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RESUMO

Parasitos do género Leishmania sdo os agentes causadores das leishmanioses em humanos, uma
doenca considerada negligenciada e que acomete milhdes de pessoas. A terapia leishmanicida
apresenta algumas limitagbes como alta toxicidade e efeitos adversos significantes, além de
apresentarem cepas ja resistentes a estas terapias. Uma das estratégias para o aperfeicoamento
da terapia contra as leishmanioses é a descoberta de novos farmacos através da sintese quimica.
Desta forma, este trabalho visa investigar a citotoxicidade e a atividade leishmanicida in vitro
de derivados 2-amino-alquil-1,2,3-triazol-1,4-naftoquinonas. Para isto, a citotoxicidade dos
derivados foi avaliada em macrofagos da linhagem J774.A1 através do ensaio colorimétrico de
MTT e a atividade leishmanicida em culturas de promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi
através de contagem direta em microscépio éptico. As analises estatisticas foram realizadas no
programa GraphPad Prisma® 5. No ensaio de citotoxicidade os derivados LSCB 84, LSCB 85,
LSCB 96, LSCB 97 e LSCB 104 néo apresentaram toxicidade aos macrdfagos e acredita-se que
esse resultado tenha relacdo com a auséncia do grupamento hidroxila na estrutura desses
compostos, enquanto os demais derivados apresentaram toxicidade em torno de 50%, além
disso todos os derivados apresentaram toxicidade inferior ao farmaco padrdo pentamidina. A
toxicidade dos derivados também foi avaliada in silico utilizando o Programa OSIRIS® onde
foi observado através dos parametros, que os derivados triazol-amino-quinona demonstraram
valores proximos ao farmaco padrdo pentamidina. Ao investigar uma possivel atividade
leishmanicida, apenas os LSCB 97 e LSCB 100 ndo foram ativas contra L. chagasi. Os
derivados LSCB 84, LSCB 85, LSCB 87, LSCB 88, LSCB 93, LSCB 99, LSCB 107, LSCB
109 apresentaram-se bastante ativos com eficacia que variam de 99,1+1,5% a 80,949,2% e Clsg
de 0,3+0,1uM a 8,4+0,8 uM. Em se tratando do efeito contra formas de L. amazonensis, 0s
derivados LSCB 97, LSCB 104 e LSCB 101 ndo apresentaram atividade leishmanicida
significante, no entando os derivados LSCB84, LSCB 85 e LSCB 93 apresentaram atividade
de 83,13+ 6,22% (com Clso de 32,04+18,25 pM), 77,10+8,23% (com Clso de 62,4 + 11,95 uM)
e 93,97+6,06% respectivamente. A maioria dos derivados apresentaram-se mais ativas e mais
seletivas para as formas promastigotas da L. chagasi, e demostraram ser moléculas promissoras
guanto a sua atividade leishmanicida para ambas as espécies.

Palavras-chave: Leishmania. Leishmaniose. Citotoxicidade. Naftoquinonas.



ABSTRACT

Parasites of the genus Leishmania are the causative agents of leishmaniasis in humans, a
neglected disease that affects millions of people. Leishmanicidal therapy has some limitations
such as high toxicity and significant adverse effects, in addition to strains already resistant to
these therapies. One of the strategies for improving leishmaniasis therapy is the discovery of
new drugs through chemical synthesis. Thus, this work aims to investigate the cytotoxicity and
in vitro leishmanicidal activity of 2-amino-alkyl-1,2,3-triazol-1,4-naphthoquinones derivatives.
For this, the cytotoxicity of the derivatives was evaluated in J774.A1 macrophages by MTT
colorimetric assay and leishmanicidal activity in L. amazonensis and L. chagasi promastigote
cultures by direct counting under optical microscope. Statistical analyzes were performed using
the GraphPad Prisma® 5 software. In the cytotoxicity assay the derivatives LSCB 84, LSCB 85,
LSCB 96, LSCB 97 and LSCB 104 were not toxic to macrophages and this result is believed
to be related to the absence of grouping. hydroxyl in the structure of these compounds, while
the other derivatives showed toxicity around 50%, besides all the derivatives showed lower
toxicity than the standard pentamidine drug. The toxicity of the derivatives was also evaluated
in silico using the OSIRIS® Program where it was observed through the parameters that the
triazole-amino-quinone derivatives showed values close to the standard pentamidine drug.
When investigating a possible leishmanicidal activity, only LSCB 97 and LSCB 100 were not
active against L. chagasi. Derivatives LSCB 84, LSCB 85, LSCB 87, LSCB 88, LSCB 93,
LSCB 99, LSCB 107, LSCB 109 were quite active with efficacy ranging from 99.1 + 1.5% to
80.9 £ 9, 2% and ICsp from 0.3 £ 0.1 uM to 8.4 + 0.8 uM. Regarding the effect against L.
amazonensis forms, derivatives LSCB 97, LSCB 104 and LSCB 101 did not show significant
leishmanicidal activity, however derivatives LSCB84, LSCB 85 and LSCB 93 showed activity
of 83.13 £ 6.22%. (with 1Cs of 32.04 + 18.25 uM), 77.10 £ 8.23% (with ICsg of 62.4 + 11.95
puM) and 93.97 £ 6.06% respectively. Most of the derivatives were more active and more
selective for the L. chagasi promastigote forms, and showed to be promising molecules
regarding their leishmanicidal activity for both species.

Keywords: Leishmania. Leishmaniasis. Cytotoxicity. Naphthoquinones
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios do género Leishmania, esses parasitos
se desenvolvem no interior das células, consumindo nutrientes neste processo, levando-as a
morte, podendo acometer varios orgdos importantes, como pele, figado e bago, fornecendo
assim, grandes danos a salde (SANGSHETTI et al., 2015).

E considerada uma doenca tropical negligenciada (DTN), sendo a terceira mais
importante doenca transmitida por vetores e a segunda principal causa de morte, ficando atras
apenas da malaria, apresentando alta endemicidade, morbidade e mortalidade (KEVRIC et al.,
2015). E uma doenca endémica em 97 paises e estima-se que ocorram anualmente cerca de
700.000 a 1 milhao de novos casos e 20.000 a 30.000 mortes (WHO, 2015).

Apesar dos efeitos colaterais e dos muitos casos de resisténcia, o antimonial
pentavalente ainda é o farmaco de primeira escolha para o tratamento da leishmaniose em
muitos paises (HENDRICKX et al., 2016). Como segunda escolha, sdo utilizados como
tratamento a anfotericina B e suas formulagdes lipidicas, paromomicina, miltefosina e
pentamidina (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012). Entretando os tratamentos disponiveis séo
considerados desvantajosos devido o surgimento de resisténcia (MANDAL et al., 2017), efeitos
colaterais incluindo alta toxicidade (ALAM, 2017), efeito teratogénico (RAHMAN et al.,
2017), falta de eficacia e para formulacdes lipidicas, alto custo (ZULFIQAR et al., 2017). E,
como n&o h& vacina disponivel atualmente contra a leishmaniose, os farmacos e as medidas de
controle sdo ferramentas indispensaveis para o tratamento e o controle tanto da Leishmaniose

Visceral (LV) quanto da Leishmaniose Tegumentar (LT).

Devido as restricbes apresentadas pelos farmacos disponiveis, as leishmanioses
necessitam de métodos mais efetivos e seguros para seu tratamento. Pesquisadores em todo o
mundo estdo em busca de novos protétipos a farmacos para leishmaniose, e estudos tem
revelado que as quinonas possuem efeito contra o Trypanosoma cruzi (JARDIM et al., 2015),
e sobre a leishmania (ARAUJO et al., 2017), nesse sentindo estudos com derivados quinolinicos

séo excelentes propostas para terapia das leishmanioses.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Histérico e Taxonomia

A Leishmaniose tem uma longa historia. Em 1903, William Leishman e Charles
Donovan descreveram, em relatorios distintos, o parasito Leishmania donovani isolado em

bacos de pacientes na India (LEISHMAN, 1903), doenca conhecida atualmente como LV.

Nas Ameéricas, ceramicas pré-colombianas datadas de 400 a 900 anos d.C., feitas por
indios do Peru foram encontradas, apresentando mutilacdes de labios e narizes, caracteristicas
de LT (LAINSON; SHAW, 1988). Posteriormente, mimias com lesdes de pele e mucosas
foram descobertas. A partir de entdo foram descritas mais de 20 espécies e subespécies de
Leishmania com a capacidade de causar a doenca. (SANTOS; COIMBRA, 1994).

As leishmanioses sdo um grupo de doencas cronicas graves causadas por protozoarios
do género Leishmania e endémicas em paises tropicais e subtropicais (CARLSEN et al., 2015).
Na natureza todas as espécies de Leishmania sdo transmitidas ao homem ou a outros
hospedeiros vertebrados durante o repasto sanguineo de fémeas hematofagas infectadas. Estes
insetos denominados flebotomineos (Figura 1) sdo pertencentes ao Reino Protozoa, Filo
Sarcomastigophora, Subfilo Mastigophora, Classe Zoomastigophora, Ordem Kinetoplastida,
Subordem Trypanosomatina, Familia Trypanosomatidae. As espécies do género Leishmania

sdo subdivididas em dois subgéneros: Leishmania (Viannia) e Leishmania (Leishmania)

Figura 1- Flebotomineo, vetor da leishmaniose.

