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RESUMO

A leishmaniose é uma doenca negligenciada comum em regiGes tropicais e subtropicais do
mundo, sendo causada por protozoarios do género Leishmania. E transmitida para seres
humanos e outros mamiferos através da picada de insetos vetores. Apresenta diferentes
formas clinicas (visceral ou kala-azar, cutanea e mucocutanea) que dependem da espécie do
parasita causador da doenca e da resposta imune do hospedeiro. A doenca vem sendo descrita
em varios municipios brasileiros, apresentando mudancas no padrdo de disseminagéo,
inicialmente predominando em ambientes silvestres e rurais, e mais recentemente em
centros urbanos de médio e grande porte. A leishmaniose possui tratamento, no entanto, a
maioria dos medicamentos apresenta limitacGes, como: toxicidade, efeitos adversos, dificil
administracdo e podem causar resisténcia ao parasita. Considerando estes fatores que
perpassam por questdes ambientais e saude, o presente trabalho buscou analisar os fatores
associados a disseminacdo da leishmaniose em ambientes urbanos e sintetizar compostos do
tipo Calea spp. com potencial para a atividade leishmanicida. A primeira etapa da pesquisa
contou com analise sistematica e bibliométrica executadas no software StArt, contemplando
todos os artigos originais e de revisdo entre 1959 a 2021. Na busca dos artigos, foram
utilizados trés descritores: “leishmaniasis” AND “urban” AND “rural”. Foram avaliados 304
estudos, os quais indicam que os fatores associados a disseminacéo da leishmaniose em areas
urbanas estdo inter-relacionados, envolvendo as diferentes formas clinicas da doenca,
desmatamento, presenca de vetores, participacdo de diferentes reservatérios da doenca,
ocupacdo desordenada do espaco geografico, condi¢cdes sanitarias precarias e questdes
econdmicas que favorecem as tendéncias migratorias humanas. A andlise bibliométrica
mostrou que a maioria dos estudos foram desenvolvidos no Brasil. O numero de publicacdes,
em geral, tem crescido ao longo dos anos, principalmente em 2021, sendo a maioria
direcionada a area epidemioldgica. A segunda etapa do trabalho buscou obter por sintese total
o composto uniflorol-B e anélogos, apontados na literatura com potencial atividade
leishmanicida. A rota sintética contou com sete etapas: 1) acetilacao; I1) rearranjo de Fries; I11)
ciclizacdo; 1V) reducéo; V) esterificacdo; VI) Morita-Bailys-Hilman e VII) Isomerizagéo (via
bromacdo). A estratégia utilizada para a concretizar a sintese do uniflorol-B foi a realizacéo
das duas ultimas etapas. Os compostos foram avaliados in silico. A rota sintética proposta se
mostrou eficiente, onde foi possivel sintetizar o composto uniflorol-B de modo inédito e seus
anadlogos. A avaliacdo in silico das propriedades fisico-quimicas sugere que todos 0s
compostos sintetizados apresentam boa predicdo de perfil de biodisponibilidade oral. A
avaliagéo in vitro preliminar de atividade leishmanicida tem apontado resultados promissores
para dois compostos sintetizados (41 e 57), que motivam para a continuidade da investigacéo
da atividade bioldgica dessas moléculas.

Palavras-chave: Leishmaniose cutanea. Leishmaniose visceral. Urbano. Rural. Uniflorol-B.
Sintese total.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected disease common in tropical and subtropical regions of the world
and is caused by protozoa of the genus Leishmania. It is transmitted to humans and other
mammals through the bite of insect vectors. It presents different clinical forms (visceral or
kala-azar, cutaneous and mucocutaneous) that depend on the species of the parasite that
causes the disease and on the host's immune response. The disease has been described in
several Brazilian municipalities, presenting changes in the dissemination pattern, initially
predominating in wild and rural environments, and more recently in medium and large urban
centers. Some medications are available to treat Leishmaniasis, however, most of them have
limitations including toxicity, many side effects, difficult administration, and they can cause
resistance to the parasite. Considering the factors affecting environment and health issues, the
present work aimed to analyze those associated with the spread of leishmaniasis in urban
environments and to design and synthesize compounds of the Calea spp. with potential
leishmanicidal activity. The first stage of the study included a systematic and bibliometric
analysis of all original and review articles between 1959 and 2021, using the StArt software.
In the search for articles, three descriptors were used: “leishmaniasis” AND "urban” AND
"rural”. Analysis of a total of 304 anwers allowed to conclude that the factors associated with
the expansion of leishmaniasis in urban areas are correlated, involving the different clinical
forms of the disease, deforestation, presence of vectors, participation of different reservoirs of
the disease, disorderly occupation of the geographic space, poor sanitary conditions, and
economic issues that favor human migratory trends. The bibliometric data showed that most
of the studies on this subjetc were carried out in Brazil. The number of publications, in
general, has grown over the years, especially 2021, and most of them are dedicated to the
epidemiological area. The second step of this work aimed to synthezise uniflorol-B — a
chromanone natural product associated with potential leishmanicidal properties- and some
analogues. The synthetic route included seven steps: 1) acetylation of 4’-hydoxyacetophenone;
I1) Fries rearrangement; Ill) cyclization to acetyl-chromanone; 1V) reduction of the acetyl
group; V) acryloyl ester formation; VI) Morita-Bailys-Hillman reaction and VII)
isomerization (via bromination) into uniflorol-B. The proposed strategy proved to be efficient,
since it was possible to synthesize the novel compound uniflorol-B and some analogues. The
in silico evaluation of their physico-chemical properties suggests that all synthesized
compounds have a good prediction of oral bioavailability profile. The preliminary in vitro
evaluation of leishmanicidal activity has pointed promising results for two synthesized
compounds (41 and 57), which prompts us to continue to investigate the biological activity of
these molecules.

Keywords: Cutaneous Leishmaniasis; Visceral Leishmaniasis; Urban; Rural; Uniflorol-B;
Total Synthesis.
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1 INTRODUGCAO

A leishmaniose é uma antropozoonose comum em regides tropicais e subtropicais do
mundo, causada por protozoarios de pelo menos 20 espécies do Género Leishmania (WHO,
2019a). O parasita € transmitido aos hospedeiros por meio de vetores flebotomineos
infectados e possui diversas caracteristicas clinicas, variando de acordo com a espécie de
Leishmania envolvida (WHO, 2017). A doenga ¢ classificada como negligenciada, na qual, se
incluem as enfermidades caracterizadas por causas infecciosas ou parasitarias e sdo
consideradas endémicas em populacdes de baixa renda (WHO, 2019b).

Segundo Souza (2010), a leishmaniose tem representado preocupacdo sanitaria tanto
pela sua expansdo geografica, quanto pela urbanizacdo. De acordo com Bevilacqua et al.
(2001) a urbanizacdo de enfermidades habitualmente caracterizadas como endemias rurais,
como a leishmaniose, que sempre foi caracterizada como uma doenca tipicamente rural,
decorre tanto das condicdes precarias existentes nas periferias das cidades, quanto da
articulagdo dessas areas com o ambiente rural. De acordo com Waitz et al. (2019), qualquer
mudancga ambiental que altera a estrutura da paisagem habitada por hospedeiros e vetores,
pode modificar doencas que ocorrem em humanos, positiva ou negativamente. Juntamente
com as mudancas climaticas, acbes antropicas na paisagem estdo ocorrendo simultaneamente
ao crescimento da populacdo, potencialmente alterando a disponibilidade de habitats para
hospedeiros e vetores (WAITZ et al., 2019).

A co-autoria de caes na disseminacdo de leishmaniose em areas urbanas é um tema
consolidado e discutido em muitos estudos (LE RUTTE et al., 2018; HERNANDEZ et al.,
2016; SOUSA et al., 2011; RAJASEKARIAH et al., 2008; NAVEDA et al., 2015; VARJAO
et al., 2021; BATISTA-SANTOS et al., 2021). Segundo Menn et al. (2010) a leishmaniose
canina é uma doenca emergente em diversas partes do mundo devido ao numero crescente de
caes que se deslocam com seus donos para diferentes regides, incluindo areas ndo endémicas.
Ainda, o estudo de Deane (1956) sobre leishmaniose visceral realizado no Brasil, afirma que
0s surtos entre os cdes aparentemente precedem as epidemias humanas, reforcando a
importancia do cdo na transmissdo da leishmaniose.

Ademais, segundo Lopes et al. (2014), além das caracteristicas e comportamentos
dos cées, a relacdo destes com as condi¢fes ambientais e ocupacdes desordenadas sdo
relevantes para a alta prevaléncia de leishmaniose. Um estudo realizado na Argentina

observou que a pobreza constitui um fator social determinante de risco, resultando no
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aumento da probabilidade de contato entre humanos e os animais infectados (LOPEZ et al.,
2016).

O fato da doenca estar ao longo dos anos apresentando interface urbano-rural,
emerge como um importante problema de sadde publica (OLIVEIRA et al., 2004). Segundo
Werneck et al. (2002) este fato estd associado as caracteristicas das areas urbanas, onde as
relacdes sociais, a densidade populacional e relacdes de moradia com o ambiente natural séo
mais variadas e complexas, em compara¢do aos cenarios rurais; além da reducdo dos
investimentos em salde e educacdo, descontinuidade das acBes de controle sanitério e
deslocamento de grande contingente populacional para centros urbanos (GONTIJO, 2004).

As condicdes ambientais sdo fatores relevantes, a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) ressalta que o suprimento de agua potéavel, saneamento e higiene sdo intervengdes
chave na prevencéo e na provisédo de cuidados para todas as doencas tropicais negligenciadas
(WHO, 2019b). Aliada as condi¢cdes ambientais que se modificaram dinamicamente nos
altimos anos, o tratamento da leishmaniose é feito, desde a década de 90 até hoje, a base de
antimoniais pentavalentes, anfotericina B e pentamidinas (OPAS, 2015). No entanto, estes
medicamentos sdo toxicos, apresentam muitos efeitos adversos (PELISSARI et al., 2011),
alguns sdo de dificil administracdo (endovenoso e intramuscular) e podem causar resisténcia
ao parasita (RATH et al., 2003; ULIANA et al., 2018).

Frente ao tratamento medicamentoso com efeitos adversos importantes e,
dependendo do estdgio da doenca, ndo muito eficaz; a busca por alternativas de origem
natural e/ou novas moléculas bioativas apontaram evidéncias cientificas de algumas espécies
de plantas medicinais que apresentaram atividade leishmanicida; entre elas, Calea uniflora
Less. (NASCIMENTO et al., 2004; NASCIMENTO et al., 2007). No estudo de Nascimento
e colaboradores (2007) foram isolados do xilopddio de C. uniflora dois compostos,
denominados uniflorol-A e uniflorol-B, que mostraram atividade quando testados in vitro de
maneira combinada.

Calea uniflora ¢ nativa do Brasil e estudada pelo Laboratério de Plantas Medicinais
(LaPlaM/UNESC) desde 2016 (NICOLAU-TORRES et al., 2016; RAMOS et al., 2016;
AMARAL et al.,, 2017; CARDOSO et al., 2019). O estudo de Cardoso (2019) buscou
sintetizar e avaliar o potencial terapéutico de cromanonas analogas de C. uniflora, e entre
seus achados, algumas das moléculas testadas in vitro demostraram atividade leishmanicida.

Além da avaliacdo do potencial terapéutico na descoberta de novas alternativas de

tratamento da doenga, dirigir-se ao estudo da leishmaniose requer esforgos colaborativos e



20

intersetoriais de sistemas de saude, além de abordagem inter e multidisciplinar que considere

as complexidades ambientais onde os seres humanos e 0s animais coexistem (WHO, 2019b).
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L1 TEMA

Disseminacdo da doenca leishmaniose em ambientes urbanos e sintese do uniflorol-B e

analogos com potencial para a atividade leishmanicida.

1.2 PROBLEMATIZACAO

A leishmaniose € uma doenca negligenciada e que por muito tempo foi considerada
endemia caracteristica de ambientes rurais. Todavia, nos Gltimos tempos ha evidéncias que
indicam tendéncia de transicdo geografica e epidemioldgica para areas urbanas. A busca de
mais informacgdes sobre os fatores associados a disseminacdo da leishmaniose nesse novo
ambiente torna-se imprescindivel, uma vez que conhecer o cenario onde a doenca se
estabelece poderé contribuir para o desenvolvimento de acdes de intervencdo com vistas a
promocdo e prevencdo da salde da populagdo. Além da andlise desses fatores em literatura
cientifica, a caracterizacdo do perfil dos estudos nesta area por meio de analise bibliométrica
contribuira para avaliar a evolugdo das publicacbes ao longo dos anos e identificar lacunas a
serem preenchidas nessa area de pesquisa. Deste modo, algumas questfes sao levantadas:

l. Quais fatores contribuem para o aumento da disseminacdo da leishmaniose

nas areas urbanas?

Il. As acbes antropicas, como deslocamento populacional (migracdo)

interferem nesse processo?

. A ocupacdo desordenada do espaco geografico, a pobreza e 0 saneamento

precério sdo fatores condicionantes?

V. Quais as espécies consideradas reservatérios da doenca séo relacionadas a

essa disseminagéo?

V. Quais os paises que mais se dedicam as publica¢des nessa tematica?

VI. Quais as areas de investigacao ainda precisam ser mais exploradas?

Para além da questdo ambiental relacionada a doenca, existe a necessidade
emergencial da busca de novos compostos bioativos em virtude da ineficiéncia dos
tratamentos disponiveis, sua alta toxicidade ao hospedeiro e o aparecimento cada vez mais

comum de cepas resistentes as terapias convencionais.
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Portanto, as cromanonas sdo estruturas heterociclicas com grande potencial quimico
medicinal, e importante intermediario na obtencdo de diversidade quimica com vistas ao
desenvolvimento de novos protdtipos para a obtencdo de moléculas com atividade bioldgica.
O uniflorol-B, que pertence a essa classe quimica, foi isolado de C. uniflora e testado frente a
atividade leishmanicida (NASCIMENTO et al., 2007), mas até o0 momento nenhum estudo
concretizou a sintese total deste composto. Neste sentido, esta tese também se propds a
responder 0s seguintes questionamentos:

VII. E possivel tracar uma rota sintética eficiente para obtengdo do uniflorol-B e

de outros andlogos de cromanonas do tipo Calea ssp.?

VIIl.  Esses compostos podem ser promissores frente a atividade leishmanicida e

apresentar seguranca na avaliagao in vitro?

IX. Serd que as moléculas sintetizadas apresentardo algum tipo de toxicidade

em modelo in silico?

1.3 HIPOTESES
I. A leishmaniose é uma doenca que vem demonstrando aumento da disseminagéo
em ambientes urbanos em virtude da complexidade na interface meio ambiente e

salde.

I1. Compostos sintetizados da classe de cromanonas do tipo Calea spp. sdo faceis de

serem obtidos e com bons rendimentos.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo geral

Analisar os fatores associados & disseminagdo da leishmaniose em ambientes

urbanos e sintetizar o uniflorol-B e andlogos com potencial para a atividade leishmanicida.

1.4.2 Objetivos especificos
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Identificar na literatura os fatores ambientais que contribuem para 0 aumento de
casos de leishmaniose em ambientes urbanos.

Investigar a participacdo de animais reservatorios da doenca no aumento de casos
em ambientes urbanos.

Analisar o perfil das producdes cientificas ao longo dos anos relacionando o
aumento de ocorréncia da doenca com a sua distribuicdo geografica.

Caracterizar a doenca leishmaniose em relacéo as diferentes caracteristicas clinicas,
diagnosticos e tratamentos.

Sintetizar o composto uniflorol-B e analogos de cromanonas do tipo Calea spp.

Analisar in silico as propriedades fisico-quimicas, bioatividade e toxicidade dos

compostos sintetizados.

1.5 ESTRUTURA DA TESE

Esta tese estd em conformidade com normas gerais para elaboracdo de dissertacoes e
teses do Programa de P6s-graduacdo em Ciéncias Ambientais (PPGCA) da Universidade do
Extremo Sul Catarinense (UNESC). Portanto, a estruturacdo do trabalho segue a NBR
14724/2011, NBR 6024/2012 e NBR 6027/2012. Os elementos textuais foram divididos em
secOes, iniciado pela secdo 1 (introducdo), seguido do desenvolvimento e conclusao, sendo o
desenvolvimento dividido em 3 seces, a saber:

Secdo 2: nomeada de “Fatores associados a disseminacdo da leishmaniose em
ambientes urbanos”, que conta com uma revisdo sistematica e bibliométrica sobre a tematica,
abordando os estudos de 1959 a 2021. O contetdo deste capitulo foi publicado no periddico
Journal of Public Health Research (DOI: 10.1177/22799036221115775), classificado como
A4 no qualis Capes.

Secdo 3: nomeada de ‘“Aspectos gerais sobre a leishmaniose: uma doenca
negligenciada”, que conta com um referencial tedrico sobre as caracteristicas da doenga,
principais manifestagdes clinicas, diagnostico, tratamento e sobre a atividade leishmanicida
de compostos descritos na literatura.

Secdo 4: nomeada de “Cromanonas do tipo Calea spp. como inspiragdo para a
obtencdo de compostos bioativos com potencial para a atividade leishmanicida”. Esta secao
se prop0s a realizar um referencial tedrico sobre as cromanonas, em especial, as cromanonas

presentes em C. uniflora e a relagdo com a atividade leishmanicida. Ainda, esta secéo traz 0s
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resultados e discussdo da via sintética realizada, dados experimentais e avaliacao in silico dos

compostos obtidos.
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2 FATORES ASSOCIADOS A DISSEMINACAO DA LEISHMANIOSE EM
AMBIENTES URBANOS

A leishmaniose, ha alguns anos, tem sido considerada um problema de saude, tanto
pela sua expansdo geografica quanto pelo aumento da disseminacdo em ambientes urbanos
(SOUZA, 2010). Segundo Bevilacqua et al. (2001) a urbanizacdo de doencas usualmente
caracterizadas como endemias rurais, como a leishmaniose, decorre tanto das condicdes
precérias nas periferias das cidades quanto da articulacdo dessas &reas com o meio rural.
Qualquer mudanca ambiental que altere a estrutura da paisagem habitada por hospedeiros e
vetores pode modificar doencas que ocorrem em humanos, seja de forma positiva ou negativa
(WAITZ et al., 2019). Junto com as mudancas climaticas, as a¢cbes do homem na paisagem
estdo ocorrendo simultaneamente com o crescimento populacional, potencialmente alterando
a disponibilidade de habitats para hospedeiros e vetores da doenca (WAITZ et al., 2019).

