de incubagdo em seres humanos pode variar de 2 a 3
meses, porém pode ser mais curto de 2 semanas ou mais longo de 2 anos (OPAS,
2025).
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Figura 1: Ciclo de vida de Leishmania

Sandfly Stages Human Stages

Sandfly takes a blood meal

(infects promastioats stags Promashgotes are

phagowtized by

into the skin) h
. macropnages
e Divide in the gut and /—‘ - / ar uth:r wies
migrate to proboscis r af mononuclear

o)

Amastigotes transform into
promastigote stage in the gut

Promastigotes transform
into amastigotes

Amastigotes multiply in cells
of various tissues and infect

- h other calls
ir

elngesuon of )

parasitized cell
e Sandfly takes a blood meal

{ingests macrophages infected
with amastigabes)

A= Infective Stage
Aﬁ Diagnostic Slage

Fonte: Centers for Disease Control and Prevention, Global Health, Division of Parasitic Diseases and
Malaria. (CDC, 2024).

2.3. Fisiopatologia

A fisiopatologia da leishmaniose € modulada a partir do contato entre o
protozoario e as células do sistema mononuclear fagocitario (SMF) do hospedeiro,
como, por exemplo, os macrofagos.

No caso da LC, a interacdo infecciosa citada acima acarreta uma resposta
inflamatoria e inibicdo do SMF, resultando no aparecimento de granulomas e lesdes
cutdneas caracteristicas da doenga, que geralmente s&o autolimitadas. O controle
da infeccdo € modulado principalmente pelos linfocitos do tipo Th1, entretanto, a
exacerbacdo do processo inflamatério pode levar a leishmaniose mucocutanea
(LMC), identificada por lesdes destrutivas na mucosa nasofaringea e na cartilagem
do septo nasal e no palato (CORMAN et al., 2023). Outrossim, pode ocorrer
mutilacdo da orelha quando a doenga acomete o pavilhdo auricular, lesdo muito
comum no México, denominada de “dlcera de los chicleros” (OPAS, 2025).

A leishmaniose cutanea possui complicagdes no diagndstico diferencial pela
semelhanga a outras patologias, como infecgdes fungicas e bacterianas. Além disso,
a manifestagao clinica da doenga depende do sistema imunoldgico do hospedeiro e

da espécie e cepa do parasita envolvidos.
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2.4, Diagnostico

O diagnéstico da LC é realizado em trés etapas: exame clinico, parasitolégico
e histopatolégico. O exame clinico baseia-se na observagéao da presencga de lesdes
tipicas da infecgdo, caracterizadas por Uulceras indolores com bordas elevadas e
centro necrosado. O exame parasitologico consiste na analise direta do parasita em
esfregagcos a partir da lesdo ou cultura do tecido acometido. O método
histopatoldgico é essencial para confirmar o diagndstico, revelando granulomas com
macrofagos espumosos e presencga de parasitos de Leishmania spp. (DE SOUZA et
al., 2024).

2.5. Tratamento

A terapéutica da leishmaniose apresenta diversas dificuldades, como poucas
op¢des de medicamentos, alta toxicidade, efeitos colaterais severos, resisténcia dos
parasitas, necessidade de monitoramento rigoroso por meio de exames bioquimicos
e clinicos, tratamento por longos periodos e dificuldade de adeséo por serem, em
sua maioria, de administracao por via parenteral (CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2010).

Os antimoniais pentavalentes sdo a primeira linha de tratamento para todas
as formas clinicas de leishmaniose, sendo o antimoniato de metilglucamina
(Glucantime) e o estibogluconato de sédio (Pentostam) as duas formulagdes mais
utilizadas, onde o primeiro € o medicamento de escolha utilizado no Brasil (RATH et
al., 2003). E um composto obtido de forma sintética pela jungéo do acido antiménico
e N-metil-glucamina, sendo essa sintetizada a partir da aminagéo redutora da glicose
em contato com a metilamina. Esse composto apresenta alta eficacia no tratamento
das trés formas de apresentacdo da leishmaniose, causando regressao dos sinais e
sintomas clinicos e hematoldgicos (RATH et al., 2003). Os antimoniais pentavalentes
(Sbv) agem como pré-farmacos, sendo reduzidos a Sblll, que € a forma ativa dentro
do organismo, sendo um ion metalico que apresenta grande afinidade por estruturas
que contém grupos de nitrogénio e sulfidrila (ROATT et al., 2020), e sua agao
antileishmania esta relacionada com interagbes com biomoléculas contendo
sulfidrila, incluindo tidis, peptideos, proteinas e enzimas (FREZARD; DEMICHELI;
RIBEIRO, 2009). O Ministério da Saude (2017) recomenda para a manifestagao
cutdanea a dose entre 10 mg e 20 mg SbV (antiménio puro)/kg/dia por 20 dias
consecutivos, sendo a administragao por via intramuscular ou endovenosa, ja para a