Fonte: CDC/ Frank Collins [/ James Gathany, 2006. Acessado em: 02/08/2019
https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=10277
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2.2 Ciclo de vida

Os hospedeiros vertebrados sdo infectados por formas promastigotas metaciclicas,
transmitidas por fémeas dos insetos vetores, durante o repasto sanguineo. O vetor possui um
aparelho bucal curto e rigido, adaptado para dilacerar o tecido e vasos sanguineos do
hospedeiro, isso é de suma importancia para inoculacdo e ingestdo das formas infectantes
(KAYE; SCOTT, 2011). Na pele as formas promastigotas serdo reconhecidas e fagocitadas por
células do Sistema Fagocitario Mononuclear, sendo internalizadas em vacuolos parasitéforos.
Apos a internalizacdo ocorre a fusdo do vacuolo parasitoforo com lissosomos, formando o
fagolisossomo onde por acdo de enzimas, alteracbes do pH e temperatura, as formas
promastigotas transformam-se em forma amastigota (ALCOLEA et al., 2010; GLUENZ,;
GINGER; MCKEAN, 2010). Esta forma de resisténcia mantém o controle das condi¢fes
ambientais internas do vacuolo e passa a se replicar no interior de macrofagos até sua ruptura,
passando a infectar outras células como macréfagos, células dentriticas, neutréfilos e
mastdcitos. (MAURER; DONDJE; VON STEBUT, 2009; KAYE; SCOTT, 2011).

A infeccdo do hospedeiro invertebrado ocorre apos a ingestdo de formas amastigotas
durante o repasto sanguineo de um individuo infectado. No intestino do inseto vetor,
primeiramente, ocorre a transformacdo das formas amastigotas em promastigotas prociclicas,
apos sofrerem sucessivas modificacOes, essa forma aderida as microvilosidades do intestino
médio multiplicam-se rapidamente por divisdo binaria (SACKS; KAMHAWI, 2001). Apds
aproximadamente 5 dias, no intestino médio, os parasitos migram para as glandulas salivares e
passam a ser conhecidas como promastigotas metaciclicas, tornando-se novamente infectante
ao hospedeiro vertebrado, devido, principalmente, a alteraces nos seus constituintes de
membrana, como o alongamento da molécula de Lipofosfoglicano (LPG), e a presenca de
glicoproteina (GP63), principais fatores de viruléncia (BATES 2007; CORRALES et al., 2010).

A figura 2 ilustra o ciclo de vida das espécies leismania sp.
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Figura 2 - Ciclo evolutivo de parasitos do género Leishmania

i J Flebotomo infectao .
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Fonte: Adaptado de CDC-DPDx/Alexander J. da Silva, PhD, 2002. Acessado em:02/08/2019
https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=3400.

A transmissdo mais comum da doenca ocorre através do inseto vetor no momento da
hematofagia, porém pode ocorrer em casos mais raros, através de acidentes de contato com
material bioldgico infectado. E em casos da LV, outras possiveis rotas de transmissao também
foram relatadas, como a transmissdo congénita, transfuséo de sangue e compartilhamento de

seringas entre usuarios de drogas (AMEEN, 2010).

2.3 Formas Evolutivas

O género Leishmania relne espécies de protozoarios e possuem um ciclo de vida
heteroxénico (digenético), em outras palavras, desenvolvem-se em dois hospedeiros distintos,
e apresentam-se em duas formas evolutivas morfologicamente distintas: a forma promastigota
e a forma amastigota (ALCOLEA et al., 2010).
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Promastigotas (Figura 3A) sdo formas flagelada, extracelular, mével e com corpo
celular fusiforme, séo encontradas no trato digestivo do inseto vetor. Seu longo flagelo emerge
do corpo do parasito na porcédo anterior, promovendo mobilidade ao protozoario. Em sua regido
mediana situa-se o nucleo, e o cinetoplasmo encontra-se na por¢cdo mais anterior, proximo a
bolsa flagelar. Essa forma passa por modificacGes bioquimicas, dentro do vetor, para atingir
sua forma infectante (promastigota metaciclica) (KAYE e SCOOT, 2011). Esta forma flagelada
tem maior capacidade de penetracdo nos tecidos do hospedeiro mamifero, e € facilitada com a
vasodilatacdo local promovida pela saliva dos insetos (SALEI et al., 2017). A forma Amastigota
(Figura 3B) sdo ovais, possuem flagelo rudimentar ndo exteriorizado, encontrado no interior
da bolsa flagelar e localizam-se em vacuolos parasitéforos de células fagocitarias de
vertebrados, principalmente macréfagos (HATAM et al., 2013).

As formas promastigotas e amastigotas multiplicam-se por divisdo binaria. Este
processo inicia-se com a producéo de um segundo flagelo, seguido pelo nicleo, cinetoplasto e
divisdo do corpo celular longitudinalmente no sentido antero-posterior, produzindo assim, duas
novas células (SIMPSON; KRETZER, 1997; WHEELER; GLUENZ; GULL, 2011).

Figura 3-Micrografia das formas evolutivas da Leishmania. (A) Promastigota e (B)
Amastigota.

(A) (B)
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Fonte: TEIXEIRA, et al., 2013.

2.4 Leishmanioses e aspectos clinicos

As leishmanioses sdo divididas clinicamente em LT, que pode ser causada pela maioria
das espécies patogénicas do género como L. braziliensis, L. guyanensis e L. amazonensis, L.

lainsoni, enquanto a LV, principalmente por L. donovani e L. chagasi. A forma tegumentar,
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ainda, é subdividida em leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose cutaneo difusa (LCD) e
leishmaniose mucocutanea (LMC). (BRASIL, 2016)

A LT é uma doenca com uma grande distribuicdo geografica e apresenta
heterogeneidade clinica e epidemioldgica, envolvendo vérias espécies diferentes de parasitos
do género Leishmania (ALVAR et al., 2014).

A LC ¢é causada, no velho mundo (india, Etidpia, Sudéo e Ir), preferencialmente por L.
aethiopica, L. major e L. tropica. No novo mundo (paises da América Central e do Sul),
diversos sdo os agentes causadores da doenca, como: L. peruviana, L. braziliensis, L.
amazonensis, L. guyanesis, L. venezuelensis e L. panamensis. Cerca de 95% dos casos de
leishmaniose cutanea ocorrem no Oriente Médio, Américas, Asia Central e na Bacia do
Mediterrdneo e a maioria dos casos nas Américas sdo relatados no Brasil. (SHOWLER;
BOGGILD, 2015). E considerada a apresentacio mais comum de leishmaniose e caracteriza-se
por uma lesdo (Figura 4A) com aspecto de placas, papulas e formacdo de nddulos, que pode
surgir em multiplos locais e gerar lesdes ulcerosas com bordas delimitadas (MACHADO et al.
2015).

A LCD no Brasil é causada pela L. (L.) amazonensis, é considerada uma variacdo da LC
com uma forma clinica rara, entretanto grave, apresenta evolugdo crdnica progressiva,
geralmente acometendo as pessoas na primeira infancia, com resposta terapéutica inicial
satisfatoria, recidivas freqlientes e carater refratario a diversos esquemas terapéuticos
propostos. E caracterizada por lesdo papulo-nodulares, tuberosas, verrucosas, formando placas
(Figura 4B), possui evolucgéo lenta contendo grande nimero de amastigotas, sem envolvimento
visceral e muitas vezes ocorre episodios de relapso e resisténcia a quimioterapia convencional.
(REITHINGER et al., 2007). Esta forma da doenga ocorre em pacientes com deficiéncia
imunoldgica, em que a resposta imune celular estd baixa com relacdo aos antigenos de
Leishmania, resultando em um estado de anergia imunologica na presenca da infeccdo. A
doenga € acometida por condicéo cronica e progressiva por toda a vida do paciente. (REIS;
GONTIJO, 2011).

A LMC é causada por L. braziliensis, L. panamensis e L. amazonensis e cerca de 35.000
casos sdo relatados anualmente em paises como Bolivia, Peru e Brasil (GUERRA et al., 2011).
Descrita como a forma mais grave da LT, geralmente é causada por disseminagdo hematogénica

dos parasitos para as mucosas nasais, orofaringe, palato, labios, lingua, laringe e,
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excepcionalmente, traqueia e arvore respiratdria superior, os individuos acometidos por esta
forma clinica, desenvolvem lesdes metastatica (figura 4C) seguido de destrui¢do progressiva
dos locais atingidos (OLIVEIRA; BRODSKYN, 2012).

Figura 4- Manifestaces clinicas comuns da Leishmaniose Tegumentar. (A) LC, (B) LCD,
(C) LMC
(A) (B)

Fonte: MS/SVS, 2006.

A LV, também conhecida como calazar, é uma doenca sistémica crénica que acomete
principalmente os ganglios linfaticos, o bago, o figado e a medula dssea e, em casos menos
frequentes, os rins, os pulmdes e a pele. O periodo de incubagdo da doenca é bastante oscilante,
variando de 10 dias a 24 meses (com média entre 2 e 6 meses) e suas principais manifestacdes
clinicas discretas ou acentuadas incluem esplenomegalia (Figura 5A) febre, hepatomegalia,
palidez cutdnea / mucosa, diarréia e perda de peso, e em estagios mais avancados da doenca,
pode ocorrer disfuncdo hepatica e ictericia. (ANVERSA et al.,2017).



21

Em casos de LV causada por L. (L.) donovani, apds o tratamento com éxito, a doenca
pode ainda reaparecer numa forma cutanea crénica (Figura 5B), conhecida como leishmaniose
dérmica pos calazar -PKDL que se trata de uma complicacdo da LV caracterizada por erupcdes
maculares, maculopapulares e nodulares, que geralmente iniciam em torno da boca e se
espalham para outras partes do corpo. (VAN-GRIENSVEN; DIRO, 2012).