No Brasil, a leishmaniose vem aumentando a sua ocorréncia para as areas urbanas de
médio e grande porte. Dados epidemiolégicos dos ultimos 10 anos revelam a periurbanizacao
e a urbanizacdo da doenga, destacando-se os surtos ocorridos no Rio de Janeiro (RJ), Belo
Horizonte (MG), Aracatuba (SP), Santarém (PA), Corumba (MS), Teresina (PI), Natal (RN),
Séo Luis (MA), Fortaleza (CE), Camacari (BA) e epidemias ocorridas nos municipios de
Trés Lagoas (MS), Campo Grande (MS) e Palmas (TO) (BRASIL, 2014).

A regido sul do pais apresenta menos casos notificados de leishmaniose visceral e
cutanea (DATASUS, 2022b, 2022a). Entretanto, em Santa Catarina, Florianopolis vem sendo
considerada area de transmiss@o de leishmaniose visceral canina desde 2010, além disso, em
agosto de 2017, foi confirmado dois casos de leishmaniose visceral humana nessa regido
(SMS/DVSI/GVE, 2017). Frente a essa situacdo, a Secretaria Municipal de Salude, juntamente
com a Diretoria de Vigilancia em Saude e Geréncia de Vigilancia Epidemioldgica, langou
nota técnica com orientacbes e recomendacdes de conduta em relacdo aos casos suspeitos
(SMS/DVS/GVE, 2017).

O estudo de Dias et al. (2022) realizou andlise critica sobre a evolucdo da
leishmaniose visceral no sul do Brasil. Destacou-se que uma espécie do vetor transmissor da
doenca é comum entre 0os municipios no Rio Grande do Sul, embora seja encontrada também
no estado do Parand. Os municipios de Floriandpolis e Porto Alegre apresentam maior
diversidade de flebotomineos identificados.

Se faz necesséria a vigilancia e 0 monitoramento em areas consideradas endémicas,

bem como, o conhecimento amplo das suas caracteristicas ambientais, sociais e econémicas.
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A interacdo reservatorio-parasito é considerada um sistema complexo, na medida em que é
multifatorial, imprevisivel e dindmica, formando uma unidade biol6égica que pode estar em
constante mudanca em funcéo das alteracbes do meio ambiente (BRASIL, 2017a).

Diante desse cenario, torna-se necessario identificar os fatores que vém alterando o
espaco ecoldgico da doenca e consequentemente ampliando a ocorréncia de suas areas
endémicas. Para elucidar isso, algumas questdes sdo levantadas: quais fatores contribuem
para 0 aumento da disseminacdo da leishmaniose em &reas urbanas? As agdes antropicas,
como o deslocamento populacional (migragéo), interferem nesse processo? A ocupacao
desordenada do espaco geografico, a pobreza e 0 saneamento precario sdo fatores
condicionantes? Quais as espécies consideradas reservatorios da doenca sdo relacionadas a
essa disseminacgao?

Neste contexto, esta secdo apresenta uma revisdo sistematica dos estudos publicados
entre 1959 a 2021, com o objetivo de identificar os fatores relacionados ao aumento da
disseminacdo da leishmaniose em ambientes urbanos. Também buscou-se tracar o perfil dos
estudos cientificos por meio de indicadores bibliométricos junto as bases de dados,
analisando a evolucdo das publicacdes ao longo dos anos, as areas tematicas e 0s paises que
mais se dedicaram a investigacdo sobre leishmaniose. A andlise bibliométrica, de forma
geral, tem como principio avaliar a atividade cientifica por meio da andlise quantitativa das
publicacBes, apoiada nas caracteristicas tematicas da literatura analisada (SANTQOS, 2003),
sendo utilizada em estudo recente para obtencdo de indicadores de avaliagdo de producdo
cientifica (NADEEM et al., 2021).

2.1 MATERIAIS E METODOS

Inicialmente, realizou-se revisdo sistematica em trés bases de dados on line
internacionais: Scientific Electronic Library (SciELO), Scopus e Web of Science,
contemplando todos os artigos originais e de revisdo, entre 1959 (ano da primeira publicacéo)
a dezembro de 2021. Para tanto, na busca dos artigos, foram utilizados trés descritores, em
inglés, combinadas com operadores booleanos: “leishmaniasis” AND “urban” AND “rural”
no resumo, titulo e palavras-chave.

O planejamento, execucdo e sumarizacdo desta pesquisa, incluindo a filtragem e
selecdo das publicacdes, foram executadas no software StArt (State of the Art through

Systematic Review) versdo 3.4 (Quadro 1).
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Quadro 1 - Etapas e suas descricGes durante o processo de revisdo sistematica sobre os
fatores associados a disseminacdo de Leishmaniose em ambientes urbanos no software StArt.

Etapas Descricdo

Planejamento | Preenchimento do protocolo de pesquisa: objetivo, questdo
norteadora, bases de dados investigadas, critérios de exclusdo e
inclusdo, e as palavras-chave em inglés que representam fatores
associados a expansdo de leishmaniose (deforestation, migration,
poverty e sanitation) (LAINSON; RANGEL, 2005; FERNANDEZ
etal., 2010; ARAUJO et al., 2013; MARCONDES; DAY 2019).

Execucéo -Selecdo dos artigos das bases de dados (em formato BibTeX) e
insercdo no software (identificados pelo titulo, autores e ano de
publicacéo)

-As publicacdes foram classificadas em uma pontuagdo de zero a
100, onde 100 representou a maior ocorréncia das palavras-chave
nos artigos, e zero, a menor.

-Os artigos foram classificados em prioridade de leitura (baixa, alta
ou muito alta).

-Avaliacdo utilizando a ferramenta de selecdo, sendo os artigos
classificados como: aceitos, rejeitados ou duplicados.

Sumarizacao Visualizacdo dos dados, organizacdo por ano de publicacdo e
transferéncia para o programa Microsoft Excel.

Fonte: Da Autora, 2022.

Em relacdo aos artigos duplicados (etapa de execucdo), somente um foi mantido
para analise. Em alguns casos, foi necessario ler os artigos na integra, para distinguir
claramente a importancia dos dados na contribuicdo deste trabalho e, desta forma, aplicar os
critérios de inclusdo e exclusdo (Quadro 2). Esta etapa de execucdo foi realizada pela

primeira autora da pesquisa (Marilia Schutz Borges).

Quadro 2 - Critérios adotados para a inclusdo e exclusao dos artigos:

Critérios de inclusdo Critérios de exclusao
Artigos publicados em inglés, portugués | Estudos com foco em
e espanhol inseticidas/pesticidas para controle dos

vetores de transmissao da leishmaniose

Artigos que tratassem exclusivamente de | Artigos relacionados a alternativas
leishmaniose. terapéuticas para 0 tratamento e
prevencdo da leishmaniose

Artigos publicados entre 1959 a 2021

Fonte: Da Autora, 2022.

As publicacdes encontradas nas bases de dados utilizadas nesta pesquisa tambéem
foram analisadas com a finalidade de realizar analise bibliométrica, onde foi possivel tracar o

perfil das producdes cientificas, verificar suas tendéncias e areas teméticas ao longo dos anos
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1959 a dezembro de 2021 (ELIAS et al., 2015; GUEDES; BORSCHIVER, 2005). Todos 0s
artigos foram organizados de modo sistematico, agrupados por regido, ano de publicacéo e

categorias de estudos.
2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta pesquisa foram sistematizados em quatro etapas principais. Na
etapa inicial, de identificacdo, foram encontradas 571 publicacdes, e a partir da analise,

algumas foram eliminadas, segundo critérios estabelecidos no Quadro 1. Sendo assim, foram

obtidos o total de 304 artigos relacionados a tematica (Figura 1).

Figura 1 - Identificacdo das etapas de selecdo dos artigos.
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Fonte: Da Autora (2022).
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Foram analisados os fatores relacionados a disseminacdo da leishmaniose e
verificado nimero expressivo de estudos destinados aos animais reservatorios da doenca. Ao
total, foram encontrados 69 estudos referentes aos possiveis reservatorios. Os cées
apresentaram relevancia na pesquisa realizada, com o total de 60 estudos, seguido de
roedores (n=4), gatos (n=2), morcegos (n=2) e cavalo (1). Um estudo recente investigou a
presenca de DNA e anticorpos anti-Leishmania spp. no soro de 112 cavalos saudaveis,
sugerindo que esses animais podem ser considerados bioindicadores ambientais da presenca
de Leishmania spp. no Brasil (LOPES et al., 2021). No sentido de conhecer o cenério
epidemioldgico de leishmaniose canina, muitos estudos se dedicaram a investigacao
sorologica, onde constataram a presenca dos anticorpos de Leishmania nas amostras
analisadas (MELO et al., 2017, GUIMARAES et al., 2017; PEREZ et al., 2016; OLIVEIRA,
et al., 2016; CANAKCI et al., 2016; ARAUJO et al., 2016; PIMENTEL et al., 2015; LUGO
et al., 2015). H& estudos que mostram que 0 aumento da ocorréncia de leishmaniose em areas
urbanas possui relacdo com a presenca da populacdo canina (LEAL et al., 2018; SILVA et
al., 2021), bem como sugerem que a doenca esta se expandindo nas areas urbanas com
aumento exponencial de positividade em cées (CAMPOS et al., 2017).

Segundo Gontijo e Melo (2004), existe dificuldade no diagndstico da leishmaniose
canina, pois muitos exames ndo apresentam 100% de confiabilidade e especificidade.
Associado ao amplo espectro de sinais clinicos, o diagndstico € um desafio para o médico
veterinario; na leishmaniose canina ha casos de animais que permanecem assintomaticos por
longos periodos de tempo, e também ha animais que passam por estagios oligossintomaticos,
mesmo aqueles que apresentam a doenca em estagio grave (GONTIJO; MELO, 2004).

Os insetos vetores transmissores de Leishmania, por apresentarem importancia nos
estudos de vigilancia entomolégica, também s&o foco de investigagbes (BARRIOS et al.,
2019; THOMAZ-SOCCOL et al., 2018). Além disso, a distribuicdo geografica dos vetores
flebotomineos infectados foi analisada em alguns estudos (KONE et al., 2016; OLIVEIRA, et
al., 2016), o que possibilita detectar as areas onde estes se concentram, fornecendo
informacdes importantes para ac6es de vigilancia em saude.

Ramos et al. (2014) afirmam que algumas espécies de flebotomineos, devido ao
aumento da disponibilidade de alimentos e de locais para descanso e oviposi¢éo, apresentam
tendéncia a sinantropizacdo. Em regides assentadas, a presenca de animais domesticos e
silvestres fornecem fonte de alimento ao vetor, que favorece a sua adaptacdo a novos
ambientes. Ademais, esta caracteristica também foi observada por Ximenes et al. (2000), que

verificou a distribuicdo dos insetos em &reas peridomiciliares no nordeste do Brasil. O estudo
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sobre leishmaniose cuténea de Oliveira et al. (2004), afirma que a presenca de flebotomineos
potencialmente transmissores de Leishmania, e a sua adaptacdo a lares humanos é
preocupante, pois coloca milhares de pessoas em risco.

Os fatores relacionados ao aumento da disseminacdo de leishmaniose em ambientes
urbanos envolvem a presenca de diversas espécies de animais, tanto vetores como
reservatorios. No entanto, a questdo ndo pode ser abordada de modo isolado, pois envolve
complexidade multifatorial, que de acordo com Conti et al. (2016), sdo varidveis inter-
relacionadas. Semelhantemente, um estudo de revisdo sobre parasitologia urbana, verificou
0s principais fatores relacionados ao aumento da disseminacdo da doenca no Brasil, onde
elencou trés causas principais: a grande populacdo dos reservatorios caninos urbanos, a
presenca de vetores e o deslocamento da populagdo humana (HARHAY et al., 2011).

Embora, haja evidéncias favordveis a tendéncia de transicdo geogréfica e
epidemioldgica de leishmaniose para areas urbanas, outros autores mostram resultados
controversos. Um estudo sobre urbanizacdo de leishmaniose visceral no Marrocos, observou
que a doenca esta se estabelecendo em areas urbanas, entretanto, o resultado da distribuicéo
geogréfica dos casos se mostrou predominante em é&reas rurais (KAHIME et al., 2017). O
mesmo foi observado no estudo realizado no Ird, sobre leishmaniose visceral, onde os autores
constataram maior risco de infeccdo em areas rurais (RAKHSHANPOUR et al., 2014).
Corroborado no estudo de Almeida et al. (2012), os cdes de areas rurais apresentaram risco
duas vezes maior de adquirir a infecgdo em relacdo aos presentes em ambientes urbanos.

Considerando esses achados, é necessario refletir sobre as disparidades de
diagnostico e subnotificacdo nas diferentes regides. Segundo Gontijo e Melo (2004), embora
a leishmaniose seja uma doenca de notificagdo compulséria, os dados disponiveis sdo
baseados na deteccdo passiva de casos. O nimero de pessoas expostas a infeccdo ou
assintomaticas em algumas areas € muito maior do que o nimero de casos detectados.

Dentre outras varidveis, € possivel destacar a importancia das questdes
socioeconomicas, observado por Lima et al. (2017), Gutierrez et al. (2017) e Rodrigues et al.
(2019). Outrossim, um estudo epidemioldgico realizado com residentes de &reas urbanas
encontrou forte associacdo da doenga com as condi¢fes socioeconémicas, destacando que 0s
mais pobres estdo mais expostos ao risco (URANW et al., 2013) em virtude da ma
manutencdo de casas (GUIMARAES et al. 2017) e auséncia de banheiros e saneamento
basico (RIBEIRO et al., 2017). Achados semelhantes sobre saneamento precario foram
também apontados em outros estudos (TEMPONI et al., 2018; ALMEIDA et al., 2012).
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Estudos associaram a ocorréncia de leishmaniose com determinantes ambientais
(GUTIERREZ et al., 2017), como a ocupac¢do humana desordenada do espaco, a forma de
utilizacdo de paisagens (ROSARIO et al., 2017), habitacdo precaria, mas condicGes de
saneamento (DESJEUX, 2001), mudangas climaticas, degradacdo do ambiente (MORRONE
et al., 2011), desmatamento (BEVILACQUA, 2000), cobertura do solo, fatores climaticos e
de temperatura (GHATEE et al., 2013).

A andlise socioambiental em uma cidade com mais de 37.000 habitantes revelou que
a grande quantidade de animais e o material organico das arvores estdo possivelmente
contribuindo para a continuacéo do ciclo de transmissdo (URSINE et al., 2016). Além disso,
locais com a presenca das espécies de Adhatoda schimperiana (Hochst.) Hochst. ex Neese e
Acacia spp. podem ser considerados importantes para o abrigo dos vetores durante o dia
(NEGERA et al., 2008), e fonte de nutricdo para estes insetos (COSTA, 2008).

Sobre a vegetacdo, Vilela et al. (2011) apontam que o desmatamento pode facilitar a
propagacao de leishmaniose. Esta caracteristica também foi observada no estudo de Ramos et
al. (2014), que destaca as principais causas deste fendmeno, incluindo a construcéo de usinas
hidrelétricas, estradas e ferrovias, exploracdo seletiva, agricultura, pecuéria e, principalmente,
0 estabelecimento de novos assentamentos.

A busca de novas oportunidades de emprego em ambientes urbanos, consequente de
fendmenos socioecondmicos, favorecem com que as pessoas se desloquem para diferentes
lugares (MOTT et al., 1990). O estudo de Costa et al. (1990) sugere que os deslocamentos
desencadearam a epidemia de leishmaniose visceral no Piaui, Brasil, onde foi observado que
a distribuicdo geografica do processo epidémico ocorreu concomitantemente a seca
prolongada, acompanhada do deslocamento de pessoas e animais domeésticos procedentes de
regides endémicas. Ademais, a participacdo do deslocamento populacional também é
discutida por outros autores (HARHAY et al., 2011; VILELA et al., 2011; CONTI et al.,
2016; KHADEMVATAN et al., 2017).

A contribuicdo do deslocamento populacional, bem como outros fatores ja
mencionados neste trabalho, sdo caracteristicas que proporcionam ambiente favoravel para a
transmissdo de doencas infecciosas e parasitarias em paises em desenvolvimento (DESJEUX,
2001), como é o exemplo do Brasil, um pais tropical (CAMARGO, 2008). Além disso, o
Brasil estd entre os paises com mais de 90% dos novos casos de leishmaniose visceral e
cutanea registrados pela OMS em 2020 (WHO, 2022). Este fato, possivelmente justifica a
maior quantidade de estudos encontrados na area de leishmaniose, conforme mostraram o0s

resultados com fins de andlise bibliométrica, que permitiu identificar e quantificar os paises
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onde foram realizadas as pesquisas. Dos 304 artigos analisados, foram destacados 0s paises
com mais de 10 estudos e foi verificado que o Brasil apresenta a maioria das pesquisas

desenvolvidas (Grafico 1).

Gréfico 1 - Paises com a maioria de estudos sobre leishmaniose.
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Fonte: Da Autora, 2022.