forma mucocutanea da doencga, é recomendada a dose de 20 mg SbV/kg/dia por 30
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dias seguidos, podendo haver prolongamento do tratamento até alcangar a cura
clinica. O tratamento pode apresentar efeitos colaterais graves que dificultam a
adesao do paciente, muitas vezes levando a suspensao do tratamento, dentre eles:
artralgia, mialgia, inapeténcia, nauseas, vomitos, plenitude gastrica, epigastralgia,
pirose, dor abdominal, prurido, febre, fraqueza, cefaleia, tontura, palpitacao, insénia,
nervosismo, choque pirogénico, edema, herpes zoster e insuficiéncia renal aguda
(BRASIL, 2017).

Caso o paciente nao responda ao tratamento com os antimoniais, apresente
hipersensibilidade ao antiménio, tenha doengas cardiovasculares ou seja, gestante,
existem outras alternativas medicamentosas, como a anfotericina B, pentamidina,
paromomicina e a miltefosina, sendo os dois primeiros considerados medicamentos
de segunda linha de tratamento.

A anfotericina B é um antibittico antifungico de amplo espectro derivado de
Streptomyces nodosus, considerado um dos medicamentos de segunda linha de
tratamento, apresenta alta eficacia nas formas de manifestacbes mucosas da
leishmaniose (BRASIL, 2017). Seu mecanismo de agao € baseado na interagdo com
o ergosterol, componente da membrana celular do parasita, levando a formacéo de
poros na membrana, aumentando sua permeabilidade e provocando a destruicédo e
morte celular (GRAY et al.,, 2012). A posologia inicial € 0,5 mg/kg/dia em dias
alternados, administrado por via endovenosa, aumentando aos poucos até a dose
maxima de 1 mg/kg, sem ultrapassar 50 mg. E esperado que a cura clinica aconteca
ao atingir as doses totais, sendo 1 a 1,5 g para a forma cutédnea e 2,5 a 4 g para as
formas mucosas e cutdneo-mucosas. E recomendada a avaliacdo de exames
bioquimicos e clinicos semanais, realizando exames das fungdes renais (dosagem
de ureia, creatinina e K), fungao hepatica (dosagem de bilirrubinas, transaminases e
fosfatase alcalina), hemograma e avaliacédo cardiolégica. As reagdes adversas mais
frequentes sao febre, anorexia, nausea, vomitos e flebite, podendo ser amenizadas
com o uso de medicamentos secundarios, como antipiréticos e antieméticos
(BRASIL, 2017).

A Anfotericina B lipossomal tém sido uma excelente opcédo no tratamento de
leishmaniose cutdnea em relacdo a nao lipossomal, visto que apresenta menos
efeitos adversos e toxicidade por ter uma agao direcionada aos macréfagos do
figado, baco e medula 6ssea. Além de ser possivel administrar doses maiores do
farmaco por um intervalo de tempo menor. (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2010).
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A pentamidina faz parte do grupo das diamidas e apresenta grande eficacia
na dose estabelecida pelo Ministério da Saude (2017), sendo 4 mg/kg/dia,
administrada por via intramuscular ao longo de 5 dias ou até semanas, a depender
da resposta do paciente. Seu mecanismo de acdo nao é totalmente conhecido;
estudos indicam que estdo envolvidos com a inibicdo da biossintese de poliamina, a
ligacdo ao sulco menor do DNA e o efeito no potencial da membrana interna
mitocondrial (CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2010). Apresenta resultados terapéuticos
bons para a forma cutanea da doenga causada por Leishmania guyanensis, fazendo
uso da mesma dose e via de administragcdo, com uma reduc¢do na frequéncia de
aplicacao, sendo 3 aplicagcdes com um intervalo de dois dias entre cada aplicacao.
Apresenta como efeitos adversos mais frequentes: dor, induragdo e abcessos
estéreis no local da aplicagdo, além de nauseas, vomitos, tonturas, adinamias,
mialgias, cefaleia, hipotensao, lipotimias, sincope, hiperglicemia e hipoglicemia
(BRASIL, 2017). E recomendado realizar durante todo o periodo do tratamento
exames bioquimicos para avaliar fungado renal (dosagem de ureia e creatinina),
hepatica (dosagem das transaminases, bilirrubina e fosfatase alcalina), glicemia e
acompanhamento eletrocardiografico (antes, durante e apds o tratamento). Pode
desencadear o aparecimento de diabetes mellitus devido a administracdo da dose
total de 1 grama (BRASIL, 2017).