Quando ndo tratada, a LV quase sempre progride até a morte e, mesmo quando tratada,
a doenca pode levar a casos fatais, sendo a morte frequentemente causada por infeccdes
bacterianas e / ou sangramento. O estado imunologico do individuo e a infectividade do parasito
contribui para a gravidade da doenga. (BHATTACHARYA; ALI, 2013)

Figura 5- Manifestaces clinicas da LV. (A) individuo apresentando esplenomegalia; (B)

individuo apresentando PKDL.

(A) (B)

Fonte: VAN-GRIENSVEN; DIRO, 2012.

2.5 Epidemiologia

A leishmaniose é uma doenca com distribuicdo mundial, podendo ser encontrada nos 5
principais continentes do planeta como observado na figura 6 que relata a distribuicdo
geografica da LT (Figura 6A) e da LV (Figura6B) no ano de 2016.

Estima-se que 12 a 15 milhGes de pessoas no mundo estéo infectadas, e 350 milhdes
estdo em risco de adquirir a doenca, calcula-se ainda, que cerca de 1 milh&do de novos casos
ocorrem a cada ano. A parte, a doenca é ainda, bastante subnotificada, o que leva ao agravante
da situacdo. (ALVAR et al., 2012; WHO, 2015).
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No ano de 2017, foram notificados & OMS 22.145 novos casos, destes, 20.792 casos
ocorreram nos seguintes paises: Brasil, Etiopia, india, Quénia, Somalia, Sudo do Sul e Sud&o
(WHO,2018). Neste mesmo ano no Brasil, sequndo a Secretaria de Vigilancia em Saude
/Ministério da Saude (MS), foram registrados 17.528 casos novos de L.T, com um Coeficiente
de incidencia de 8,44 casos/100.000 habitantes, destes casos 44,7% foram reportados da regido
Norte. Em relagéo a L.V, no mesmo ano foram registrados 4.103 novos casos, mostrando um
coeficiente de incidéncia de 1,98 casos/100.000 habitantes, destes, 44,5% foram registrados na

regido nordeste.

Figura 6 - Distribuicdo geografica das leishmanioses no ano de 2016. (A) LC; (B) LV.
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Fonte: WHO, 2018.

A figura 7 exprime os numeros de casos registrados pela secretaria de vigilancia em
salde/MS tanto de LT (Figura 7A) como LV (Figura 7B) entre os anos de 1980 a 2017. Os
casos de LT foram crescendo ao decorrer dos anos, atingindo seu pico maximo em 1994. Entre
1995 a 2016 houve um decréscimo e em 2017 apresentou um novo crescimento de casos. Os
casos de LV cresceram a partir de 1980 obtendo seu pico maximo em 2000, onde também houve
uma reducdo de casos, porém em 2003 o numero de casos voltou a subir, mantendo o
crescimento em 2017. Mostrando assim, que no Brasil a doenga continua sem uma tendéncia

de reducéo.
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Figura 7 - Casos de leishmaniose no Brasil no periodo de 1980 a 2017. (A) LT; (B) LV
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Fonte: Adaptado de SVS/MS, 2017.

As leishmanioses sdo de notificacdo compulsédria, de periodicidade semanal, conforme
Portaria n° 204, de 17 de fevereiro de 2016, que define a Lista Nacional de Notificacdo
Compulséria de doencas, agravos e eventos de satde publica nos servigos de saude publicos e
privados em todo o territorio nacional, desta forma a doenga merece importante atencdo dos

profissionais e gestores da satde (BRASIL, 2016).

2.6 Tratamento
2.6.1. Antimoniais pentavalentes

Antimonio (Sh) é um semimetal encontrado na natureza, e seus derivados sdo utilizados
desde a antiguidade para diversos fins. Os compostos antimoniais sob a forma de sais trivalentes
(antimdnio trivalente — Sb'""), chamado tartaro emético (tartarato de potassio e antimonio) sio
utilizados desde a Idade Média em formulacGes homeopéticas (GALLIGNANI et al., 2005).
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Sua aplicacdo na clinica médica no tratamento da LT se deu pela primeira vez em 1912 pelo
médico brasileiro Gaspar Vianna (RATH et al., 2003). Paraa LV, o uso dos derivados de Sh'"
s6 foi empregado em 1915 na Italia e india (MURRAY et al., 2005). Ap6s a década de 40, o
uso clinico do Sh'"" foi descontinuado devido aos seus efeitos adversos e sua elevada toxicidade,
dando lugar a descoberta de compostos menos téxicos como os complexos de antiménio
pentavalente SbY (BERMAN, 2003).

A familia antimonial pentavalente (SbV) é recomendada pela OMS como tratamento de
primeira escolha paraa LT e LV e foi incluida ha mais de 60 anos. Essa familia de compostos,
representada pelo estibogluconato de sédio (Pentostam®) e antimoniato de meglumina
(Glucantime®) (Figura 8), continua sendo a principal terapia para o tratamento das
leishmanioses na maioria das regiées do mundo, com excecéo da Europa e do estado de Bihar,
na india. Em Bihar, a resisténcia dos parasitos aos antimoniais causou um aumento dramatico
no insucesso do tratamento de até 65% entre 1980 e 1997 (HIRVE et al., 2016).

O mecanismo de acdo dos antimoniais pentavalentes ainda ndo esta bem elucidado.
Muitos estudos expdem que seus mecanismos de acdo aparentam envolver diversos aspectos
metabdlicos do parasito. BERMAN et al., (1985) demostraram que antimoniais pentavalentes
inibem a enzima fosfofrutoquinase, envolvida na sintese de nucleotideos trifosfatados. Em
contrapartida também foi relatado que SbY formam complexos com ribonucleosideos, e que
essa interacdo poderia ter implicagdes no mecanismo de ac¢éo dos antimoniais (DEMICHELI et
al., 2002). Sugere-se, ainda, que o antimoniato de meglumina seja um pré-farmaco, convertido
no interior do macréfago em Sb'"!', composto toxico para as formas amastigotas de Leishmania
spp. causando a inibicdo de enzimas como a tripanotiona redutase, o que interfere no processo
de glicolise e B-oxidagéo, causando deplecdo de ATP, aumento do estresse oxidativo e morte
dos parasitos por apoptose (ROBERTS; BERMAN; RAINEY, 1995; ZULFIQAR; SHELPER,;
AVERY, 2017).

Os antimoniais sdo ativos tanto para LT quanto para a LV, porém apenas atraves de
administracdo parenteral. A farmacocinética de antimoniais pentavalentes aponta que ao ser
administrado intravenosamente cerca de 80% é eliminado entre 6-8 h. e, quando administrado
por via intramuscular sua cinética pode ser dividida em trés fases, sendo a fase inicial de
absorcdo com meia vida de 0,85 h, seguida por uma fase de eliminacdo rapida com meia vida
de 2,02 h e finalmente, uma fase de eliminagdo mais lenta com meia vida de cerca de 76 h (GIL
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et al., 2007).Sua dose recomendada é de 20mg/kg/dia por um periodo de 20-30 dias, nédo
ultrapassando o limite de 850 mg. (RATH et al., 2003; SANGSHETTI et al., 2015)

No Brasil o antimoniato de meglumina € viabilizado gratuitamente para o tratamento
dos doentes pelo MS e o protocolo de tratamento varia dependendo das condic¢des clinicas
associadas a cada caso (BRASIL, 2014). A terapia baseada em antimonial possui grandes
desvantagens, compreendendo um tratamento prolongado de administracdo parenteral com a
necessidade de supervisdo médica devido a alta toxicidade, o que ocasiona diversos efeitos
adversos, dentre eles destacam-se: dor no local da inje¢do, artralgia, mialgia, anorexia, nuseas,
vomitos, plenitude géstrica, epigastralgia, pirose, dor abdominal, pancreatite, prurido, febre,
adinamia, cefaleia, tontura, palpitacdo, insbnia, nervosismo, choque pirogénico, edema,
insuficiéncia renal aguda (BRASIL, 2014), pancitopenia, elevacGes das transaminases
hepéticas, polineuropatia reversivel, anemia hemolitica, choque e morte stbita (MARGARET
et al., 2012). Além de serem contraindicados em pacientes que fazem uso de betabloqueadores
e drogas antiarritmicas, os antimoniais também sdo contraindicados em pacientes com
insuficiéncia renal ou hepatica (SANGSHETT I et al., 2015). Baixas dosagens e falhas na adesao
ao tratamento estfo associadas ao aumento na resisténcia, como visto em Bihar, na india, onde

0s antimoniais ja ndo sdo mais utilizados (SUNDAR, 2001).

Figura 8- Estrutura quimica dos antimoniais pentavalentes.
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Fonte: Adaptado de ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017

2.6.2 Pentamidina

A Pentamidina (isetionato ou metanossulfonato) é uma amidina aromatica (Figura 9) e
vem sendo utilizada no tratamento da leishmaniose desde 1939, assim como em outras doencas

como tripanossomiase e pneumonia por Pneumocystis carinii desde a década de 1980
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(SOARES; LEON; GENESTRA, 2004). Atualmente € um farmaco de segunda escolha para o
tratamento da leishmaniose e apesar de ter sido inicialmente utilizada para o tratamento da
leishmaniose sua eficacia inferior a dos antimoniais e decrescente aponta surgimento de cepas
resisténtes (JHA et al., 1991).

O mecanismo de agdo das pentamidinas, assim como nos antimoniais, ndo esta bem
elucidado, estudos mostram que esta molécula pode entrar nos parasitos por meio de
transportadores de alta afinidade ligar-se ao DNA mitocondrial podendo interferir nos
processos de replicacdo e transcricdo (SOARES; LEON; GENESTRA, 2004). Também podem
agir na inibicdo dos transportadores de poliaminas provocando uma diminuic¢do na captagéo de
substratos relevantes para as rotas biossintéticas dos parasitos.(DIAZ et al., 2014). Um estudo
realizado por BASSELIN et al., (2002) demonstrou que a resisténcia a pentamidina foi gerada

em formas promastigotas e amastigotas axénicas in vitro.

