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RESUMO

A leishmaniose, segundo a Organizacdo Mundial da Saude, esta entre as sete principais doengas
tropicais, endémica em 98 paises, sendo considerada um problema de satde publica que causa
anualmente de 20 a 40 mil mortes. O controle da doenca é um desafio enfrentado pelas
autoridades competentes devido a diversidade de agentes, vetores e reservatorio, além do
surgimento de parasitos resistentes a boa parte do arsenal terapéutico utilizado. O tratamento
medicamentoso, centrado principalmente nos antimoniais pentavalente, provocam diversos
efeitos colaterais que acabam diminuindo a adesao terapéutica e consequentemente aumentando
a resisténcia parasitaria. Compostos contendo o ndcleo quinolinico possuem uma ampla
variedade de efeitos bioldgicos, entre elas, atividade antimaléarica e antileishmanial. Nesse
contexto, realizou-se a sintese, caracterizacdo e avaliacdo da atividade leishmanicida de quatro
novos compostos 4-aminoquinolinicos: D4, D5, D6 e D7, além dos compostos de partida D1 e
D3, e da bisquinolina simétrica D2, utilizada apenas na avaliacdo bioldgica. Os novos
compostos foram obtidos através de duas metodologias diferentes, sendo os dois primeiros (D4
e D5) via reacdo de Sonogashira e os outros dois (D6 e D7) via reacdo de substituicdo
nucleofilica aromatica (SNAR). Todos foram caracterizados por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de *H e *C (RMN), além da Espectroscopia de Absor¢do na Regido de
Infravermelho (IV). Os rendimentos dos produtos obtidos foram moderados, ficando entre 40
e 70%. Os sete compostos 4-aminoquinolinicos foram avaliados quanto a: i) sua toxicidade em
macrofagos da linhagem J774.Al ii) sua atividade in vitro contra promastigotas da L.
amazonensis iii) sua atividade in vitro contra promastigotas da L. chagasi. Os resultados obtidos
mostraram que na avaliagdo da citotoxicidade os compostos D1 e D5 apresentaram a menor
toxicidade (CLs0 87,8 £ 4,5 e 88,6 £ 11,6) dentre os compostos testados, além do D3 que néo
exibiu toxicidade até a maxima concentracdo testada (100 uM). Na avaliacdo da atividade
leishmanicida, as monoquinolinas D4 e D5 ndo apresentaram atividade significante até a
méaxima concentracdo utilizada, embora o composto de partida D3 tenha demostrado boa
atividade frente a L. chagasi (CLso 10 pM % 1,4). As bisquinolinas dissimétricas D6 e D7
mostraram atividade frente as formas promastigotas das L. amazonensis e L. chagasi, entretanto
0 composto D6 foi o que obteve melhor atividade frente a ambas espécies (Clso 5,7 £ 1,8; 8,2
+0,4). Os demais compostos ndo foram ativos até a maxima concentracdo testada. Em resumo,
o trabalho mostrou que a formacdo das bisquinolinas favoreceu o aumento da atividade
leishmanicida in vitro quando comparada as monoquinolinas, pelo menos frente as espécies
analisadas e nas concentragoes testadas.

Palavras-chaves: Leishmaniose. 4-aminoquinolinas. 4,7-dicloroguinolina.  Atividade
leishmanicida.



ABSTRACT

Leishmaniasis, according to the World Health Organization, is among the seven major tropical
diseases, endemic in 98 countries and is considered a public health problem that causes 20 to
40 thousand deaths annually. The control of the disease is a challenge faced by the competent
authorities due to the diversity of agents, vectors and reservoir, besides the appearance of
parasites resistant to much of the therapeutic arsenal used. Drug treatment, mainly focused on
pentavalent antimonials, causes several side effects that end up decreasing therapeutic
adherence and consequently increasing parasitic resistance. Compounds containing the
quinoline nucleus have a wide variety of biological effects, including antimalarial and
antileishmanial activity. In this context, the synthesis, characterization and evaluation of the
leishmanicidal activity of four new 4-aminoquinoline compounds: D4, D5, D6 and D7, as well
as the starting compounds D1 and D3, and the symmetrical D2 bisquinoline, were used.
biological. The new compounds were obtained through two different methodologies, the first
two (D4 and D5) via Sonogashira reaction and the other two (D6 and D7) via nucleophilic
aromatic substitution reaction (SNAR). All were characterized by 1H and 13C (NMR) nuclear
magnetic resonance spectroscopy, as well as Infrared Region (IR) Absorption Spectroscopy.
The yield of the obtained products were moderate, being between 40 and 70%. The seven 4-
aminoquinolinic compounds were evaluated for i) their toxicity in J774.A1 macrophages ii)
their in vitro activity against L. amazonensis promastigotes iii) their in vitro activity against L.
chagasi promastigotes. The results showed that in the evaluation of cytotoxicity compounds D1
and D5 had the lowest toxicity (LCso 87.8 + 4.5 and 88.6 £ 11.6) among the compounds tested,
in addition to D3 that showed no toxicity up to the maximum concentration (100 uM). In the
evaluation of the leishmanicidal activity, monoquinolines D4 and D5 showed no significant
activity until the maximum concentration used, although the starting compound D3 showed
good activity against L. chagasi (LCso 10 uM = 1,4). The dissimetric D6 and D7 bisquinolines
showed activity against the promastigote forms of L. amazonensis and L. chagasi, however, the
D6 was the best activity against both species (Clsg5.7 + 1.8, 8.2 = 0, 4). The other compounds
were not active until the maximum concentration tested. In summary, the work showed that the
formation of the bisquinolines favored the increase of the leishmanicidal activity in vitro when
compared to the monoquinolines, at least in front of the analyzed species and in the
concentrations tested.

Keywords: Leishmaniasis. 4-aminoquinolines. 4,7-dichloroquinoline. Leishmanicidal activity.
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1. INTRODUCAO

A leishmaniose € um conjunto de doencas parasitarias ocasionadas por protozoarios do
género Leishmania spp., que sdo transmitidas através da picada de flebotomineos. Segundo a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) ela esta entre as sete doencas tropicais mais relevantes,
sendo considerada um problema de salde publica, que apresenta ampla diversidade
epidemioldgica e clinica (BRASIL, 2017; MANSUETO, 2014; GUERRERO et al., 2017).

Atualmente a doenca esta endémica em 98 paises e acomete preferencialmente
as populagdes nos paises em desenvolvimento nas regides tropicais do globo, estando associada
a desnutricdo, deslocamento geogréafico, pobreza habitacional e estado imunolégico debilitado.
A OMS a caracteriza como uma zoonose, mas em decorréncia da interferéncia do homem no
ciclo natural do parasito com os desmatamentos e a urbanizacao, ela recebe a classificagéo de
antropozoonose (WHO, 2017; BRASIL, 2017; CENTRO DE CONTROLE DE ZOONOSES,
2017).

Nos ultimos anos o processo de aquecimento global vem preocupando as
autoridades competentes no sentido de uma possivel disseminacdo da doenca em areas ndo
afetadas anteriormente, haja vista, a prevaléncia da mesma dar-se nas regides mais quentes do
planeta, devido a presenca dos vetores transmissores Phebotomus spp. e Lutzomyia spp.
(MANSUETO et al.; 2014; WHO, 2017; BRASIL, 2017; STEVERDING, 2017).

Atualmente sdo conhecidas mais de 20 espécies de Leishmania spp. patogénicas
para os seres humanos que desenvolvem basicamente dois tipos de leishmaniose, a tegumentar
ou cutanea (LT) e a visceral ou calazar (LV), as quais exibem evolucdo clinica distinta,
dependendo da espécie de Leishmania envolvida e em alguns casos podem evoluir para morte
quando néo tratadas (WHO, 2017).

Das apresentacOes clinicas, a LT é a mais comum das leishmanioses, com
quadros que variam desde erupcdes cutaneas de cura espontanea até lesdes desfigurantes e
mutilantes que diminuem a qualidade de vida dos pacientes. Entretanto a forma visceral € a

mais preocupante devido a sua alta incidéncia e letalidade, principalmente em criancas
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desnutridas, pacientes ndo tratados e portadores do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)
(BRASIL, 2017; BRASIL, 2014).

Apesar de possuir muitos interferentes na deteccédo e controle da transmisséo da
doenca, 0 que mais preocupa na leishmaniose é o tratamento que por mais de cinquenta anos
mantem sua terapia com base em antimoniais pentavalente, que embora sejam eficazes,
apresentam varios problemas relacionados a toxicidade e, para agravar o quadro, vem
apresentando resisténcia dos parasitos frente a boa parte do arsenal terapéutico utilizado
(BRASIL, 2017; BRASIL, 2014; VANAERSCHOT et al., 2011; CROFT et al., 2006,
SUNTAR et al., 2011; COELHO et al., 2007).

Outro fator que dificulta a terapia é a apresentacdo farmacoldgica dos
medicamentos que, com excec¢do da miltefosina, sdo administrados via parenteral, necessitando
algumas vezes de internamento, tornando assim o tratamento mais dispendioso. Por isso, faz-
se necessario encontrar novos medicamentos ndo toxicos, eficazes, seguros e que ndo induzam
resisténcia parasitaria (WHO, 2017; BRASIL, 2014).

A prépria natureza nos fornece um vasto nimero de produtos biologicamente
ativos que sdo utilizados ha séculos para tratar as mais variadas doencas. O ndcleo quinolinico
presente em varios compostos naturais, possui uma gama de atividades bioldgicas, entre elas:
antimalérica, antibacteriana, antifdngica, antiviral, anti-inflamatéria, antitumoral e
antileishmanial (PINHEIRO; BISPO; SOUZA, 2010).

Em virtude da atividade leishmanicida de alguns compostos contendo o nucleo
quinolinico descritos na literatura e em busca de novos derivados quinolinicos capazes de
combater a leishmaniose, este projeto de pesquisa, em nivel de mestrado, busca sintetizar e
avaliar a toxicidade e atividade leishmanicida de compostos 4-aminoquinolinicos, alguns dos
quais inéditos (D4, D5, D6 e D7).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Breve histérico sobre as leishmanioses

A ocorréncia da leishmaniose na histéria humana antiga foi registrada pelas
principais civilizagbes em materiais como papiros, figuras, estatuas e cerdmicas. Na biblioteca
de Ninive do rei Assirio Assurbanipal (séc. VII a.C.), foram encontradas descri¢cbes em tabuas
de argila relatando lesdes na pele que lembravam o “botdo do oriente”, uma doenca que
acometia a populacdo do Velho Mundo ha muitos anos e que posteriormente ficou conhecida
como leishmaniose cutdnea. Nas Américas, a forma mucocutanea foi relatada em ceramicas
pré-colombianas datadas de 400 a 900 d.C., as quais foram confeccionadas pelos povos andinos
descrevendo mutilacdes nasais e labiais (STEVERDING, 2017; FURUSAWA; BORGES,
2014; BASANO; CAMARGO, 2004; BARI, 2006).

No Brasil o primeiro relato desta enfermidade encontra-se no documento da
Pastoral Religiosa Politico-Geografica que descreve a viajem (1827) do Frei Dom Hipdlito
Sanchez que percorreu o vale amazodnico desde Tabatinga (AM) até o Peru, e observou a
presenca de Ulceras nos bragos, pernas, boca e nariz dos moradores daquela regido, registrando
uma possivel relacdo destas feridas com a picada de um inseto (BASANO; CAMARGO, 2004;
BARI, 2006).

A forma visceral, uma apresentacdo clinica sisttmica da leishmaniose, foi
relatada pela primeira vez na India, quando houve um surto no distrito de Jessore atual
Bangladesh, acometendo vérias pessoas com quadro clinico de febre recorrente, emagrecimento
extremo e aumento do baco e figado, o qual vitimou cerca de 75 mil pessoas entre 0s anos de
1824 e 1827, ficando conhecida como calazar. No Brasil o primeiro registro autéctone da
doenca foi em 1913 quando Mignone descreveu no Paraguai um caso, em material de necropsia,
de um paciente proveniente de Mato Grosso (ZINK et al., 2006; WHO, 2018; STEVERDING,
2017; BRASIL, 2014).

A principio os sintomas da doenca foram confundidos com os da maléria e por
isso o tratamento foi iniciado com um antimal&rico, entretanto sua elucidagéo s6 foi alcangada

em 1900 com a descoberta independente dos parasitos por William Leishman e Charles
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Donovan (Figura 1), os quais posteriormente foram classificados (1903) por Ronald Ross como
L. donovani, em homenagem aos pesquisadores (NAGLE et al., 2014; STEVERDING, 2017).

Figura 1- Pesquisadores da Leishmania.

Naquela época varios pesquisadores, espalhados pelas areas endémicas, buscavam
respostas acerca da doenca e ap6s uma epidemia de LT na cidade de Bauru/SP (1908)
Lindenberg, Carini e Paranhos conseguiram correlacionar as semelhancas entre a “Glcera de
Bauru” e o “botdo do oriente”, 0 qual era ocasionado pela L. tropica descoberta por Wright
(1903). Entretanto, o0 médico patologista brasileiro Gaspar Vianna (1911) descobriu que a
espécie que ocasionava tal doenca na América do Sul era diferente daquela que causava a
doenca no velho mundo, classificando-a como L. braziliensis. Vianna também se interessou em
pesquisar um medicamento que tratasse a enfermidade, sendo o responsavel pela introdugdo do
tartaro emético (1912) na terapéutica das leishmanioses tegumentares no Brasil. Trés anos mais
tarde, na Italia, foi comprovado que o mesmo composto também era eficaz contra a
leishmaniose visceral (NAGLE, 2014; REZENDE, 2009; WHO, 2010; BRASIL, 2006;
FURUSAWA; BORGES, 2014).

As pesquisas continuaram e no inicio da década de 1940, estudos independentes na india
e na Palestina demonstraram que o transmissor da L. donovani e L. tropica era um flebotomineo.

Deste momento em diante, as caracteristicas clinicas e geograficas da doencga nos seres humanos
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foram gradualmente complementadas por estudos com vetores e reservatérios animais (WHO,
2010).

2.2 Epidemiologia

As Doengas Tropicais Negligenciadas (DTNs) sdo um conjunto de doengas ocasionadas
por agentes infecciosos e parasitarios que atingem mais de 1 bilhdo de pessoas carentes no
mundo inteiro e causam impacto socioecondmico. As leishmanioses fazem parte deste grupo
de doengas, apresentando ampla distribuicio mundial, principalmente nas regides
subdesenvolvidas. Ela encontra-se endémica em 98 paises distribuidos pelos continentes,
africano, americano, asiatico e europeu (WHO, 2017; ZUMLA; USTIANOWSKI, 2012;
ALVAR et al., 2012; BRASIL, 2017).