A paromomicina € um antibidtico aminoglicosideo de amplo espectro, que
atua interagindo na sintese proteica, alterando a fluidez da membrana mitocondrial,
levando a inibigao da respiragdo celular (ROATT et al., 2020). E administrada por via
intramuscular com uma dose de 20 mg/kg por 21 dias para a manifestacao clinica
visceral da leishmaniose, se espera a cura clinica entre 6 a 7 meses apods o inicio do
tratamento (WIWANITKIT, 2012). Os efeitos adversos mais comuns sao dor e calor
no local de aplicagdo (ROATT et al., 2020).

Todos os medicamentos mencionados anteriormente s&o injetaveis, ao
contrario da miltefosina, que € o unico tratamento administrado por via oral para
tratar da leishmaniose (TEIXEIRA et al., 2023). E um farmaco antineoplasico, que
apresenta capacidade de matar parasitas tanto in vitro, quanto in vivo, atuando por
meio da alteracdo das vias de sinalizagdo e da sintese da membrana celular,
resultando na morte celular programada (ROATT et al., 2020). A posologia
recomendada pelo Ministério da Saude é de 2,5 mg/kg/dia durante um periodo de 28

dias, com dose maxima de 150 mg/dia. Os efeitos adversos mais comuns sao
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sintomas gastrointestinais, como diarreia, vomitos e nauseas. Recomenda-se
realizar exames laboratoriais no 14° dia do tratamento, para avaliar a fungéo renal,
hepatica e a adesao do paciente, visto que os sintomas gastrointestinais podem
reduzir a absorc¢ao do farmaco (TEIXEIRA et al.,2023).

2.6. Tiadiazinas

No ano de 1848, os primeiros derivados das tiadiazinas foram sintetizados,
mas foi somente em 1994 que a sua estrutura quimica foi atribuida. (RODRIGUEZ;
SUAREZ; ALBERICIO, 2012).

As moléculas analogas de tetrahidro-2H-1,3,5-thiadiazina-2-tiona (THTT) tém
sido foco de interesse em razao de apresentarem um perfil farmacolégico promissor
anti-parasitario e anti-inflamatério (SARWAR et al., 2025). A adicao de diferentes
substituintes na estrutura de THTT leva a modificagdes de suas propriedades
bioldgicas, podendo melhorar a poténcia farmacologica e reduzir sua toxicidade. A
origem do substituinte em N-3 interfere na atividade antimicrobiana, enquanto a
toxicidade depende do substituinte em N-5 (BERMELLO et al., 2011).

Para que a molécula demonstre potencial atividade anti-parasitaria deve-se
adicionar substituintes lipofilicos na posicdo N-3 e hidrofilicos na N-5, contribuindo
para a otimizacdo da relacdo estrutura-atividade (RODRIGUEZ; SUAREZ;
ALBERICIO, 2012). Como forma de potencializar seu efeito bioldgico anti-parasitario,
dois anéis THTT foram incorporados na mesma estrutura molecular, conectados um
ao outro através de seu atomo N-3 por uma cadeia principal alifatica linear ou
ramificada e contendo residuos carboxialquila em N-5 (CORO et al., 2005),
formando bis-THTT (Figura 2).