O Ird, o segundo pais com a maior quantidade de estudos elencados nesta pesquisa, é
um dos sete paises elencados pela OMS com novos casos de leishmaniose cutanea registrados
em 2017 (WHO, 2019c). Juntamente com outras regides do oriente médio e norte da Africa
(Argélia, Libia, Marrocos, Siria, Egito e Yemen), o Ird apresenta altas taxas de doencas
tropicais negligenciadas (HOTEZ et al., 2012), o que pode despertar o interesse dos
pesquisadores a dedicarem suas pesquisas nesta area.

Posteriormente a analise dos paises, os artigos foram organizados por areas de
estudo, onde foram separados por categorias e identificadas por nove diferentes classes,

conforme pode ser visualizado na Tabela 1.



Tabela 1 - Agrupamento das publica¢des de acordo com as categorias de estudos.

Numero de
Categoria de estudo Descricéo estudos
Comparacéo de métodos para
amostragem do vetor, comparacao de
Comparacao metodoldgica métodos soroldgicos de deteccdo 2
Identificacdo das areas de infeccdo,
Distribuicéo geografica, abordagem ecologica, uso da terra,
epidemiologia e anlise riscos ambientais, condigdes de
socioambiental saneamento de areas endémicas. 21
Analise espaco-temporal da presenca de
Distribuicdo geografica, | insetos nos locais com casos registrados
epidemiologia e de leishmaniose. Identificacdo das
entomologia espécies de vetores. 38
Captura, identificacdo das espécies de
vetores em areas endémicas, analise da
Entomologia presenca dos parasitas nos insetos. ar
Aplicacdo de questionarios com a
Entrevistas populacdo e veterinarios 7
Estudos de caso, aspectos clinicos,
histopatol6gicos, analise de prevaléncia
e soroprevaléncia em humanos, cées,
Epidemiologia gatos, morcegos e roedores. 158
Eosindfilos analisados em amostras de
Imunologia sangue de pacientes infectados 2
Caracterizacdo da doenca, abordagens
sobre obstaculos enfrentados no controle
da doenca, prevencao, urbanizacdo,
Relatos, boletins, revisoes status da doenca, ecoepidemiologia 28
Identificacdo das espécies dos parasitas
Taxonomia de Leishmania 1
Total 304

Fonte: Da Autora (2022).
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Em relacdo as categorias de estudos, as de investigacdo epidemioldgica foram
identificadas majoritariamente (158) no presente estudo. E evidente que pesquisas nessa area
sd80 necessarias para descrever, analisar e entender os processos epidémicos de forma
quantitativa. Além disso, possibilita a investigacdo dos fatores ligados a identificagdo do
agente etioldgico, dos vetores e dos reservatorios para que se conheca o problema, e assim
propor medidas efetivas de controle (WHO, 2010). Entretanto, os nimeros quando analisados
de forma isolada podem ser limitados ou limitantes ao pesquisador que busca inferir
explicacbes mais abrangentes dos eventos em salde (BEVILACQUA, 2000). Portanto,
considera-se que exista nuimero relevante de estudos na area da epidemiologia, sendo
necessario 0 avango tambeém para outras areas, principalmente com foco em abordagens
interdisciplinares, bem como conhecimentos sobre determinantes sociais, antropoldgicos e
culturais (GRAEFF-TEIXEIRA, 2013).

Em relacdo a andlise da producéo cientifica ao longo dos anos, de modo geral, existe

crescimento, com destaque nos anos de 2016, 2019 e 2021 (Gréfico 2).

Gréfico 2 - Producdo cientifica a partir de 1959.

Numero

Fonte: Da Autora, 2022.

O aumento da producdo do conhecimento pode ter contribuido para o acesso a
informagdo e para planejamento de medidas de controle, pois a incidéncia de leishmaniose
visceral diminuiu substancialmente desde 2012 em algumas regides; em 2015, a incidéncia de

novos casos diminuiu cerca de 67% em Bangladesh, 61% na india e 46% no Nepal (WHO,
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2019d). Nesse ultimo pais, os medicamentos com atividade antileishmania (Anfotericina B
lipossomal), os testes de diagndstico com facil manuseio, e métodos eficientes de controle de
vetores foram primordiais para a reduzir a incidéncia a um nivel historico (WHO, 2019e).
Esta pesquisa apresentou pontos fortes como o uso de revisdo sistematica em trés
bases de dados, associada a uma analise bibliométrica. Além disso, ndo foram realizadas
restricdes referentes ao ano das publicacdes, sendo incluidas a totalidade evidenciada nas
bases. A limitacdo deste trabalho esta relacionada a auséncia de metanalise, embora este ndo

seja objeto deste estudo.

2.4 CONCLUSAO PARCIAL

Nesta revisdo foram analisados 304 estudos, nos quais foi possivel explorar como os
fatores associados a expansdo da leishmaniose em areas urbanas estdo inter-relacionados. A
falta de diagndstico e a subnotificacdo de casos em algumas regides contribui para os achados
desta pesquisa.

A andlise da producéo cientifica mostrou que a maioria dos estudos sobre o tema foi
realizada no Brasil, seguido pelo Ird, que representam areas endémicas de leishmaniose. O
numero de publicacdes, em geral, tem crescido ao longo dos anos, principalmente em 2021.
A maioria dos estudos foi direcionada a area epidemiolégica, e muitos também se dedicaram
a investigacOes na area de entomologia e distribuicdo espaco-temporal.

Por outro lado, questbes como a subnotificacdo e o correto diagndstico contribuem
ainda para uma lacuna de informacdes sobre o real panorama sociogeografico da
leishmaniose. Os dados levantados neste trabalho mostram ainda o descaso com a doenca e a
falta de iniciativa publica de governos em paises em desenvolvimento que ndo investem o
suficiente ainda em pesquisas resolutivas e politicas pablicas para as doencas ditas
negligenciadas. 1sso mostra a necessidade da continuidade e insisténcia neste tema pela

sociedade civil organizada, assim como 6rgdos de fomentos em pesquisa.
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3 ASPECTOS GERAIS SOBRE A LEISHMANIOSE: UMA DOENCA
NEGLIGENCIADA

3.1 DOENCAS NEGLIGENCIADAS

O uso do termo “doencas negligenciadas” foi proposto na década de 1970, e desde
entdo, este termo vem sendo utilizado para se referir a um conjunto de doencas causadas por
agentes infecciosos e parasitarios como virus, bactérias, protozoarios e helmintos (SOUZA,
2010). O adjetivo “negligenciada” esta relacionado ao fato de elas ndo despertarem o
interesse das grandes industrias farmacéuticas, que ndo véem nessas doencas compradores
potenciais de novos medicamentos (SOUZA, 2010).

As doencas negligenciadas sdo fortemente associadas com a qualidade de vida das
pessoas e contribuem para a manutencdo do quadro de desigualdade (BRASIL, 2010).
Ocorrem principalmente em ambientes tropicais e subtropicais, em locais com acesso
limitado aos servigos de saide (MOLYNEUX et al., 2017). Aproximadamente 149 paises e
mais de um bilhdo de pessoas sdo afetadas por estes tipos de doencas, além de matar e/ou
prejudicar seus portadores, o tratamento custa bilhdes de délares todos os anos as economias
em desenvolvimento (WHO, 2019b).

Além da leishmaniose existem outras doencas negligenciadas que merecem atencao,
incluindo: dengue, doenca de Chagas, esquistossomose, hanseniase, tuberculose (BRASIL,
2010), equinococose, teniase/cisticercose, trematodiases transmitidas por alimentos e
tripanossomiase humana africana (WHO, 2019b).

O controle destas doencas é realizado por meio de estratégias em nivel internacional,
como por exemplo, a quimioterapia preventiva, tratamento intensificado de doengas, controle
de vetores, medidas veterindrias de saude publica e melhoria da agua e saneamento
(UNITING TO COMBAT NEGLECTED TROPICAL DISEASES, 2020). Além disso, a
OMS considera como uma de suas missdes reduzir o Onus das doengas zoondticas
negligenciadas nas populagdes pobres e marginalizadas em ambientes com poucos recursos,
defendendo o fortalecimento de sua prevencao e controle por meio de uma colaboracdo eficaz
com parceiros de diferentes setores relevantes nos paises, principalmente estreitando as
relacdes entre a agricultura, educacgéo e saude no ambito interdisciplinar (OPAS, 2017;WHO,
2019b).
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3.2 LEISHMANIOSE

A leishmaniose é uma antropozoonose comum em regides tropicais e subtropicais
transmitida por vetores fémeas de flebotomineos infectados por protozoarios do Género
Leishmania. Os vetores (Figura 2) sdo pequenos insetos da Ordem Diptera, Familia
Psychodidae, Subfamilia Phlebotominae e Género Lutzomyia, 0s quais apresentam tamanho
de dois a trés milimetros, sempre apresentando coloracdo amarelada (BRASIL, 2017a; WHO,
2019a). A infeccdo € causada por mais de 20 espécies de parasitas de Leishmania, que sdo
transmitidos por cerca de 30 espécies de flebotomineos (CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2020a).

Figura 2 - Fémea do flebotomineo (foto ampliada).

Fonte: BRASIL (2017a)

O ciclo bioldgico do vetor ocorre no ambiente terrestre e passa por quatro fases:
ovo, larva, pupa e adulto. Desenvolvem-se em locais umidos, sombreados e ricos em
matéria organica. O desenvolvimento do ovo até a fase adulta ocorre em cerca de 30 dias
(BRASIL, 2020). As formas adultas abrigam-se nos mesmos locais dos criadouros e em
anexos peridomiciliares, principalmente em abrigos de animais domésticos (BRASIL,
2020). Estes animais geralmente sdo mais ativos durante o crepusculo e no periodo noturno
(do anoitecer ao amanhecer) (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
2020a).

Os protozoarios do Género Leishmania mantém sua vida na natureza pela
permanéncia entre o vetor flebotomineo e um mamifero infectado, onde este ultimo torna-se
0 hospedeiro, também conhecido como reservatorio da doenca (BRASIL, 2017a). As formas

moveis e flageladas de Leishmania spp. sdo chamadas promastigotas, que sao encontradas no
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tubo digestivo do vetor e sdo transmitidas aos hospedeiros por meio da picada do vetor. As
formas amastigotas ndo possuem flagelo exteriorado e vivem como parasitas intracelulares
em uma variedade de células fagocitarias de mamiferos, como nos macréfagos (KAYE;
SCOTT, 2011).

Os parasitas de Leishmania podem ter efeitos sobre o sistema imunoldgico do
hospedeiro, onde se aproveita de diferentes mecanismos para sobreviver (TASLIMI,
ZAHEDIFARD, RAFATI, 2018). Alguns desses mecanismos sdo elencados por Gupta et al.
(2013), que destaca: o bloqueio da maturagéo do sistema complemento, alteracdo da via de
sinalizacdo TLR2/TLR4 para desligar a cascata de citocinas, impedimento da fusdo entre o
fagossomo e o lisossomo no interior dos macréfagos, controle do pH dentro do fagossomo
interrompendo a bomba V-ATPase e alteracdo dos niveis de expressdo de citocinas e
quimiocinas.

A propagacdo do ciclo da doenca é favorecida quando o vetor infecta o hospedeiro
com a forma promastigota do parasita (OPAS/OMS, 2019a), conforme demonstrado pela
imagem adaptada do Centers for Disease Control and Prevention (CDC) (Figura 3).
Contudo, cabe destacar que ha alguns registros na literatura sobre a possibilidade de
transmissdo por outras vias, como por exemplo: placenta, sémem, agulhas, transplante de
orgaos e transfusdo de sangue (ELTOUM et al., 1992; AMELA et al., 1996; MANSUETO et
al., 2014). A maioria das pessoas infectadas ndo desenvolve nenhum sintoma em sua vida.
Portanto, o termo leishmaniose refere-se ao fato de adoecer devido a uma infecgdo por

Leishmania e ndo ao fato de estar infectado com o parasita (WHO, 2019a).



39

Figura 3 - Ciclo de transmissao da leishmaniose.
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Fonte: CDC (adaptado) (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2020a).
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Existem trés formas principais da doenga: visceral ou kala-azar, cutanea e
mucocutanea (WHO, 2022). E importante ressaltar que a apresentacdo clinica da
leishmaniose depende tanto da espécie parasitaria quanto da resposta imune do hospedeiro.
As espécies de Leishmania major, Leishmania mexicana e Leishmania brasiliensis causam
principalmente lesGes cutaneas; enquanto Leishmania dovani e Leishmania infantum
(conhecida como Leishmania chagasi na América do Sul) causam leishmaniose visceral
(KAYE; SCOTT, 2011). Além destas espécies, outras sdo citadas como as principais
causadoras de leishmaniose em diversas formas clinicas: Leishmania tropica, Leishmania
aethiopica, Leishmania amazonenses e Leishmania guyanensis (BURZA et al., 2018).

Geralmente, ha um reservatorio principal para cada espécie de Leishmania em
determinadas areas, no entanto, outros mamiferos da mesma zona podem ser infectados,
sendo transformados em hospedeiros secundarios ou acidentais (OPAS/OMS, 2019a). Cerca
de 70 espécies de animais, incluindo seres humanos, sdo reportados como hospedeiros
naturais de parasitas de Leishmania (WHO, 2022). Gatos e cées sdo considerados hospedeiros
em ambientes domésticos (BRASIL, 2016; BRASIL, 2017a), sendo que 0s cdes sdo
apontados como 0s principais reservatorios em areas urbanas (BRASIL, 2006; HARHAY et
al., 2011; OPAS/OMS, 2019a).
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Segundo Laurenti et al., (2013) os cées assintomaticos infectados por L. infatum
possuem elevado potencial infectante para vetores naturais, sendo de grande importancia para
o0 controle epidemioldgico da doenga em seres humanos. Esse periodo pode durar até quatro
anos, mas ainda assim, os cdes podem continuar disseminando a doenga pois permanecem
com a infeccdo (BANETH et al., 2008).

A enzootia canina tem precedido a ocorréncia de casos humanos e a infeccdo em
caes tem sido mais prevalente do que no homem. No ambiente natural, diversos grupos de
mamiferos silvestres podem ser reservatorios, como por exemplo, canideos, marsupiais e
quirdpteros (BRASIL, 2014; BRASIL, 2017a). No Brasil, as raposas foram encontradas
infectadas nas regides Nordeste, Sudeste e Amazonica. J& marsupiais do Género Didelphis

foram registrados infectados no Brasil e na Colombia (BRASIL, 2014).

3.3 LEISHMANIOSE VISCERAL

A leishmaniose visceral, também chamada calazar, esplenomegalia tropical ou febre
dundun, é a forma mais grave da doenca, de evolucdo crbnica, com acometimento sistémico
e quase sempre fatal, se ndo tratada (BRASIL, 2016). A maior frequéncia de ocorréncia é
observada no Brasil, Africa Oriental e india (WHO, 2022). Em 2020, mais de 95% dos novos
casos ocorreram no Brasil, China, Etiopia, Eritreia, india, Quénia, Somalia, Suddo do Sul,
Suda e Iémen (WHO, 2022). Estima-se que 50.000 a 90.000 novos casos de leishmaniose
visceral ocorram em todo o mundo a cada ano, dos quais apenas 25 a 45% sdo reportados a
OMS (WHO, 2022). No continente americano, a doenca é reportada em pelo menos 12
paises. Dos casos registrados na América Latina, 90% ocorrem no Brasil. Em média, cerca
de 3.500 casos sdo registrados anualmente e o coeficiente de incidéncia é de 2
cas0s/100.000 habitantes (BRASIL, 2020). Em relacdo a leishmaniose visceral no Brasil, a
regido Nordeste apresentou o maior nimero de casos no ultimo ano de registro (2020)
(Tabela 2) e ao longo dos anos 2007 a 2020 (Gréfico 3).

Tabela 2 - Casos confirmados de leishmaniose visceral no Sistema de Agravos de Notificagdo
(SINAN) por regido do pais.

Regido de notificacdo Casos confirmados Projecéo da populacéo
Norte 366 19.133.894
Nordeste 1.246 57.951.331
Sudeste 383 90.231.492
Sul 15 30.606.047
Centro-Oeste 192 16.905.776
Total 2.202 214.828.540
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Fonte: Adaptado de DATASUS (2022a) e IBGE (2022)

Gréfico 3 - Casos confirmados de leishmaniose visceral por regido de notificacdo

Numero de casos notificados

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Ano
Regido Norte Regido Nordeste —:’-\‘_cgl.'ln Sudeste m— ::{'."f:l.'lu Sul s=—=Regido Centro-Oeste

Fonte: Adaptado de DATASUS (2022b).

A doenca vem sendo descrita em varios municipios brasileiros, apresentando
mudangas importantes no padréo de transmisséo, inicialmente predominando em ambientes
silvestres e rurais e mais recentemente em centros urbanos de médio e grande porte
(BRASIL, 2020). Os sintomas mais comuns sdo crises irregulares de febre, perda de peso,
astenia, adinamia, hepatoesplenomegalia (Figura 4), anemia, dentre outras (BRASIL, 2016).

Figura 4 - Esplenomegalia acentuada em um paciente do Nepal.

Fonte: CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION (2020b).



42

3.4 LEISHMANIOSE CUTANEA E MUCOCUTANEA

A forma mais comum de leishmaniose é a cutanea, também conhecida como Ulcera
de bauru, nariz de tapir, botdo do oriente; manifesta-se principalmente por ulceras no corpo
(BRASIL, 2017b). Em 2020, cerca de 85% dos novos casos de leishmaniose cutanea
ocorreram no Afeganistdo, Argelia, Brasil, Coldmbia, Iraque, Libia, Paquistdo, Peru, Tunisia
e Republica Arabe da Siria (WHO, 2022). Os casos verificados no mundo em 2016 foram
ilustrados pela OMS (Figura 5).



Figura 5 - Distribuicéo de leishmaniose cutanea no mundo em 2016.