Em 2012, a OMS promoveu um levantamento de dados sobre a distribuigdo mundial
das LV e LT e os registros até 2010 indicavam que 90% dos casos de LV ocorreram em cinco
paises (Bangladesh, Brasil, Etiopia, India, Suddo do Sul e Sud&o) e mais ou menos 70% dos
casos de LT ocorreram no Afeganistdo, Argélia, Brasil, Coldmbia, Costa Rica, Etiopia, Irg,
Sud&o e Republica Arabe da Siria (Figura 2). Segundo estimativas da Organizacdo Mundial da
Salde, atualmente 350 milhdes de pessoas estdo sob risco de contrair a doenca e 12 milhGes
apresentam-se infectados, havendo uma média anual de 2 milhdes de casos novos e uma
mortalidade estimada de 20 a 40 mil (SIEWE et al., 2016; BRASIL, 2017; GUERRERO et al.,
2017; WHO, 2016; WHO, 2017; ALVAR et al., 2012).

Figura 2- Casos novos de LT (A) e LV (B) 2016.
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EEE  No autochthonous cases reported
50 Nodata
1 Not applicable

Fonte: WHO, 2017.

Devido a necessidade de vigilancia epidemioldgica, as leishmanioses estdo entre as
doencas de notificacdo compulséria. No continente americano, dos 18 paises endémicos, 17
possuem notificacdo obrigatdria individual ou agregada. A Bolivia e o Peru estdo entre 0s paises
americanos com mais alto DALYSs (anos de vida perdidos ajustados por incapacidade) global
de LT e leishmaniose mucocutanea (LM) e o Brasil entre as maiores taxas de letalidade por LV
(Figura 3) (OPAS/OMS, 2016).

Figura 3- Taxa de letalidade da LV no Brasil 2006 a 2015.
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Na década de 90, dos casos notificados de LV no Brasil, aproximadamente 90% eram
provenientes da regido nordeste, contudo essa situacdo veio se modificando ao longo dos
Gltimos anos e em 2017 o numero de casos notificados diminuiu para quase 50%. Entretanto é
importante salientar que essa diminui¢do nos dados podem estar relacionadas a sub notificagao
dos casos e ndo necessariamente a diminuigdo do nimero de infec¢Bes. Ja com relacdo a LT,
esta se apresenta amplamente distribuida em todas as regifes brasileiras com a maior taxa de
casos registrados na regido Norte (Figura 4) (OPAS/OMS, 2016; PORTAL MINISTERIO DA

SAUDE, 2018; BRASIL, 2017).

Figura 4- Casos por regido brasileira. A) LV de 2008 a 2017 e B) LT de 2010 a 2017.
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Com relagéo a predominéancia, a LT acomete pessoas de ambos os sexos, com idade
superior a 10 anos, ja a LV atinge predominantemente pessoas do sexo masculino com idade
inferior a 10 anos. Acredita-se que essa maior susceptibilidade infantil a LV esteja
possivelmente relacionada a relativa imaturidade imunoldgica que nas criangas é agravada pelo
estado de desnutri¢do tdo comum nas areas endémicas. Em 2017, foram registrados 45 casos de
LV em Alagoas, com incidéncia de 1 caso/100.000 habitantes e uma taxa de letalidade de 4,4%.
No mesmo ano, foram registrados 29 casos de LT, dos quais 58,6% ocorreram na Zona da Mata
Alagoana nos municipios de Murici, Unido dos Palmares e Vicosa. Do total de casos de LT
notificados, 89,5% dos pacientes infectados eram maiores de 10 anos e 51,7% do sexo
masculino (BRASIL, 2011; BRASIL, 2017; BRASIL, 2014; SINAN, 2018).

2.3 Agente Etioldgico

As Leishmanioses sdo um conjunto de doencgas ocasionadas por organismos unicelulares
pertencentes ao género Leishmania spp., familia Trypanosomatidae, ordem Kinetoplastida, os
quais sdo caracterizados pela presenca de um flagelo longo e o cinetoplasto (estrutura rica em
DNA). Estes protozoarios apresentam duas formas evolutivas distintas (Figura 5), a amastigota,
intracelular obrigatoria de vertebrados, que sao arredondadas e nao possuem flagelo aparente e
a promastigota, extracelular flagelada, encontrada no tubo digestivo do hospedeiro
invertebrado, as quais sofrem diferenciacdo dentro do vetor, podendo assumir a forma
proliferativa prociclica ou a infectante metaciclica (BRASIL, 2017; SUNTER; GULL, 2017;
GOSSAGE; ROGERS; BATES, 2003; LESSA, 2007).

Figura 5- Formas evolutivas da Leishmania spp.
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Devido a grande diversidade de espécies, 0 género Leishmania foi subdividido em
outros dois (Viannia e Leishmania) de acordo com a localizagdo do parasito no sistema
digestorio do vetor (Figura 6) (SOARES, 2010; LAINSON, 2010; PACE, 2014,
DOSTALOVA; VOLF, 2012).

Sao conhecidas mais de 20 espécies de Leishmania patogénicas para 0s seres humanos,
espalhadas por quase todos 0s continentes, com exce¢do da Oceania e Antértida, as quais podem
causar desde Ulceras na pele até doencas sistémicas fatais. No Velho Mundo sdo encontradas
as espécies do subgénero Leishmania: Leishmania (L.) donovani, Leishmania (L.) infantum;
Leishmania (L.) major; Leishmania (L.) killickia; Leishmania (L.) aethiopica, e no Novo
Mundo as espécies do subgénero Leishmania e Viannia: Leishmania (L.) infantum;
Leishmania (L.) mexicana; Leishmania (L.) pifanoi; Leishmania (L.) venezuelensis;
Leishmania (L.) garnhami; Leishmania (L.) amazonensis; Leishmania (V.) braziliensis;
Leishmania (V.) guyanensis; Leishmania (V.) panamensis; Leishmania (V.) shawi; Leishmania
(V.) naiffi; Leishmania (V.) lainsoni; Leishmania (V.) lindemberg; Leishmania (V.) peruviana
e Leishmania (V.) colombiensis (AKHOUNDI, 2016; PACE, 2014; NICO, 2015; MANSUETO
etal., 2014; WHO, 2010).

Figura 6- Taxonomia da Leishmania.
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A transmissdo da doenga aos hospedeiros vertebrados ocorre através da picada da fémea
infectada de insetos flebotomineos (Ordem Diptera; Familia Psychodidae; Subfamilia
Phlebotominae), encontrados em matéria organica Umida como tronco de arvores, tocas de
animais e perto de alojamentos humanos, principalmente nas regides tropicais e subtropicais do
planeta. O género responsavel pela transmissdo no Velho Mundo é o Phebotomus e no Novo
Mundo a Lutzomyia. No Brasil eles também sdo popularmente conhecidos como mosquito
palha, tatuquira, birigui, arrepiado, asa dura, asa branca entre outros (Figura 7) (NAGLE, 2014;
GONTHNO; CARVALHO, 2003; BRASIL, 2014; BRASIL, 2017; BASANO; CAMARGO,
2004; ASSIS et al., 2014; GHAZANFAR; MALIK, 2016).

Figura 7- Flebotomineo.

Fonte: European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), 2018.

As leishmanioses séo consideradas doengas zoonoticas, tendo como principal
reservatorio os animais silvestres (Figura 8) como, gambas, raposas, roedores, marsupiais entre
outros. Entretanto, em decorréncia da interferéncia do homem no ciclo natural do parasito, com
operacBes militares, desmatamentos e urbanizacdo em &reas anteriormente florestais, estes
juntamente com os animais domeésticos, principalmente os canideos, tornaram-se reservatorios
secundarios das Leishmanias (BRASIL, 2017; WHO, 2005; MANSUETO et al., 2014).
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Figura 8- Ciclo de transmissdo zoonoética e antroponotica das Leishmanioses.

Fonte: BRASIL, 2006.

2.4 Ciclo bioldgico

O ciclo de vida do parasito envolve alternancia morfoldgica celular entre dois
hospedeiros, a promastigota no hospedeiro intermediario e a amastigota no definitivo. A
transmissdo comeca quando o flebotomineo infectado injeta as formas promastigotas
metaciclicas no mamifero durante o repasto sanguineo. A perfuracdo da pele faz com que as
células de defesa (neutréfilos, células dendriticas, macrofagos etc.) sejam recrutadas para o
local da picada e englobem os parasitos mediante interacbes com receptores superficiais.
Devido a mudanca de pH e temperatura dentro das células fagocitarias, as promastigotas
diferenciam-se em amastigotas e multipliquem-se por fissdo binaria até estourar a célula de
defesa, contaminando novas células fagociticas (Figura 9) (TEIXEIRA et al.; 2013; KEVRIC;
CAPPEL; KEELING, 2015).
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Figura 9- Ciclo de bioldgico da Leishmania.
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Fonte: Adaptado de Centers for Disease Control and Prevention (CDC), 2013.

No vetor, o ciclo inicia-se quando ele pica um mamifero infectado com os protozoérios
e ingere as formas amastigotas juntamente com o sangue, as quais sdo direcionadas para o
intestino medio e la se unem formando um aglomerado que € envolvido numa matriz peritrofica.
Dentro dessa matriz, elas irdo sofrer diferenciacdo, transformando-se em promastigotas
prociclicas, que se multiplicam e fixam-se nas vilosidades do intestino a partir de receptores
presentes nas membranas dos protozoarios. Apds alguns dias parte destas formas sofrem nova
diferenciacdo transformando-se na forma infectiva (promastigota metaciclica) que migram para
a porcdo anterior do tubo digestivo prontas para infectar outro hospedeiro vertebrado no
préximo repasto sanguineo (WHO, 2010; SUNTER; GULL, 2017; GOSSAGE; ROGERS;
BATES, 2003).
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A saliva do flebotomineo desempenha um papel importante no processo inflamatorio e
infeccioso da leishmaniose, pois nela estdo presentes componentes que irdo favorecer tanto a
alimentacédo do vetor quanto o recrutamento de células de defesa como neutréfilos, eosinofilos
e, principalmente, macréfagos. Entre essas substancias, podemos citar a maxadilan, um potente
vasodilatador, presente na saliva da Lutzomyia longipalpis, que inibe as funcGes das células T,
dos macrofagos e do TNF-o, e a enzima Apirase, abundante no Phebotomus papatasi, que
diminui as func@es das células T, producédo de citocinas Thl e aumenta a IL-4 (TEIXEIRA et
al., 2005: REIS, 2006).

Os protozoarios Leishmania spp. sdo dotados de varias estratégias de escape para
sobreviver aos diferentes ambientes nos quais estdo inseridos, uma delas é a expressdo de
glicoconjugados. Estas moléculas presentes na superficie do parasito, como por exemplo,
Lipofosfoglicano (LPG), glicoinositolfosfolipideo (GIPL), proteofosfoglicano (PPG),
metaloproteinase gp63, sdo responsaveis pela interacdo parasito-hospedeiro, favorecendo a
manutencdo da infeccdo (FORESTIER; GAO; BOONS, 2014; SILVEIRA et al., 2008;
LESTINOVA et al, 2017).

2.5 Resposta imunologica

De um modo geral, a leishmaniose pode levar o hospedeiro a desenvolver uma resposta
imunoldgica especifica caracterizada pelo aumento de células T CD4*, com um perfil de
citocinas Thl ou Th2, as quais irdo favorecer respectivamente, resisténcia ou susceptibilidade
aos parasitos. Essa relacdo foi amplamente estudada em modelos animais com L. major,
utilizando camundongos geneticamente resistentes (C57BI/6, CBA, C3H) e susceptiveis
(BALBI/c), ficando claro que quando a resposta € do tipo Th1, haverd um aumento na producéo
de IL-12 que induzira as células NK, TNF-a, linfocitos T CD4" e CD8", a produzirem INF-y
que ativa os macréfagos a produzirem 6xido nitrico (NO) promovendo assim a eliminacao dos
parasitos. Por outro lado, quando a resposta é do tipo Th2 as citocinas secretadas sdo a IL-4 e
IL-10, responsaveis pela inibicdo da atividade dos macréfagos e, consequentemente, a
susceptibilidade a infeccdo (Figura 10) (REIS et al., 2006; PINHEIRO, 2004; GUERRERO,
2017; PIRES et al., 2012).



Figura 10- Resposta imune celular.
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2.6 Formas clinicas

As manifestacdes clinicas das leishmanioses apresentam-se divididas em dois grupos,

um que infecta a pele (LT) e outro que acomete 0s 6rgaos viscerais (LV). Tais manifestacdes

dependem ndo apenas da espécie infectante (Tabela 1), mas também da resposta imunoldgica
do individuo infectado (PACE, 2014; BRASIL, 2014).

Tabela 1- Principais espécies de Leishmania espalhadas pelo mundo.

TIPOS DE LEISHMANIOSE

Leishmaniose Cutanea: Velho Mundo

Leishmaniose Cutanea: Novo Mundo

L. tropica L. mexicana

L. aethiopica L. amazonensis
L. major L. braziliensis
L. infantum L. guyanensis
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L. peruviana
L. pifanoi
Leishmaniose Visceral Leishmaniose Mucocuténea
L. chagasi L. braziliensis
L. donovani L. guyanensis
L. infantum L.panamensis

Leishmaniose Dérmica Pos-Calazar
L.donovani

Fonte: MANSUETO et al, 2014.

2.6.1 Leishmaniose tegumentar

A LT engloba quatro formas clinicas diferentes: cutanea localizada (LCL); cutanea
disseminada (LD); cutanea difusa (LCD) e mucocutanea (LM). Das quatro manifestacGes
clinicas (Figura 11) a LCL é a apresentacdo mais comum, sendo caracterizada por lesdes no
local da picada, que evoluem para ulceras indolores unicas ou multiplas, com tendéncia a cura
espontanea e boa resposta terapéutica. Ja a forma mais grave € a LM, também conhecida como
espundia, que pode causar desde lesGes desfigurantes, até mutilagcbes nas membranas da
mucosa. Estima-se que aproximadamente de 3 a 5% dos individuos que tiveram LCL
desenvolvam LM. Geralmente, essa forma surge insidiosamente apdés um quadro de LCL
crénica, que foi curada sem tratamento ou com tratamento inadequado. Neste tipo de infeccéo
h& uma exacerbagdo da resposta celular antileishmania do tipo Thl, que além de conter a
multiplicacdo parasitaria, acaba provocando a destruicdo de tecidos onde ha depdsitos de
particulas antigénicas. Os pacientes acometidos com a LM ndo apresentam boa resposta
terapéutica devido as recidivas (LESSA, 2007; BERN; MANGUIRE; ALVAR, 2008; BRASIL,
2009; NAGLE et al., 2014; BRASIL, 2017).