Figura 2: Estrutura quimica da tiadiazina
(3,5-dimetiltetrahidro-2H-1,3,5-tiadiazina-6-tiona) e dos derivados THTT.
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Fonte: adaptado de Rodriguez et al., 2012.
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A atividade bioloégica antiparasitaria observada nos analogos de THTT pode
estar relacionada a interacdo de proteinases de cisteina, enzimas presentes em
diversos grupos de parasitas, com os isotiocianatos, substancias formadas a partir
da hidrélise do anel de THTT em meio protico. Também deve-se considerar a agao
dos aminoacidos ou dipeptideos liberados, presentes na posi¢cao N-5 do anel de
THTT, que interagem com outros alvos moleculares, de forma a potencializar a
atividade antiparasitaria (BERMELLO et al., 2011).

Em 2012, Rodriguez e colaboradores publicaram um artigo de revisao sobre a
sintese de THTT e as principais atividades bioldgicas relatadas por outros grupos até
entdo. Em relacédo a atividade antiparasitaria, os resultados apresentados no artigo
indicam que derivados de THTT apresentam atividade promissora. Foram avaliadas
diversas seéries de derivados mono-THTT contra Trypanosoma cruzi, Trichomonas
vaginalis, Leishmania amazonensis, L. donovani, T. brucei rhodesiensis e
Plasmodium falciparum, com destaque para compostos que mantiveram atividade
tricomonicida e tripanossomicida mesmo em baixas concentracdes, superando
referéncias como metronidazol e nifurtimox em alguns casos. Entretanto, a maioria
dos compostos apresentou alta citotoxicidade em células de mamiferos,
especialmente em concentragdes elevadas, embora alguns derivados tenham
mostrado atividade relevante contra formas amastigotas de Leishmania, com
reducdo da parasitemia em modelos animais. Para potencializar os efeitos
antiprotozoarios, foram desenvolvidos derivados bis-THTT, que demonstraram
atividade potente contra T. cruzi e L. donovani, mas com aumento da citotoxicidade,
possivelmente relacionado a interferéncia no metabolismo de poliaminas. O carater
lipofilico ou hidrofilico dos substituintes nas posi¢des N-3 e N-5 foi fundamental para
otimizar a relacdo estrutura-atividade desses compostos (RODRIGUEZ; SUAREZ;
ALBERICIO, 2012).

Arshad e colaboradores (2018) também produziram uma série de compostos
do tipo tetrahidro-2H-1,3,5-tiadiazina-6-tiona 3,5-disubstituidos e avaliaram sua
atividade antileishmania em formas promastigotas de Leishmania major. Das quatro
séries de compostos produzidas, um composto da série A, com uma alquila no N-5 e
um éster de acido carboxilico em N-3 foi o mais ativo, apresentando Cls, de 15,48
MM (ARSHAD et al., 2018).

Por sua vez, Tamanna e colaboradores (2024) produziram uma série de 33

compostos tetrahidro-2H-1,3,5-tiadiazina-6-tiona 3,5-disubstituidos e testaram sua
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atividade antileishmania, também contra formas promastigotas de L. major. Os
compostos mais ativos foram aqueles com um substituinte alquila em N-3 e um acido
carboxilico em N-5, cujas Cls,variaram de 2,39 a 1,39 yM (TAMANNA et al., 2024).
Considerando as atividades antileishmania descritas em publicacbes
anteriores, neste trabalho foi analisada a atividade antileishmania de novos
compostos tetrahidro-2H-1,3,5-tiadiazina-6-tiona 3,5-disubstituidos contendo acido

hexandico na posicado N-5 e diferentes substituintes na posicédo N-3.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral
Avaliar a  atividade anti-Leishmania sp  de 12  compostos

tetrahidro-2H-1,3,5-tiadiazina-6-tiona 3,5-disubstituidos inéditos.

3.2. Objetivos Especificos

- Avaliar in vitro a viabilidade de formas promastigotas de Leishmania amazonensis
frente ao tratamento com os derivados tetrahidro-2H-1,3,5-tiadiazina-6-tiona
3,5-disubstituidos;

- Avaliar in vitro a viabilidade da linhagem celular J774A.1 frente ao tratamento com
os derivados;

- Determinar as concentragdes inibitorias de 50% (Cls, € CCs,) dos compostos para
as duas linhagens celulares;

- Avaliar a seletividade dos compostos de acordo com suas estruturas quimicas.