A dose recomendada para o uso do farmaco segundo o MS é de 4 mg/kg por via
intravenos, trés vezes por semana, entre 5-10 semanas,com doses maxima de 240mg por dia,
em dias alternados. A dose total é dependente da resposta clinica e dos efeitos adversos, onde
os mais frequentes sao dor, abcessos no local da aplicacdo, nauseas, vomitos, tontura, adinamia,
mialgias, cefaleia, hipotensdo, lipotimia, sincope, hipoglicemia e hiperglicemia (BRASIL,
2014), assim como também pode apresentar dispnéia, taquicardia, erup¢des cutaneas,
tromboflebite, trombocitopenia, anemia, neutropenia, elevacdo de enzimas hepaticas e
nefrotoxicidade, toxicidade pancreatica (MASMOUDI et al., 2005), alguns casos de morte
subita também foram relatos (RATH et al., 2003).

O uso de pentamidina é contraindicado em caso de gestacdo, diabetes mellitus,
insuficiéncia renal, insuficiéncia hepética, doengas cardiacas e em criangas com peso inferior a
8 kg (BRASIL, 2014).

Figura 9 — Estrutura quimica da pentamidina
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Fonte: Adaptado de ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017.
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2.6.3 Anfotericina B

A anfotericina B estrututalmente é um macrolideo poliénico (Figura 10) isolado
inicialmente em 1956 de cepas de Streptomyces nodosus, que apresenta marcante atividade
antifungica, e por isso é o farmaco de primeira escolha no tratamento de micoses sistémicas,
com alta afinidade pelo ergosterol presente na membrana dos fungos, este f&rmaco também
possui uma atividade leishmanicida eficaz. (BERMAN, 2015).

Seu mecanismo de acdo € baseado no metabolismo de esterois leismaniais e fungos, que
ao ligar-se ao ergosterol, o farmaco promove a formac&o de poros que alteram a permeabilidade
da membrana por conduzir o escape descontrolado de ions, resultando na morte da célula
fangica. Por possuir baixa afinidade pelo colesterol presente nas células de mamiferos, sua acdo
é seletiva as células com ergosterol. Parasitos Leishmania também apresentam ergosterol como
principal esterol de membrana, e por isso sdo sensiveis a anfotericina B. Desta maneira, seu
mecanismo de acdo é semelhante nos parasitos (SANGSHETTI et al., 2015; BERMAN, 2015).

O farmaco tem sido aplicado para o tratamento das leishmanioses, sendo uma
possibilidade junto com os antimoniais ou pentamidina. Devido a sua alta toxicidade sua
administracdo requer supervisdo médica rigorosa, seu uso pode provocar febre e calafrios que
apesar de diminuir com a frequéncia de uso, causa sérios danos ao paciente, pode ocasionar
também tromboflebite e ocasionais toxicidades graves como miocardite, hipocalemia grave,
disfuncéo renal e até morte (SUNDAR; CHATTERJEE, 2006).

Varios fatores fazem com que o uso da anfotericina B seja dificil e limitado, como, por
exemplo sua baixa biodisponibilidade por via oral e distribuicdo irregular entre os tecidos
devido a baixa lipossolubilidade acumulando-se rapidamente em érgdo como os rins, causando
danos que podem ser irreversiveis, esses fatores fizeram com que o fArmaco fosse administrado
inicialmente apenas na forma de dispersdo coloidal "anfotericina B desoxicolato” (Fungizone)
por via intravenosa (SANGSHETTI et al., 2015; BERMAN, 2015).

Apesar de todos os riscos a anfotericina B € o Unico farmaco indicado para gestantes
com LV, e éasegunda escolha quando n&o se atingi a resposta ao tratamento com o antimonial

pentavalente ou ainda na impossibilidade de sua aplicagdo. (BRASIL, 2014).
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Figura 10- Estrutura quimica da Anfotericina B
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Fonte: Adaptado de ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017.

Com o objetivo de corrigir as falhas farmacocinéticas foram desenvolvidas outras
formulacBes apresentando diferentes graus de eficacia e seguranca, com destaque para a
anfotericina B lipossomal (AmBisome), constituida por vesiculas lipidicas contendo o farmaco,
que apresenta melhor distribuicdo no organismo, maior tempo de meia-vida e menos efeitos
adversos, porém o elevado custo do tratamento estreita seu uso (SANGSHETTI et al., 2015;
BERMAN, 2015).

2.6.4 Miltefosina

A miltefosina (hexadecilfosfocolina) ¢ um alquil fosfolipideo (Figura 11) que
inicialmente foi desenvolvido como um agente antineoplasico, tornando-se mais tarde o
primeiro medicamento leishmanicida oral para o tratamento da LV (BERMAN, 2005). Na india
este medicamento foi registrado e aprovado para o tratamento da LV, apresentando resultados
semelhantes aos farmacos ja utilizados. (CROFT et al., 2003). A mitelfosina é altamente
eficiente tanto em adultos como em criancas, € bem tolerada, e continua a apresentar resultados
satisfatorios clinicos para a forma cutanea da doenca (MARGARET;PHILLIPS E
SAMUEL;STANLEY, 2012).

Apesar dos beneficios apresentados, a miltefosina apresenta um potencial efeito
teratogénico, sendo o uso em mulheres gravidas ou em mulheres com probabilidade de
engravidar dentro de dois meses de tratamento rigorosamente proibido (SINDERMANN,
2006). Ainda que se trate de uma molécula simples e estavel por via oral, sua eficacia depende
de um tratamento prolongado, o que pode resultar em um uso indevido, e sua longa meia-vida
facilita o desenvolvimento de resisténcia parasitaria (PEREZ-VICTORIA et al., 2006). O
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esquema terapéutico sugerido é uma dose oral Unica de 50mg para pacientes com menos de
25kg de peso corporal ou duas vezes ao dia de 50mg por um periodo de 28 dias para pacientes
com peso superior a 25kg (SUNDAR et al., 2002). Os principais efeitos adversos apresentados
sdo: cefaléia, distdrbios gastrointestinais, elevacfes dos niveis séricos de transaminase hepatica
e creatina. Estes efeitos sdo brandos e reversiveis e desaparecem apds a cessac¢do do uso do
medicamento. (MARGARET;PHILLIPS E SAMUEL;STANLEY, 2012).

Figura 11- Estrutura quimica da miltefosina
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Fonte: Adaptado de ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017.

A miltefosina, interage com a membrana celular do parasito, sem interagir com o0 DNA
(COSTA FILHO; LUCAS; SAMPAIQ, 2008). Acredita-se que tenha acdo em mais de um alvo
molecular, e desenvolva seu efeito atraves de disturbios na sinalizacdo celular dependente de
lipideos, indugdo da expressdo de 6xido nitrico sintase 2 (iNOS2) com producdo de oxido
nitrico e formacdo de radicais livres, que juntos direcionam o parasito a morte semelhante a
apoptose (DORLO et al., 2012).

Apos 10 anos do inicio do seu uso clinico houve um aumento considerdvel nos indices
de falha terapéutica (SUNDAR et al., 2012). Seu uso na leishmaniose dérmica pos calazar
(PKDL) também ndo alcancou éxito e em um estudo realizado por RAMESH et al., (2015) os

pacientes apresentaram recidiva ao longo de 18 meses e manutencdo da carga parasitaria.

Em 2016 o uso de miltefosina foi aprovado no Brasil para o tratamento de leishmaniose
canina, perante alegacao de que o fArmaco ndo € utilizado no pais para o tratamento da doenca
em humanos, tornando-se assim, uma alternativa a eutanasia dos animais, porém, 0s custos
elevados limitam seu uso, além de gerar riscos de administracdo inadequada do medicamento
(BRASIL, 2016).
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2.6.5 Paromomicina

Primeiramente conhecida como aminosidina, a paromomicina (Figura 12) é um
antibidtico aminoglicosideo que também tem atividade antileishmanial e é produzido pelo
Streptomyces rimosus. A atividade leishmanicida foi descoberta na década de 1960, porém o
farmaco permaneceu ignorado por um periodo, sendo registrada para o tratamento da
leishmaniose apenas em agosto de 2006, na India (CHAPPUIS et al., 2007). O seu uso como
pomadas e injecdes intramusculares vem sendo utilizado de forma eficaz contra a LT e LV,
respectivamente, além disso, € um farmaco que estd sendo utilizado em combinacGes com
outros tratamentos (FERNANDEZ et al., 2011).

Acredita-se que a paramomicina tem como alvo os ribossomos de Leishmania, Julga-se
que este farmaco inibe a sintese de proteinas e dessa forma, produz reducdo da taxa de
proliferacdo do parasita (FERNANDEZ et al., 2011).

Em um estudo realizado por SUNDAR et al., (2007), mostraram que na India, em
ensaios clinicos de fase Ill a paromomicina (11mg / kg / dia, intramuscularmente, por 20 dias
consecutivos) ndo € menos eficaz a anfotericina B (1mg / kg / dia, por via intravenosa, por 30
dias consecutivos) para o tratamento da LV. Apesar de ser potencialmente nefrotoxica, podendo
causar surdez irreversivel, os pacientes que receberam paromomicina neste estudo, ndo
apresentaram nefrotoxicidade, e dano reversivel ao ouvido interno foi encontrado em 2% dos

pacientes.