Fonte: OMS (WHO, 2018).
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No Brasil, foram registrados média anual de 25.763 casos no periodo de 1995 a
2014, e um coeficiente de deteccdo médio de 14,7 casos/100 mil habitantes (BRASIL,

2017a). A doenca ocorre em ambos 0s sexos e em todas as faixas etarias, entretanto, na média

do pais, predomina o sexo masculino e pessoas maiores de 10 anos (92,5% do total de casos)

(BRASIL, 2017a). A regido norte do pais apresentou o maior niumero de casos em 2020

(Tabela 3) e ao longo dos ultimos anos registrados (Grafico 4).

Tabela 3 - Casos confirmados de leishmaniose cutanea de acordo com o SINAN por regido

do pais.

Regido de notificacdo

Casos confirmados

Projecdo da populacgéo

Norte 8.060 19.133.894
Nordeste 3.332 57.951.331
Sudeste 2.328 90.231.492
Sul 249 30.606.047
Centro-Oeste 2.844 16.905.776
Total 16.813 214.828.540

Fonte: DATASUS (2022a) e IBGE (2022)
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Gréfico 4 - Casos confirmados de leishmaniose cutanea por regido de notificacéo
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Fonte: Adaptado de DATASUS (2022a)

As Ulceras (Figura 6) causadas pela doenca podem evoluir para cura espontanea

entre 3 a 18 meses, mas também podem culminar em cicatrizes, desfiguracdo, estigmatizacao,

e também no envolvimento psicoldgico, com reflexos no campo social (REVEIZ et al., 2013;

BURZA et al., 2018).

Figura 6 - Lesdo cutanea ulcerativa localizada com borda externa
elevada em um paciente da Guatemala.

.

¥

Fonte: CDC (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION,
2020b).
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Dependendo da espécie parasita, ate 10% dos casos de leishmaniose cutanea
progridem para manifestacbes mais graves. Essas manifestacbes sdo conhecidas como
leishmaniose mucocutanea, leishmaniose cutanea difusa, leishmaniose disseminada e
leishmaniose atipica (BURZA et al., 2018; OPAS, 2019a).

A leishmaniose mucocutanea leva a destruicdo parcial ou total das membranas
mucosas do nariz, boca e garganta; cerca de 90% dos casos de leishmaniose mucocutanea
ocorrem na Bolivia, Brasil, Etiopia e Peru (WHO, 2022). No Brasil, dentre 0s casos
notificados de leishmaniose cutanea, 3% a 6% séo referentes & forma mucocutanea, no
entanto, em alguns municipios endémicos, essa proporcdo pode ser superior a 25% (BRASIL,
2017a).

O inicio dos sintomas € insidioso com pouca sintomatologia. A lesdo geralmente é
indolor e inicia-se no septo nasal anterior, préxima ao introito nasal, sendo de fécil
visualizacdo (Figura 7). A mucosa nasal € a mais acometida, mas podem haver lesbes em
orofaringe, palato, labios, lingua, laringe e, excepcionalmente, traqueia e arvore respiratoria
superior. Raramente, pode haver comprometimento de conjuntivas oculares e mucosas de
6rgdos genitais e anus (REVEIZ et al., 2013; BRASIL, 2017a).

Figura 7 - Lesdo de mucosa nasal com ulceragéo das asas do
nariz e diversas lesdes nodulo infiltrativas.

Fonte: Manual de vigilancia da leishmaniose tegumentar (BRASIL,
2017a).

3.5 DIAGNOSTICO

Para limitar os casos crescentes de leishmaniose, o diagnéstico adequado da infecgéo
é fundamental no manejo adequado da doenca. Os métodos diagnosticos para leishmaniose
devem ser eficazes na andlise da forma clinica da doenca, inclusive para diferenciar

individuos infectados com outras doencas parasitarias (BRITO et al., 2020). Falhas
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recorrentes no diagnostico da leishmaniose sdo a principal causa do atraso no tratamento,
consequentemente causando a morte nas principais areas endémicas. Desta forma, o
diagndstico correto da doenca desempenha papel crucial na identificacdo de pacientes
assintomaticos, co-infectados e na diferenciacdo entre individuos saudaveis e curados
(KUMARI et al., 2021).

Na leishmaniose visceral, o diagnostico pode ser realizado no ambito ambulatorial,
através da andlise dos sinais clinicos aliado a testes parasitoldgicos e imunoldgicos (WHO,
2020a). Segundo o Ministério da Saude, os testes imunoldgicos buscam a deteccdo de
anticorpos anti Leishmania, e baseia-se no Ensaio Imunoenzimético (ELISA), reacdo de
imunofluorescéncia indireta e teste rapido imunocromatografico, sendo estes dois ultimos
distribuidos pelo Sistema Unico de Saude (SUS) (BRASIL, 2016; BRASIL, 2020). Ja o
diagnostico parasitologico € realizado pela busca de formas amastigotas do parasita em
material bioldgico, obtido preferencialmente da medula 6ssea, do linfonodo ou do baco
(BRASIL, 2016).

Na leishmaniose cutdnea e mucocutanea, a manifestacdo clinica associada a testes
parasitoldgicos confirma o diagndéstico (WHO, 2020a). Em todos os casos, é desejavel que o
diagnostico de leishmaniose seja confirmado pelo achado do agente etiolégico ou seu
antigeno, ou ainda da amostra obtida da lesdo. Quando essas abordagens falham, testes
imunolégicos sdo usados para fornecer parametros indiretos para o diagnostico (GOTO;
ANGELO, 2014). No Brasil, o diagnostico laboratorial é realizado por exames
parasitologicos, imunologicos e moleculares. O parasitologico é feito por meio de pesquisa de
formas amastigotas em esfregaco da lesdo ou imprint de fragmentos de tecido do paciente; o
imunoldgico, por Intradermorreacdo de Montenegro, sorologia por imunofluorescéncia ou
ELISA; e o molecular, por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

E recomendada a confirmacdo do diagndstico por método parasitoldgico antes do
inicio do tratamento, especialmente naqueles casos com evolucgdo clinica fora do habitual
e/ou ma resposta a tratamento anterior (BRASIL, 2017b). O diagnostico pelo método
parasitologico demonstra a presenca do parasita atraves da visualizacdo das formas
amastigotas em material de biopsia ou a ampliagdo do DNA do parasita por PCR; bem como
pode ser realizado o cultivo em meios de cultura ou inoculacdo das biopsias em animais de
laboratdrio (GOTO e ANGELO 2014). Os resultados podem ser obtidos apo6s algumas horas,
dias até semanas, dependendo da metodologia utilizada e estrutura laboratorial (BRITO et al.,
2020).
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Na pesquisa de Kumari et al., (2021) é abordado sobre os avancos recentes nos
métodos moleculares de diagnostico para leishmaniose, como por exemplo: a citometria de
fluxo, protedmica e nanodiagnostico. A citometria de fluxo é um método soroldgico benéfico
por sua aplicabilidade clinica em centros de saude e laboratorios de pesquisa por serem
rapidos, precisos e reprodutiveis (KER et al., 2013); é um método conveniente para avaliar
expressao de proteinas, viabilidade celular, morte celular apoptotica, interacfes célula-célula
e aprimoramento celular (ABRAHAM e AUBERT, 2016). A prote6mica trata-se da analise
de todos os complexos proteicos expressos em um organismo, tecido ou célula em um
determinado estado de condicbes (YU, STEWART, VEENSTRA, 2010). Esses
complementos proteicos complexos sdo geralmente analisados por tecnologia baseada em
espectrometria de massa, que permite a analise da abundancia de proteinas, modificacoes
pos-traducionais, interacdes de proteinas, estrutura e distribuicdo de proteinas dentro da
célula (YU, STEWART, VEENSTRA, 2010). Ja o nanodiagnéstico € uma ferramenta de
biologia molecular que pode oferecer vantagem sobre diagndsticos convencionais para a
rapida deteccdo e quantificacdo dos parasitas; sdo ferramentas geralmente empregadas devido
a biocompatibilidade com vérios biomarcadores conhecidos, sequéncias de nucleotideos e

componentes celulares existentes em dimensdes de nanoescala (GEDDA et al., 2021).

3.6 TRATAMENTO

As decisdes para a escolha do tratamento devem ser individualizadas, considerando
a forma de leishmaniose, a espécie de Leishmania que causou a doenca, a gravidade do caso e
a salde subjacente do paciente (CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION, 2020c). Além disso, a OMS preconiza o regime de tratamento por ordem de
preferéncia, considerando os paises, 0s tipos de leishmaniose e a espécie do parasita. De
modo geral, a leishmaniose € tratada com anfotericina B lipossomal, desoxicolato de
anfotericina B, miltefosina, paromomicina, isotionato de pentamidina, antimoniais
pentavalentes e uma combinacéo destes farmacos (Figura 8) (ULIANA et al., 2018; WHO,
2020Db). A terapia combinada consiste no uso de dois ou mais medicamentos com o objetivo

de aumentar o espectro de atividade e eficacia terapéutica (ULIANA et al., 2018).
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Figura 8 - Formulas estruturais dos principais farmacos utilizados no tratamento da
leishmaniose.
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Fonte: Adaptado de Baland-Fouce et al. (1998), Berman (2008) e Frézard et al. (2008)

Nas Américas, o tratamento é preconizado com base no documento da Organiza¢do
Pan Americana da Saude (OPAS), que envolve diferentes esquemas terapéuticos, isolados ou
em combinacdo (OPAS, 2015; OPAS, 2019a). No Brasil, o farmaco de primeira escolha para
o tratamento de leishmaniose cutanea € o antimonial pentavalente, com excecdo dos pacientes
coinfectados com HIV e gestantes; se ndo houver resposta satisfatoria com este tratamento, 0s
farmacos de segunda escolha sdo a anfotericina B e o isotionato de pentamidina (BRASIL,
2017b). Para leishmaniose visceral, recomenda-se 0 antimoniato de N-metil glucamina como
farmaco de primeira escolha, exceto em algumas situacdes, nas quais se recomenda 0 uso da
anfotericina B, prioritariamente em sua formulacéo lipossomal. A anfotericina B € a Unica

opcdo no tratamento de gestantes e de pacientes que tenham contraindicagbes ou que
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manifestem toxicidade ou refratariedade relacionada ao uso dos antimoniais pentavalentes
(BRASIL, 2016). As principais formas da manifestacdo clinica de leishmaniose e 0s

tratamentos recomendados sdo descritos no Manual de procedimentos para vigilancia e

controle das leishmanioses nas Américas (Quadro 3).

Quadro 3 - Manifestacdes clinicas e tratamentos dos diferentes tipos de leishmaniose.

Tipo de Local de acometimento e manifestacdes Tratamento
leishmaniose clinicas
Visceral Sistémico. Febre, perda de peso, astenia, | Anfotericina B liposomal,
hepatoesplenomegalia, anemia. antimoniais pentavalentes e
anfotericina B desoxicolato.
Cutanea Ulceras na pele com fundo limpo, cor de | Termoterapia, antimoniais
(localizada) rosa, arredondadas, bordas regulares e | pentavalentes, miltefosina,
elevadas, indolor, com base endurecida. isotionato de  pentamidina,
cetoconazol, anfotericina B e
anfotericina B lipossomal.
Cutanea Afeta diferentes segmentos da pele, com | Antimoniais pentavalentes,
disseminada multiplas lesdes papulares com aparéncia | anfotericina B e anfotericina B
de acne. lipossomal.
Cutanea difusa | Aparecem papulas em segmentos do | Antimoniais pentavalentes,

corpo, que podem se estender a outras
partes, com lesGes nodulares.

anfotericina B lipossomal,
isotionato de pentamidina e
anfotericina B desoxicolato.

Cutanea Lesdes crbnicas na pele circunscritas e | Seguir as orientacbes de

atipica néo ulceradas. tratamento de leishmaniose
cutanea de cada pais.

Mucocutanea | Afeta a mucosa do septo nasal, boca e | Antimoniais pentavalentes +

garganta. A lesdo pode perfurar o septo
nasal.

pentoxifilina, antimoniais
pentavalentes, anfotericina B

lipossomal, isotionato  de
pentamidina e anfotericina B
desoxicolato.

Fonte: Adaptado de OPAS (2019)

A maioria desses medicamentos apresenta limitacdes (ULIANA et al., 2018), como
o tratamento a longo prazo, alto custo, administracdo parenteral dolorosa, baixo indice
terapéutico, efeitos indesejados (cardiotoxicidade, pancreatite, hepatite, nefrotoxicidade,
nausea, vomito) e resisténcia (FIELD et al., 2017). Sobretudo, os antimoniais pentavalentes
ndo sdo medicamentos seguros e sdo reduzidos a formas trivalentes mais toxicas, o que pode
resultar nos efeitos colaterais observados nos pacientes (BALANA-FOUCE et al., 1998). A
resisténcia aos antimoniais € um problema crescente, principalmente nas espécies
antropondticas de Leishmania, e estd associada ao uso de tratamentos incompletos (OPAS,

2015).
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Além dos tratamentos convencionais, avancos recentes tém sido verificados como
novas estratégias na terapéutica da leishmaniose (KUMARI et al., 2021): terapia combinada
(ANDRADE-NETO et al., 2021), reaproveitamento de farmacos (novos usos clinicos de
medicamentos aprovados) (BUSTAMANTE et al., 2019), nanoterapia (BAHRAMINEGAD,
et al., 2021), terapia modulada pelo hospedeiro (pode amplificar o sistema imunol6gico do
corpo do hospedeiro ou modular a resposta inflamatoria) (DE BARROS et al., 2018) e
peptideos antimicrobianos (causam despolarizacdo, ruptura da permeabilidade da membrana
plasmética e a morte celular programada) (ASADI et al., 2020).

Apesar de anos de esforgos com pesquisas na area de producao de vacinas, nenhuma
estd atualmente disponivel contra a leishmaniose humana; em um cenario de vacina
profilatica, questdes importantes sobre o papel na formagdo do imunidade protetora
permanece em investigacdo (VOLPEDO et al., 2021). O estudo de Le Rutte et al., (2020)
utilizou um modelo matematico de transmissdo para prever o impacto de diferentes
candidatos a vacinas na transmissdo e incidéncia humana de leishmaniose visceral no
subcontinente indiano. Neste estudo foi constatado que o desenvolvimento de imunidade
protetora leva a redugdo mais rapida na incidéncia de leishmaniose visceral, e que embora as
vacinas ainda nao estejam disponiveis para implementacdo, os resultados apoiam fortemente
0 seu desenvolvimento continuo, dado o impacto potencialmente substantivo sobre a
transmissdo, diminuindo a incidéncia em nivel populacional (LE RUTTE et al., 2020).

Diferentes vacinas foram desenvolvidas ao longo dos anos como possiveis
candidatas em ensaios clinicos, incluindo estudos com parasitas mortos ou vivos atenuados,
proteinas recombinantes e vacinas de DNA (SRIVASTAVA et al., 2016). Nesta pesquisa, 0s
autores compilaram 25 estudos sobre os diferentes tipos de vacinas testadas para
leishmaniose, abrangendo o antigeno, tipos da doenca, tipo de vacina, modelo utilizado e o
resultado das pesquisas. Além disso, sdo ressaltados os possiveis motivos pelo qual ainda ndo
ha vacina disponivel: pouco interesse por parte das industrias, falha da vacina em conferir a
imunidade, adequacao do adjuvante a ser utilizado na formulacdo (seguranca e estabilidade) e
as diferengas na dinamica de viruléncia das especies de Leishmania (diversas manifestacoes
clinicas) (SRIVASTAVA et al., 2016).

3.6.1 Compostos evidenciados na literatura com potencial atividade leishmanicida

A guimica medicinal, aliada as abordagens computacionais, tem sido empregada na

descoberta de compostos promissores para o tratamento da leishmaniose, sendo, na maioria
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compostos sintéticos, como também outros oriundos de fontes naturais e semi-sintéticos
(SANTOS et al., 2020).

No estudo de Gupta et al. (2021) os autores resumiram varias estratégias sintéticas
relatadas nos ultimos anos reportando agentes heterociclicos com atividade anti-leishmania
(triazdis, chalconas, cromona/cromanonas, tiazois, tiossemicarbazonas, indol, quinolinas,
entre outros); foram descritos os potenciais farmacoldgicos dos compostos sintetizados
juntamente com aspectos de relagdo estrutura-atividade. Os autores concluiram que a maioria
dos compostos tende a induzir a produgdo de espécies reativas de oxigénio, causando danos
aos parasitas; 0s agentes anti-leishmania destacados atuam interagindo com diferentes alvos,
incluindo pteridina redutase 1, diidrofolato reductase, metionina aminopeptidase 1, proteina
quinase ativada por mitdgeno, entre outros (GUPTA et al., 2021).

Vérios metabolitos secundérios (Figura 9) foram investigados e demonstraram
potencial atividade leishmanicida, como por exemplo, os alcaloides (6), flavonoides (7),
quinonas (8), terpenoides (9), cumarinas (10), esteroides (11) e cromanonas (12, 13 e 14)
(CALLA-MAGARINOS et al., 2009; NASCIMENTO et al., (2007; FERREIRA et al., 2010;
LIMA, et al., 2018; INACIO et al., 2019; APARECIDA et al., 2019; PHAKEOVILAY et al.,
2019; CASTRO et al., 2020).
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Figura 9 - Moléculas com atividade leishmanicida descrita na literatura.

AN
»
T "“@Q
2-fenilquinolina (6) }\E;[ Lapachol (8)

-)-Epigalocatequina 3- O -galato (7)

OH
HO
HO™ & HaCO 0o
HOT]
0]
, Escoparona (10) OH  Aurelianolida B (11)
Acido medicagénico (9)
o)
[e) (0]
NS S - NH 0
oO._0 O o_0 O
2,2-dimetil-6-((octilamino)metil)croman-4-ona (12) H\i/ X
OH OH
uniflorol-A (13) uniflorol-B (14)

Fonte: Adaptado de (CALLA-MAGARINOS et al.. 2009; NASCIMENTO et al. (2007); FERREIRA et al.,
2010; LIMA, et al., 2018; INACIO et al., 2019; APARECIDA et al., 2019; PHAKEOVILAY et al., 2019;
CASTRO et al., 2020.