Apesar de serem raras a LD e LCD diferem quanto a resposta imunolégica. Na primeira,
os individuos acometidos sdo capazes de desenvolver uma resposta imune celular favoravel,
com boa resposta terapéutica, ja os acometidos com a LCD ndo apresentam resposta celular
especifica para os antigenos da Leishmania, nem respondem bem a terapia utilizada, além de
apresentarem recidivas frequentes (BRASIL, 2017; BRASIL, 2006).



36

Figura 11- Sindromes Clinicas Tegumentares. A) Leishmaniose cutanea localizada B) Leishmaniose
cuténea disseminada C) Leishmaniose cutanea difusa D) Leishmaniose mucocutanea.
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Fonte: BRASIL, 2006; GUERRERO et al, 2017.

2.6.2 Leishmaniose visceral

A LV, classicamente conhecida como calazar, € uma apresentacdo sistémica das
leishmanioses causadas pelas Leishmanias pertencentes ao complexo donovani (L. chagasi; L.
donovani; L. infantum), sendo considerada a forma mais grave de todas as leishmanioses que,
quando ndo tratada, é fatal em mais de 90% dos casos. Geralmente, as caracteristicas clinicas
aparecem no periodo de 2 a 6 meses ap6s a infecgdo, incluindo, febre prolongada,
hepatoesplenomegalia, pancitopenia, anemia progressiva e perda de peso, entretanto, é
importante salientar que alguns pacientes permanecem com infeccdo ndo aparente, e quando
ndo tratados, se tornam imunocomprometidos muitos anos apos a infeccdo (NAGLE et al.,
2014; TAJEBE et al., 2017; BRASIL, 2009; NO, 2016).

De uma maneira geral, os pacientes com LV correm um risco muito alto de coinfeccdes
bacterianas, como pneumonia, tuberculose e infec¢Bes do trato urinério e gastrointestinal e,

quando ndo tratados adequadamente, podem evoluir para septicemia. O comprometimento do
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sistema imunolégico, ocasionado pela presenga do virus HIV, torna os portadores muito mais
susceptiveis a desenvolverem a LV. Por esta razdo, a coinfeccdo HIV / LV é comumente
encontrada principalmente nas areas endémicas como Etidpia, Brasil e india (BRASIL, 2009;
NAGLE et al., 2014).

Outro agravante da LV é que, mesmo apds meses ou anos de cura clinica, alguns
pacientes podem desenvolver um tipo de manifestacdo cutanea, a leishmaniose dérmica pds-
calazar (LDPC) que é uma sequela da LV. Os pacientes acometidos por esta infeccdo
apresentam erupcao geralmente no rosto, bragos, troncos e outras partes do corpo, na forma de
maécula, papula ou nodulo, sendo considerados um potencial reservatério para transmissao do
calazar (Figura 12) (WHO, 2017; SALOTRA,; SINGH, 2006).

Figura 12- Sindrome Clinica Visceral e Sequela A) LV B) LDPC.

Fonte: ZIJLSTRA et al.,2003; BRASIL, 2006.

2.7 Tratamento da leishmaniose
2.7.1 Tratamento antimonial

O primeiro tratamento direcionado para combater a leishmaniose foi introduzido em
1912, pelo médico patologista Gaspar Vianna, que empregou um composto a base de antiménio
trivalente na terapéutica da LT, mas devido a alta toxicidade foi substituido em 1945 pelos

antimoniais pentavalentes, que continuam sendo os fa&rmacos de primeira escolha para a maioria
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dos pacientes. Atualmente dois produtos sdo utilizados, o antimoniato de meglumina
(Glucantime®) e o estibogluconato de sodio (Pentostam®), sendo este Gltimo ndo
comercializado no Brasil. O Glucantime® esta disponivel nas redes publicas de salde brasileira
na forma de ampolas de 5 mL. Esta forma de apresentacdo, exclusivamente parenteral, dificulta
bastante a terapéutica, visto que além da vasta lista de efeitos colaterais, o tratamento, que dura
em média de 20 a 40 dias, faz com que a maioria dos pacientes abandonem a terapia,
ocasionando aumento dos casos de resisténcia parasitaria (BEZERRA; LEON; GENESTRA,
2004; BRASIL, 2014; PINHEIRO, 2004).

Entre os principais efeitos colaterais relacionados aos antimoniais pentavalentes
podemos citar variagcOes eletrocardiograficas, elevacdo dos niveis de transaminases séricas,
reacdes dérmicas locais, anorexia, nauseas, vomitos e mialgia. Devido a estes efeitos, o farmaco
estd contra indicado na gravidez e em pacientes com doencas renais, hepaticas e cardiacas
(PINHEIRO, 2004; BRASIL, 2014; BRASIL, 2017).

Apesar de ser utilizado had mais de sessenta anos no tratamento das leishmanioses, o
mecanismo de acdo desta classe de farmacos ainda ndo é bem compreendido, pois nao se sabe
qual seria a forma ativa final, se SbY ou Sbh'". Estudos propdem trés modelos principais de
mecanismo de a¢do. O primeiro suporta a ideia de que os SbY atuariam como um pré-farmaco
que sofreria reducéo bioldgica a uma forma trivalente Sh"', muito mais ativa e toxica. Esta
reducdo seria promovida pelos tidis presentes, tanto no hospedeiro quanto no parasito, como a
glutationa, cisteina, cisteina/glicina e a tripanotiona. Outro modelo sugere que os SbY tém
atividade antileishmanial intrinseca e atuariam inibindo a biossintese macromolecular nas
formas amastigotas, possivelmente através da inibicdo da glicolise e da beta-oxidacao de acidos
graxos levando a uma deplecdo dos niveis de ATP intracelular (HALDAR; SEM; ROY, 2011;
BRASIL, 2014).

Um terceiro mecanismo sugerido propde que os ShY atuem por ativacdo do sistema
imunolégico do hospedeiro, tanto o inato quanto o adaptativo, induzindo resposta imune
antileishmanial efetiva. Um estudo promovido por Haldar e colaboradores (2011) demonstrou
em modelo murino que o tratamento com SbY induz a producéo de EROs (espécies reativas de
oxigénio) e oxido nitrico (NO), provocando duas fases de morte parasitaria, uma 6 horas apos
o tratamento, devido a inducdo de EROs e outra de 24 a 48 horas, possivelmente mediada pela

geracdo de NO. Quando ha contra indicacdo ou resisténcia terapéutica aos SbY, os farmacos de
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segunda escolha sdo a anfotericina B, pentamidina, miltefosina e paromomicina (Figura 13)
(HALDAR; SEM; ROY, 2011; BRASIL, 2009).

Figura 13- Farmacos utilizados no tratamento da Leishmaniose.
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2.7.2 Tratamento ndo antimonial

A anfotericina B é um antibi6tico poliénico, com excelente atividade leishmanicida
sobre as formas amastigotas e promastigotas, apresentando alta taxa de cura na LV (90 a 95%).
Atualmente ele é o farmaco de primeira escolha para mulheres gravidas com LV ou LT e a
segunda escolha para coinfectados com Leishmania/HIV e pacientes ndo responsivos ao
tratamento com os ShY. As apresentacbes farmacoldgicas incluem: i) suspensdo coloidal

(desoxicolato de anfotericina B), que provoca varios efeitos colaterais dose dependente, além
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de reacdes de infuséo, nefrotoxicidade, hipocalemia e miocardite; e ii) a forma lipossomal
(anfotericina B lipossomal), que diminuiu a toxicidade, mas aumentou o custo. Ambas as
formulacdes sdo administradas por infusdo intravenosa necessitando hospitalizacdo (BRASIL,
2009; BRASIL, 2014; BRASIL, 2017; NAGLE et al, 2014).

Além destas formulacbes, existem outros farmacos de segunda escolha como a
pentamidina, que é uma diamidina aromatica empregada contra LT nas &reas endémicas dos
continentes americano, asiatico e africano e contra LV, principalmente, na Europa e Africa. A
pentamidina foi o primeiro farmaco utilizado para tratar pacientes refratarios aos ShY,
entretanto sua eficacia é inferior aos SbY e a anfotericina B, e seus efeitos secundarios e
resisténcia parasitaria sao maiores. Nos ultimos anos a miltefosina foi adicionada ao arsenal
terapéutico como primeiro antileishmanial oral, embora tenha sido inicialmente desenvolvida
como farmaco antitumoral. Possui uma boa taxa de cura dependendo da espécie de Leishmania
envolvida, como por exemplo, L. panamensis (70 a 90% de cura) e L. braziliensis e L. mexicana
(< 60%). Os eventos adversos mais comuns incluem problemas gastricos, hepatotdxicos,
nefrotoxicos e teratogénicos. Outros inconvenientes relacionados ao farmaco que foram
observados num estudo na india é o possivel aumento dos casos de resisténcia e a duplicagdo
das recaidas (BRASIL, 2009; BRASIL, 2014; BRASIL, 2017; NAGLE et al, 2014; PATIL et
al, 2012).

A paromomicina, um antibiético aminoglicosideo de amplo espectro, é administrado
por via intramuscular e possui boa atividade antileishmanial, tanto na LV quanto na LT. O
principal inconveniente deste medicamento é a dor no local da injecdo relatada por 55% dos
pacientes, mas que ndo leva ao abandono do tratamento. Ja os efeitos colaterais mais comuns
incluem alteracdes das transaminases hepaticas e ototoxicidade (BRASIL, 2017; NAGLE etal.,
2014; CHAPPUIS et al., 2007).

Apesar da terapia antileishmanial estar bem definida pela OMS, o tratamento nem
sempre flui de forma satisfatéria, uma vez que, o alto custo de determinados farmacos,
principalmente nas regiGes mais carentes, os efeitos colaterais e a resisténcia relacionada aos
medicamentos faz com que parte dos pacientes ndo consigam completar o tratamento, quer seja
por abandono, indisponibilidade medicamentosa ou até mesmo Obito, devido a elevada
toxicidade. Por esta razdo, fazem-se necessarios estudos mais aprofundados em busca de novos

agentes terapéuticos.
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2.8 Derivados quinolinicos como alternativa terapéutica

Os estudos com produtos naturais € uma importante ferramenta no desenvolvimento de
novos padroes moleculares bioativos, porque servem como modelo para criagdo de novos
analogos sintéticos ou semissintéticos de possiveis farmacos. Na busca por quimioterapéuticos
menos toxicos e mais baratos, um grande nimero de extratos de plantas e produtos naturais
vem sendo testado ao longo dos Ultimos anos quanto a atividade antiprotozoaria. As principais
classes com atividade leishmanicida incluem compostos fendlicos, quinonas, terpenoides e
alcaloides. A esta Ultima classe pertence as quinolinas, compostos aroméaticos que possuem um
atomo de nitrogénio no seu anel e apresentam varias atividades bioldgicas, incluindo
antimalarica, antibacteriana, antifangica, antiviral, anti-inflamatéria, antitumoral e
antileishmanial, todas relacionadas a presenca do nucleo quinolinico. Atualmente existem
varios protocolos estabelecidos para a sintese do anel quinolinico (Figura 14), o qual pode ser
modificado para preparar uma série de quinolinas substituidas (REYNOLDS; LOUGHLIN;
YOUNG, 2013; PINHEIRO; BISPO; SOUZA, 2010; MARELLA et al., 2012; BACAB;
RODRIGUEZ, 2001).

Figura 14- Anel quinolinico.
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Fonte: Autora, 2019.

2.8.1 Compostos quinolinicos com atividade leishmanicida

A quinina (Figura 15), o primeiro composto natural eficaz contra a malaria, ¢ um
alcaloide extraido da casca da arvore nativa da regido dos Andes pertencente a familia Cinchona
spp. que ficou famosa por sua propriedade antimalarica ap6s a cura da esposa do vice-rei
espanhol no Peru, a condessa de Chinchon. Varios estudos comprovaram que ela tem o

potencial de atuar como inibidor do transporte de colina. Sabendo que o principal fosfolipidio
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da membrana parasitaria da Leishmania € a fosfatidilcolina, Zufferey e Mamoun (2002)
elaboraram um trabalho para verificar a atividade leishmanicida de alguns compostos inclusive
da quinina, comprovando sua eficacia contra formas promastigotas de L. major. Os estudos
confirmaram que o0 composto atua inibindo o transporte de colina, gerando interferéncia na
biossintese da membrana celular do parasito e ocasionando sua morte. Outro estudo elaborado
por Nettey e colaboradores (2016) avaliou, in vitro, a eficacia de varios agentes anti-infecciosos
contra Leishmania donovani. Dos 56 farmacos utilizados no estudo, 5 mostraram atividade
leishmanicida, entre eles, a anfotericina B, a pentamidina, a quinina, a amodiaquina e a
gentamicina. A eficacia da quinina foi notavel nos resultados de inibicéo do crescimento da L.
donovani, visto que seus resultados foram melhores que os farmacos padrdes anfotericina B e
pentamidina utilizados no estudo (Clso= 0,089 pg/mL; 6,3 ng/mL e 25 ng/mL), respectivamente
(CUNICO etal., 2008; REYNOLDS; LOUGHLIN; YOUNG, 2013; ZUFFEREY; MAMOUN,
2002; NETTEY et al., 2016; EBEL; HOLLSTEIN; GUNTHER, 2002).

Figura 15- Estrutura quimica da quinina.
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Fonte: Autora, 2019.

Na Bolivia, varios estudos com ervas medicinais tradicionais tém demostrado atividade
leishmanicida das diferentes partes da planta Galipea longiflora krause. Esta planta,
popularmente conhecida como Evanta, j& vem sendo utilizada ha muitos anos pelos indios
nativos para tratar LT e outras doencgas parasitarias. Cerca de 13 alcaloides quinolinicos
diferentes foram isolados e caracterizados a partir de distintas partes da arvore. Os alcaloides
chimanina B e chimanina D, isolados das folhas, mostraram atividade com Clgo de 25 pug mL™*
contra as formas promastigotas de L. braziliensis, L. amazonensis e L. donovani, enquanto o 2-

(n-propil) quinolina mostrou atividade com Clgo de 50 pg mL™L. Outro estudo comprovou que
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os alcaloides encontrados possuem também, além de atividade leishmanicida direta no parasito,
atividade imunomoduladora, devido a capacidade de reducdo na producdo de citocinas
inflamatorias. Esta caracteristica acaba favorecendo a auséncia de inflamacdo e consequente
destruicdo tecidual que ocorre na LT (Figura 16) (CAMPOS et al., 2011; MAGARINOS et al.,
2012; GUARACHI et al., 2008; GIMENEZ et al., 2005; MAGARINOS et al., 2013; BACAB;
RODRIGUEZ, 2001; FOURNET et al., 1994).