4. METODOLOGIA

Nesse estudo a metodologia utilizada foi a pesquisa experimental laboratorial
in vitro quantitativa. Os derivados tiadiazinicos foram avaliados quanto a sua
atividade antileishmania frente a cepa de Leishmania amazonensis, na qual € de
maior disponibilidade no laboratério, na forma promastigota, visto que os ensaios
com formas amastigotas sdo mais trabalhosos e demandam muito tempo.

Os compostos foram sintetizados, purificados, identificados e gentilmente
cedidos pelo Instituto de Quimica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul
(INQUI/UFMS) conforme trabalhos anteriores (Tamanna et al., 2024) e suas

estruturas quimicas estdo ilustradas na Figura 3. Os compostos foram diluidos em
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dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich, EUA) estéril a 10 mM e armazenados a 4°C

até o momento dos experimentos.

Figura 3: Estrutura quimica dos compostos tetrahidro-2H-1,3,5-tiadiazina-6-tiona
3,5-disubstituidos.
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4.1. Cultura de parasitas

Formas promastigotas de Leishmania amazonensis isoladas de camundongos
(cepa IFLA/BR/1967/PH8), foram mantidas em repiques semanais a 26°C no meio
de Schneider (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA), suplementado com 20% de soro
fetal bovino inativado pelo calor (SFB, Sigma-Aldrich, EUA), 10.000 U/mL de
penicilina e 10 mg/mL de estreptomicina (Sigma-Aldrich, EUA) por cerca de até 12
passagens seriadas, de forma a garantir o crescimento dos parasitas. Os parasitas
em fase de crescimento exponencial (3 a 5 dias de cultura) foram utilizados para o
ensaio antipromastigota in vitro. O presente procedimento experimental foi aprovado
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFMS (CEUA/UFMS) sob o protocolo
n°® 1.041/2019.
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4.2. Ensaios anti-promastigotas

Os analogos tiadiazinicos foram testados e analisados em resposta a sua
atividade antipromastigota frente a Leishmania amazonensis. Realizaram-se
diluicdes seriadas de 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125, 1,56, e 0,78 yM em meio Schneider
(Schneider's Insect Medium, Sigma-Aldrich, EUA). As microplacas tiveram entdo os
96 pogos semeados com formas promastigotas de Leishmania amazonensis (2 x 10°
parasitas/pogo) e, em seguida, incubadas a 26 °C por 48 h. A viabilidade celular foi
analisada pelo ensaio de resazurina, em que se preparou uma solucao de resazurina
(Sigma-Aldrich), reagente mais barato e mais facil de se utilizar do que se
comparado ao THTT, com concentragéo de 0,2 mg/mL e 5 uL foram adicionados em
todos os pogos. Em seguida, as placas de cultura foram incubadas em estufa a
37°C por um periodo de 4 h, e as absorbancias foram determinadas a 570 nm e 600
nm em leitor de placa (SpectraMax, Molecular Devices, EUA). Para o calculo da
viabilidade, utilizaram-se as instru¢cées dadas pelo site do fabricante do AlamarBlue
® (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). A avaliagdo da viabilidade celular se deu pela
densidade oOptica de cada pogo contendo os compostos e comparagdo com as
células nao tratadas, contendo apenas meio de cultura. O farmaco de atividade
antileishmania de referéncia utilizado foi a anfotericiha B em diferentes
concentragdes (0,078 a 5 uM). Outro controle utilizado foi 0 mesmo solvente dos
compostos, dimetilsulféxido (DMSO, Sigma-Aldrich, EUA) a 2% (v/v) em meio
Schneider. Para a determinagéo dos valores da concentragao inibitéria semimaxima
(Clsp) foi feita uma curva de regressao dose-resposta ndo linear desenvolvida pelo
Prism 5 (GraphPad Software, EUA). ANOVA ¢é a técnica estatistica utilizada com
pos-teste de Tukey para comparagdo das médias obtidas, com no minimo um

intervalo de confianga de 95%.