Na literatura sdo encontrados varios exemplos de metabolitos isolados de espécies
de plantas utilizadas pelos povos indigenas na etnomedicina, havendo interesse em
compostos heterociclicos oxigenados (CASTRO et al., 2020). Além disso, o trabalho
realizado por Sandjo et al. (2016) testou in vitro seis produtos naturais isolados e
combinados, onde descobriram que a presenca do sistema heterociclico oxigenado melhorava
a atividade leishmanicida quando comparada a sistemas alifaticos oxigenados.

O estudo de Da Silva et al. (2018) mostrou o potencial dos produtos naturais
utilizados na medicina tradicional na regido amazbnica brasileira como agentes
leishmanicidas, incluindo espécies pertencentes as familias Annonaceae, Bignoniaceae,

Caesalpiniaceae, Clusiaceae, Euphorbiaceae, Malpighiaceae e Piperaceae; varios compostos
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produzidos por plantas apresentaram alta seletividade e induziram a morte do parasita em
baixas doses sem citotoxicidade para as células hospedeiras. Desta forma, a investigagdo com
foco em compostos bioativos oriundos de plantas medicinais se mostra um caminho

promissor.
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4 CROMANONAS DO TIPO Calea spp. COMO INSPIRACAO PARA A OBTENCAO
DE COMPOSTOS BIOATIVOS COM POTENCIAL PARA A ATIVIDADE
LEISHMANICIDA.

Compostos com atividade leishmanicida podem ser encontrados no género Calea, e
em especies como C. uniflora (AMARAL et al., 2017). Esta espécie (Figura 10) € uma
angiosperma nativa do Brasil pertencente a Familia Asteraceae, de ocorréncia no Centro Sul,
Sudeste e Sul do Brasil (FLORA DO BRASIL EM CONSTRUCAO, 2020; RAMOS et al.,
2016). E uma erva terricola, conhecida popularmente como arnica da praia. E amplamente
utilizada com fins medicinais pela populacdo do sul de Santa Catarina, principalmente para

cicatrizacdo, hematomas, dor muscular e resfriado (RAMOS et al., 2016).

Figura 10 - Calea uniflora em seu habitat natural (foto realizada em dunas no
Bairro Pedreira, Balneario Rincdo, SC).

Fonte: CARDOSO, 2019.

Na literatura encontram-se evidéncias cientificas de algumas atividades bioldgicas
da espécie C. uniflora, dentre elas destacam-se: citotoxica e antinociceptiva (extrato bruto e
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fracdes) (NICOLAU-TORRES et al., 2016), tripanocida e antifingica (NASCIMENTO et
al., 2004; LIMA et al., 2015) e leishmanicida (NASCIMENTO et al., 2007).

Lima et al. (2015) identificou nove compostos fendlicos em C. uniflora:
neurogenina, cafeina de etila, buteina, orobol, a-hidroxi-buteina, &cido cafeico, buteina 4 'O-
glucopiranosil, quercetina 3-O-glucopiranosil e acido 3,5-di-O-cafeoilquinic. Estes
compostos foram isolados das fracdes de diclorometano e acetato de etila a partir das folhas,
no intuito de investigar a atividade leishmanicida e tripanocida. Dentre os resultados, foi
verificado a atividade tripanocida para trés compostos (LIMA et al., 2015).

O estudo de Nascimento et al. (2007) demonstrou atividade leishmanicida de
cromanonas isoladas do xilopodio de C. uniflora. Os compostos substituidos na posicdo 6
foram denominados uniflorol-A (13) e uniflorol-B (14) (Figura 9). Estes compostos foram
testados de maneira combinada, e inibiram o crescimento de L. major em concentracdes de
100, 50 e 25 pg/mL (NASCIMENTO et al., 2007).

Além disso, o estudo realizado por Cardoso (2019), sintetizou uma série de
compostos com base na estrutura do uniflorol-A e uniflorol-B, onde foram realizadas
modificacOes estruturais com o proposito de potencializar a atividade leishmanicida in vitro.
Dentre os compostos sintetizados, trés demonstraram resultados promissores (Figura 11).
Cabe ressaltar que foram realizadas andlises in silico frente a toxicidade, onde o composto 15
mostrou risco médio como irritante, e baixo risco em relacdo aos parametros mutagénicos,
tumorigénicos e efeito reprodutivo; ja o 16 apresentou alto risco mutagénico e médio risco
em relacdo aos demais parametros avaliados. O melhor resultado foi encontrado com o
composto 17, com ICso de 7,3 pg/mL, e baixo risco de toxicidade. Estes resultados
evidenciam a necessidade da continuidade de estudos com vistas a otimizar a agdo destas
moléculas.

Figura 11 - Compostos sintetizados com potencial atividade leishmanicida.
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Fonte: Adaptado de Cardoso (2019).
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Além disso, outro estudo também buscou melhorar a atividade dos uniflorois A e B,
e evidenciaram que o composto (12) (Figura 12) apresentou atividade frente as formas

amastigotas axénicas e amastigotas intracelulares (CASTRO et al., 2020).

Figura 12 - Cromanona sintetizada com atividade leishmanicida.
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Fonte: Castro et al. (2020).

As cromanonas possuem diversidade quimica e sdo importantes intermediarios na
obtencdo de novos prot6tipos na busca de moléculas bioativas para o desenvolvimento de
novos farmacos (EMAMI; GHANBARIMASIR, 2015). S&o compostos heterociclicos
oxigenados que possuem a estrutura basica dos benzopiranos; sendo estes formados por
benzeno fundido a um anel furano (Figura 13) (ELLIS, 1977). Dependendo do nivel de
saturacdo e oxidacdo, os benzopiranos podem ser classificados em diferentes tipos (Figura
14) (ELLIS, 1977).

Figura 13 - Tipos de benzopiranos.

1-Benzopirano (18) 2-Benzopirano (19)

Fonte: Adaptado de Ellis (1977).
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Figura 14 - Estruturas de benzopiranos
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Fonte: Adaptado de Ellis (1977).

As pesquisas com derivados de 4-cromanona (24) sdo importantes na area de
quimica medicinal, uma vez que desempenham papel importante como estruturas basicas na
sintese de novos compostos com bons rendimentos (NIBBS; SCHEIDT, 2012; DIANA et al.,
2021). Apresentam variedades estruturais e estdo presentes em diferentes tipos de
compostos, tais como: flavanonas (KHAN et al., 2014), isoflavonas (KRIZOVA et al., 2019),
espirocromanonas (GHATPANDE et al., 2020), entre outros.

Estruturas de 4-cromanonas podem ser obtidas através de diferentes estratégias
(EMAMI e GHANBARIMASIR, 2015). A condensacdo aldolica de 2-hidroxiacetofenonas
com aldeidos pode ser realizada para a obtencdo 4-cromanonas; esta reacdo foi realizada por

Fridén-Saxin et al. (2012) usando irradiagdo por micro-ondas (Esquema 1).
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Esquema 1 - Sintese de 4-cromanonas via condensacdo alddlica de 2-hidroxiacetofenonas
com aldeidos.
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Fonte: Adaptado de Fridén-Saxin et al. (2012).

Zhong et al. (2011) realizaram a sintese de 4-cromanona por meio da adigdo de
Michael em duas etapas; a rota sintética foi iniciada a partir de fendis com acrilonitrila e terc-

butanol na presenca de potassio (Esquema 2).

Esquema 2 - Rota sintética para a sintese de 4-cromanona atraves da adicdo de Michael.

N 1. TOH, TFA O
X CN
| N | N | A
R— P R_I R—r P
_
OH o)
K2COs3 © 2. H,0
t-BUOH
30 31 32

Fonte: Adaptado de Zhong et al. (2011).

Outra estratégia é a sintese a partir de derivados de 3-fenoxipropanoato de etila,
onde a formacdo de de 4-cromanonas ocorre pela ciclizacdo eletrofilica de derivados de 3-
fenoxipropanoato de etila usando acido trifilico (TfOH) sob condicdo de refluxo (Esquema 3)
(ROY et al., 2003).
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Esquema 3 - Sintese de 4-cromanonas a partir de derivados de 3-
fenoxipropanoato de etila

fO 0
TfOH
R Q N
A > R
o OEt Refluxo, 3h e

33 34

Fonte: Adaptado de Roy et al. (2003).

Além da investigacdo de cromanonas na area de quimica medicinal, ha estudos que
se dedicaram a verificacdo da atividade biologica destes compostos e seus analogos (EMAMI
e GHANBARIMASIR, 2015; GHATPANDE et al., 2020; ZAMAN et al., 2021). A revisédo
de Kamboj e Singh (2021) mostrou a literatura disponivel até 2020 sobre os derivados de 4-
cromanonas e suas atividades farmacologicas, dentre as quais sdo destacadas:
anticancerigena, inibidores do fator de necrose tumoral, antidiabética, antioxidante,
antimicrobiana, antifingica, antiviral, inseticida, espasmolitica, analgésica, anti-inflamatéria,
anti-leishmania, entre outras.

Considerando o potencial das cromanonas na investigacdo de novos compostos com
atividade leishmanicida, o composto uniflorol-B (14) e seus analogos do tipo Calea spp. sdo
foco de investigacOes pelo LaPlaM/UNESC, especialmente na &rea de sintese moléculas
bioativas, sendo esta linha de pesquisa bem consolidada pelo laboratorio. A escolha pelo
uniflorol-B se justifica por este composto apresentar estrutura trans, sendo este mais estavel
que seu isémero cis (uniflorol-A). Neste sentido, no intuito de continuar a pesquisa iniciada
com as cromanonas por Cardoso (2019) no LaPlaM/UNESC, os avangos na area de sintese

total do composto uniflorol-B e seus andlogos sdo mostrados a seguir.

4.1 RESULTADOS E DISCUSSAO DA SINTESE TOTAL DO UNIFLOROL-B E SEUS
ANALOGOS

Um dos objetivos deste trabalho foi obter o composto uniflorol-B (14) (Figura 15),
sendo primeiramente isolado e identificado por Nascimento et al., (2007) a partir de C.
uniflora. Com a proposta de obter esse mesmo composto atraves de sintese total, Cardoso
(2019) prop6s uma rota sintética, no entanto, esta ndo foi possivel ser concretizada pelos

métodos empregados. Portanto, o presente trabalho prop6s modifica¢fes para que a sintese do
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composto uniflorol-B fosse concretizada, sendo este objetivo concluido com éxito e de modo
inédito.

Figura 15 - Composto uniflorol-B sintetizado

o)

OH

Uniforol-B (14)

Fonte: Da Autora (2022).

Para sintetizar o composto uniflorol-B e seus analogos utilizou-se métodos classicos,
como o rearranjo de Fries seguido de condensacdo para a formacdo do ndcleo basico da
cromanona. A rota sintética completa (Esquema 4) foi constituida de sete etapas, partindo da
molécula 4-hidroxiacetofenona (35). As primeiras cinco etapas foram desenvolvidas com
éxito no LaPlaM/UNESC por Cardoso (2019), portanto, a partir desse resultado, estas etapas
foram reproduzidas no presente trabalho, sendo elas: 1) acetilacdo; Il) rearranjo de Fries; I11)
ciclizacao; IV) reducdo e V) esterificacdo. A estratégia utilizada para a concretizar a sintese
do uniflorol-B foi a realizagdo das duas etapas seguintes: VI) Morita-Baylis-Hilman e VII)
isomerizacao, via bromacao, seguido de transformacdo do Bromo intermediario em alcool
primario, sendo estas etapas desenvolvidas em colaboracdo com a Université de Rennesl

(Franca).
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Esquema 4 - Rota sintética realizada para a sintese do uniflorol-B.

o OH
(CH5C0),0, Et;N i AlCI,
O —_—
o)

DCM, t.a, 3h 0 140°C, 2h ¢
36 (99%) 37 (77%)
Acetona
; 0
[bmim]Br, morfolina NaBH, o)
—_—
_—
95°C, &h o 0o MeOH, ta., 30min  OH o
38 (67%) 39 (38%)
o
==\
cocl CH4CHO
) (o]
DMAP, Et;N, DCM, 0°C = t.a N DABCO, MeOH, t.a

o]
40 (100%)

© o)
NBS
Z{ Me,S, 0°C— ta 0_0 O
%
OH OH

41 (40%)

O
O
@)

uniforol-B 14 (46%)

Fonte: Da Autora (2022).

A etapa |, ocorreu em temperatura ambiente por trés horas, utilizando-se como
reagentes anidrido acético, trietilamina e diclorometano (DCM), resultando no produto
acetilado (36) com 99% de rendimento. A reacdo de acilacdo com haletos de acila ou
anidridos de carboxilicos favorece a formacdo de éster de cadeia lateral (KRISTENSEN,
2015). O estudo de Cardoso (2019) realizou a mesma reacdo em condicdes semelhantes e
obteve 98% de rendimento do produto (36), assim como o estudo de Garcia et al. (1985), que
também obtiveram rendimento quantitativo utilizando anidrido acético.

O primeiro relato na literatura de acilacdo de compostos aromaticos ocorreu em
1873 (GRUCAREVIC e MERZ 1873, apud SARTORI e MAGGI, 2010) e forneceu a base
para uma das reacfes amplamente empregadas em quimica organica, a acilacdo de Friedel-
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Crafts (FRIEDEL; CRAFTS, 1877; SCHMIDT et al., 2017), sendo esse método utilizado
para preparar ampla gama de cetonas aromaticas, e especialmente fenodis C-acilados
(BENSARI; ZAVERI, 2003). ReacGes como a de Friedel-Crafts sdo cruciais na sintese de
compostos que envolvem varias etapas, tendo importancia do ponto de vista econdmico e
ambiental, pois permitem a construcdo de compostos-alvo com grande complexidade
estrutural (TIETZE; BEIFUSS, 1993; SARTORI; MAGGI, 2010).

A segunda etapa, que tratou-se do rearranjo de Fries, foi realizada com cloreto de
aluminio a 140°C, durante duas horas, sendo obtido o produto 37 com melhor rendimento
obtido de 77% nestas condicOes reacionais. O Rearranjo Fries permite a preparacdo de
acilfenois, sendo essa reagdo catalisada por &cidos de Brgnsted ou Lewis, tais como: HF,
AICls, BF3, TiCls ou SnCls (COMMARIEU et al., 2002). Os &cidos sdo usados em excesso,
especialmente os acidos de Lewis, uma vez que formam complexos tanto com os materiais de
partida como com os produtos; estes complexos s@o liberados posteriormente apos hidrolise,
levando a perda do catalisador (SARTORI; MAGGI, 2010). No estudo de Commarieu et al.
(2002) o acido utilizado na reacdo de rearranjo de Fries foi o acido metanossulfonico, um
acido biodegradavel e de facil manuseio, sendo destacada essa vantagem sobre o uso do
AICI3, que € corrosivo e reage violentamente com a agua.

O rearranjo de Fries € uma reacdo € orto/para seletiva, de modo que o sitio de
acilacdo pode ser regulado pela escolha da temperatura (PAUL; GUPTA, 2004), sendo obtido
maior rendimento na posi¢do orto em condigdes de altas temperaturas (SARTORI; MAGGI,
2006). Isso justifica a formacdo do produto (37) na posicdo orto na condicdo de 140°C,
considerando ainda que o material de partida (36) ja possuia um radical na posi¢do para do
anel.

A etapa Ill consistiu na ciclizacdo realizada através da condensacdo de Kabbe
(KABBE; WIDDIG, 1982). Nesta etapa, utilizou-se como meio reacional a acetona,
morfolina e liquido i6nico ([omim]Br) que foram mantidos em agitacdo por oito horas a
95°C. O melhor rendimento obtido nestas condicGes foi de 67%, sendo 0 mesmo o
encontrado por Cardoso (2019) nas mesmas condicGes reacionais.

A condensacdo de Kabbe é descrita na literatura para obtencdo de 4-cromanonas,
utilizando como material de partida o-hidroxiacetofenonas com aldeidos alifaticos e cetonas,
na presenca de pirrolidina (KABBE; WIDDIG, 1982). O estudo de Muthukrishnan et al.
(2009) realizou a primeira reacdo de condensacdo de Kabbe promovida por liquido i6nico na
sintese de bis-espirocromanonas catalisada por morfolina, onde obtiveram rendimento de

50% na condensacdo de 4,6-diacetil resorcinol com ciclohexanona. Os autores constataram
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que a morfolina foi a base que proporcionou maiores rendimentos, bem como ressaltaram as
vantagens da sintese: de facil processamento, a morfolina é fracamente bésica e de baixo
custo; enquanto o liquido iénico pode ser recuperado e reutilizado, sendo o método
ambientalmente favoravel (MUTHUKRISHNAN et al., 2009).

Ao contrario de outros solventes organicos volateis, os liquidos idnicos ndo possuem
pressdo de vapor e, portanto, ndo ha perda de solvente por evaporacdo (SARTORI; MAGGI,
2010). O liquido i6nico exerce funcdo importante na condensacdo de Kabbe devido a sua
inerente acidez de Bronsted/Lewis e alta capacidade de solvatacdo (JARIKOTE et al., 2003).
Durante a reacdo, seu proton altamente acido ativa o carbono carbonilico de 37, favorecendo
a ciclizacdo do intermediario para a formacdo do produto (38) (Figura 16)
(MUTHUKRISHNAN; BASAVANAG; PURANIK, 2009).

Figura 16 - Ciclizacdo de Kabbe com liquido i6nico

Fonte: Adaptado de Muthukrishnan; Basavanag; Puranik (2009).

A etapa IV da reacdo consistiu na reducdo da cetona alifatica ligada ao anel
aromatico. Utilizou-se como agente redutor o borohidreto de sédio (NaBHs) em metanol
(MeOH) durante 30 minutos, o que resultou no rendimento de 38% do produto 39.