Figura 16- Alcaloides quinolinicos da Galipea longiflora krause.
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Fonte: Autora, 2019.

A 8-hidroxiquinolina (Figura 17) é outro composto que possui uma rica diversidade de
propriedades bioldgicas, além de ser um importante grupo de quelacdo de ions metalicos.
Dentre as principais aplicagdes clinicas, podemos citar neuroprotetor, quelantes de
metaloproteinas, agente anticancerigeno, antifangico, antimicrobiano e antileishmanial. Com o
intuito de avaliar a atividade leishmanicida in vitro e in vivo da 8-hidroxiquinolina, Lage e
colaboradores (2016) realizaram um estudo utilizando um sistema de micelas contendo o
composto. Na avaliagéo in vitro, contra promastigotas de L. amazonensis, a 8-hidroxiquinolina
mostrou atividade semelhante a anfotericina B, com valores de Clsp proximos a 1,0 pg/mL, e
uma melhor atividade citotoxica em macrofagos murino, com CLso de 18,3 ug / mL, contra 7,6
ug / mL para a anfotericina B; assim mostrando um indice de seletividade de 22,9 contra 7,6,
respectivamente. Os testes in vivo foram realizados utilizando camundongos BALB/c
infectados com L. amazonensis. Ao final do tratamento, foi examinado o didmetro médio das
lesBes no tecido infectado, bem como a carga parasitaria em tecidos e érgdos (pele, baco, figado
e ganglios linfaticos). Os resultados mostram que o composto induziu reducédo significativa
tanto no didmetro médio das lesdes quanto na carga parasitaria de todos os 6rgdos e tecidos
avaliados, além de niveis reduzidos de IL-4 e IL-10 e niveis aumentados de INF-y e IL-12,
indicando ativacdo da resposta imunoldgica do tipo Thl e supressdo da resposta do tipo Th2
(SONG et al., 2015; LAGE et al., 2016).
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Figura 17- Estrutura da 8-hidroxiquinolina.
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Fonte: Autora, 2019.

O conhecimento da atividade leishmanicida dos derivados 8-aminoquinolinicos (Figura
18) é bem antigo. A sitamaquina, uma 8-aminoquinolina, foi sintetizada ha varios anos,
juntamente com outros derivados relacionados, a fim de melhorar o indice terapéutico da
primaquina. Os estudos mostraram sua atividade leishmanicida contra a LV, mas néo contra a
LT (LOISEAU; COJEAN; SCHREVEL, 2011; REYNOLDS; LOUGHLIN; YOUNG, 2013).

A primaquina, Unico derivado 8-aminoquinolinico em uso clinico contra maléria, ndo €
atualmente utilizada na terapéutica da leishmaniose devido a alguns efeitos secundarios
adversos e um menor indice terapéutico que os medicamentos de referéncia. Costa e
colaboradores (2012), baseando-se nas limitagGes da primaquina, desenvolveram uma série de
moléculas, vinte e sete ao todo, visando proteger a amina alifatica da inativacdo metabdlica,
adicionando um peptidomimético, um dipeptideo ou um organometalico nesta posicdo. Apds a
sintese, os compostos foram testados quanto a atividade leishmanicida sob as formas
promastigotas e amastigotas de L. infantum, e quanto a citotoxicidade. Os resultados indicaram
que os derivados peptidomimético 3c e organometalico 7a da primaquina mostravam-se mais
eficazes que o farmaco padrdo na eliminacdo de amastigotas intramacrofégica, além de
apresentarem diminuicdo na toxicidade e atividade semelhante a sitamaquina e miltefosina
contra as formas promastigotas (LOISEAU; COJEAN; SCHREVEL, 2011; REYNOLDS;
LOUGHLIN; YOUNG, 2013; COSTA et al., 2012).
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Figura 18- Estruturas dos andlogos 8-aminoquinolina.
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Outro derivado 8-aminoquinolinico que mostrou atividade leishmanicida, frente ao
modelo experimental de camundongo, foi a tafenoquina. Carvalho e colaboradores (2010)
propuseram um possivel mecanismo de acdo para 0 composto. De acordo com o0s resultados
encontrados pelos pesquisadores, a tafenoquina atua por interferéncia na cadeia respiratoria
mitocondrial da Leishmania spp., causando uma queda rapida nos niveis de ATP intracelular e,
consequente, colapso energeético no parasito. Além disso, o composto também induz a producao
de espécies reativas de oxigénio (EROs) e elevacdo da concentracdo de calcio intracelular, que,

em conjunto, ocasionam morte semelhante a apoptose (CARVALHO et al., 2010).

Os compostos 4-aminoquinolinicos também possuem atividade leishmanicida. A
cloroquina (Figura 19), a mais famosa 4-aminoquinolina, foi sintetizada pela primeira vez em
1934 e é utilizada até os dias atuais no tratamento da malaria. Estudos tem comprovado que 0
farmaco apresenta um indice terapéutico favoravel para o tratamento da LT. No Paquistdo, um
ensaio clinico conduzido para determinar a eficacia da cloroquina oral em pacientes com LT,
em comparacdo com o antimonial pentavalente (estibogluconato de sodio), contou com a
participacao de 30 pacientes divididos em dois grupos (A e B), que receberam, respectivamente,
250 mg de cloroquina por 20 dias e 20 mg / kg de SbY injetavel durante 28 dias. Os pacientes
foram acompanhados durante o periodo de 3 meses e as caracteristicas clinicas e
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histopatoldgicas foram avaliadas. A taxa de cura no grupo A foi de 100 % contra 93 % no grupo
B e a tolerdncia ao farmaco foi melhor no grupo A. Outro estudo desenvolvido por Hanif;
Akram; Mustafa (2016) comparou a duracdo do tratamento e dose final com administracdo
intralesional e oral da cloroquina. Participaram deste estudo 86 pacientes divididos em dois
grupos, os quais alcangaram cura de 100 % das lesdes ao final do tratamento. A duragdo média
foi de 9 semanas no grupo intralesional (A) em comparag¢do com 11 semanas no grupo oral (B)
e a dose total média do farmaco administrado a cada paciente foi de 5,8 g no grupo A, contra
19,2 g no grupo B. De um modo geral, os estudos comprovam que a cloroquina é um tratamento
menos invasivo, mais barato e tolerdvel que o farmaco padrdo para tratar a LT (KHAN;
YASMIN; SIDIQUI, 2007; HANIF; AKRAM; MUSTAFA, 2016).

Figura 19- Estrutura da cloroguina.
CH,

CH,3 (
HN)\/\/N\/CH3

~
Cl N
Fonte: Autora, 2019.

Os estudos para melhorar a atividade antipaltdica da cloroquina tém auxiliado no
desenvolvimento de novos derivados 4-aminoquinolinicos. O conhecimento proporcionado
pela quimica medicinal tem contribuido no desenvolvimento destes novos candidatos a
farmacos, através de estratégias de modificacdo molecular classica como bioisosterismo,
homologagéo, simplificacdo e hibridagdo molecular (BARREIRO, E. J; 2009; LIMA, 2007;
BAWA et al., 2010).

A unido de dois ndcleos quinolinicos numa unica molécula levou a sintese da
bisquinolina piperaquina, uma 4-aminoquinolina utilizada na clinica contra os parasitos da
malaria. A literatura descreve a sintese de varias outras bisquinolinas com atividade parasitaria,
inclusive antileishmanial. Nosso grupo de pesquisa j& vem trabalhando com derivados 4-
aminoquinolinicos sintetizados através de reagdes de Substituicdo Nucleofilica Aromaética

(SNar), sendo que dois deles apresentaram boa atividade in vitro contra cepas do Plasmodium
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falciparum resistente e sensivel a cloroquina. No teste in vivo com camundongos infectados
com P. berguei a monoquinolina MAQ (D1) foi melhor que a bisquinolina BAQ (D2),
reduzindo significativamente a parasitemia (Figura 20) (KONDAPARLA et al., 2016;
REYNOLDS; LOUGHLIN; YOUNG, 2013; AGUIAR et al., 2012; BAWA et al., 2010).

Figura 20- Bisquinolinas e monoquinolina com atividade antipaltdica.

4 H,PO,
C| (\N/\/\N/\‘
N LN
| X
N - | Piperaquina _N
Cl
H N
N
HN \/\NHZ HN™ >~ "~""NH
o e oD
cI N~ D ci N o) SN ci

Fonte: Autora, 2019.

Portanto, com base nas consideracdes a respeito das dificuldades enfrentadas com o
atual tratamento da leishmaniose e sabendo-se do potencial leishmanicida do ndcleo
quinolinico, propusemos desenvolver novos derivados 4-aminoquinolinicos (monoquinolinas e
bisquinolinas), a partir de compostos ja sintetizados por nosso grupo de pesquisa e testa-los

quanto a citotoxicidade e atividade leishmanicida.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

v Sintetizar e avaliar a citotoxicidade e a atividade leishmanicida de novos derivados 4-

aminoquinolinicos.

3.2 Objetivos especificos

4 Sintetizar e caracterizar compostos 4-aminoguinolinicos;

4 Determinar o potencial citotoxico dos compostos frente a célula hospedeira (macrofagos
da linhagem J774);

v Realizar o screening farmacol6gico dos compostos sobre a viabilidade de formas

promastigotas das espécies de L. amazonensis e L. chagasi;
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4 EXPERIMENTAL

4.1 Consideragdes iniciais

O desenvolvimento do presente trabalho de dissertacdo seguiu a seguinte estratégia de
execucdo: 1) Sintese dos derivados 4-aminoquinolinicos: Il) Caracterizacdo dos compostos

sintetizados I11) Avaliacdo da atividade bioldgica dos compostos.

As sinteses e parte das caracterizagdes dos compostos foram realizadas junto ao grupo
de Catalise e Reatividade Quimica (GCaR) do Instituto de Quimica e Biotecnologia (IQB) da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL).

Os espectros de RMN de *H e *3C dos compostos foram realizados no Laboratério de
Ressonancia Magnética Nuclear (NAPRMN) do IQB/UFAL.

A analise do ponto de fusdo foi realizada no Laboratorio de Quimica Medicinal da
Escola de Enfermagem e farméacia (ESENFAR/UFAL).

As analises de atividade bioldgica foram realizadas junto ao Laboratério de
Farmacologia e Imunidade (LaFl) do Instituto de Ciéncias Biologicas e da Saude
(ICBS/UFAL).

4.2 Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes utilizados na sintese dos compostos estdo descritos na Tabela
2, com sua procedéncia e a formula molecular, os quais foram utilizados sem tratamento prévio,
exceto a acetonitrila que necessitou ser purificada para retirada da agua. As vidrarias e demais

materiais utilizados foram previamente lavados e secos em estufa a 80°C.

Tabela 2- Reagentes e solventes utilizados

Reagentes e Formula

Pureza Origem
Solventes Molecular g
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4,7-dicloroquinolina CoHsCI2N 97% Sigma-Aldrich
4-cloro-7-trifluorometil-quinolina C10HsCIFN 98% Sigma-Aldrich
4,8-dicloroquinolina CoHsCI2N 97% Sigma-Aldrich
4-lodotolueno C7H71 99% Sigma-Aldrich
lodobenzeno CeHsl 98% Sigma-Aldrich
Propargilamina CsHsN 98% Sigma-Aldrich
Fenol CeHeO P.A Dindmica
Tetra kis (trifosfina)
Pd [P((C6H5)3P]4 99% Sigma-Aldrich
Paléadio (0)
lodeto de Cobre Cul 98% Sigma-Aldrich
Dietilenotriamina CsH13Ns 99% Sigma-Aldrich
Trietilamina CeH1sN 99% Sigma-Aldrich
Metanol CH4O P.A Dindmica
Acetato de Etila C4HsO2 P.A Dindmica
Hexano CeHus P.A Dindmica
Acetonitrila C2HsN P.A Dindmica
Hidroxido de Sodio NaOH P.A Dindmica
Silica Gel 60 - - Macherey-Nagel

4.3 Equipamentos

As anélises para as caracterizagdes dos ligantes foram realizadas no Instituto de Quimica
e Biotecnologia da Universidade Federal de Alagoas. A Tabela 3 contém as técnicas utilizadas,

0s seus respectivos aparelhos e o departamento a que pertencem.
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Tabela 3- Equipamentos utilizados nas caracteriza¢cdes dos compostos.

Técnica Analitica Aparelho Local

Espectroscopia de absorcao Espectrofotometro FTIR
. . ) R GCaR/IQB/UFAL
no infravermelho médio Nicolet 6700 Thermo Scientific

Espectrometro Bruker Avance

Espectroscopia de 400, operando na frequéncia de
Ressonancia Magnética 400,130 MHz para RMN de H NAPRMN/IQB/UFAL
Nuclear (RMN) e 100,613 MHz para RMN de
13
C.

MSTecnopon. Modelo PFMII
Ponto de Fuséo Digital, com temperatura ESENFAR/UFAL

maxima de 330 °C

4.4 Preparo das amostras para analise
4.4.1 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN)

Para as analises por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de préton (RMN
de H) e de carbono-13 (RMN de *3C) as amostras foram pesadas (10 mg para *H e 20 mg para
13C) dissolvidas em solventes deuterados adequados (Metanol-ds ou Cloroférmio-d), filtradas
em tubo contendo algodé&o e celite e transferidas para tubos de RMN.

4.4.2 Espectroscopia infravermelho (1V)

As analises por espectroscopia na regido do infravermelho médio foram realizadas num
espectrofotémetro FTIR Nicolet 6700 Thermo Scientific com resolucdo de 4 cm™, utilizando-
se pastilhas de KBr na proporcao de 99% para 1% da amostra a ser analisada na regido entre
4000 e 400 cm™,
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4.4.3 Andlise de ponto de fusdo

Os pontos de fusdo dos compostos sintetizados foram analisados utilizando como
suporte, um capilar em que as amostras foram colocadas. A variagdo da temperatura ocorreu
com velocidade de 1 °C/min até que as amostras passassem do estado sélido para o estado

liquido, sendo assim o ponto de fusdo determinado.
4.5 Sintese dos compostos

Para sintese dos compostos desenvolvidos no presente trabalho foram sintetizadas
previamente duas monoquinolinas (D1 e D3) desenvolvidas anteriormente por nosso grupo de
pesquisa (LIMA, R. M. S. L., 2014; ALMEIDA, M. M. F. S., 2014) as quais serdo descritas

aqui.