O farmaco tem maior utilizagdo por via intramuscular, alcancando seu pico de
concentracdo sérica em até 90 minutos. E mesmo sendo largamente distribuido para os fluidos
periféricos e ser ativo na LT, é mais utilizado para a LV, porém 0 seu uso apresenta uma
predisposicdo para causar resisténcia, o que justifica a associacdo com outros farmacos
leishmanicidas, como estibogluconato de sodio ou anfotericina B, proporcionando resultados
bastante aceitaveis (ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017).
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Figura 12- Estrutura quimica da paramomicina

Fonte: Adaptado de ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017.

2.6.6 Sitamaquina

A sitamaquina é uma 8-aminoquinolina (Figura 13), um farmaco ativo alternativo para
o tratamento de LV, e se encontra em ensaios clinicos de fase 11, sua futura aplicacédo resultara
em um grande impacto para o tratamento desta doenca. Possui uma rapida acumulacdo no
citoplasma dos parasitos Leishmania através de difusdo e da possivel acdo de um transportador
de membrana num processo facilitado por fosfolipideos anidnicos e independente de energia
ou esterois (COIMBRA et al., 2010). Apontou-se que esse farmaco inibe de forma dose-
dependente a enzima mitocondrial succinato desidrogenase, que pertence ao complexo 2 da
cadeia respiratoria, e com os baixos niveis de ATP e a formacdo de radicais livres ocorre a
morte do parasito por a apoptose (CARVALHO et al., 2011).

Estudos revelaram que o tratamento por via oral durante 28 dias ocasionou uma cura de
mais de 80% dos pacientes com LV e poucos efeitos adversos, como toxicidade renal que nas
maiores das doses testadas foram apresentados (WASUNNA et al., 2005).

Figura 13- Estrutura quimica da Sitamaquina
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Fonte: Adaptado de COIMBRA et al., 2010.
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2.6.7 Terapia combinada

O aumento da resisténcia do parasito aos farmacos leishmanicidas propde 0 uso
deterapia combinada. Essas associacdes almejama diminuicdo e prevencdo do risco de
resisténcia do parasito através de diferentes alvos farmacoldgicos e farmacocinéticos que 0s
diferentes farmacos possuam, proporcionando uma maior eficacia resultante de efeitos
sinérgicos,além da possibilidade da diminuicdo de dosagens, consequentemente aumentando a
tolerancia aos efeitos toxicos dos farmacos. (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2013). Outra razdo
importante para o uso da terapia combinada é a meia-vida dos farmacos utilizados. Acredita-se
que o melhor método é usar um farmaco muito potente com uma meia-vida curta em conjunto
com um segundo medicamento com uma meia-vida estendida para eliminar os parasitos
resistentes, porém, outras condi¢cbes como, volume de distribuicdo, distribuicdo tecidual e
incorporacgdo de farmacos macrofagicos também exercem uma grande importancia na eficacia
do tratamento, especialmente no caso de amastigotas intracelulares de leishmania localizadas

nos 6rgdos do sistema reticuloendotelial (SINGH et al., 2016)

No decorrer dos anos, véarios estudos em fase clinica tém certificado resultados
satisfatorios utilizando terapias de combinacdo. No sul do Suddo, pacientes com LV
apresentaram melhores indices de cura inicial e melhor prognostico quando tratados com a
associacdo de estibogluconato de sédio e paramomicina do que apenas com estibogluconato de
sodio (ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017). Outras combinagdes incluindo farmacos com
menor toxicidade, como a anfotericina B lipossomal, paramomicina e/ou miltefosina tém se
mostrado eficazes, e recentemente foram incluidas nas recomendacdes da OMS para o
subcontinente indiano. (ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017). Assim como Mesquita e
colaboradores (2014) demonstraram em experimentais resultados promitentes, com o uso de

farmacos leishmanicidas habituais com outras possiveis associagdes, como nitazoxanida.

No presente procura-se um tratamento especifico para as leishmanioses que possua
efetividade, menor efeito toxico e consequentemente maior seguranca. Neste contexto, as
estratégias de associacdo surgem como uma alternativa que requer mais estudos, e uma
necessaria aplicacdo expandida para se obter mais respostas e resultados esperados (TRINCONI
etal., 2014; ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017).
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3. DERIVADOS 1,4 NAFTOQUINONAS

As quinonas sdao um grupo de substancias organicas geralmente coloridas e
semivolateis, bastante presentes na natureza e pertencentes a classe dos hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos oxigenados (HPAO). A estrutura das quinonas (Figura 14) exibe dois
grupamentos carbonilas em um anel insaturado de seis atomos de carbono, situados nas
posicBes " orto™ ou " para”. Elas sdo classificadas como benzoquinonas, naftoquinonas (NQ),
antraquinonas e fenantraquinonas a depender do tipo de seu sistema aromatico, (SOUZA;
LOPES; ANDRADE, 2016).

Figura 14- Estrutura quimica da Quinona em posi¢éo para- e orto-
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o

Fonte: adaptado de SOUZA; LOPES; ANDRADE, 2016

Moléculas dessa classe interagem com sistemas biolégicos principalmente mediante
dois mecanismos: 1) podem reagir com agentes de transferéncia de elétrons, como o0 NADPH,
um agente redutor de oxigénio, gerando ROS como superdxido ou peroxido de hidrogénio, e
assim aumentar o estresse oxidativo. 2) podem reagir como eletrofilos, formando ligacGes
covalentes com grupos funcionais nucleofilicos em moléculas bioldgicas, como proteinas,
alterando assim seu funcionamento (KUMAGAI et al., 2012).

NQs séo substancias naturais encontradas em diferentes Familias de plantas, incluindo
Bignoniaceae e Verbanaceae (SILVA et al.,, 2013). Sdo compostos com propriedades que
facilitam sua sintetizacdo (DA SILVA et al., 2010) e dessa forma, a sintese de numerosas outras
substancias com potenciais atividades farmacoldgicas podem ser realizadas, contribuindo para
0 desenvolvimento de medicamentos candidatos contra varios tipos de doencas (CASTRO et
al., 2013).

A molécula 1,4-NQ é um derivado organico do naftaleno que € a base de uma classe

quimica amplamente distribuida da familia das quinonas. Muitos compostos com metades de
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1,4-NQ foram definidos para desencadear atividades bioldgicas, incluindo atividades anti-
inflamatorias, anticancer e antibacterianas (IM et al., 2010), Além disso, também j& foi
demostrada sua atividade leishmanicida (ARAUJO et al. 2014). Estudos mostraram atividade
anti-tuberculose (KUMAR et al.,2011), antiviral (XIA et al.,2007), antitumoral
(WELLINGTON, 2015) e antifungico (SANGSHETT], 2009) para o grupamento 1,2,3 triazol.
A Figura 15 mostra o hibrido triazol -1,4-naftoquinona.

Figura 15- Estrutura quimica do triazol-1,4-naftoquinona

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA et al., 2017.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Investigar a atividade citotoxica e leishmanicida in vitro dos derivados 2-amino-alquil-
1,2,3-triazol-1,4-naftoquinonas, visando a descoberta de novos candidatos a protétipos de

farmacos leishmanicida.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar o potencial citotoxico dos derivados 2-amino-alquil-1,2,3-triazol-1,4-
naftoquinonas para a célula hospedeira de Leishmania (macréfagos da linhagem
J774.A1);

e Avaliar os perfis “drug-score” e “drug-likeness” no programa OSIRIS®.

e Investigar a atividade dos derivados 2-amino-alquil-1,2,3-triazol-1,4-naftoquinonas
sobre formas promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi em ensaio in vitro.

e Determinar o Indice de seletividade dos derivados 2-amino-alquil-1,2,3-triazol-1,4-

naftoquinonas para macréfagos x parasitos.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Obtencao dos derivados triazol-amino-quinona

Os derivados foram sintetizados e caracterizados pelo Prof. Dr. Celso de
Amorim Camara do Laboratério de Sintese de Compostos Bioativos (LSCB) da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).

A sintese dos derivados foi realizada em 4 etapas (Figura 16), tendo como ponto de
partida a reacdo entre 1,4-NQ (1) e aminoalcoois, utilizando acetonitrila como solvente. Em
seguida os derivado de alcool foram tosilados (2) utilizando cloreto de tossila e trietilamina em
diclorometano. Depois, os derivados tossilados foram submetidos a reacdo de substituicdo
nucleofilica bimolecular (SN2) (3) com azida de sédio em dimetilsulfoxido como solvente.
Posteriormente, foi desenvolvida uma nova rota sintética por “click chemistry” para obtengao
de novos compostos aminoalquil-triazois-naftoquinénicos através das reacfes de clicoadicdo
1,3-dipolar na presenca de iodeto de cobre, trietilamina e dimetilsulféxido como solvente (4)
(OLIVEIRA et al., 2017).

Figural6 . Sintese dos derivados triazol-amino-quinona sintetizados a partir de 1,4-NQ
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Reagentes e condicdes: (a) ethanolamine, MeCN, r.t., 3 h (67-73%); (b) TsClI, Et3N, CH2CI2, r.t., 5 h
(68-81%); (c)

NaN3, DMSO, 50 °C, 10 min; (d) RC=CH, Cul, Et3N, DMSO, r.t., 2-5 h (70-96%).

Fonte: Adaptado de OLIVEIRA et al., 2017.
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Para realizagéo dos experimentos, 14 (quatorze) substancias derivadas de triazol-amino-
quinona com diferentes substituicbes (Tabela 1) foram cedidos para o Laboratério de
Farmacologia e Imunidade (LaFI) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) para realizacéo

dos ensaios bioldgicos.