A introducdo de um atomo de hidrogénio nucleofilico (hidreto H) a uma carbonila
pode ser realizada através de reagentes redutores (fontes de hidreto) disponiveis
comercialmente, destacando-se entre eles o hidreto de litio e aluminio (LiAlH4) e o
boroidreto de sédio (NaBHa); estes agentes redutores sdo bem conhecidos e comumente
usados em quimica organica (SANTOS; SEQUEIRA, 2015). A reducéo de aldeidos e cetonas
com estes reagentes produz alcodis primarios e secundarios respectivamente, com facil

purificacdo. No entanto, devido ao seu custo moderado em relacdo ao LiAlH4 e a facilidade
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de manipulacéo, o NaBH4 é preferencialmente empregado e a reagéo é facilmente executavel
(ALVES; VICTOR, 2010).

A descoberta do borohidreto de sddio como agente redutor em 1942 trouxe
mudangas importantes; apesar de sua conveniéncia, este reagente apresenta certas limitagoes:
necessidade essencial de usar solventes polares e préticos, nimero limitado de grupos que
podem ser reduzidos, baixa seletividade entre compostos carbonilicos e a taxa de reacao as
vezes é baixa (ZEYNIZADEH; TARIFEH, 2005).

O mecanismo mais aceito para a redu¢do com boroidreto de sédio é aquele que
envolve a complexacdo do oxigénio carbonilico com o Na*, tornando o carbono carbonilico
mais eletrofilico e, desta forma, facilita a transferéncia do hidreto; o alcoxido formado nesta
etapa de adicdo de hidreto transforma-se no mono-alcoxiboroidreto, ainda um agente redutor,
que pode reduzir outras moléculas de carbonilado. O tetra-alcoxiboroidreto é hidrolisado pelo
préprio solvente prético (normalmente alcoois) ou, entdo, pela adicdo de dgua ou cloreto de
amonio (menos comum), liberando o alcool (COSTA et al., 2003; ALVES; VICTOR, 2010).

A reacdo de reducdo usando o borohidreto de sodio leva a formagdo de uma mistura
racémica do alcool, conforme verificado por lurii et al. (2017). Sabe-se que a reducao de aril
cetonas para a formacéo de alcool pode ser alcancada por outros métodos, como por exemplo,
atraves de hidrogenacao catalitica (LEY et al., 2006). Véarios metais (Pd, Pt, Ru) tém sido
descritos para a reducdo catalitica seletiva de aril cetonas aos alcoois correspondentes; a
utilizacdo de Pd sob condigdes convencionais de hidrogenacdo catalitica (pressdo
atmosférica) é uma estratégia utilizada (LEY et al., 2006) para aumentar o rendimento.

A quinta etapa da rota sintética consistiu na esterificacdo do composto 39. Neises e
Steglich descobriram em 1978 que a adi¢cdo de N-(dimetilamino) piridina (DMAP) acelera a
esterificagdo ativada por N,N'-Diciclohexilcarbodiimida (DCC) de acidos carboxilicos com
alcoois ou tidis, de tal forma que a formacdo de produtos secundarios é suprimida, e ésteres
sdo formados com bons rendimentos a temperatura ambiente (NEISES, STEGLICH, 1978).
Entretanto, observa-se experimentalmente que os cloretos de acido ndo sdo facilmente
esterificados nas condi¢Ges de Steglich, ndo produzindo bons resultados, portanto, no
presente trabalho foi utilizado o cloreto de acriloila em solucdo de DCM, DMAP na presenca
de trietilamina por trés horas, que resultou no rendimento quantitativo. O cloreto de acriloila
€ um composto quimico que tem recebido atencdo desde o final do seculo XIX por ser um
composto intermediario reativo utilizado para a producdo de importantes acrilatos
(MOVSISYAN et al., 2016). O composto obtido nesta etapa (40) foi usado como substrato
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no proximo passo sem purificacdo. Foi observado que este intermediario € sensivel a
polimerizacdo, e em virtude disso, foi utilizado rapidamente na préxima etapa.

Na realizacdo da etapa VI da rota sintética utilizou-se a reagdo de Morita-Baylis-
Hillman (COELHO; ALMEIDA, 2000). O composto 40 foi colocado em solugdo com
MeOH, acetaldeido e DBCO (1,4-diazabiciclo [2.2.2.] octano) em temperatura ambiente por
5 dias, sendo obtido o rendimento médio de 40% do produto 41 nessas condi¢des reacionais.

A reacdo de Morita-Baylis-Hillman resulta na formacdo de uma ligagdo carbono-
carbono entre carbonos eletrofilicos sp? (geralmente um aldeido) e a posicdo o de uma olefina
contendo um grupo retirador de elétrons, ativada por um catalisador (DABCO) (COELHO;
ALMEIDA, 2000). Esta reacdo apresenta caracteristicas fundamentais para a eficiéncia de
um método sintético, pois é regio, quimio e estereosseletiva; é econémica, requer condi¢coes
brandas, forma moléculas polifuncionalizadas e importantes intermediarios sintéticos
(COELHO; ALMEIDA, 2000). Ademais, através da reacdo de Morita-Baylis-Hillman é
possivel obter derivados com atividade leishmanicida e baixa toxicidade contra macrofagos,
sendo os compostos de facil preparacao e prontamente disponiveis (VIEIRA et al., 2022).

A reacdo comeca com o DABCO (relativamente nucleofilico) sofrendo adicao
conjugada ao acrilato de etila, formando um enolato que pode entdo atacar o acetaldeido em
uma reacdo aldolica. As eliminacfes (E1) geralmente seguem reacdes aldolicas e levam a
produtos a, B-insaturados. Neste caso, porém, DABCO é um grupo de saida muito melhor do
que o grupo hidroxila, entdo a enolizacdo leva a perda de DABCO, formando o produto da
reacdo (CLAYDEN et al., 2012) (Figura 17).
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Figura 17 - Mecanismo da Reacéo de Morita-Baylis-Hillman.
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Fonte: Adaptado de Clayden et al. (2012).

A (ltima etapa (VII) consistiu na sintese do composto uniflorol-B através de
isomerizacdo, via bromacdo, seguido de transformagdo do Bromo intermediario em &lcool
primario. Foi colocado o N-Bromossuccinimida (NBS) em solucdo com DCM, e
posteriormente adicionado dimetilsulfeto (Me2S). A reagdo iniciou a 0°C e foi gradualmente
aumentando até 25 °C; foi realizada overnight e obteve-se rendimento de 46%.

Nesta reacdo, o NBS foi o reagente utilizado para formar o ion bromdnio (Br®)
(CLAYDEN et al., 2012). O NBS é um solido cristalino de facil manuseio e ideal para adicao
eletrofilica de bromo a alcenos; funciona fornecendo uma concentracdo muito pequena de Br»
em solugdo: uma pequena quantidade de HBr é suficiente para iniciar a reacdo e,
posteriormente, cada reacdo de adi¢do produz outra molécula de HBr, que libera mais Brz do
NBS (CLAYDEN et al., 2012). A bromacdo com NBS de substratos como alcoois e aminas,
seguida pela eliminacdo de HBr na presenca de uma base, leva formacdo do produto
(MATTOS et al., 1985).

A partir da analise e comparagdo com o estudo que isolou o uniflorol-B de C.
uniflora e serviu de inspiracdo para este trabalho (Nascimento et al., 2007), foi possivel
constatar que a sintese inédita foi concluida com éxito, pois os sinais de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio desta sintese total sdo semelhantes aos descritos por
Nascimento et al., (2007).
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4.1.1 Diversidade quimica obtida por esterificacao de Steglich.

Por meio da reacdo de Steglich (NEISES; STEGLICH, 1978) foi possivel inserir
diversidade quimica na posi¢do R1 no nucleo basico do composto 39, produzido ao final da
etapa 1V, de reducdo (Esquema 4), através da reacdo entre acido carboxilico e o alcool
sintetizado, catalisados por DCC e DMAP em DCM (Esquema 5).

Esquema 5 - Diversidade quimica proposta através da esterificacdo de Steglich.

o o
DCC, DMAP
_—

OH o DCM, refluxo OR4 o
50

39

Fonte: Da Autora (2022).

Nesta etapa, utilizou-se dois diferentes &cidos: acido 4-fenilbut-3-ndico (51) e &cido
trans-2,3-dimetil acrilico (52) (Figura 18).

Figura 18 — Estrutura quimica dos acidos utilizados.
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Fonte: Da Autora (2022).

Utilizando o meio reacional proposto (Esquema 5), o acido 51 foi mantido em
refluxo durante seis horas, onde obteve-se um rendimento de 45% do produto (53). Para o
acido 52 o meio reacional foi mantido em refluxo durante 48 horas, resultando em um
rendimento de 51% do produto (54) (Figura 19).
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Figura 19 - Compostos sintetizados por esterificacdo de Steglich.
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Fonte: Da Autora (2022).

A diversidade quimica através da esterificacdo de Steglich também foi obtida em
outra posicdo. Na etapa IV, de reducdo, utilizando NaBH4 (Esquema 4) observou-se a
reducdo da cetona ciclica (Figura 20), justificada pela baixa seletividade entre compostos
carbonilicos utilizando o boroidreto de sédio como redutor (ZEYNIZADEH; TARIFEH,
2005), além do tempo e da estequiometria da reacao.

Figura 20 - Composto obtido por reducédo da cetona
ciclica.
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Fonte: Da Autora (2022).

A partir desse resultado, desejou-se explorar essa via realizando a esterificagdo nesta

outra posic¢do (Figura 21) para posterior comparacao da atividade bioldgica.
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Figura 21 - Diversidade quimica proposta através da esterificacao de
Steglich na posicéo ciclica.
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Fonte: Da Autora (2022).

O composto utilizado nessa esterificacdo foi o acido 4-fenilbut-3-ndico (51),
mantido em refluxo durante seis horas, onde obteve-se rendimento de 91% do produto (57)
(Figura 22).

Figura 22 - Composto obtido por esterificacdo de

Steglich.
o]
0 0._0
57

Fonte: Da Autora (2022).

Na reacdo de Steglich, utilizada como estratégia para a obtencdo dos compostos 53,
54 e 57, primeiramente o &cido € ativado pela carbodiimida (DCC) para formar um
intermediario O-acilisoureia. Para a sintese do éster, a adicdo do DMAP é necessaria para
minimizar a formagéo do subproduto que é competitivo com o ataque nucleofilico do &lcool
ao intermediario O-acilisoureia. A migracdo acila intramolecular é lenta em compara¢do com
o0 ataque nucleofilico de grupos amino. Sob tais condi¢des, usando um excesso de DMAP, um
intermediario acil piridinio é formado, que entdo reage com o alcool para regenerar o DMAP
e formar o éster (Esquema 6) (LUTJEN et al., 2018).
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Esquema 6 - Mecanismo da reacdo de Steglich.
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Fonte: adaptado de Lutjen et al. (2018)

O estudo de McCourt e Scanlan (2019), também realizou a reacdo de esterificacdo
de Steglich e obteve bons rendimentos na formacdo de tioésteres a partir de acidos 5-
mercaptopentandicos.

Portanto, a sintese total resultou na obtencdo de sete compostos (Figura 23), sendo
concretizada a sintese inédita do uniflorol-B (14) e cinco analogos (40, 41, 53, 54 e 57) que
serdo avaliados frente a atividade leishmanicida e viabilidade celular. Em resultados
preliminares, os compostos 41 e 57 mostraram resultados promissores, que nos permitem a
continuidade da investigacdo da atividade biologica dessas moléculas frente a atividade

leishmanicida.
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Figura 23 - Uniflorol-B e seus analogos obtidos por sintese total.
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Fonte: Da Autora (2022).

4.2 AVALIACAO IN SILICO DOS COMPOSTOS SINTETIZADOS

4.2.1 Propriedades fisico-quimicas e predicdo de bioatividade

Os compostos obtidos (14, 39, 40, 41, 53, 54 e 57) foram analisados in silico pelo
software molinspiration (MOLINSPIRATION, 2022a) em relacdo as suas propriedades
fisico-quimicas e predigdo de bioatividade. O composto 39 € um intermediario da reagéo da
sintese do uniflorol-b (Esquema 4). Desta forma, mesmo ndo sendo um analogo obtido de
modo inédito, foi avaliado in silico para fins de comparagdo entre as diferentes diversidades

quimicas obtidas.
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A triagem em relacdo a bioatividade fornece um conjunto de dados tedricos que
podem indicar alguns alvos farmacoldgicos dos compostos quimicos em estudo (ARRUDA et
al., 2020). Os dados calculados no software molinspiration sdo baseados no modelo de
fragmentos. O célculo é feito através de uma soma de contribui¢des sobre a atividade dos
fragmentos da estrutura quimica, fornecendo pontuacao de atividade variando entre -3 e 3. De
modo geral, é relacionado a semelhanca entre as propriedades moleculares e caracteristicas
estruturais do ligante a ser analisado em relagcdo aos farmacos ja conhecidos; quanto maior o
valor da pontuacdo, maior também € a probabilidade de que a molécula esteja ativa
(MOLINSPIRATION, 2022b). Um “score” calculado acima de 0,00 sugere uma consideravel
atividade bioldgica para aquele alvo especifico, enquanto que valores de “score” entre -0,50 e
0,00 indicam moderada atividade bioldgica para o alvo e, um “score” abaixo de -0,50 sugere
inatividade frente ao alvo farmacolédgico considerado (receptor acoplado a proteina G,
modulador de canal i6nico, inibidor de quinase, ligante de receptor nuclear, inibidor de
protease e inibidor enzimatico) (HUSAIN et al., 2016).

Além disso, através do software molinspiration é possivel calcular as propriedades
fisico-quimicas para solubilidade e permeabilidade do farmaco: coeficiente de particdo
agua/octanol (logP), area e superficie polar topoldgica (ASPT), nimero de atomos (N
atomos), massa molecular (MM), aceptores de ligagcdes de hidrogénio (ALH), doadores de
ligacBes de hidrogénio (DLH), nimero de ligacOes rotativas (Nrotb) e volume. Com estes
parametros é possivel verificar se 0s compostos se enquadram nas regras de Lipinski et al.
(2001). De acordo com esta regra, a maioria dos compostos que se assemelham aos farmacos
tém logP < 5, peso molecular < 500, nimero de aceptores de ligagdes de hidrogénio < 10 e
numero de doadores de ligagdes de hidrogénio < 5. O composto quimico pode apresentar
apenas uma violagdo a um destes parametros para ser um possivel candidato a farmaco.

Dentre as caracteristicas desejadas para um novo candidato a farmaco pode-se
destacar: soltvel em &gua e, preferencialmente, biodisponivel por via oral (PICCIRILLO;
AMARAL, 2018). A biodisponibilidade pode ser definida como a taxa e a faixa de absorcéo
do ingrediente ativo, quando este se torna disponivel na circulagdo sistémica ou no local
desejado de ac&o do farmaco (VRANIKOVA; GAJDZIOK, 2015). De acordo com a tabela 4,
é possivel observar que todos os compostos atendem a regra de Lipinski, portanto,
apresentam boa predi¢éo de perfil de biodisponibilidade oral (LIPINSKI et al., 2001).

Em relacéo a bioatividade, a analise comparativa entre 0s compostos mostrou que o
53 apresentou 0 melhor resultado em trés alvos avaliados (ligante GPCR, modulador de canal

ibnico e inibidor de quinase); seguido do composto uniflorol-B (14), com melhor
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bioatividade evidenciada em dois parametros (ligante de receptor nuclear e inibidor
protease; cabe ressaltar que este composto apresentou resultados preliminares interessantes na
avaliacdo leishmanicida in vitro, e segundo a literatura, as proteases podem ser consideradas
alvos potenciais contra a leishmaniose, pois estdo envolvidas na invasdo do hospedeiro
tecidual, sobrevivéncia dentro dos macrofagos e modulacéo da resposta imune do hospedeiro
(MACHADO et al., 2019).

Tabela 4 - Propriedades fisico-quimicas e bioatividade estimadas pelo software
molinspiration.(continua)

Propriedades Compostos

avaliadas 14 39 40 41 53 54 57

LogP 2.78 1.95 3.23 2.90 4.89 4.02 4.89

ASPT 72.84 46.53 52.61 72.84 52.61 52.61 52.61

N atomos 23 16 20 23 27 22 27

MM 318.37 220.27 | 27432 |318.37 |364.44 |302.37 |364.44

ALH 5 3 4 5 4 4 4

DLH 1 1 0 1 0 0 0

N° violacdes 0 0 0 0 0 0 0

Nrotb 5 1 4 5 6 4 6

Volume 297.75 209.00 | 256.69 |298.09 |344.58 |289.49 |344.58
Bioatividade

Ligante GPCR | 0.26 -0.08 0.06 0.18 0.28 0.12 0.18

Modulador de | 0.01 0.01 -0.10 0.00 0.06 -0.02 -0.08

canal ibnico

Inibidor de | -0.53 -0.87 -0.70 -0.61 -0.25 -0.69 -0.28

quinase

Ligante de | 0.44 -0.01 0.19 0.35 0.30 0.42 0.22

receptor nuclear
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Tabela 4 - Propriedades fisico-quimicas e bioatividade estimadas pelo software

molinspiration. (concluséo)
Inibidor  de | -0.14 -0.37 -0.27 -0.12 -0.02 -0.31 0.03
protease

Inibidor 0.38 0.11 0.10 0.21 0.22 0.30 0.15
enzimatico

Fonte: Software molispiration, 2022. Legenda: coeficiente de particdo agua/octanol (logP), area e superficie
polar topolégica (ASPT), nimero de atomos (N atomos), massa molecular (MM), aceptores de ligacGes de
hidrogénio (ALH), doadores de ligacdes de hidrogénio (DLH), nimero de ligacGes rotativas (Nrotb), receptor
acoplado a proteina G (GPCR).