4.5.1 Preparagédo da N*-(2-aminoetil) -N?-(7-cloroquinolin-4-il) etano-1,2-diamina (D1).

H
N

H
-HCI X
N SN, " m
o N/ 1) 80 °C/ 1 h, sem agit. cl N/

2) 120 °C/ 3 h, com agit.

O composto D1 foi obtido através de uma adaptagdo da metodologia descrita
anteriormente por nosso grupo com algumas modificacfes (AGUIAR et al., 2012). Num baléo
de fundo redondo de 50 mL foram adicionados a 4,7-dicloroquinolina (1,0 g; 5,0 mmol) e a
dietilenotriamina (5 mL; 50 mmol). Sob agitacdo, a mistura foi aquecida a 80°C por 1 hora e
em seguida a temperatura do sistema foi elevada para 135 °C por 3 horas. Apoés resfriada a
temperatura ambiente, ela foi basificada com 10 mL de uma solucdo de NaOH (10%) e extraida
com acetato de etila (3x 10 mL). A fase organica foi deixada em repouso na geladeira, fazendo-
se a troca do recipiente até ndo mais decantar residuo. O solvente foi evaporado no evaporador
rotatorio e seco sob vacuo. O produto obtido apresenta-se como um sélido de coloracéo
amarela, soltvel em metanol (F.M.: C13H17CIN4; M.M.: 264,75 g.mol™; rendimento total: 50%.
P.F.: 99-100 °C).

LV. (vma/cm 1): 3245 (v N-H), 3063 (v =C-H anel quinolinico), 2930 e 2849 (vas/vs
CH>), 1587 e 1486 (v C=C anel quinolinico), 1328 (C ar-N), 1449 (6 CH>), 879, 806 ¢ 765 (&
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C-H do anel aromatico). RMN H (400 MHz, CD3OD): § 1.96 (s, NH aminico), 2,80 (m, 4H,
CH-16 e CH2-13), 2,97 (t, J=6,30 Hz, 2H, CH-15), 3,50 (t, J=6,30 Hz, 2H, CHz-12), 3,55 (s,
NH aminico), 5,46 (s, NH-anilinico), 6,56 (d, J=5,62 Hz, 1H, Ar-H C-3), 7,39 (dd, J=9,00 Hz
e J=2,05 Hz, 1H, Ar-H C-6), 7,78 (d, J=1,94 Hz, 1H, Ar-H C-8), 8,10 (d, J=8,94 Hz, 1H, Ar-H
C-5), 8,36 (d, J=5,79 Hz, 1H, Ar-H C-2).

4.5.2 Preparacdo da N-(prop-2-inil) -7-cloro-quinolin-4-amina (D3).

| HN/\ HNT O
X > X
© + /dj 1) acetronitrila; Pd(PPh3),; Cul m
~
cl N NEt; Cl N

2)T.amb.; agitacao; 22h;
argbnio

A sintese do composto D3 foi realizada anteriormente no nosso grupo de pesquisa e
seguindo a metodologia proposta por (THI et al, 2008) com algumas alteragdes. O preparo do
composto foi realizado em um tubo selado com um agitador magnético, 4,7- dicloroquinolina
(1,5 g; 7,6 mmol) e fenol (6,7 mL; 76 mmol). Apds a mistura ser deixada por 1 h a 100 °C com
agitacdo foi adicionado propargilamina (975 pL; 15,2 mmol) e a temperatura foi elevada para
120 °C permanecendo por mais 4 h. Ao finalizar da reacdo, a mesma foi resfriada até a
temperatura ambiente e uma solugdo aquosa de NaOH a 15% (30 mL) foi adicionada a mistura
reacional. Houve a formacao de um precipitado amarelo que foi lavado com mais solucéo de
NaOH e em seguida com agua. O sélido obtido foi purificado em coluna cromatografica
utilizando como eluente hexano/acetato na proporcao de (6:4). Obtivemos um solido branco,
solivel em metanol. (F.M.: C12H9CIN2; M.M.: 216,67 g/mol; Rendimento total: 92%; Ponto de
degradacéo: 238,1 °C).

LV (max./ cm 1): 3286 (v=CH), 3205 (v C-H), 3060 (v =CH anel quinolinico), 2924 ¢
2863 (vas/vs CH2), 2115 (vC=C), 1582-1543 cm™ (v C=C anel quinolinico), 1451 (5 CHy), 1318
(Car-N), 805, 849 ¢ 873 (8 C-H do anel aromaético), 1442 (8§ CHz). RMN H (400 MHz,
CDs0D), 6 2,33 (s, 1H, C-14), 4,15 (m, J=3,23 Hz, 2H, C-12), 5,25 (s, NH anilinico), 6,54 (d,
J=5,00 Hz, 1H, Ar-H C-3), 7,40 (d, J=9,11 Hz, 1H, Ar-H C-6), 7,68 (d, J=8,82 Hz, 1H, Ar-H
C-5), 7,99 (s, 1H, Ar-H C-8), 8,62 (d, J=5,29 Hz, Ar-H C-2).
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4.5.3 Preparacéo da 7-cloro-N-(3-fenilprop-2-in-1-il) quinolin-4-amina (D4).

| HN/\ HN TS
X > X
© + /(j\)j 1) acetronitrila; Pd(PPh3),4; Cul /@\)j
—
Cl Cl N

N NEt;
2)T.amb.; agitacdo; 22h;
argbnio

A sintese do composto D4 foi baseada na metodologia proposta por (SHADRIN et.al.,
2015) com adaptac¢des. Em um bal&o schlenk de 100 mL sob argonio foi adicionado 50 mL de
acetonitrila seca, iodobenzeno (245 pL; 2,2 mmol), tetrakis (trifenilfosfina) paladio (0) (0,11 g;
0,10 mmol), iodeto de cobre (0,020 g; 0,20 mmol), D3 (0,43 g; 2,0 mmol), trietilamina (28 pL;
0,20 mmol) permanecendo sob agitacdo a temperatura ambiente por 22 h. Ao final o solvente
foi evaporado sob vacuo e o produto foi purificado em coluna cromatogréafica utilizando como
eluente hexano / acetato de etila na proporcdo de 6:4. O produto obtido foi um solido de
coloracdo amarelo claro, solivel em metanol. (F.M.: CisH13CIN2; M.M.: 292,76 g/mol;
rendimento total: 42%. P.F.: 150 °C).

LV. (max. / cm ): 3227 (v C-H) 3060 (v= CH), 2922 (vas CHz), 2861 (vs CH2), 2228 (v-
C=C), 1612 (v C=N), 1579 (v C=C), 1440 (5 CHy), 1318 (Car-N), 846, 804 e 751 (5 =C-H do
anel aromatico). RMN de H (400 MHz, CD30D): § 4,40 (s, 2H, CH,-C-12), 6,75 (d, J=5,65
Hz, 1H, Ar-H C-3), 7,28 (m, 3H, Ar-H C- 17; 18 e 19), 7,36 (m, 2H, Ar-H C-16 e 20), 7,42 (dd,
J=9,07 e 2,23 Hz, 1H, Ar-H C- 6), 7,83 (d, J=2,23 Hz, 1H, Ar-H C-8), 8,09 (d, J= 8,92 Hz, 1H,
Ar-H C- 5), 8,47 (d, J=5,50 Hz, 1H, Ar-H C-2). RMN de 13C (100 MHz, CD30D): § 150,9 (C-
2), 150,7 (C-9), 148,1 (C-4), 135,0 (C-7), 131,2 (C-8), 128,0 (C-16,18 e 20), 126,2 (C-17 e 19),
124,9 (C-5), 122,8 (C-6), 122,6 (C-15), 117,6 (C-10), 99,4 (C-3), 84,3 (C-14), 82,8 (C-13), 32,3
(C-12).

4.5.4 Preparacao da 7-cloro-N-(3-(p-tolil) prop-2-in-1-il) quinolin-4-amina (D5).

! HN S . HN™ N
+ m 1) Acetonitrila; Pd(PPhs),; Cul; m
cl N/ trietilamina; Cl N/ CH3

2)T. amb.; agitacéo; 22 h;
CH3 argbnio
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A sintese do composto D5 foi baseada na metodologia proposta por (SHADRIN et.al.,
2015) com adaptacdes. Em um baldo schlenk de 100 mL sob arg6nio foi adicionado 50 mL de
acetonitrila seca, 4-iodotolueno (0,478 g; 2,2 mmol), tetrakis (trifenilfosfina) paladio (0) (0,11
g; 0,20 mmol), iodeto de cobre (0,020 g; 0,20 mmol), D3 (0,43 g; 2,0 mmol), trietilamina (28
uL; 0,2 mmol) permanecendo sob agitacao a temperatura ambiente por 22 h. Ao final o solvente
foi evaporado sob vacuo e o produto foi purificado em coluna cromatografica utilizando como
eluente hexano/acetato de etila na proporcdo de 6:4. O produto obtido foi um soélido de
coloracdo amarelo claro, solivel em metanol. (F.M.: Ci9HisCIN2; M.M.: 306,79 g/mol;
rendimento total: 47%. P.F.: 155 °C).

LV. (umax. / cm 1): 3227 (v C-H), 3059 (v =CH anel quinolinico), 2922 ¢ 2861 (vas/vs —
CHpy), 2228 (v C=C), 1614 (v C=N), 1580-1552 (vC=C), 1450 (& CH2), 1314 (Car-N), 886, 805
e 765 (& C-H do anel aromatico). RMN de H (400 MHz, CDCls): § 2,36 (s, 3H, CHs- C-21),
4,37 (d, J=5,13 Hz, 2H, CH»>-C-12), 5,27 (s, NH anilinico), 6,62 (d, J=5,13 Hz, 1H, Ar-H C-3),
7,14 (d, J=8,22 Hz, 2H, Ar-H C-17 e C-19), 7,36 (d, J= 8,86 Hz, 2H, Ar-H C-16 e C-20), 7,36
(d, J=8,86 Hz, 2H, Ar-H C-16 e C-20), 7,49 (dd, J= 9,05 e 2,11 Hz, 2H, Ar-H C-5), 7,74 (d,
J=8,86 Hz, 1H, Ar-H C-6), 8,02 (d, J=1,92 Hz, 1H, Ar-H C-8), 8,64 (d, J=5,20 Hz, 1H, Ar-H
C-2). RMN de *3C (100 MHz, CDCls): § 152,0 (C-2), 149,1 (C-9), 148,8 (C-4), 138,8 (C-18),
135,0 (C-7), 131,6 (C-16 e 20), 129,1 (C-17 e 19), 128,9 (C-8), 125,7 (C-5),120,9 (C-6), 119,1
(C-15), 117,3 (C-10), 100,0 (C-3), 84,7 (C-14), 83,2 (C-13), 33,9 (C-12), 21,4 (C-21).

4.5.5 Preparagdo da N*-(7-cloroquinolin-4-il) -N2-(2-((8-cloroquinolin-4-il) amino) etil) etano-
1,2-diamina (D6).

H H
1) Fenol, 100 °C /1 h
~ | + m 2) MAQ, 120 °C / 4 h m | X
NS ~
N Cl N cl N/ N/

Cl Cl

A sintese das bisquinolinas dissimétricas seguiu a mesma metodologia do composto D3
anteriormente descrito, proposta por (THI et al, 2008) com adaptacGes. Num baldo de duas
bocas sob refluxo com agitacéo foi adicionado 4,8-dicloroquinolina (0,317 g; 1,6 mmol) e fenol
(1,5 mL; 16 mmol) a uma temperatura de 100 °C/1 h. Apds este periodo foi adicionado a D1
(0,42 g; 1,6 mmol) e a temperatura foi elevada para 120 °C por mais 4 horas. Ao final foi

adicionado 5 mL de NaOH (2 M) e 5 mL de agua destilada, formando um precipitado grudento.
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Entdo este foi solubilizado com 5 mL de metanol e acrescentado NaOH (2M) e salmoura
formando um novo precipitado mais claro e solto, o qual foi filtrado em filtro quantitativo e
lavado com &gua destilada. Este processo foi repetido até total retirada do fenol. Ao final o
precipitado foi solubilizado em metanol seco no evaporador rotatério e bomba de alto vacuo
obtendo-se um p6 de coloracdo creme, soltvel em metanol (F.M.: C22H21CI2Ns; M.M.: 426,34
g/mol; rendimento total: 47%. P.F.:155 °C).

LV. (bmax./ cm 1): 3369 (v N-H), 3139 (v C-H anel quinolinico), 3011 (v =CH), 2930 ¢
2860 (vas/vs CH2), 1583 e 1530 (v C=C anel quinolinico), 1336 (Car-N), 1420 (6 CHo) 1332
(Car-N), 877, 802 e 756 (5 C-H do anel aromatico). RMN de H (400 MHz, CDsOD): § 1,88 (s,
NH aminico), 3,02 (m, 4H, CH»- 12 e 12°), 3,51 (m, 4H, CH>-13 e 13”), 3,76 (NH anilinico),
6,53 (d, J=5,49 Hz, 1H, Ar-H C-3), 6,61 (d, J=5,49 Hz, 1H, Ar-H C-3), 7,27 (m, 2H, Ar-H C-
6¢6’),7,73(m, 2H, Ar-H C-8e 7°), 7,96 (m, 2H, Ar-H C-5¢ 5°), 8,31 (d, J=5,49 Hz, 1H, Ar-
H C-2), 8,38 (d, 5,49 Hz, 1H, Ar-H C-2’). RMN *3C (100 MHz, CDs0D): § 151,4 (C-4"), 151,2
(C-4), 151,0 (C-27), 150,5 (C-2), 148,2 (C-9), 137,6 (C-9°), 134,9 (C-7), 132,2 (C-8’), 129,3
(C-7°),.126,2 (C-8), 124,6 (C-6), 123,8 (C-5’), 122,6 (C-5), 120,3 (C-10°), 119,8 (C-6), 117,3
(C-10), 98,7 (C-37), 98,3 (C-3), 48,2 (C-137), 46,8 (C-13), 42,1 (C-12°), 41,9 (C-12).

4.5.6 Preparacdo da N*-(7-cloroquinolin-4-il) -N2-(2-((7-(trifluorometil)quinolin-4-il) amino)
etil) etano-1,2-diamina (D7).