Tabela 1. Estruturas quimicas dos derivados triazol-amino-quinona

Compostos Estrutura quimica (X=; R=)

Mo
g ot
Estrutura basica

LSCB 84 G A

C21H18N40O3

X=3; R=

LSCB 96 @\
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LSCB 85 @

C21H18N4O2
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LSCB 97

X=3; R=
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LSCB 89
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OH

CHs

CH;
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LSCB 101
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e

oH
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LSCB 87
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OH
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CHy
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LSCB 88

C20H22N403

LSCB 100

X=3; R=

A0

C21H24N403

LSCB 93

X=2; R=

.

CH;

C18H20N402

LSCB 104

X=3; R=

CH,

Wad

C19H22N40-

LSCB 109

X=2: R=

C21H18N4O3
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Continua

X=3; R=
oH

LSCB 107

C22H20N403

Fonte: Programa Marvin Suite.

5.2 Preparacgdo das amostras

Os derivados foram solubilizadas em dimetilsuféxido (DMSO) 100%, esterilizados em
filtro (0,22 um) e aliquotadas & uma concentragdo de 100 mM para composi¢édo das solucdes
estoque, que foram armazenadas em ambiente estéril, congelado e protegido da luz até a

realizacdo dos experimentos farmacoldgicos in vitro.

5.3 Manutencao das células

5.3.1 Culturas de Leishmania

Culturas de promastigotas de L. chagasi (MCAN/BR/89/BA262) foram cedidas pela
Dra. Valéria de Matos Borges do Centro de Pesquisa Goncalo Moniz — Fiocruz-BA e de L.
amazonensis (MHOM/BR/77/LTB0016) foram cedidas pelo Dr. Eduardo Caio Torres dos
Santos do Instituto Oswaldo Cruz — Fiocruz - RJ. As formas promastigotas dos parasitos foram
mantidas in vitro em meio Schneider’s (Sigma-Aldrich), suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino (SFB), 2mM de L-glutamina e 2% de urina humana masculina estéril, em incubadora
de Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO) a 27 °C. No momento do uso, 0s parasitos foram
colocados em tubos tipo Falcon e centrifugados a 3000 rpm durante 10 minutos em temperatura
ambiente (25°C). Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi ressuspenso
em meio Schneider. Posteriormente foi realizada a contagem dos parasitos em camara de

Neubauer, para posterior plaqueamento e realizacdo dos experimentos.
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5.3.2 Culturas de macréfagos

Macroéfagos da linhagem J774.A1 foram cultivados em garrafas de cultura contendo 10
mL de meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) suplementado com 10% de SFB, 2 mM
de L-glutamina, amino&cidos nao essenciais e piruvato e mantidos em estufa a 37°C com 95%
de umidade e 5% CO». Ao ser utilizada, as células foram contadas, ajustadas em meio RPMI

suplementado, e em seguida plaqueadas.

5.4 Ensaios in vitro

5.4.1 Determinacdo da viabilidade celular

Com a finalidade de investigar a citotoxicidade dos compostos em estudo,
primeiramente foi realizado o ensaio de viabilidade celular em macréfagos da linhagem
J774.A1. Esse ensaio determina a atividade metabdlica das células através da quantificacdo de
produtos da reducdo do MTT (Brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio),
promovida por enzimas mitocondriais como a succinato desidrogenase a partir de NADPH e
NADH. A atividade ocorre através da reducdo do sal de tetrazolio, de cor amarela e soltvel em
agua, pelo sistema desidrogenase quando as células estdo metabolicamente ativas (vivas) para
formazan, de cor roxa insolUveis em &gua. A concentracdo de cristais de formazan é
quantificada a partir de espectrofotdmetro, resultante da quantidade de células viaveis e
metabolicamente ativas, que sdo capazes de converter o sal de tetrazélio a formazan
(KARAKAS; ARI; ULUKAYA, 2017; ARAUJO et al., 2017).

A partir do descrito, macréfagos da linhagem J774.A1 foram plagueados em placas de
96 pocos (1x10° células/poco) e expostos aos compostos e a pentamidina (Sal Isotianato de
Pentamidina) fa&rmaco padrdo, (Sigma Aldrich P0547) em concentragdes de 0,1; 1,0; 10 e 100
UM por 48 horas em estufa a 37°C com 95% de umidade e 5% de CO2. Os pogos controles eram
incluidos de células cultivadas somente em meio de cultura ou células cultivadas na presenca
do veiculo dos derivados com concentragdo maxima de 0,1% (DMSO 0,1%). Apos o periodo
de incubacao, o sobrenadante foi descartado e em seguida foi adicionado 100 pL da solugdo de
MTT (0,5mg/mL). As placas foram novamente incubadas por um periodo de 1 hora em estufa,
posteriormente foi retirado o sobrenadante, adicionado 100 pL de DMSO PA e realizada a

leitura em espectrofotdometro (Thermo Plate) a 550nm. A viabilidade celular das culturas
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tratadas com os derivados foi comparada ao padrdo de morte nas culturas controle a partir dos
valores de absorbancia obtidos apds a leitura.

5.4.2 Ensaio de viabilidade de promastigotas

Promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi foram cultivadas huma concentracdo de
1x108 parasitos/pogo e volume de 100 pL/pogo em placa de 96 pocos com meio Schneider
suplementado com 10% de SFB, 2 mM de L-glutamina e 2% de urina humana. Foram
adicionadas em triplicatas diferentes concentragdes (0,1; 1; 10 e 100 uM) dos quatorze
derivados e da pentamidina, (farmaco padrdo) aos pocos contendo as formas promastigotas até
a obten¢do do volume final de 200 uL. A placa foi incubada em estufa DBO a 27°C por 48
horas. Apos esse periodo, os parasitos de L. amazonensis e L. chagasi foram homogeneizados
e 0 numero de parasitos foi determinado utilizando cAmara de Neubauer e microscopia Optica
em aumento de 400x (Nikon Eclipse Ci) (TIUMAN et al., 2005).

5.5 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média. Os niveis de
significancia entre 0s grupos experimentais e o controle foram verificados por Andlise de
Variancia (One-Way ANOVA\) seguida pelo teste de Dunnett no programa GraphPad Prisma®
5.01 e os valores foram considerados significativos quando *p < 0,05, **p < 0,01 e ***p <
0,001 em relacdo ao diluente dos derivados DMSO 0,01%. As comparacGes foram realizadas

considerando experimentos em triplicatas, e com um intervalo de confianca de 95% (IC 95%).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente foi avaliada a citotoxicidade dos derivados bem como do farmaco padrao,
pentamidina e observou-se citotoxicidade maxima de 100% na maior concentra¢do testada.
Além disso, foi possivel calcular a concentracéo que inibe 50% da resposta (Clso) do farmaco
padréo (Clso=3,4 + 0,8Mm).

Conforme os resultados apresentados (Tabela 2), os derivados analisados, apresentaram
citotoxicidade de 43 = 1,6%, 43,7 + 2,9%, 53,1 + 2%, 46,2 + 2%, 40,3 £ 4,1%, 46,6 £ 3,1%,
51,8 £ 3,12%, 38,3 + 3,4%, 36,7 £ 1,3% na concentracdo maxima testada (100 uM) para 0s
derivados, LSCB 87, LSCB 88, LSCB 89, LSCB 93, LSCB 99, LSCB 100, LSCB 101, LSCB
107 e LSCB 109, respectivamente. Os derivados LSCB 84, LSCB 85, LSCB 96, LSCB 97 e
LSCB 104 nédo apresentaram efeito deletério para a célula hospedeira, nas concentracdes
testadas, da mesma maneira que o veiculo empregado para solubilizar todas os derivados
(DMSO 0,1%) quando comparado com as células cultivadas apenas em meio de cultura. Logo,

a toxicidade dos derivados ndo pode ser atribuida a presenca de DMSO na cultura.

Tabela 2- Determinacao da citotoxicidade dos derivados triazol-amino-quinona.

Citotoxicidade maxima
Tratamento Clso (LM)? Itotoxi '(%)b XI
Pentamidina 34+0,8 100,0 + 0,0%**
LSCB 84
\CH;
LSCB 96
@o >100 NT
N
LSCB 85
LSCB 97
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Continua
LSCB 87 430+ 16+
C >100
LSCB 99 403 4 415
e >100 T
LSCB 88 .
Ho 100 437+29
LSCB 100 .
@ >100 e
HO
LSCB 89 £3.1 4 px
il 93,7+1,8 T
LSCB 101 51843 1%k
+
i on 93,7+2,3 T
LSCB 93
+ D%
F\_\ >100 462+2
LSCB 104
>100 NT
LSCB 109
oH **x
g 100 36,7+1,3
LSCB 107
OH **x
100 38,3+3,4

NT: N4o tdxica a célula até a concentra¢do de 100 mM comparada ao grupo DMSO.

2 Concentracdo Inibitoria (Clse) calculada por curvas de concentragdo-resposta toxicas.

b A citotoxicidade maxima expressa como média * erro padrdo da média maxima de toxicidade de

triplicatas de um experimento representativo. Os valores de citotoxicidade foram considerados

significativos quando * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001 comparado ao grupo DMSO.
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Os derivados triazol-amino-quinona possuem o grupamento triazol ligado ao nucleo 1,4-
naftoquindnico através de uma amina secundéria e uma cadeia de hidrocarbonetos. Em conjunto
com o ndcleo 1,2,3-triazol a 1,4-NQ aparece como um importante farmacaéforo, e este tipo de
composto recebeu bastante atengdo, considerando a sua diversas atividades (DA SILVA et al,
2012). Ainda de acordo com a com tabela 2 os derivados que ndo apresentaram efeito deletério
a célula (LSCB 84, LSCB 85, LSCB 96, LDCB 97 e LSCB 104) exibem em suas estruturas 2
(LSCB 84 e LSCB 85) ou 3 (LSCB 96, 97 € 104) unidades de CH2 na cadeia de hidrocarbonetos
ligando o grupamento triazol ao nucleo 1,4 NQ. Dessa forma, aparentemente, a quantidade de
carbono néo parece interferir na toxicidade dos derivados em estudo. Curiosamente o derivado
LSCB 93 apresentou toxicidade, a dispeito de possuir requisitos estruturais semelhantes ao seu
analogo LSCB 104. Este efeito pode ser decorrente da disposicdo espacial e consequentemente
uma conformacdo diferente a qual pode alterar a interacdo com alvos especificos, por exemplo

ao que esta relacionado com a toxicidade.