4.2.2 Predicéo de toxicidade

O software Osiris Property Explorer foi utilizado para avaliar a predicdo de
toxicidade dos compostos sintetizados. O programa Osiris prediz o risco da toxicidade aos
efeitos mutagénico, tumorigénico, irritante e efeitos sobre o sistema reprodutor. O processo
de previsao conta com um conjunto pré-computado de fragmentos estruturais que ddo origem
a alertas de toxicidade, caso sejam encontrados na estrutura (ORGANIC CHEMISTRY

PORTAL, 2022). Os resultados dos compostos avaliados sdéo mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 - Predicdo de toxicidade dos compostos sintetizados com destaque em cor 0S
que representam risco baixo, em cor vermelha referem alto risco para 0s parametros
avaliados.

Parametros Compostos

avaliados 14 39 40 41 53 54 57
Mutagénico *

Tumorigénico *

Irritante * * *

Efeito no *

sistema

reprodutivo

Fonte: ORGANIC CHEMISTRY PORTAL (2022).

O uniflorol-B (14) e trés analogos (39, 53 e 57) ndo apresentaram potencial toxico
em nenhum pardmetro na avaliacdo in silico. Cabe ressaltar que o composto 57 apresentou
resultados promissores na investigacdo preliminar de atividade leishmanicida in vitro. Ja o

outro composto promissor (41) apresentou potencial irritante. E observado na estrutura
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quimica deste composto, assim como nos outros verificados com potencial toxico (40 e 54), a
disponibilidade de ligacGes duplas em diferentes posi¢des. 1sso pode justificar o resultado
encontrado, pois segundo o estudo de Wu et al. (2013), a presenca de uma ligacdo dupla em
carbonos especificos foi crucial para a exibigdo dos efeitos toxicos observados em estruturas

de tricotecenos.
4.3 DADOS EXPERIMENTAIS DA SINTESE DO UNIFLOROL-B E SEUS ANALOGOS
4.3.1 Materiais e equipamentos

Todos os reagentes e solventes foram obtidos de forma comercial. Os compostos
foram purificados por cromatografia em coluna ou preparativa (silica gel 60) e as anélises de
cromatografia em camada delgada (CCD) foram realizadas em placas de aluminio Merck
Silica Gel 60 F254.

As analises espectroscopicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de
hidrogénio foram obtidas no equipamento Bruker 300 e 400 MHz. As analises de RMN de
carbono foram obtidas em 100 e 75 MHz. Os espectros foram analisados pelo software
Topspin. As analises de Espectrometria de Massa de Alta Resolucdo (EMAR) foram

realizadas com Iniozacdo por Electrospray (ESI).

4.3.2 Dados da sintese

4-acetilfenil acetato (36)

\n)ij/oY Dissolveu-se 4-hidroxiacetofenona (35) (10 g, 73,4 mmol, 1 equiv.)

O em diclorometano (50 mL). Posteriormente adicionou-se anidrido

o acetico (10,5 mL, 110,2 mmol, 1,5 equiv.) e trietilamina gota a gota
(11,2 mL, 80,35 mmol, 1,1 equiv.). A mistura reacional ficou em agitacdo em temperatura
ambiente. Ap6s da conversdo total do material de partida, foi adicionado solucéo saturada de
NaCl (50 mL) e a mistura reacional foi extraida com diclorometano (3x40 mL). A fragédo
organica foi seca com sulfato de sodio anidro e concentrada sob pressao reduzida. O residuo
foi purificado por cromatografia em coluna com concentragdes crescentes de ciclohexano:

acetato de etila. Fase mdvel da CCD: diclorometano: acetato de etila 9:1. Rendimento 99%;
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s6lido branco. RMN *H (400 MHz, CDCls): § = 7.92-7.89 (m, 2H-Ar), 7.13-7.09 (m, 2H-AXr),
2.51 (s, 3H), 2.24 (s, 3H); RMN 3C (400 MHz, CDCls): § = 196.83 (CO), 168.84 (COO0),
154.36 (C-Ar), 134.71 (C-Ar), 129.92 (2CH-Ar), 121.76 (2CH-Ar), 26.56 (CHs), 21.11
(CHa).

1,1'- (4-hidroxi-1,3-fenileno) dietanona (37)

Triturou-se 4-acetilfenil acetato (36) (13 g, 73 mmol, 1 equiv.) e

\”/O:; adicionou-se cloreto de aluminio anidro (39 g, 292 mmol, 4 equiv.). A
mistura reacional foi mantida a 140°C durante duas horas. Posteriormente

° ° resfriou-se o meio a 50°C. O tratamento foi realizado adicionando-se
lentamente uma mistura de 30% de HCI e 70% de agua e gelo para cada nove gramas de
AICI3 utilizado. Apos a adigdo de HCI e H20, a reagdo ficou em agitacdo durante 15 minutos
a 50°C. A mistura reacional foi extraida com acetato de etila (3x50 mL) e a fracdo organica
foi seca com sulfato de s6dio anidro e concentrada sob pressdo reduzida. O residuo foi
purificado por cromatografia em coluna com 100% de Diclorometano. Fase movel da CCD:
diclorometano: ciclohexano 7:3. Rendimento: 77%; solido amarelo. RMN H (400 MHz,
CDClg): 8 =12.59 (s, 1H), 8.34 (d, J = 2.26 Hz, 1H-Ar), 7.98 (dd, J = 8.78 Hz, 2.01 Hz, 1H-
Ar), 6.93 (d, J = 8.78 Hz, 1H-Ar), 2.63 (s, 3H), 2.51 (s, 3H); RMN 3C (100 MHz, CDCls): §
= 204.78 (CO), 195.65 (CO), 166.00 (COH-Ar), 136.28 (CH-Ar), 131.81 (C-Ar), 128.62
(CH-Ar), 119.18 (C-Ar), 118.54 (CH-Arr), 26.68 (CH3), 26.24 (CHa).

6-acetil-2,2-dimetilcroman-4-ona (38)

1,1 - (4-hidroxi-1,3-fenileno) dietanona (37) (0,9 g, 5,2 mmol, 1 equiv.)
foi misturado a um liquido i6nico ([omim]Br) (1,48 g, 6,76 mmol, 1,3
I J equiv.). Adicionou-se acetona (7,7 mL, 104 mmol, 20 equiv.) e

morfolina (0,9 mL, 10,4 mmol, 2 equiv.). A mistura reacional ficou em
refluxo a 95°C durante oito horas. O tratamento foi realizado adicionando-se solugéo saturada
de NaCl (50 mL) e o produto foi extraido com acetato de etila (3x25 mL). A fracdo orgénica
foi seca com sulfato de sdédio anidro e concentrada sob pressdo reduzida. O residuo foi

purificado por cromatografia em coluna (diclorometano: ciclohexano 7:3) e placa preparativa
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(ciclohexano: acetato de etila 8:2). Fase movel da CCD: diclorometano: ciclohexano 7:3.
Rendimento: 67%; sélido amarelo. RMN *H (400 MHz, CDCls): & = 8.37 (d, J = 2.26 Hz,
1H-Ar), 8.06 (dd, J = 8.78 Hz, 2.26 Hz, 1H-Ar), 6.94 (d, J = 8.78 Hz, 1H-Ar), 2.70 (s, 2H),
2.52 (s, 3H), 1.42 (s, 6H); RMN 3C (100 MHz, CDCls): § = 196.36 (CO), 191.75 (CO),
163.46 (C-Ar), 135.43 (CH-Ar), 130.21 (C-Ar), 128.17 (CH-Ar), 119.19 (C-Ar), 119.05 (CH-
Ar), 80.38 (C), 48.60 (CH), 26.62 (2CHa), 26.42 (CHs3).

6- (1-hidroxietil) -2,2-dimetilcroman-4-ona (39)

6-acetil-2,2-dimetilcroman-4-ona (38) (0,168 g, 0,77 mmol, 1 equiv.) foi
O diluida em metanol (20 mL). A mistura ficou em banho de gelo por 10
minutos. Adicionou-se borohidreto de sodio (0,0087 g, 0,231 mmol, 0,3
OH O equiv.). A mistura ficou em agitacdo em temperatura ambiente por 30
minutos. A extracao foi realizada adicionando-se 20 mL de H.O e acetato de etila (3x20 mL).
A fragdo organica foi seca com sulfato de sodio anidro e concentrada sob pressdo reduzida. O
residuo foi purificado por cromatografia em coluna (ciclohexano: acetato de etila 7:3). Fase
movel da CCD: ciclohexano: acetato de etila 7:3. Rendimento: 38%; liquido incolor. 1V
(puro): 3393, 1724, 1679, 1616, 1488, 1371, 1251, 1202, 1127, 930, 834, 569 cm!; RMN *H
(400 MHz, CDCI3): 6 = 7.74 (d, J = 2.3 Hz, 1H-Ar), 7.48 (dd, J = 8.5 Hz, 2.3 Hz, 1H-Ar),
6.85 (d, J = 8.5 Hz, 1H-Ar), 4.79 (q, J = 13.05 Hz, 1H), 2.63 (s, 2H), 1.41 (d, 3H), 1.37 (s,
6H); RMN C (100 MHz, CDCls): § = 192.8 (CO), 159.4 (C-Ar), 138.1 (CH-Ar), 133.8 (C-
Ar), 123.3 (CH-Ar), 119.6 (C-Ar), 118.6 (CH-Ar), 79.3 (C), 69.6 (COH), 48.8 (CH>), 26.5
(2CHa), 24.9 (CHj3).

1-(2,2-dimetil-4-oxocroman-6-il)etil acrilato (40)

0 6-(1-hidroxietil)-2,2-dimetilcroman-4-ona (39) (0,73 g, 3,32 mmol, 1
equiv.) foi colocado em solu¢do com diclorometano (10 mL). Depois
foi adicionado 4-dimetilaminopiridina (DMAP) 10 mg e trietilamina

OE/\ ’ (895 L, 6,40 mmol, 1,9 equiv.). Refrigerou-se a 0° por 10 minutos e
adicionou-se cloreto de acriloila (474,5 uL, 5,84 mmol, 1,8 equiv.) gota a gota. Depois da
adicdo completa, a reacdo ficou em temperatura ambiente por 3 horas. Adicionou-se agua
com gelo ao final da reacdo. A extracdo foi realizada com acetato de etila (3x10 mL). A fase

orgénica foi lavada com HCI (1M). Depois foi adicionado NaHCOs3 saturado e solucéo de
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NaCl saturada. A fracéo organica foi seca com sulfato de sddio anidro, filtrada e concentrada
sob pressdo reduzida. Rendimento: 100%; liquido incolor. RMN *H (300 MHz, CDCls): § =
7.87 (d, J = 2.3 Hz, 1H-Ar), 7.48 (dd, J = 8.6 Hz, 2.4 Hz, 1H-Ar), 6.90 (d, J = 8.6 Hz, 1H-
Ar), 6.42 (dd, J =17.3 Hz, J = 1.5 Hz, 1H), 6.13 (dd, J =17.3 Hz, J = 10.4 Hz, 1H), 5.91 (q, J
= 6.8 Hz, 1H), 5.82 (dd, J=10.4 Hz, J=1.5Hz, 1H), 2.71 (s, 2H), 1.56 (d, J = 6.6 Hz, 3H),
1.55 (s, 6H). RMN *C (75 MHz, CDCls): & = 192.5 (CO), 165.6 (COOR), 159.7 (C-Ar),
134.6 (C-Ar), 134.1, 131.1, 128.7 (C-Ar), 124.2 (C-Ar), 120.0 (C-Ar), 118.7 (C-Ar), 79.5
(C), 71.8 (COH), 48.9 (CH2), 26.8 (CHzg), 26.7 (CHz3), 22.05 (CHs). EMAR (ESI) m/z
calculado para [M+Na]" (C1sH1804Na) 297.1097, massa encontrada 297.1098.

1-(2,2-dimetil-4-oxocroman-6-il)etil 3-hidroxi-2-metilenobutanoato (41)

¢} 1-(2,2-dimetil-4-oxocroman-6-il)etil acrilato (40) (0,304 g, 1,10 mmol, 1
equiv.) foi colocado em solucdo com 0,1 mL de metanol. Foi adicionado
O._0 O o acetaldeido (56 pL, 1,10 mmol, 1 equiv.) e DBCO (0,115 g, 1,10

mmol, 1 equiv.) em temperatura ambiente e a reagdo permaneceu por 3
OH dias. Apos, foi adicionado HCI (1 M) e a extracdo foi realizada com
acetato de etila (3x5 mL). A fracdo organica foi seca com sulfato de magnésio anidro, filtrada
e concentrada sob pressdo reduzida O residuo foi purificado por cromatografia em coluna
(diclorometano: acetato de etila 95:5). Fase mével da CCD: diclorometano: acetato de etila
95:5. Rendimento: 40%. Oleo viscoso incolor. RMN *H (300 MHz, CDCl): 6 = 7.86 (d, J =
2.3 Hz, 1H-Ar), 7.48 (dd, J = 8.5 Hz, 2.3 Hz, 1H-Ar), 6.91 (d, J = 8.5 Hz, 1H-Ar), 6.25 (s,
1H), 5.93 (q, J = 13.05 Hz, 1H), 5.83 (m, 1H), 4.64-4.58 (m, 1H), 2.71 (s, 2H), 2.67 e 2.63 (d,
OH), 1.57 (d, 3H), 1.49 (s, 6H), 1.37 e 1.35 (d, 3H). RMN 3C (75 MHz, CDCls): EMAR
(ESI) m/z encontrado para [M+Na]" (C1sH2205Na) 341.1359, massa encontrada 341.1364.

(E)-1-(2,2-dimetil-4-oxocroman-6-1)etil 2-(hidroximetil)but-2-enoato (14)

o Foi colocado o N-Bromossuccinimida (NBS) (0,046 g, 0,26 mmol, 1,5

equiv.) em solugédo com 1mL de diclorometano, refrigerado a 0°C. Foi

O 0 O adicionado dimetilsulfeto (Me,S) (38 pL, 0,52 mmol, 3 equiv.) gota a
;@ gota em agitacdo por lhora a 0°. Adicionou-se 0 1-(2,2-dimetil-4-
~ OH oxocroman-6-il)etil 3-hidroxi-2-metilenobutanoato (41) (0,050 g, 0,16

mmol, 1 equiv.) e a temperatura foi foi gradualmente aumentando até a temperatura ambiente
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overnight. Foi adicionado NaHCOs saturado (3 mL) e a extracdo foi realizada com
diclorometano (3x2 mL). A fase organica foi lavada com agua (2x5 mL) e solucdo de NaCl
saturada (5 mL). A fracdo organica foi seca com sulfato de magnésio, filtrada e evaporada
sob pressdo reduzida. O composto foi colocado em solugdo com &gua (0,15 mL) e DMPU
(0,3 mL). Foram adicionados os acidos Na2HPO4 (0,049 g, 0,346 mmol) e NaH2PO4 (0,041 g,
0,346 mmol) e a mistura foi deixada em refluxo por 8 horas. Na sequéncia, foi adicionado
agua (2 mL) na temperatura ambiente e a extracdo foi realizada com éter dietilico (3x2 mL).
A fase orgénica foi lavada com 4gua e solugdo de NaCl saturada. A fragdo organica foi seca
com sulfato de magnésio, filtrada e evaporada sob pressao reduzida. O residuo foi purificado
por cromatografia em coluna em diclorometano: acetato de etila 95:5. Fase movel da CCD:
diclorometano: acetato de etila 95:5. Rendimento 46%. Oleo amarelo claro. RMN *H (300
MHz, CDCls): & = 7.86 (d, J = 2.3 Hz, 1H-Ar), 7.48 (dd, J = 8.6 Hz, 2.4 Hz, 1H-Ar), 7.02 (q,
J=7.3 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 8.6 Hz, 1H-Ar), 5.93 (q, J = 6.6 Hz, 1H), 4.35 (d, J = 6.6 Hz,
2H), 2.72 (s, 2H), 1,90 (d, J = 11.2 Hz, 3H), 1.60 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.46 (s, 6H). RMN *3C
(75 MHz, CDClz): 6 = 192.5 (CO), 166.8 (COOR), 159.8 (C-Ar), 141.0 (CH=), 134.5, 134.1,
132.0 (C-Ar), 124.1 (C-Ar), 120.0 (C-Ar), 118.8 (C-Ar), 79.5 (C), 72.1 (COH), 57.2 (CH>),
48.9 (CH2), 26.8 (CHz3), 26.7 (CH3), 22.1 (CHa), 14.4 (CHs). EMAR (ESI) m/z calculado para
[M+Na]* (C1sH2205Na) 341.1359, massa encontrada 341.1357.

1- (2,2-dimetil-4-oxocroman-6-il) etil 4-fenilbut-3-enoato (53)

o} Acido 4- fenilbut-3-noico (51) (0,055 g, 0,34 mmol, 2 equiv.) foi diluido
em diclorometano (4 mL). N,N'-Diciclohexilcarbodiimida (DCC) (0,070
O..0 O g, 0,34 mmol, 2 equiv) e 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (0,042 g, 0,34

mmol, 2 equiv.) foram adicionados a mistura. 6- (1-hidroxietil) -2,2-
dimetilcroman-4-ona (39) (0,039 g, 0,17 mmol, 1 equiv.) foi diluido em
diclorometano (4 mL) e adicionado a mistura anterior. A mistura final
ficou em refluxo a 48°C durante seis horas. A mistura reacional foi
filtrada, e ao filtrado adicionou-se solugéo saturada de NaCl (10 mL). A extracdo foi
realizada com diclorometano (3x10 mL). A fracdo orgénica foi seca com sulfato de sédio
anidro e concentrada sob presséo reduzida. O residuo foi purificado por cromatografia em
coluna (ciclohexano: acetato de etila 8:2). Fase movel da CCD: ciclohexano: acetato de etila
8:2. Rendimento: 45%; liquido amarelo. RMN H (400 MHz, CDCls): § = 7.87 (d, J = 2.4
Hz, 1H-Ar), 7.47 (dd, J = 8.7 Hz, 2.4 Hz, 1H-Ar), 7.38 — 7.29 (m, 5H), 6.90 (d, J = 8.6 Hz,
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1H-Ar), 6.48 (d, J =15.9 Hz, 1H), 6.28 (dt, J =15.9 Hz, J = 7.1 Hz, 1H), 5.87 (g, J = 6.6 Hz,
1H), 3.26 (d, J = 7.1 Hz, 2H), 2.71 (s, 2H), 1.54 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.45 (s, 3H), 1.44 (s,
3H).