4.3. Ensaios de citotoxicidade in vitro

Para a realizagcdo dos ensaios de citotoxicidade utilizamos células J774A.1
(linhagem de macréfagos de camundongo) em placas de 96 pogos (1 x 10*
células/pogo) contendo o meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA), suplementado com
10% de SFB (Cultilab, Campinas, Brasil), 10 Ul.mL ~* de penicilina e 100 ug-mL ~* de
estreptomicina (Sigma-Aldrich, EUA) em incubadora a 5% de CO, a 37 °C. Os
compostos foram testados em concentragdes de 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200

MM. Como farmaco de referéncia antileishmania se utilizaram pogos com células
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tratadas com anfotericina B (3,125 a 200 uM), e para o controle de viabilidade
utilizou-se DMSO (Sigma-Aldrich, EUA) a 2% (v/v). A viabilidade celular foi analisada
pelo método colorimétrico da resazurina, em que se adicionaram 5 L de solugao de
resazurina 0,2 mg-mL -1 (Sigma-Aldrich, EUA) em cada poco e foram incubados
novamente a 5% de CO, a 37 °C por 4 h. Em seguida, as absorbancias foram
quantificadas em 570 nm e 600 nm em leitor de placa. Para o calculo de viabilidade,
se utilizou a formula e instrugdes oferecidas pelo site do fabricante AlamarBlue ®
(Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). A ferramenta de software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software, EUA) foi utilizada para calcular a concentragao citotdxica
semimaxima (CC50) através da geracdo de uma regresséo nédo-linear da curva
dose-resposta, e ANOVA com pés-teste de Tukey teve aplicagdo para analisar as

variaveis obtidas, com um intervalo de confianca de 95%.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para avaliar a atividade antileishmania dos diferentes compostos
tetrahidro-2H-1,3,5-tiadiazina-6-tiona 3,5-disubstituidos, as amostras foram diluidas
em meio Schneider devidamente suplementado, com concentragdes variando de 50
a 0,78 pM, e incubadas com formas promastigotas de L. amazonensis por 48 horas
a 26°C. ApoOs esse periodo, a viabilidade das células foi avaliada por

espectrofotometria pelo método da resazurina, e os resultados estdo na Figura 4.
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Figura 4: Atividade antileishmania de compostos
tetrahidro-2H-1,3,5-tiadiazina-6-tiona 3,5-disubstituidos.
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Diferentes concentragdes das amostras foram incubadas com formas promastigotas de L.
amazonensis por 48 horas, e a viabilidade foi avaliada por espectrofotometria. *** significa p<0,001.
(One-way ANOVA seguido de pds-teste de Tukey).

Podemos observar que todas as amostras reduziram a viabilidade das formas
promastigotas nas maiores concentragcbes testadas em relacdo ao controle de
viabilidade (CV, apenas parasitos com meio de cultura). No entanto, essa redugao
da viabilidade foi mais evidente para as amostras B1, B4, Ta77, Ta78 e Ta80 (Figura
4 graficos D, E, G, H e J, respectivamente). Os demais compostos reduziram a
viabilidade do parasito apenas em concentragdes iguais ou maiores que 3,125 uM.

Os compostos tetrahidro-2H-1,3,5-tiadiazina-6-tiona  3,5-disubstituidos
também foram avaliados quanto a citotoxicidade na linhagem celular J774A1,

linhagem celular derivada de macrofagos de camundongo. As células foram
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incubadas com diferentes concentragdes dos dos compostos (de 3,125 a 200 pM)
em meio RPMI devidamente suplementado por 48 horas a 37°C e 5% de CO,. Apos
esse periodo, a viabilidade das células também foi avaliada pelo método da
resazurina, e os resultados estdo ilustrados na Figura 5. Podemos observar que as
amostras foram citotdxicas para as células J774A.1 apenas nas concentracdes

maiores ou iguais a 25 pM, nas condic¢des testadas.

Figura 5: Avaliagcao da citotoxicidade de compostos
tetrahidro-2H-1,3,5-tiadiazina-6-tiona 3,5-disubstituidos.
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As amostras foram incubadas em diferentes concentragdes com macréfagos da linhagem J774A.1
por 48 horas, e a viabilidade foi avaliada por espectrofotometria. ** e *** significam p<0,01 e p<0,001,
respectivamente (One-way ANOVA seguido de pds-teste de Tukey).
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Os resultados da avaliacdo antileishmania e citotoxicidade em células

J774A.1 para o farmaco de referéncia anfotericina B encontram-se na Figura 6.