Um outro importante fator observado foi a presenca do grupamento hidroxila em todas
as moléculas que apresentam toxicidade, com exce¢do do LSCB 93. Assim sendo, a presenca

do grupamento hidroxila pareceu promover toxicidade aos macréfagos.

Quando comparamos os derivados em estudo com o famaco padréo, todos os derivados
apresentaram menor toxicidade. A pentamidina apresentou Clso de 3,4+ 0,8 UM e até a
concentracdo maxima testada foi capaz de produzir a citotoxicidade méaxima (100% de morte
celular). Foi possivel ainda calcular a Clso de dois derivados, entretanto a Clso observada foi
aproximadamente 30x maior (Clso de 93,7+1,8 uM para LSCB 89 e 93,7+ 2,3 uM para LSCB
101). Ja para os demais derivados ndo foi possivel calcular a ICso, pois até a concentracao

maxima testada ndo provoca efeitos citotoxicos superior a 55%.

Um outro parametro avaliado foi a analise da “drug-likeness”, “drug-score”, assim como
o risco de toxicidade (tumorigenicidade, efeitos irritantes e reprodutivos), através da analise in

silico utilizando o Programa OSIRIS®.

Ao avaliar os derivados sob o parametro “druglikeness” (Figura 17A) , foi possivel
observar que todos apresentaram valores negativos assim como os farmacos pentamidina e
anfotericina B. O programa OSIRIS® calcula este pardmetro com base em uma lista de 5300
fragmentos de subestrutura distintas criada a partir de 3300 medicamentos comercializados e

15.000 produtos quimicos disponiveis comercialmente, produzindo uma lista completa de todos



47

os fragmentos disponiveis associada a drug-likeness. Este parametro sugere que um valor
positivo indica que o composto apresenta grupamentos quimicos que estdo frequentemente
presentes em farmacos existentes no mercado. Curiosamente o grupamento presente no farmaco
padrdo pentamidina a despeito de estar disponivel no mercado apresenta grupamentos toxicos.
Apesar de toda toxicidade essa molécula ainda é comercializada pelo simples fato de trata-se
de uma doenca negligenciada. Dito isso, esse pardametro ndo deve ser avaliado isoladamente
ainda que cerca de 80% dos medicamentos tém um valor de semelhanca positivo, a grande

maioria dos produtos quimicos comercializados é responsavel pelos valores negativos.

Os valores de “drug-score” (Figura 17B) combinam a soma de todas as caracteristicas
dos derivados em relagdo ao “drug-likeness”, solubilidade (quantidade méxima que uma
substancia pode dissolver-se em um liquido), peso molecular (soma dos pesos atdmicos dos
atomos [elementos] que constituem o composto) e cLogP (medida quantitativa da lipofilicidade
de compostos bioativos) em um Unico valor que pode ser usado para avaliar o potencial geral
do composto candidato a prototipo de farmaco. Segundo a avaliacdo do programa, pelos
critérios estabelecidos, quanto mais proximo o indice de 1 maior sera a probabilidade de um
determinado composto se tornar um farmaco. Neste parametro todos os derivados apresentaram
valores proximos ao farmaco padrdo pentamidina e anfotericina B, corroborando dados da
literatura que NQ apresentam inumeras atividades entretando na maioria dos sistemas apresenta
também relativa toxicidade, mas para doencas como as leismanioses que oferecem riscos em
nivel mundial, a analise farmacoldgica de derivados inicialmente toxicos é validada pela ideia
de que é possivel realizar modificacGes estruturais a fim de reduzir essa toxicidade. Este € o

desafio da quimica medicinal.

Confrontando os resultados dos derivados com os farmacos pentamidina e anfotericina
B perante a avaliacdo de risco de toxicidade (Figura 18), estes apresentaram baixo risco de
toxicidade relacionada a tumorigenicidade, efeitos irritantes e reprodutivos. A toxicidade foi
calculada com base em fragmentos ativos nas moléculas, no entanto essa toxicidade prevista
pelo programa, ndo pode ser considerada totalmente confiavel, nem significa que os derivados
estejam totalmente livres de efeitos toxicos, porem os dados reforgcam os perfis promissores dos

derivados testados somados a outros resultados como por exemplo o ensaio de MTT.

Essa etapa de avaliagéo tedrica na fase pré-clinica inicial € importante, uma vez que é
possivel nesse primeiro momento tracar um perfil dos compostos, direcionando 0s

investimentos em estudos aos prototipos mais promissores (DAVIS; RILEY, 2004).
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Figura 17- Comparacéo in silico dos perfis “druglikeness” (A) e “drug-score” (B) para 0s

derivados triazol-amino-quinona, pentamidina e anfotericina.
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Fonte: Autora, 2019.

Figura 18- Risco de toxicidade (efeitos tumorigénicos, irritantes e reprodutivos) para

derivados triazol-amino-quinona, pentamidina e anfotericina B.
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As atividades biologicas descritas na literatura para 0s compostos com estrutura de
quinona sdo inimeras, como potencial antimicrobiano (CARDOSO et al.,2010), agentes
antitumorais (HERNANDEZ, 2016), mas é de grande importancia a sua atividade contra os
protozoarios. A literatura expde que derivados de quinonas investigados contra o Trypanosoma
cruzy mostraram-se mais potentes contra tripomastigotas do que o medicamento padréo
benzonidazol (JARDIM et al., 2015). Do mesmo modo hé& relatos de que os derivados de
naftoquinonas exibiram atividade leishmanicida pronunciada em L. amazonensis e L. chagasi

(ARAUJO et al. 2017). Nossos resultados corraboram com os achados da literatura.

Apos a avaliagdo da citotoxicidade, determinamos o potencial leishmanicida in vitro
dos derivados 2-amino-alquil-1,2,3-triazol-1,4-NQs contra formas promastigotas de L. chagasi
e L. amazonenses. Em detalhe, foram investigados o efeito maximo e a poténcia por meio da

determinacéo da Clso dos derivados e do farmaco padréo.
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Tabela 3. Efeito leishmanicida dos derivados triazol-amino-quinona em cultura de

promastigotas de L.chagasi

Tratamento Clso (LM) Efeito maximo (%)
Pentamidina 04+0,1 100,0 + 0***
LSCB 84
e 84+08 97 4 + 4 4%
N
LSCB 96
e <0,1 65,4 + 3 8%*
N
LSCB 85
C ) 06+0,1 87,2 + 2,2%%x
LSCB 97
C 3 > 100 NA
LSCB 87
i . 0.7 +0,06 99,1 + 1 5***
OH
LSCB 99
e 03+01 80,9 + 9,2%%*
CHy
LSCB 88
&O 8,008 94,9 + 2, 2%
LSCB 100
< >100 NA
LSCB 89
: il 557+ 0,3 97.7 + 1,9%*
CH;
CH;
LSCB 101
i en <0,1 75,0 + 5,1**
LSCB 93
0.8+ 0,03 91,7 + 4,7%**

s

Ha
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Continua
LSCB 104
,_/_/CHS >100 42,6 + 4,4*
LSCB 109
% 84+1,1 87,1 + 4 7%**
LSCB 107
81+ 06 88,6 + 2,3%**

Efeito méaximo expresso como média + erro padrdo da média (E.P.M.). Diferencas com *p < 0.05, **p
< 0.01 e ***p < 0.01 foram consideradas significativas em relacdo ao grupo DMSO 0.1%. Cls € a
concentragdo necessaria para alcangar 50% de inibigdo; NA: compostos ndo foram ativos na faixa de
concentracdo testada

Os resultados obtidos através da avaliacao da atividade em promastigostas de L. chagasi
revelaram que a pentamidina induziu um efeito maximo de 100% e uma Clso de 0,4 £ 0,1uM.
Entre os compostos analisados, apenas os derivados LSCB 97 e LCSB 100 n&o apresentaram
efeito estatisticamente significante nas concentragdes testadas.

E importante observar que as quatorze substancias apresentam-se em pares semelhantes,
com diferenca na disposicao espacial (sua conformacao) e pela presenca de duas ou trés unidade
de CH: na cadeia de hidrocarbonetos, que liga o grupamento triazol ao nucleo 1,4-
nafttoquinbnico. Sdo compostos analogos: LSCB 84 e LSCB 96, LSCB 85 e LSCB 97, LSCB
93 e LSCB 104, LSCB 89 e LSCB 101, LSCB 87 e LSCB 99, LSCB 88 e LSCB 100, LSCB
107 e LSCB 109.

Os derivados LSCB 84, LSCB 85, LSCB 93 e LSCB 88 exibiram uma maior atividade
leishmanicida que seus analogos estruturais, pois apresentam duas unidades de CH> na cadeia
de hidrocarboneto, enquanto seus analogos apresentam uma unidade a mais. Desta forma, um
namero a menos de carbono e a diferente conformacao entre os analogos, pareceu aumentar a
eficacia desses derivados. De acordo com FERREIRA et al., (2018) por tratarem-se de ligacGes
simples entre esses carbonos, os grupamentos podem adquirir diferentes conformacodes
dependendo do nimero de carbonos na cadeia. Por exemplo, pode-se imaginar um grupamento

assumindo uma conformacéo diferente em uma dada molécula quando ligado ora um numero
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impar ora um numero par de carbonos, assim esse grupamento pode interagir ou ndo com um

receptor.