1- (2,2-dimetil-4-oxocroman-6-il) etil 2-metilbut-2-enoato (54)

m Acido trans-2,3-dimetil acrilico (52) (0,054g, 0,54 mmol, 3 equiv.) foi
0.0 O diluido em diclorometano (4 mL). N,N'-Diciclohexilcarbodiimida (DCC)
;; (0,111g, 0,54 mmol, 3 equiv.) e 4-dimetilaminopiridina (DMAP) (0,066g,

0,54 mmol, 3 equiv.) foram adicionados a mistura. 6- (1-hidroxietil) -2,2-
dimetilcroman-4-ona (39) (0,04g, 0,18 mmol, 1 equiv.) foi diluido em diclorometano (4 mL)
e adicionado a mistura anterior. A mistura final ficou em refluxo a 48°C durante 48 horas. A
mistura reacional foi filtrada, e ao filtrado adicionou-se solucdo saturada de NaCl (10 mL). A
extracdo foi realizada com diclorometano (3x10 mL). A fracdo organica foi seca com sulfato
de sodio anidro e concentrada sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado por
cromatografia em coluna (ciclohexano: acetato de etila 8:2). Fase movel da CCD:
ciclohexano: acetato de etila 8:2. Rendimento: 51%; liquido incolor. RMN H (400 MHz,
CDCl3): 6 =7.86 (d, J = 2.4 Hz, 1H-Ar), 7.48 (dd, J = 8.7 Hz, 2.4 Hz, 1H-Ar), 6.92 — 6.82
(m, 1H), 6.89 (d, J = 8.6 Hz, 1H-Ar), 5.88 (g, J = 6.6 Hz, 1H), 2.71 (s, 2H), 1.83 (s, 3H), 1.78
(d, J=7.1 Hz, 3H) 1.53 (d, J = 6.6 Hz, 3H), 1.45 (s, 6H).

(E)-6-acetil-2,2-dimetilchroman-4-il 4-fenilbut-3-enoato (57)

0 Acido 4- fenilbut-3-noico (51) (0,055 g, 0,34 mmol, 2 equiv.) foi
diluido em diclorometano (4 mL). N,N'-
0 O. _O Diciclohexilcarbodiimida (DCC) (0,070 g, 0,34 mmol, 2 equiv) e

4-dimetilaminopiridina (DMAP) (0,042 g, 0,34 mmol, 2 equiv.)
foram adicionados a mistura. 6- (1-hidroxietil) -2,2-
dimetilcroman-4-ona (39) (0,039g, 0,17 mmol, 1 equiv.) foi
diluido em diclorometano (4 mL) e adicionado a mistura
anterior. A mistura final ficou em refluxo a 48°C durante seis horas. A mistura reacional foi
filtrada, e ao filtrado adicionou-se solugdo saturada de NaCl (10 mL). A extragdo foi
realizada com diclorometano (3x10 mL). A fracdo orgénica foi seca com sulfato de sédio

anidro e concentrada sob pressao reduzida. O residuo foi purificado por cromatografia em
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coluna (ciclohexano: acetato de etila 8:2). Fase movel da CCD: ciclohexano: acetato de etila
8:2. Rendimento: 91%; liquido amarelo claro. RMN H (dois conférmeros) (400 MHz, CDCls):
7.92-7.87 (m, 1H), 7.87-7,80 (m, 1H), 7.39-7.11 (m, 5H), 6.89-6.83 (m, 1H), 6.53 e 5.85 (d,
1H), 6.36-6.27 (m, 1H), 6.09-6.00 (m, 1H), 3.57-3.53 e 3.35-3.30 (m, 2H), 2.52 e 2.48 (s,
3H), 2.29 (dd, J = 14.2 Hz, 6.0 Hz, 1H), 2.02 (dd, J = 14.2 Hz, 6.6 Hz, 1H). 1.45 e 1.40 (s,
6H).
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4.4 CONCLUSAO PARCIAL

A rota sintética proposta com sete etapas para a sintese total do uniflorol-B foi
eficiente, resultando em sete compostos ao total, sendo cinco destes obtidos de forma inédita:
uniflorol-B (14) e cinco anélogos (40, 41, 53, 54 e 57). A anélise dos sinais de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio mostrou que o composto uniflorol-B obtido por sintese foi
semelhante ao isolado de C. uniflora.

A avaliacdo in silico das propriedades fisico-quimicas sugere que todos o0s
compostos apresentam boa predigdo de perfil de biodisponibilidade oral. O composto 53
apresentou o melhor resultado na avaliacdo de bioatividade; e na avaliacdo de toxicidade, um
dos compostos considerados mais promissores na investigacdo preliminar de atividade

leishmanicida (57) ndo apresentou potencial toxico em nenhum parametro.
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5 CONCLUSAO GERAL

O presente trabalho contou com dois principais objetivos acerca da tematica da
leishmaniose que foram alcangados com éxito: avaliagdo da disseminacdo da doenca em
ambientes urbanos associado a analise bibliométrica, assim como a sintese de compostos
(uniflorol-B e analogos) com promissora atividade leishmanicida.

A revisdo sistematica e bibliométrica analisou 304 estudos, e a partir desta pesquisa,
foi possivel concluir que os fatores associados a disseminacdo da leishmaniose em areas
urbanas estdo inter-relacionados, envolvendo questdes que perpassam pela relagdo meio
ambiente e salde: diferentes formas clinicas da doenca, desmatamento, presenca de vetores,
participacdo de diferentes reservatorios da doenca, ocupacdo desordenada do espaco
geogréfico, condicBes sanitarias precarias e questdes econdmicas que favorecem as
tendéncias migratérias humanas. A falta de diagnostico e a subnotificacdo de casos em
algumas regides € um fato, e a participacdo de cdes na disseminacdo da doenca em ambientes
urbanos estd bem discutida como parte da cadeia de transmissdo. A andlise bibliométrica
mostrou que a maioria dos estudos sobre o tema foram realizados no Brasil, seguido pelo Ir§,
que representam &reas endémicas de leishmaniose. O nimero de publica¢fes, em geral, tem
crescido ao longo dos anos, principalmente em 2021, sendo a maioria direcionada a area
epidemioldgica.

Com o intuito de buscar novas alternativas de compostos bioativos com atividade
leishmanicida, a rota sintética proposta no presente trabalho se mostrou eficiente. Contou
com sete etapas, onde foi possivel sintetizar o composto uniflorol-B de modo inédito e seus
analogos.

A avaliacdo in silico das propriedades fisico-quimicas sugere que todos os
compostos sintetizados apresentam boa predicdo de perfil de biodisponibilidade oral. A
avaliacdo in vitro preliminar de atividade leishmanicida sugere que dois dos compostos
sintetizados (41 e 57) devem ser melhor avaliados, sendo este resultado motivador para a

continuidade da investigagdo da atividade biologica dessas moléculas.
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ANEXO A - MEMORIAL DESCRITIVO

Iniciei minha trajetoria académica no ano de 2008, no curso de farmacia da
Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC). Escolhi o curso de farmécia apds
verificar as areas de atuacdo do farmacéutico, sendo atraida pela area do conhecimento em
medicamentos e analises clinicas.

Quando iniciei, ndo fazia ideia do universo da pesquisa desenvolvida no campus.
Na verdade, eu ndo sabia como funcionavam grupos de pesquisa e que um académico poderia
estar envolvido no processo. Sempre imaginei 0 mundo da pesquisa como algo distante,
semelhante ao que via nos canais de comunicacao: cientistas nos seus laboratérios no exterior
divulgando seus achados.

Apds um ano estudando as disciplinas do curso de farmacia, cada vez mais me
encantava pelo meio farmacéutico, tendo a certeza que tinha feito a escolha certa, pois,
inicialmente, tinha davidas se deveria cursar farmacia ou fisioterapia.

Foi em 2009 que descobri o universo das plantas medicinais. Tive a oportunidade
de fazer parte do Grupo de Extensdo e Pesquisa em Plantas Medicinais (GEPPLAM) e
participar como bolsista de iniciagdo cientifica com auxilio financeiro do Fundo de Apoio a
Manutengdo e ao Desenvolvimento da Educacdo Superior (FUMDES). Nesse projeto, as
minhas atividades se dividiam em dois espacos: o Laboratério de Plantas Medicinais
(LaPlaM), coordenado pela prof. Dra. Patricia de Aguiar Amaral, e o projeto de extensdo
Fitoterapia Racional: aspectos etnobotanicos, taxonémicos, agroecoldgicos e terapéuticos,
coordenado pela professora Dra. Angela Erna Rossato.

No LaPlaM eram realizadas pesquisas nas areas de fitoquimica, toxicologia e
etnobotanica. Comecei a vivenciar o espaco do laboratorio, conhecer materiais, manipular
reagentes, produzir extratos, fazer tinturas, extrair 6leo essencial de plantas, o que me
encantava a cada dia! Ainda, comecei a aprender a fazer buscas de artigos cientificos em
bases de dados e compartilhar essas informagGes com o meu grupo nos seminarios que
faziamos semanalmente.

No projeto de extensdo, comecei a conhecer as literaturas cientificas que
certificam o uso racional das plantas medicinais. Elaborava materiais sobre a planta
medicinal estudada a cada més pelo projeto em colaboragcdo com a Pastoral da Salde.

Ser membro desse grupo me oportunizou a participagdo em eventos cientificos,

onde apresentei trabalhos referentes aos nossos resultados. Participei a cada ano da Semana
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de Ciéncia e Tecnologia da UNESC, Jornada Académica do curso de Farmacia e também da
Jornada Catarinense de Plantas medicinais (Floriandpolis e Criciima). Além disso, comecei a
desenvolver habilidades de falar em pablico ao apresentar 0os nossos resultados.

Em 2012, participei da realizacdo da obra intitulada: Fitoterapia Racional:
Aspectos etnobotanicos, taxonémicos, agroecoldgicos e terapéuticos, sob organizacdo de
Angela Erna Rossato, Melania de Mattia Pierini, Patricia de Aguiar Amaral, Roberto Recart
dos Santos e Vanilde Citadini-Zanette. Nesse livro, fui co-autora em trés capitulos sobre trés
plantas medicinais. Além disso, ajudei no processo de organizagdo do livro e formatacao.

Ainda nesse ano de 2012, no final da graduacéo, escolhi fazer meu trabalho de
conclusdo de curso com a planta medicinal Cunila microcephala, espécie ja estudada pelo
nosso grupo de pesquisa. Realizei a extracdo do Oleo essencial e avaliei a sua atividade
antimicrobiana. Esta etapa da pesquisa, aliada a colaboracdo com outro laboratério da
UNESC, culminou posteriormente na publicagdo do artigo: “Preliminary investigation on
phytochemical composition and biological activity of Cunila microcephala Benth”- Journal
of Medicinal Plant Research, 2014, sob autoria de Felisbino, A. S., Borges, M. S., Leffa, D.
D., Cardoso, P. S., Pich, C.T., Andrade, V. M. e Amaral, P. A.

Ao concluir a graduacao, eu tinha a certeza que queria continuar trabalhando na
area da pesquisa e realizar o mestrado. Ingressei em 2013 no Programa de pds-graduacao em
ciéncias Ambientais (PPGCA), onde continuei sob orientacdo da professora Patricia de
Aguiar Amaral e fui co-orientada pela professora Dra. Vanilde Citadini-Zanette. Minha
pesquisa foi desenvolvida na area de etnobotanica, uma das linhas de pesquisa do LaPlaM.
Neste periodo eu dividia minhas atividades no LaPlaM e como farmacéutica responsavel
técnica de uma farmacia de dispensagdo. Apds 8 meses do inicio do mestrado, consegui bolsa
de pesquisa pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa e Inovacdo do estado de Santa Catarina
(FAPESC), e entdo foi possivel dedicar minhas atividades exclusivamente ao laboratorio. Os
frutos da minha pesquisa de mestrado resultaram na publicacdo de um livro e um artigo,
respectivamente:

-BORGES, M. S. (Org); AMARAL, P. A.(Org.) ; CITADINI-ZANETTE, V.
(Org.). O Quintal Medicinal de Dona Maria: plantas medicinais utilizadas para o tratamento
de doengas respiratorias. 1. ed. Criciima: Ediunesc, 2021. v. 1. 152p

-BORGES, M. S.; FREITAS, M. D.; CARDQOSO, P. S.; CITADINI-ZANETTE,
V.; DALBO, S. ; AMARAL, PATRICIA, A. Ethnobotanical study of selected medicinal
plants used for the treatment of respiratory diseases in Southern Brazil. Journal of Medicinal
Plant Research, v. 15, p. 22-34, 2021.


http://lattes.cnpq.br/9282001628814111
http://lattes.cnpq.br/6297336161740971
http://lattes.cnpq.br/5092587426792550
http://lattes.cnpq.br/6297336161740971
http://lattes.cnpq.br/5092587426792550
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Ao concluir o mestrado, em 2015, comecei a trabalhar como farmacéutica
responsavel técnica em uma farmécia de dispensacdo. Nesse mesmo ano, ingressei como
docente do curso de farmacia da UNESC, o que foi motivo de muita felicidade, visto que foi
onde fiz a minha formacéo, conhecia todo o corpo docente e a estrutura da instituicao.

Por ter feito o estagio docente do mestrado na area de quimica organica sob
supervisdo da minha orientadora, comecei a lecionar esta disciplina no curso, assim como
quimica geral e quimica experimental. Em 2016, em virtude da minha experiéncia
profissional na area de dispensacdo de medicamentos, comecei a orientar estagios, lecionar a
disciplina de atencdo farmacéutica e orientar trabalhos de conclusdo de curso. Minhas
atribuicdes no curso de farmécia foram aumentando com o passar dos anos, também me
tornei coordenadora do servigo de farmécia das clinicas integradas e integrante do Nucleo
Docente Estruturante (NDE).

Com a minha carreira de docente em desenvolvimento e vendo a necessidade de
continuar meus estudos, iniciei o doutorado em 2018 no PPGCA. Nesta fase, optei por uma
temética voltada a quimica, visto que queria aprofundar meus conhecimentos nesta area que
ja lecionava. No doutorado, fui contemplada com a bolsa de pesquisa proveniente do
Programa de Bolsas Universitarias de Santa Catarina-UNIEDU/FUMDES.

Pensando em uma tematica que envolvesse quimica aliada as questdes
ambientais, decidi fazer minha pesquisa na area de sintese de compostos com vistas a
atividade leishmanicida. Escolhi a leishmaniose como foco de investigacdo pois a literatura
aponta que essa doenca tem envolvimento no ambito da salde e meio ambiente; ainda, 0s
dados da literatura mostravam que a doenca estava expandindo para diferentes ambientes
urbanos, sendo anteriormente a doenca considerada tipicamente de meios rurais.

Outro ponto que corroborou a escolha da tematica, foi que a época havia uma
pesquisa sendo desenvolvida em nosso laboratério com a sintese de cromanonas do tipo
Calea spp., desenvolvida pela minha colega, Dra. Paula da Silva Cardoso. Os resultados
apontaram analogos de cromanonas com potencial atividade leishmanicida.

Portanto, unindo essas informagdes, foi construida a tematica da minha tese:
“Disseminacao da leishmaniose em ambientes urbanos e sintese de andlogos de cromanonas
com potencial para a atividade leishmanicida”. Como fruto da pesquisa, uma etapa foi aceita
para publicacéo recentemente em periddico internacional:

-BORGES, M. S.; NIERO, L. B. ; ROSA, L. D. S. ; CITADINI-ZANETTE, V.;
ELIAS, G. A.; AMARAL, P.A. Factors associated with the expansion of leishmaniasis in


http://lattes.cnpq.br/5092587426792550
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urban areas: a systematic and bibliometric review (1959 to 2021). Journal of Public Health
Research, 2022.

Muitas mudangas sobre a minha tese ocorreram nesses quatro anos e meio.
Diversas questbes tiveram que ser repensadas e adaptadas visando o cumprimento dos
objetivos. Hoje, vendo os desafios enfrentados, entendo que tudo faz parte do processo da
formacdo. No que se refere as publicaces e participacdes em eventos cientificos, pontuei
essencialmente os principais, mas outros fazem parte dos frutos da minha carreira na ciéncia.

Diante do que foi destacado acima neste memorial descritivo, acerca dos aspectos
mais relevantes da minha trajetoria académica, considero que a vivéncia na pesquisa me
permitiu a formacdo muito além das minhas expectativas. Costumo dizer aos meus alunos
que a vivéncia na pesquisa € como se fosse uma construcdo académica paralela a graduacao,
uma vivéncia que s6 pode ser descrita por quem experimenta.

Tenho a certeza que a formacdo como doutora continuard abrindo portas e
contribuiu para 0 momento profissional que estou vivendo hoje. Além de atuar na pesquisa,
extensdo e na docéncia, a gestdo faz parte da minha fungéo atual como coordenadora adjunta
do curso de farmacia.

Finalmente, termino a escrita deste memorial tendo a certeza que a pesquisa pode
impactar e transformar vidas, como fez com a minha! Hoje sou imensamente feliz pelos
caminhos que escolhi percorrer. Além da vida profissional como farmacéutica, professora e
pesquisadora, sou mae da pequena Laura, que neste momento em que escrevo, esta com 31
semanas de vida no meu ventre. No inicio de outubro ela chegara a este mundo. Dizem que
vou experimentar o amor mais lindo e puro que existe, e eu estou totalmente disposta a

ensinar a ela tudo o que tenho aprendido nessa linda trajetéria da vida!