H
H
Cl HN >~ V\NHZ HN NH

F.C N” cl N” 1) Fenol, 100 °C/1 h ¢ NG NG CF,

3
2) MAQ, 120 °C/ 4 h

Seguindo a metodologia de (THI et al, 2008) com adapta¢des. Num baldo de duas bocas
foi adicionado 4-cloro-7-trifluorometil-quinolina (0,37 g; 1,6 mmol) e fenol (1,5 mL; 16 mmol)
a uma temperatura de 100 °C/1 h com agitacdo magnética e refluxo. Apos este periodo foi
adicionado a D1 (0,42 g; 1,6 mmol) e a temperatura foi elevada para 120 °C/4 h. Ao final foi
adicionado 5 mL de NaOH (2 M) e 5 mL de agua destilada, formando um precipitado grudento.
Entéo este foi solubilizado com 5 mL de metanol e acrescentado NaOH salmoura formando um
novo precipitado mais claro que o anterior, o qual foi filtrado em filtro quantitativo e lavado

com agua destilada. Este processo foi repetido até total retirada do fenol. Ao final o precipitado
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foi solubilizado em metanol e em seguida seco no evaporador rotatério e bomba de alto vacuo,
obtendo-se um pé de coloragdo creme claro, solivel em metanol. (F.M.: C23H21CIFsNs; M.M.:
459,89 g/mol; rendimento total: 67%. P.F.: 170 °C).

LV. (umax./cm™): 3228 (v N-H), 3075 (v =CH anel quinolinico), 2926 ¢ 2840 (vas/vs CHy),
1580 ¢ 1550 (v C=C anel quinolinico), 1450 (6 CH>), 1282 (Car-N), 850, 802, 765 (5 =CH).
RMH de H (400 MHz, CDsOD): § 3,05 (m, 4H, CH2-13 ¢ 13°), 3,54 (m, 4H, CHz-12 ¢ 12°),
6,55 (d, J=5,65 Hz, 1H, Ar-H C-3), 6,63 (d, J=5,65 Hz, 1H, Ar-H C-3"), 7,25 (dd, J=9,10 ¢ 1,73
Hz, 1H, Ar-H C-6), 7,95 (d, J=9,10 Hz, 1H, Ar-H C-6"), 7,73 (d, J=1,73 Hz, 1H, Ar-H C-8),
7,95 (d, J=1,73 Hz, 1H, Ar-H C-5), 8,06 (s, Ar-H C-8°), 8,17 (d, J=8,81 Hz, 1H, Ar-H C-5"),
8,32 (d, J=5,63 Hz, 1H, Ar-H C-2), 8,41 (d, J=5,63 Hz, 1H, Ar-H C-2’). RMN de *C (100
MHz, CDsOD): 8 151,4 (C-2"), 151,2 (C-4"), 151,0 (C-4), 150,9 (C-2), 148,1 (C-9), 146,7 (C-
9%), 134,8 (C-7), 131,4 (C-7°), 126,2 (C-8), 124,9 (C-6), 124,5 (C-8°), 122,6 (C-5e C-57), 120,6
(C-10%), 119,3 (C-6), 117,2 (C-10), 99,3 (C-37), 98,3 (C-3), 46,8 (C-13"), 46,7 (C-13), 41,9 (C-
127), 41,8 (C-12).

4.6 Ensaio in vitro
4.6.1 Ensaio de viabilidade celular

A viabilidade celular dos compostos foi determinada pelo ensaio colorimétrico da
atividade metabdlica, atraves do método de MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il] -2,5-
difeniltetrazolio). Neste ensaio, foram utilizados macréfagos da linhagem J774.A1 (1 x 10°
células/pogo), adicionados em placas de 96 pocos e incubados a 37 °C durante a noite para
melhor aderéncia a placa. Nos pogos controle, foram cultivadas células somente com meio de
cultura e com o diluente das substancias DMSO (0,1%). No dia seguinte, o sobrenadante foi
retirado e adicionado diferentes concentragdes dos compostos e da pentamidina (100, 30, 10 e
3 uM). Apos 48 h de incubacdo o sobrenadante foi descartado e acrescentado em cada pogo 100
uL de MTT (0,5 mg/mL). Apds 1 hora de incubagdo, os cristais de formazan resultantes foram
dissolvidos em dimetil sulfoxido (DMSO) e a intensidade da absor¢do foi medida pela leitura
da microplaca em espectrofotémetro a 490 nm. O experimento foi realizado em triplicata e os
resultados expressos como percentual de morte celular, considerando como controle 100% a

contagem de células viaveis em culturas ndo tratadas (po¢os controle) (MOSMANN, 1983).
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4.6.2 Ensaio de avaliagéo da citotoxicidade contra formas promastigotas

O ensaio de toxicidade sobre formas promastigotas foi realizado em duplicata. As
formas promastigotas de L. amazonensis (cepa MHOM/BR/77/LTB0016) e L. chagasi (cepa
MCAN/BR/88/BA262) foram mantidas in vitro (2 x 10° células/mL) em placas de 48 pocos em
meio Schneider, suplementado com 10% de SFB, 1% L-glutamina e 2% de urina humana na
presenca de diferentes concentragfes das substancias avaliadas e da pentamidina (100, 10, 1 e
0,1 uM), por um periodo de 48 horas a uma temperatura de 26 °C. As células também foram
cultivadas em meio isento de compostos (controle de crescimento basal), ou com 0,1% de
DMSO (veiculo controle). As promastigotas viaveis foram contadas em cAmara de Neubauer e
comparadas com o controle para a determinacdo da concentracdo de crescimento inibitorio de
50% (Clso) (TIUMAN et al., 2005; ROSA et al., 2016).

4.6.3 Anélise estatistica

Os dados obtidos foram expressos como média + erro padrdo da média (M + E.P.M.)
apos andlise estatistica empregando-se analise de variancia (ANOVA) one-way seguido pelo
pos-teste de Dunnett, onde as diferencas entre as medias foram consideradas significantes
quando p < 0,05 ao ser comparado com o grupo controle. Foi entdo determinada a concentracdo
inibitéria de 50% (Clso) e concentracéo letal de 50% (CLso) para os compostos avaliados e a

pentamidina.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A substituicdo nucleofilica aromatica é um tipo de reacdo na qual um nucledéfilo desloca
um grupo labil, como um haleto, de um anel aroméatico. Compostos contendo o nucleo
piridinico possuem uma distribuigéo irregular da densidade eletrénica em fungédo da presenca
do atomo de nitrogénio. A reatividade do anel aromético é perturbada devido a alta
eletronegatividade deste 4&tomo que acaba atraindo a densidade eletrénica dos atomos de
carbono em sua dire¢éo resultando num dipolo permanente. Na piridina, a SNar pode ocorrer
nos carbonos C2 ou C4, visto que o ataque nessas posi¢des leva a intermediarios mais estaveis
(Figura 21). Como os compostos quinolinicos apresentam um anel piridinico em sua estrutura
eles também possuem caracteristicas reacionais (Figura 22) semelhante a da piridina, ou seja,
0 ataque nucleofilico destes compostos dar-se-a preferencialmente nos carbonos C2 ou C4
(CAREY, 2011; BOWLER et al., 2014; CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012).

Figura 21- Intermediarios formados da reacdo entre um nucledfilo e uma piridina.
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Fonte: Adaptado USP, 2005.
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Figura 22- Mecanismo reacional geral das quinolinas por SNar na posicéo C4.
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Fonte: Autora, 2019.

Por outro lado a formacdo de ligacdes carbono-carbono representa um dos passos
sintéticos mais importantes na quimica organica. Até os anos 1970 ndo havia meios simples,
diretos e gerais para formacdo desse tipo de ligacdo entre precursores contendo grupos
insaturados em Csp?ou Csp. O conhecimento acerca do acoplamento cruzado, utilizando metais
de transicdo como catalisadores, favoreceu o desenvolvimento de meios para a sintese desse
tipo de ligacdo. As reacdes de acoplamento, catalisadas por paladio, representam uma das mais
importantes vias de formacdo da ligagdo C-C, destacando-se Mizoroki-Heck, Suzuki e
Sonogashira (CUNHA; OLIVEIRA, 2011; BATALHA; SARGRILLO; GAMA, 2014; WANG,;
GAO, 2014).

Entretanto, das trés a reacdo de acoplamento cruzado de Sonogashira é a mais utilizada
para a construcao de ligacGes carbono-carbono, em particular para a formacéo de alcinos. O
mecanismo reacional envolve trés etapas: i) a adicdo oxidativa do haleto de arila ou vinila ao
paladio; ii) a transmetalacdo com um organometalico nucleofilico; e iii) a eliminacéo redutiva
(Esquema 1). De um modo geral, no acoplamento cruzado catalisado por paladio, dois radicais
ligados ao metal atraves de ligagdes metal-carbono séo trazidos muito proximos uns dos outros,
acoplando-se através de uma nova ligacdo simples C-C. Na reacdo de Sonogashira utiliza-se o
paladio como catalisador, o iodeto de cobre como co-catalisador e uma amina (Figura 23)
(LIANG; XIE; L1 2006; CUNHA; OLIVEIRA, 2011; BACKVALL, J. E, 2010).

Esquema 1- Reacgdo de acoplamento tipo Sonogashira.

[ Pd]
RX + Rz = TCuLR.N
D) 3

Fonte: Autora, 2019.

R4 — R,
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Figura 23. Mecanismo geral de acoplamento de Sonogashira.
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Fonte: Adaptado de CUNHA; OLIVEIRA, 2011.

No desenvolvimento deste trabalho foi realizada a sintese de novos derivados
quinolinicos contendo o nucleo 7-cloro-4-aminoquinolina e outros substituintes com ou sem o
nucleo quinolinico. Todos os compostos aminoquinolinicos foram sintetizados no Laboratério
GCaR, atraves de reacOes de SNar e reacdo de Sonogashira reportadas na literatura e adaptadas
as condicOes do laboratério (AGUIAR et al., 2012; RUDRAPAL et al, 2013; THI et al, 2008;
SADRIN et.al., 2015). Para sintese das novas substancias foram utilizados como material de
partida dois compostos sintetizados anteriormente por nosso grupo de pesquisa: D1 e D3, além
da bisquinolina simétrica D2 que foi sintetizada apenas para efeito comparativo no teste
bioldgico entre as bisquinolinas dissimetricas sintetizadas (LIMA, R. M. S. L.; ALMEIDA, M.
M. F. S., 2014).

A reacdo de Sonogashira foi utilizada na sintese dos compostos D4 e D5, empregando-
se como fonte de palddio o tetrakis (trifenilfosfina) paladio (0). J& as bisquinolinas D6 e D7

foram obtidas por SNar na posi¢do C4 do anel quinolinico que contém o halogénio substituinte,
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utilizando-se o fenol como solvente/reagente. Os rendimentos dos compostos variaram de 42 a

67% (ver Esquema 2).

Esquema 2- Monoquinolina a partir da D3 e bisquinolina a partir da D1.
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Fonte: Autora, 2019.

A sintese das bisquinolinas inéditas D6 e D7 seguiu a mesma metodologia adotada para
sintetizar a D3, utilizando-se o fenol como solvente/reagente. Neste caso o fenol comporta-se
como um co-ativador, através da formacdo in situ do intermediario fenoxido, o qual € deslocado

posteriormente pela amina utilizada na reacdo para formacdo do produto desejado. Todo o
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processo de ataque nucleofilico nas substancias sintetizadas deu-se na posi¢cdo C4 do anel

quinolinico (Ver Esquema 3).

Esquema 3. Proposta de mecanismo reacional de formacgéo das bisquinolinas.
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Fonte: Autora, 2019.

5.1 Caracterizacdo dos compostos 4-aminoquinolinicos

A sintese do composto D1 seguiu a mesma metodologia adotada por Santos (2014),
conseguindo um rendimento de 50%. A caracterizacdo do composto foi feita através de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de H e espectroscopia de Infravermelho (FTIR). Os
dados de alguns compostos foram corroborados pela analise complementar de COSY, HSQC
e/ou HMBC, que mostram respectivamente os acoplamentos hidrogénio-hidrogénio, carbono-
hidrogénio direto e a longa distancia. Os dados analisados comprovam a formacao do composto,

podendo ser observado cinco sinais referentes aos hidrogénios aromaticos com deslocamentos
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quimicos (8) entre 8,36 e 6,56 ppm, e trés sinais para os hidrogénios metilénicos com
deslocamentos quimicos (8) entre 3,50 ¢ 2,80 ppm (Tabela 4 e Figura 24). O solvente deuterado

utilizado na analise foi o metanol (CDsOD).

Tabela 4- Dados de RMN H da D1 em CD30D.

Atribuicdo 6 (Multiplicidade) Integral J(Hz2)

2 8,36 (d) 1H 5,79

S) 8,10 (d) 1H 8,94

8 7,78 (d) 1H 1,94

6 7,39 (dd) 1H 9,00 e 2,05

3 6,56 (d) 1H 5,62
NH aminico 5,46 (s) 2H -
NH anilinico 3,55 (s) 1H -

12 3,50 (t) 2H 6,30

15 2,97 (1) 2H 6,30
13e16 2,80 (m) 4H -
NH aminico 1,96 (s) 1H -

Fonte: Autora, 2019.

Figura 24- Espectros de RMN de *H do composto D1 em CD3;OD.
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O espectro de Infravermelho (Figura 25), obtido por KBr, mostra as bandas de absor¢éo
de estiramento 3245 cm™ (v N-H), 3063 cm™ (v =CH), 2930 cm™ (vas CHz), 2849 cm™ (vs CHy)
da cadeia alifatica, 1587, 1486 cm™ (v C=C), 1328 (Car-N) e as deformacdes angulares 1449 (5
CH,), 879, 806 e 765 cm™ (5C-H do anel aromatico).
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Figura 25- Espectro de Infravermelho da D1.
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Fonte: Autora, 2019.

A sintese da D3 também foi confirmada pela espectroscopia de RMN de H e
infravermelho, verificando-se a presenca dos sinais referentes aos hidrogénios do anel
aromatico com deslocamentos quimicos entre 6= 8,62 e 6,54 ppm, e dois sinais referentes aos
hidrogénios metilénicos e metinico terminal com deslocamento 6=4,15 ppm ¢ 6=2,33 ppm
(Tabela 5 e Figura 26).

Tabela 5- Dados do RMN de 'H do composto D3 em CDCls.