Os derivados LSCB 87 e LSCB 99 apresentaram uma eficacia de 99,1 £ 1,5% e 80,9 £
9,2% respectivamente, com Clsode 0,7 £ 0,6 uM e 0,3 £ 0,1 uM. Nestes derivados a disposi¢ao
espacial e o numero de carbono parece ndo serem relevantes para eficacia contra as formas
promastigotas L.chagasi, mostrando uma boa atividade em ambas. O mesmo podemos observar
para os derivados LSCB 107 e 109 que apresentaram eficécia de 88,6 + 2,3% (com Clsode 8,1
+ 0,6 uM) e 87,1 + 4,7% (com Clso de 8,4 = 1,1 uM) respectivamente.

Na avaliacdo da atividade leishmanicida contra as formas promastigotas de L.
amazonensis (Tabela 4) a pentamidina mostrou-se 100,0% eficaz com Clsode 1,1 + 0,43 uM.

Apenas os derivados LSCB 97 e LSCB 104 n&o apresentaram efetividade contra essas formas.

Tabela 4. Efeito leishmanicida dos derivados triazol-amino-quinona em cultura de

promastigotas de L.amazonensis.

Tratamento Clso (UM) Efeito maximo (%o)
Pentamidina 1,1+0,43 100 + 0,0***
LSCB 84
— 32,09 £ 18,25 8313 + 6 227+
N
LSCB 96
e >100 33,73 + 6,06%**
\
LSCB 85
@ 62,4 + 11,95 77,10 + 8,23***
LSCB 97
>100 N.A
LSCB 87
CHy
._’_% 100 57,83+ 9,93%*
oH
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LSCB 99
OH
s—FCHJ >100 38,0+ 10,06***
CHy

LSCB 88

- >100 48,91+ 15,46%**
LSCB 100

— >100 44,0+9,23***
LSCB 89

e >100 68,10+ 11,00%**
LSCB 101

R 31,5+ 9,19 42,85+ 3 44
LSCB 93

N >100 93,07+ 6,06%**
LSCB 104

j >100 NA
LSCB 109

on 60,83+16,28 64.76 + 4,79%**
LSCB 107
>100 42,85+3,11%**

o
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Efeito méaximo expresso como média + erro padrdo da média (E.P.M.). Diferengas com *p < 0.05, **p
< 0.01 and ***p < 0.01 foram consideradas significativas em relagcdo ao grupo DMSO 0.1%. Cls € a

concentracdo necessaria para alcancar 50% de inibicdo; NA: compostos ndo foram ativos na faixa de

concentracdo testada.

De uma maneira geral ao comparar os pares semelhantes dos derivados contra as formas

promastigotas da L.amazonenses, pode-se observar que os derivados que apresentam em sua

estrutura dois atomos de carbono na cadeia de hidrocarboneto demostraram uma atividade

leishmanicida superior aos que possuem trés atomos de carbono. Mostrando assim que as

diferencas estruturais dos derivados podem acarretar em modificagcOes em seu efeito.
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Dentre os derivados que ndo induziram citotoxicidade em macrofagos, os derivados
LSCB 84 e LSCB 85 mostraram atividade leishmanicida de 83,13 + 6,23% (com Clso de 32,09
+18,25) e 77,10 £ 8,23% (com Clsp de 62,4 £ 11,95 uM) respectivamente para L. amazonensis.
Paraa L.chagasi os mesmos (LSCB 84 e LSCB 85) apresentaram eficacia de 97,4 + 4,4% (com
Clso de 8,4 £ 0,8 uM) , 87,2 + 2,2% (com Clso de 0,6 + 0,1) respectivamente.

Uma substancia é considerada um prototipo promissor quando além de possuir a
atividade biologica para a qual foi planejada, tenha essa atividade direcionada a célula/tecido
alvo, tornando-se uma substéncia seletiva (FERREIRA et al., 2018). Uma forma de identificar
essa seletividade é calculando o indice de seletividade (IS). O IS permite identificar o padrdo
de seletividade in vitro de uma substancia em culturas de células diferentes, relacionando suas
concentragdes ativas. Determinar o IS também faz-se necessario para inferir a atividade sobre
o sistema biolégico ao organismo a ser tratado, para isso € importante determinar a
citotoxicidade seletiva para microorganismos invasores, nesse caso a leishmania. Assim quanto
mais toxico para o parasito e menos toxico para o macroéfago maior a toxicidade seletiva. O
calculo de IS dos derivados foi realizado e seu resultado apresentada-se na Tabela 6. Esse
indice é calculado através da razdo entre as Clso (frente a macréfagos) e a Clso (frente a
parasitos) de cada derivado, fornecendo assim um valor indicativo da possivel seletividade dos

derivados para o parasito.

Através do céalculo de IS (Tabela 6) foi possivel observar que o farmaco padrdo
apresentou-se 3,09 vezes mais seletivo para L.amazonensis do que para os macrofagos e 8,4

vezes mais seletivos para L.chagasi que para os macréfagos.

Dentre os derivados testados, LSCB 109 apresentou seletividade possivelmente >1,64
para a L.amazonensis, quando comparada com macréfagos, como ndo foi possivel calcular a
Clso dos macrofagos nessa substéncia o valor exato ndo foi determinado. A substancia LSCB

89 exibiu valor <0,94 de seletividade para L.amazonensis.

O IS para L.chagasi em coparacdo aos macrofagos foi de provavelmente >142,85 para
LSCB 87, >12,5 para LSCB 88, >125,0 para LSCB 93, >333,33 para LSCB 99, >12,34 para
LSCB 107 e >11,90 para LSCB 109 como também néo foi possivel estabelecer a ICso dos
macrofagos até a concentracdo testada ndo foi possivel calcular o valor exato do IS. A
substancia LSCB 89 apresentou seletividade de 1,68.
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Tabela 5 - Indice de seletividade das dos derivados dos derivados triazol-amino-quinona

para macrofagos x L. amazonensis e para macréfagos x L. chagasi.

Tratamento YIS para L. amazonensis 'IS para L. chagasi

Pentamidina 3,09 8,5
LSCB 84 _ -
LSCB 85 _ —
LSCB 87 — >142,85
LSCB 88 — >12,5
LSCB 89 <0,94 1,68
LSCB 93 — >125,0
LSCB 96 - _
LSCB 97 - —
LSCB 99 — >333,33
LSCB 100 — —
LSCB 101 _ _
LSCB 104 — —
LSCB 107 — >12,34
LSCB 109 >1,64 >11,90

indice de Selectividade (IS) calculado a partir da razdo dos valores de ICso de macréfagos e
promastigotas. (-): A substancia ndo tem um efeito deletério no macréfago ou Leishmania.

Os derivados parecem comportar-se de forma mais seletiva para L. chagasi do que para

L. amazonensis, como por exemplo a substancia LSCB 109 que apresentou possivelmente

11,90 vezes mais seletiva para a L. chagasi, enquanto para L. amazonensis apresentou ser 1,64

vezes mais seletiva.

Podemos dizer que uma substancia é considerada ideal, nesse estudo, quando nas

concentracdes testadas, ndo apresentam toxicidade aos macrofagos, apresentam atividade
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leishmanicida contra as espécies e quando essa atividade € apresentada em concentracGes baixas
e seletivas. Dentre as substancias estudadas, as que reuniram um maior numero de efeitos
positivos foram as substancias LSCB 84 e LSCB 85 que nédo apresentaram citotoxicidade aos
macrofagos e efeito leishmanicida de 97, 4 + 4,4% (com Clso de 8,4+0,8 uM), 87,2+2,2% (com
Clso de 0,6 £0,1 uM) para L.chagasi e uma valor de 83,13+6,22% (com Clso de 32,09 + 18,25
pHM) e 77,10 £ 8,23% (com Clso de 62,4 + 11,95 uM) para L. amazonensis respectivamente.
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7. CONCLUSAO

Os derivados LSCB 84, LSCB 85, LSCB 96, LSCB 97 e LSCB 104 que ndo possuem o
grupo hidroxila ndo induziram efeito toxico em macrdfagos nas concentracdes testadas, deste
modo, acredita-se na plausibilidade desta hipdtese que o grupamento proporcionou a toxicidade

dos derivados.

A avaliacdo in silico utilizando o Programa OSIRIS® demonstrou através dos
parametros, que os derivados triazol-amino-gquinona possuem valores proximos ao farmaco
padrdo pentamidina, de maneira que se esses parametros sdo toleraveis com a pentamidina

provavelmente o serdo para os derivados.

De acordo com os métodos utilizados nesse trabalho, verificou-se que os derivados
LSCB 84 e LSCB 85, apresentaram melhores resultados, uma vez que demonstraram atividade
leishmanicida contra as formas promastigotas de ambas as espécies e ndo apresentaram

citotoxicidade aos macréfagos.

Os derivados LSCB 87, LSCB 88, LSCB 93, LSCB 99, LSCB 107 e LSCB109
apresentaram maior eficacia e seletividade para as formas promastigotas da L.chagasi. Além

disso, apresentaram toxicidade aos macrofagos inferiores ao farmaco padréo.

Observou-se que os derivados apresentam propriedades importantes e portanto, podem
servir de modelo estrutural para o desenho de novos prototipos de farmacos leishmanicida.
Nesse sentido, um melhor entendimento dos efeitos leishmanicidas desse derivados serdo
futuramente investigados sobre formas intracelulares de leishmania e determinacdo de seu

mecanismo de acao.
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