Figura 6: Atividade antileishmania e citotoxicidade de anfotericina B.
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Anfotericina B foi incubada em diferentes concentragdbes com formas promastigotas de L.
amazonensis (A) e macréfagos da linhagem J774A.1 (B) por 48 horas, e a viabilidade foi avaliada por
espectrofotometria. *** significam p<0,001 (One-way ANOVA seguido de pos-teste de Tukey).

Para uma melhor interpretacdo dos resultados obtidos de atividade
antileishmania e  citotoxicidade das tetrahidro-2H-1,3,5-tiadiazina-6-tiona
3,5-disubstituidas, foi feita uma regressédo nao linear dos resultados de viabilidade
celular obtidos para o calculo das concentragdes inibitorias de 50% das células e
concentragdes citotdxicas de 50% das células (Cls, e CCsg, respectivamente). Além
disso, o indice de seletividade de cada amostra foi calculado a partir dos resultados

obtidos para Cls, e CCs,. Todos esses resultados estao expressos na Tabela 1.

Tabela 1: Resultados de Cl;,, CC;, e indice de seletividade das amostras
1,3,5-tiadiazinas

N-3 Cl;, promastigotas CCs LogP indice de
L. amazonensis (pM) macroéfagos seletividade
J774A.1 (M) (1S)

©/F 1,71 20,32 3,50 11,9
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42,34

38,27

69,92

57,03

37,00

41,89
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4.4
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A~ 6,22 37,94 4,38 6,1
BRI 3,25 38,39 5,40 11,8
0,16 190,60 -2,49 1191,3

Clso: concentragao inibitéria de 50% nas células promastigotas; CCs,: concentragao citotoxica em 50%
das células J774A.1; LogP: Logaritmo do coeficiente de particdo; IS: indice de seletividade, obtido
pela razdo entre CCs, e Clsy; ANFB: anfotericina B (em uM).

Observando os resultados das Figuras 4 e 5 e da Tabela 1, podemos notar
que as amostras de tetrahidro-2H-1,3,5-tiadiazina-6-tiona 3,5-disubstituidas
reduziram de forma significativa e dose dependente a viabilidade de formas
promastigotas de L. amazonensis nas condigdes testadas. Destacamos aqui os
menores valores de Cls, obtidos para B1, Ta78, Ta77, B4 e Ta80, todos abaixo de 4
MM.

Considerando a citotoxicidade das amostras frente as células J774A.1, todas
as amostras apresentaram citotoxicidade nas maiores concentragdes testadas, com
valores de CCs, maiores que 20 pM. Ja o indice de seletividade (IS) de cada
amostra foi obtido pela razdo da CCs, pela Cls, de cada amostra, e encontra-se na
Tabela 1. Quanto maior o IS, maior a seletividade de uma amostra em reduzir a
viabilidade da célula dos parasitos do que das células de mamiferos testadas. Dessa
forma, a amostra de 1,3,5-tiadiazinas que apresentou maior seletividade foi Ta81,
seguida de Ta100, Ta78, B1 e Ta77 (IS 14,7, 14,5, 13,2, 11,9 e 11,8,
respectivamente).

A molécula Ta81 foi a que demonstrou maior indice de Seletividade (IS), isso
pode se dar ao fato de ela ter uma relacao ideal entre hidrofilicidade e lipofilicidade,
onde na posigao N-5 tem um acido carboxilico ao final da cadeia com 6 carbonos

(dcido hexandico), presente em todas as estruturas testadas, que confere
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hidrofilicidade a molécula, além da porgdo acida conseguir interagir com alvos
moleculares de forma a potencializar a acado antiparasitaria através dos aminoacidos
e dipeptideos liberados (BERMELLO et al., 2011). E na posi¢ao N-3 tem um grupo
alifatico de 3 carbonos que proporciona lipofilicidade a molécula. Variacbes nessa
relagdo de hidrofilicidade e lipofilicidade alteram drasticamente a atividade da
molécula, e o que varia essa relagao sao substituintes na posicdo N-3 com numero
de carbonos diferentes de 3, como nas moléculas Ta78, Ta77, Ta82 e Ta97. E
interessante salientar também que o composto Ta78 tem a mesma estrutura do
composto 6 testado por Tamanna e colaboradores (2024), cuja CI50 contra formas
promastigotas de L. major foi de 2 uyM