Atribuicdo 6 (Multiplicidade) Integral J (H2)

2 8,62 (d) 1H 5,29
8 7,99 (s) 1H -
5 7,68 (d) 1H 8,82
6 7,40 (d) 1H 9,11
3 6,54 (d) 1H 5,00
NH anilinico 5,25 (s) 1H -
12 4,15 (m) 2H 3,23
14 2,33 () 1H -

Fonte: Autora, 2019.
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Figura 26- Espectro de RMN de *H da D3 em CDCls.
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A andlise do espectro de Infravermelho, obtido por KBr, nos mostra as bandas de
absorcdo de estiramento 3286 (V=CH), 3205 cm™ (v C-H), 3060 (v =CH), 2924 cm™ (vas CH2),
2863 cm™ (vs CH2), 2115 (VC=C), 1582-1543 cm™ (v C=C), 1318 (Car-N) e as deformacdes
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angulares 805, 849 e 873 (6 C-H do anel aromatico), além de 1442 (& CH>) referente a cadeia
alifatica (Figura 27).

Figura 27- Espectro de Infravermelho da D3.
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Fonte: Autora, 2019.

O espectro de RMN de H do composto D4 mostra sete sinais referentes aos dez
hidrogénios dos anéis aromaticos com deslocamentos quimicos entre 6=8,47 ¢ 6,76 ppm, além
de um sinal para os hidrogénios metilénicos da cadeia alifatica 6= 4,42 ppm. Neste composto
podemos verificar o desparecimento do sinal (6=2,62 ppm) do hidrogénio no alcino terminal

presente no composto de partida D3, favorecendo a confirmacdo da formacdo do produto
esperado (Tabela 6 e Figura 28).

Tabela 6- Dados do RMN de *H do composto D4 em CDsOD.

Atribuicéo & (Multiplicidade) Integral J (H2)
2 1H 8,47 (d) 5,50
5 1H 8,09 (d) 8,92

8 1H 7,83 (d) 2,23
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9,07 e 2,23

7,42 (dd)
7,36 (m)

1H
2H
3H

16e 20
17,18, 19

5,65

7,28 (m)

6,75 (d)
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12

Fonte: Autora, 2019.

Figura 28- Espectro de RMN de *H do composto D4 em CDsOD.
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35 30 [ppm

A andlise de RMN de 3C (CDsOD) mostra doze sinais referentes aos quinze carbonos

aromaticos com deslocamento quimico entre 6=152,5 e 101 ppm, além de dois sinais dos

carbonos acetilénicos (6= 85,9 e 84,3 ppm) e um sinal do carbono metilénico 6= 33,8 ppm

(Tabela 7 e Figura 29).

Tabela 7- Dados do RMN de *C do composto D4 em CD3;OD.

Atribuicéo o Atribuicdo b
2 152,5 6 124,4
9 152,3 15 124,2
4 149,6 10 119,1
7 136,6 3 101,0
8 132,7 14 85,9
16, 18, 20 129,5 13 84,3
17e19 127,8 12 33,8
5 126,5 - -

Fonte: Autora, 2019.
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Figura 29- RMN de *C do composto D4 em CD3OD.
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Fonte: Autora, 2019.

O espectro de Infravermelho, obtido por KBr, mostra as bandas de absorcdo de
estiramento 3227 cm-1 (v C-H), 3060 (v =CH), 2922 cm-1 (vas CH2), 2861 cm-1 (vs CHy), 2228
(v-C=C-), 1612 (v C=N), 1579 cm-1 (v C=C), 1318 (Car-N) e as deformag6es angulares 846,
804 ¢ 751 (6 C-H do anel aromatico), além de 1440 (6 CH>) referente a cadeia alifatica (Figura
30).
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Figura 30- Espectro de Infravermelho do composto D4.
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Fonte: Autora, 2019.

A Figura 31 apresenta o espectro de RMN de 'H da D5. Neste espectro é possivel
observar oito sinais correspondentes aos hidrogénios aromaticos com deslocamentos quimicos
entre 6=8,64 ¢ 6,62 ppm, além de um sinal relacionado aos hidrogénios metilénicos e outro aos
hidrogénios metilicos (6=4,37 e 2,36 ppm) (Tabela 8 e Figura 31). Da mesma forma que na D4,
quando os dados do composto analisado sdo comparados com o produto de partida é possivel
verificar claramente que houve o desaparecimento do sinal relacionado ao hidrogénio do alcino
terminal e o acréscimo de um sinal referente aos hidrogénios metilicos. Esta comparac&o auxilia
na comprovacéo da formagédo do composto D5.

Tabela 8- Dados do RMN de *H do composto D5 em CDsOD.

Atribuicdo & (Multiplicidade)  Integral J(Hz)
2 8,64 (d) 1H 5,20
8 8,02 (d) 1H 1,92
6 7,74 (d) 1H 8,86
5 7,49 (dd) 2H 9,05¢€ 2,11

16 € 20 7,36 (d) 2H 8,86
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Fonte: Autora, 2019.

Figura 31- Espectro de RMN de'H do composto D5 em CDsOD.
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Fonte: Autora, 2019.

Analisando o espectro de RMN de *C do composto D5 é possivel observar treze sinais
referentes aos carbonos das duas estruturas aromaticas com deslocamentos quimicos entre
0=152,0 e 100,0 ppm, além de quatro sinais dos carbonos alifaticos (6=84,7 e 21,4 ppm). (Ver
Tabela 9 e Figura 32).

Tabela 9- RMN de *C do composto D5 em CD3;OD.

Atribuicdo 0 Atribuicao 0
2 152,0 6 120,9
9 149,1 15 119,1
4 148,8 10 117,3
18 138,8 3 100,0
7 135,0 14 84,7
16 e 20 131,6 13 83,2
17e19 129,1 12 33,9
8 128,9 21 21,4

5 125,7 . -

Fonte: Autora, 2019.
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Figura 32- Espectro de RMN de **C do composto D5 em CDsOD.
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Fonte: Autora, 2019.

Na Figura 33 que nos mostra o espectro de infravermelho do composto analisado é
possivel verificar a presenca de absorcdes referentes aos estiramentos 3227 cm™ (v C-H), 3059
(v =CH), 2922 cm™ (vas CHy), 2861 cm™ (vs CH2), 2228 (v-C=C), 1614 (v C=N), 1580-1552
cm? (v C=C), 1314 (VCar-N) e as deformagdes angulares 886, 805 e 765 (& C-H do anel
aromatico), além de 1450 (8 CHy) referente a cadeia alifatica.
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Figura 33- Espectro de Infravermelho do composto D5.
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Fonte: Autora, 2019.

As bisquinolinas sintetizadas foram caracterizadas através da analise de RMN de H e

13C, além da espectroscopia de infravermelho, utilizando KBr. No espectro de RMN de *H da

D6 é possivel observar sete sinais referentes aos hidrogénios aromaticos dos dois nucleos

quinolinicos com deslocamento quimico entre 8=8,38 ppm ¢ 6=6,53 ppm, além de dois sinais

relacionados aos hidrogénios metilénicos com deslocamentos entre 6=3,51 ¢ 6=3,02 ppm

(Tabela 10 e Figura 34). Vale a pena ressaltar que o ligante apresenta trés sinais relacionados a

estes hidrogénios metilénicos.

Tabela 10- Dados do RMN de *H do composto D6 em CDsOD.

Atribuicdo & (Multiplicidade) Integral J (Hz)
2’ 8,38 (d) 1H 5,49
2 8,31 (d) 1H 5,49
5e% 7,96 (m) 2H -
8e7 7,73 (m) 2H -
6e6 7,27 (M) 2H 8,28
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3 6,61 (d) 1H 5,49
3 6,53 (d) 1H 5,49
NH anilinico 3,76 (s) 1H -
12e12° 3,51 (m) 4H -
13e13’ 3,02 (m) 4H -
NH aminico 1,88 (s) 1H

Fonte: Autora, 2019.

Figura 34- Espectros de RMN de *H do composto D6 em CD3OD.
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A andlise de RMN de *C (CDsOD) mostra dezoito sinais dos carbonos aromaticos
(entre 6=157 e 102,3 ppm), além dos quatro sinais dos carbonos metilénicos, entre 6=50,39 e
45,76 ppm (Tabela 11 e Figura 35).

Tabela 11. Dados do RMN de *3C do composto D6 em CD;OD.

Atribuicdo ) Atribuicio )
4 157,0 5 127,2
4 156,5 5 1271
r 152,4 10° 124,2
2 151,4 6’ 123,6
9 148,1 10 120,3
9 145,6 3 102,7
7 140,7 3 102,3
8 134,2 13° 50,39
T 134,1 13 50,36
8 129,6 12° 45,79
6 128,4 12 45,76

Fonte: Autora, 2019.
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Figura 35- Espectros de RMN de **C do composto D6 em CDsOD.
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O espectro de Infravermelho, obtido por KBr, mostra as bandas de absorcdo de
estiramento 3369 cm™ (v N-H), 3139 cm™ (v C-H), 3011 (v =CH), 2930 cm™* (vas CHy), 2860
cm™ (vs CHy), 1583-1530 cm™ (v C=C), 1336 (Car-N) e as deformacg@es angulares 877, 802 e
756 (6 C-H do anel aromatico), além de 1420 (86 CH>) referente a cadeia alifatica (Figura 36).

Figura 36- Espectro de infravermelho do composto D6.
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Fonte: Autora, 2019.

O espectro de RMN de H do composto D7 mostra dez sinais referentes aos dez
hidrogénios dos anéis aroméaticos com deslocamentos quimicos entre 5=8,41 e 6,55 ppm, além
de dois sinais para os hidrogénios metilénicos da cadeia alifatica da molécula (6=3,54 e 3,05
ppm). Da mesma forma que a bisquinolina anteriormente discutida, neste composto também é
possivel verificar a alteracdo dos sinais referentes aos hidrogénios metilénicos quando se

compara 0 composto D1 com o D7 (Tabela 12 e Figura 37).



Tabela 12- Dados do RMN de *H do composto D7 em CDsOD.

)
Atribuicdo o Integral J (H2)
(Multiplicidade)
28 8,41 (d) 1H 5,63
2 8,32 (d) 1H 5,63
5 8,17 (d) 1H 8,81
8’ 8,06 (s) 1H -
5 7,95 (d) 1H 9,10
8 7,73 (d) 1H 1,73
6’ 7,52 (d) 1H 8,81
9,10 e
6 7,25 (dd) 1H 173
3 6,63 (d) 1H 5,65
3 6,55 (d) 1H 5,65
12e12° 3,54 (m) 4H -
13e1¥ 3,05 (m) 4H -

Fonte: Autora, 2019.

Figura 37- Espectro de RMN de 'H do composto D7 em CDsOD.
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A anélise de RMN de *C do composto D7 mostra dezessete sinais referentes aos dezoito
carbonos aromaticos com deslocamento entre 6=151,4 e 98,3 ppm, além dos quatro sinais dos
carbonos metilénicos da cadeia alifatica com deslocamentos quimicos entre 6=46,8 e 41,8 ppm.
Entretanto, ndo é possivel visualizar o carbono ligado ao fllor que deveria aparecer na regido
de 125 ppm, mas que devido ao desdobramento deste sinal em um quarteto ndo é de féacil

visualizacdo, necessitando de mais tempo de analise da amostra (Tabela 13 e Figura 38).

Tabela 13- Dados do RMN de *3*C do composto D7 em CDsOD.

Atribuicdo ) Atribuicao )
3 1514 5e% 122,6
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¥ 1512 10° 120,6
4 151,0 6 119.3

3 150,9 10 117,2
9 148,1 3 99,3
9 146,7 3 98,3
7 134.,8 13’ 46,8
7 1314 13 46,7
8 126,2 12’ 41,9

6 124,9 12 41,8
8’ 124,5

Fonte: Autora, 2019.

Figura 38- Espectro de RMN de **C do composto D7 em CDsOD.
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Fonte: Autora, 2019.

O espectro de Infravermelho, obtido por KBr, mostra as bandas de absorcdo de
estiramento 3228 cm™ (v N-H), 3075 (v =CH), 2926 cm™ (vas CH2), 2840 cm™* (vs CH2), 1580-
1550 cm™ (v C=C), 1282 (CarN) e as deformacdes angulares 850, 802 e 765 (5 C-H do anel

aromatico), além de 1450 (6 CHy) referente a cadeia alifatica (Figura 39).

Figura 39- Espectro de infravermelho da D7.
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5.2 Avaliacdo in vitro da atividade citotoxica e leishmanicida dos compostos 4-

aminoquinolinicos
5.2.1.Ensaio de viabilidade celular, MTT

Inicialmente os compostos sintetizados foram testados quanto a sua citotoxicidade
frente a cultura de macrofagos da linhagem J774.A1, através do ensaio de MTT. Para realizagdo
do ensaio a cultura de macréfagos foi tratada ou ndo com diferentes concentracbes dos
compostos por um periodo de 48 h. O MTT que consiste num ensaio colorimétrico quantitativo,
detecta células vivas através da reducdo do sal de tetrazolio, brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-
2-il] -2,5-difeniltetrazolio, pela enzima mitocondrial succinato desidrogenase, presente nas
células metabolicamente ativas. O composto, que a principio apresenta uma coloragdo amarelo
claro, quando metabolizado por estas enzimas, adquire uma nova coloracdo, desta vez roxa,
devido a formacéo de cristais de formazan, o qual funciona como um indicador da viabilidade
celular que pode ser medido através da leitura da absorbancia em espectrofotémetro. Os
resultados obtidos foram expressos como ClLso, representando a concentragéo da substancia
avaliada capaz de ocasionar a mortalidade na metade da populacao testada (MOSMMAN, 1983;
SIEUWERTS et al, 1995; SILVA et al, 2015).

Na avaliacdo da viabilidade celular (Figura 40), o composto D3 apresentou a menor
porcentagem de morte celular (33,1% + 3,9) ndo exibindo toxicidade até a méxima
concentracéo testada 100 uM. Os derivados D1 e D5 obtiveram porcentagem de morte celular
de 57,6% + 3,3e53,0% + 3,0 e uma CLso de 87,8 uM + 4,5 e 88,6 uM + 11,6, respectivamente.
Os demais compostos D2, D4, D6 e D7 mostraram porcentagem de morte celular de 72,1% +
0,8; 71,4% + 2,2; 74,2% + 0,5 e 73,0% + 0,2 respectivamente. Entretanto a poténcia citotoxica
das moléculas D4 e D6 manteve-se em 26,0 uM + 15,2 e 23,8 uM = 0,8 e 0s derivados D2 e
D7 em 83 uM e 7,4 uM = 0,2. O farmaco padrdo utilizado, pentamidina, exibiu uma
porcentagem de morte de 72,0% + 1,1 e CLsg 54,2 uM % 1,6.
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Figura 40- Porcentagem de inibicdo celular em macrdfagos apds tratamento com 0s compostos 4-
aminoquinolinicos e a pentamidina.
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Fonte: Autora, 2019.