Ja a molécula Ta100 apresentou o segundo maior IS, onde na posi¢ao N-3
tem dois metdxi (-OCH3) para e meta substituidos, e esse grupo funcional tem
natureza anfifilica, ajudando a manter um equilibrio entre lipofilicidade e
hidrofilicidade na molécula. O grupo -OCH3 também tem dois receptores de centros
doadores de ligacdo de hidrogénios na molécula, o que pode gerar uma maior
interacdo entre os residuos de lisina, tirosina e aspartato (MA; ZHANG; TANG,; LIU,
2018), aminoacidos fundamentais para o metabolismo da Leishmania, e dessa
forma, potencializar o efeito antileishmania.

A molécula B1 apresentou o terceiro maior valor de IS, devido em parte a
substituicdo por um fluorobenzeno no N-3, que confere carater levemente anfifilico a
molécula. Apesar disso, a B1 é mais lipofilica que a Ta100, pois ha apenas um grupo
capaz de realizar ligagdes de hidrogénio, enquanto no Ta100 ha dois grupos
capazes de realizar LDH. Enquanto na molécula B4, que apresentou um dos
menores IS, temos um clorobenzeno em N-3 que nao realiza ligagcdo com
hidrogénio, tornando a molécula altamente lipofilica, quebrando o balanco entre
lipofilicidade e hidrofilicidade na estrutura.

As amostras Ta76, B4, Ta97, Ta94, Ta82 revelaram menores valores de IS (IS
44; 57; 6,1, 6,2 e 6,7, respectivamente), o que significa que tais compostos nao
apresentaram resultados satisfatorios quanto a seletividade em diminuir a
disponibilidade da célula dos parasitos em relacao as células de teste.

A molécula Ta76 possui um isopropil em sua estrutura quimica, na qual se
trata de grupo volumoso e altamente lipofilico. A ligagao desse grupamento com o
farmacoforo central aumenta a lipofilicidade e a citotoxicidade, o que impacta no

valor do IS, sendo a substancia com menor valor da tabela. E possivel que o
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impedimento estérico da ramificagao dificulte a agdo do anel tiadiazinico, reduzindo
significativamente a acéo desta molécula.

Enquanto isso, a molécula Ta94 contém um ciclopentano, um grupo
hidrofébico volumoso, na qual pode aumentar sua lipofilicidade, o que aumenta a
poténcia da atividade-antileishmania mas pode ser maléfica as células teste. Ja a
molécula Ta80 possui uma estrutura semelhante a molécula citada anteriormente,
porém com um ciclohexano, tal fator pode ter relevancia de um grupo hidrofilico em
N3, o que pode contribuir positivamente para a relagao de hidrofilia e lipofilia. Apesar
da remogao de apenas um carbono do anel, é curioso observar que o ciclopentano
em Ta94 apresenta atividade menor que Ta80, talvez devido a reducdo no tamanho
do substituinte.

A molécula Ta79 apresenta um grupo butano em N3, o que pode aumentar a
lipofilicidade do composto e promover uma possivel resposta téxica, a quebra da
relacao entre hidrofilicidade e lipofilicidade indica um ponto causador da redugao do
valor de IS.

E interessante observar também os resultados obtidos para a anfotericina B,
farmaco de segunda escolha para o tratamento de leishmanioses: demonstrou baixa
citotoxicidade para células J774A.1 (CCs, de 190,60 uM), e é bastante ativa contra o
parasito (Cls, de 0,16 uM), o que se reflete num IS de 1191,3. Esse resultado pode
variar bastante de acordo com as cepas de Leishmania, as linhagens celulares e as
condi¢cbes usadas em cada experimento. Apesar de se tratar de um experimento in
vitro, os efeitos toxicos da anfotericina B para os pacientes sdo bem conhecidos
(BRASIL, 2017).

6. CONCLUSAO

O estudo de compostos tetrahidro-2H-1,3,5-tiadiazina-6-tiona
3,5-disubstituidos evidencia a necessidade e a importancia de analisar novas
moléculas com potencial atividade antileishmania, como forma de descobrir suas
acdes terapéuticas, a fim de alcancar medicamentos tao eficazes, como a
anfotericina B, mas com uma menor toxicidade e efeitos colaterais severos no

tratamento da Leishmaniose Cutanea.
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