Os dados obtidos revelam que a CLsp das células no teste de MTT foi relativamente
semelhante entre alguns compostos. O composto D3 ndo apresentou citotoxicidade até a
méaxima concentracdo testada (100 pM), sendo portanto 0 menos tdxico, sequido do D1 e D5
(87,8 UM £ 4,5 e 88,6 uM * 11,6), respectivamente.

5.2.2 Ensaio de viabilidade in vitro da L. amazonensis e L. chagasi

Para avaliar a atividade leishmanicida dos derivados 4-aminoquinolinicos sintetizados,
foram realizados ensaios bioldgicos em formas promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi

e 0s resultados foram expressos como Clso, 0 qual representa a concentragdo que inibe 50 % do
crescimento dos parasitos.

Na avaliacdo do efeito leishmanicida dos compostos sobre a forma promastigota da
Leishmania amazonensis, espécie responsavel pelas manifestaces cutaneas, foi observado que
0s compostos D6 e D7 apresentaram porcentagem de morte celular 95,1% + 3,7 € 97,0% + 3,7,
respectivamente. N&o foi possivel determinar a atividade leishmanicida dos compostos D1, D2,
D3, D4 e D5 até a maxima concentracdo testada (100 uM), enquanto o D6 e D7 obtiveram
atividade inibitéria com Clsg de 5,7 uM * 1,8 e 58,6 UM * 5,6, respectivamente. Ja a
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pentamidina apresentou efeito maximo de 100%, ndo sendo possivel determinar a concentracéo

inibitdéria até a maxima concentracdo testada. Os dados estdo expressos na Tabela 14.

Tabela 14- Determinacédo da poténcia (Clso) e efeito maximo do D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7
pentamidina (100, 30, 10, 3 uM) sobre promastigotas de Leishmania amazonensis.

Substancia (UM iCIIEE?(I)D.M.)a ?&IEOEM;)&?S IS
D1 >100 43,2 +7,7%%xx i
D2 >100 28,3 + 5,6%* )
D3 >100 _ _
D4 >100 ; ;
D5 >100 ] _
D6 57+1,8 95,1 & 3,7%*** 4,12
D7 58,6 + 5,6 97,0 & 3,7%*** 0,12
Pentamidina <0,1 100Q**** _

Os resultados referem-se a: @ Concentracdo inibitoria de 50 (Clsg) do crescimento de promastigotas calculada
através de curvas concentragio-resposta e expressa como média + erro padrdo da média; ® Efeito maximo (EM)
que é expresso como média do efeito maximo + erro padrdo da média em duplicatas de um experimento
representativo. Ndo foi possivel calcular (-). Os valores de E.M. foram considerados significante quando *p < 0,05,
**p < 0,01 até a concentragdo de 100 uM em relagdo ao grupo DMSO.

Como pode ser visto na Tabela 14, dentre os sete compostos testados, apenas o D6 e 0
D7 apresentaram atividade frente a L. amazonensis, sendo o D6 mais ativo que o D7, exibindo
atividades leishmanicida com Clsg de 5,7 pM + 1,8 e 58,6 uM £ 5,6, respectivamente.
Analisando as diferencgas estruturais entre as bisquinolinas (Figura 41), observamos que a
introducdo de um anel quinolinico semelhante em ambos os lados (bisquinolina simétrica D2),
ocasionou a perda da atividade frente a espéecie analisada. Ja a presenca de anéis quinolinicos
diferentes (bisquinolina dissimétrica D6 e D7) favoreceu a atividade leishmanicida frente a L.
amazonensis. Comparando a bisquinolina simétrica D2 com a bisquinolina dissimétrica D7,
observamos que a troca do Cl pelo grupamento CF3 na posic¢éo 7 de um dos anéis quinolinicos
favoreceu o aumento da atividade bioldgica. E o deslocamento do Cl da posi¢édo 7 para posicao
8 (composto D6), melhorou ainda mais essa atividade. Ndo foi possivel determinar a
concentracdo do farmaco padréo nas concentragdes testadas.
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Figura 41- Estruturas das bisquinolinas testadas contra promastigotas L. amazonensis.
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Fonte: Autora, 2019.

Analisando-se as monoquinolinas (Figura 42) D3 e seus derivados fenilados D4 e D5
observamos que 0s mesmos ndo apresentaram atividade leishmanicida estatisticamente
significante até a concentracdo maxima testada (100 uM). A introducdo de grupos fenila no

alcino terminal ndo influenciou de forma positiva na melhora dessa atividade.

Da mesma forma a monoquinolina D1, contendo um substituinte 2-(2-aminoetilamino)
etil no nitrogénio da posicéo 4 do anel quinolinico, ndo contribuiu para o aumento da atividade
frente a forma promastigota da L. amazonensis. Antinarelli e colaboradores (2015) também nédo
conseguiram encontrar atividade significativa da monoquinolina AMQ-i frente a promastigotas
da L. amazonensis. Entretanto eles observaram que o mesmo composto apresentou excelente
atividade sob a forma amastigota da referida Leishmania. Esta observacédo evidencia que a
auséncia de atividade de alguns compostos frente a uma forma evolutiva do parasito, ndo
significa que o0 mesmo nao tenha atividade leishmanicida, visto que, dependendo da espécie
podem haver diferencas tanto estruturais quanto enzimaticas nas duas formas (ANTINARELLI.
L. M. R. etal, 2015).
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Figura 42- Estruturas das monoquinolinas testadas contra L. amazonensis.
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Fonte: Autora, 2019.

O célculo do indice de seletividade (IS) dos derivados 4-aminoquinolinico foram feitos
a partir da razdo entre a concentracdo letal para 50% das células (CLso) e sua atividade
leishmanicida (Clsp). O indice de seletividade dos compostos (IS = CLsg/ Clso), mostra que 0
composto D6 foi cerca de 4 vezes mais seletivo para as promastigotas da L. amazonensis que

para 0s macréfagos (IS = 4,12).

Na avaliacdo do efeito leishmanicida dos compostos sintetizados sobre a forma
promastigota da Leishmania chagasi, espécie responsavel pelas manifestacbes viscerais, foi
observado gque os compostos D1, D2, D3, D6 e D7 apresentaram elevado percentual citotoxico
(100%), enquanto o D4 apresentou porcentagem de morte celular de 30% =+ 5,8 e 0 D5 36,3%
+ 2,9. As concentrages inibitorias Clso dos compostos mostraram-se variadas, onde D4 e D5
n&o foram determinadas até a maxima concentracdo analisada (100 uM), D1 obteve Clsg 55 pM
+0,6; D2 Clso 9 uM £ 1 D3 Clso 10 uM £ 1,4, D6 Clso 8,2 UM £ 0,4 e D7 Clso 5,5 uM + 0,2.
Ja a pentamidina ndo teve sua concentracéo inibitoria analisada até a maxima concentracao (100
HM). Dados detalhados na Tabela 15. Novamente o composto D6 apresentou o maior indice de
seletividade IS na avaliagéo frente a L. chagasi (IS = 2,9), seguido de 1,59 para D2 e 1,34 para
a D7.
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Tabela 15- Determinacdo da poténcia (Clso) e efeito maximo do D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7 e
pentamidina (100, 10, 1 e 0,1 uM) sobre promastigotas de Leishmania chagasi.

Substancia 1\ J_rCIIES.(I)D.M.)a ?&IE:OEI\A;)&W)]S 12
D1 55+0,6 100*** 1,59
D2 9+1 100*** 0,92
D3 10+1,4 100*** -
D4 >100 30,1+5,8 -
D5 >100 36,3+2,9 -
D6 8,204 100*** 2,90
D7 55+0,2 100*** 1,34
Pentamidina <1 100*** -

Os resultados referem-se a: @ Concentracdo inibitoria de 50 (Clsp) do crescimento de promastigotas
calculada através de curvas concentragdo-resposta e expressa como média + erro padrdo da média; °
Efeito maximo (EM) que é expresso como média do efeito méximo + erro padrao da média em duplicatas
de um experimento representativo. Nao foi possivel calcular (-). Os valores de E.M. foram considerados
significante quando *p < 0,05, **p < 0,01 até a concentragdo de 100 uM em relagdo ao grupo DMSO.

Observando os dados é possivel notar que alguns dos compostos 4-aminoquinolinicos
sintetizados apresentaram melhor atividade frente a promastigotas da Leishmania responsavel
pela forma visceral (L. chagasi) que pela tegumentar (L. amazonensis) (Tabela 16). As
diferencas intrinsecas de sensibilidade nas distintas espécies de Leishmania spp. explicam a
variacdo nos resultados obtidos frente aos compostos testados. Varios trabalhos descritos na
literatura corroboram com 0s nossos resultados. Nascimento e colaboradores (2010)
verificaram diferencas na sensibilidade da L. amazonensis e da L. braziliensis frente dois
farmacos utilizados no tratamento da leishmaniose, o antimoniato de meglumina e a
anfotericina B. No trabalho desenvolvido por eles ficou claro que os isolados de L. braziliensis
eram mais susceptiveis ao antimoniato de meglumina que os isolados da L. amazonensis
(NASCIMENTO et al., 2010; COUTINHO et al., 2007; MACHADO et al., 2012).



91

Tabela 16- Determinacdo da poténcia (Clso) de D1, D2, D3, D4, D5, D6, D7 e pentamidina (100, 10,
1 e 0,1 uM) sobre promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi.

Clso Clso
Substancia (L. amazonensis) (L. chagasi)
(UM + E.P.M.)? (UM + E.P.M.)?

D1 >100 55 +0,6

D2 >100 9+1

D3 >100 10+14

D4 >100 >100

D5 >100 >100

D6 2,018 8,2+04

D7 98,6+ 56 2,2.£0,2
Pentamidina <0,1 <1

Os resultados referem-se a: @ Concentracao inibitéria de 50 (Clso) do crescimento de promastigotas
calculada através de curvas concentracdo-resposta e expressa como média £ erro padrdo da média.

Da mesma forma que no teste bioldgico anterior, podemos comparar os resultados
obtidos, analisando as diferencas estruturais dos compostos. A monoquinolina D1 com dois
grupos amino na cadeia lateral do anel quinolinico apresentou atividade frente a forma
promastigota com Clso de 55 uM + 0,6, entretanto a formagéo das bisquinolinas favoreceu o
aumento da atividade leishmanicida. A bisquinolina simétrica D2 (Figura 43) mostrou uma
concentracéo inibitoria Clso de 9 uM % 1, muito semelhante a bisquinolina dissimétrica D6 Clsg
8,2 UM = 0,4, a qual difere apenas na posi¢do do Cl em um dos anéis quinolinicos. Com a troca
do Cl pelo grupamento CFs na posicao 7 de um dos anéis (D7), a atividade biolégica aumentou
ICs0 5,5 UM * 0,2. E interessante salientar mais uma vez que as diferentes espécies podem ter
uma resposta semelhante ou ndo. Aqui, verificamos que a troca do grupo Cl da posicdo 7 para
a posi¢cdo 8 em um dos anéis quinolinicos afetou mais a L. amazonensis que a L. chagasi, da
mesma forma que a introducdo do grupamento CFs no lugar do Cl proporcionou maior

sensibilidade na L. chagasi que na L. amazonensis.

Coimbra e colaboradores (2013), trabalhando com derivados 4-aminoquinolinicos,
observaram que a presenca de um Cl no anel aromético ligado ao anel quinolinico melhorava a
atividade frente a forma promastigota de diferentes espécies de Leishmanias (L. amazonensis,
L. braziliensis, L. chagasi e L. major) (COIMBRA, E. S., et al., 2013). No seu trabalho com
hibridos de triazino-indol-quinolina, Sharma e colaboradores (2014) demonstraram que a

introducdo do grupamento CFs na molécula aumentou a poténcia, e conferiu seletividade
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moderada contra as formas extracelular e intracelular da L. donovani quando comparado aos
demais compostos analisados (SHARMA et al., 2014).

Figura 43- Estruturas das Bisquinolinas testadas contra L.chagasi.
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Fonte: Autora, 2019.

Quando comparamos as monoquinolinas D1 e D3 (Figura 44), observamos que a
presenca de um alcino terminal na cadeia lateral do anel quinolinico é melhor que a presenca
de grupos amino na cadeia lateral, visto que houve um incremento na atividade biolégica do
composto. No entanto a adi¢do de uma fenila ou de um toluil no alcino terminal acaba inibindo

e/ou diminuindo sua atividade leishmanicida.
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Figura 44- Estruturas das monoquinolinas testadas frente a L. chagasi.
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Costa e colaboradores (2013), avaliando o efeito de compostos 8-aminoquinolinicos e
4-aminoquinolinicos (Figura 45) derivados da primaquina e da cloroquina, ambos conjugados
ao acido cindmico, demonstraram que a maioria dos andlogos a cloroguina mostraram-se mais
ativos contra promastigotas da L. infantum que os analogos a primaquina e ao farmaco padrédo
miltefosina com Clso < 5,5 uM (COSTA et al, 2013).

Figura 45- Hibridos cindmicos 4-aminoquinolinicos e 8-aminoquinolinicos.
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6 CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Foram sintetizados quatro derivados 4-aminoquinolinicos inéditos analogos a
cloroquina obtidos através de metodologias sintéticas classicas descritas na literatura. Todos 0s
compostos foram caracterizados através de técnicas espectroscopicas como infravermelho e
RMN de 'H e C confirmando a formagio dos mesmos. Em alguns casos, técnicas de RMN
foram utilizadas para assegurar a devida caracterizagdo, assim formam feitas anélise de HSQC
gue mostra o acoplamento direto carbono-hidrogénio e o HMBC, que mostra acoplamento

carbono-hidrogénio a longa distancia.

Os novos compostos sintetizados D4, D5, D6 e D7 incluindo os de partida D1 e D3 e a
bisquinolina simétrica D2 foram submetidos a teste de atividade leishmanicida sob a forma
promastigota das espécies L. amazonensis e L. chagasi. Observou-se que o composto D6 foi 0
Unico que exibiu atividade significativa frente ambas espécies avaliadas. E o composto D7,
apesar de ter mostrado melhor atividade sobre a L. chagasi, diminuiu sua poténcia diante da L.
amazonensis. Ja as monoquinolinas D4 e D5 ndo mostraram atividade nas concentracdes
analisadas, embora o composto de partida D3 tenha demonstrado boa atividade frente a L.

chagasi.

De um modo geral, foi possivel observar que, apesar de alguns compostos terem
apresentado maior toxicidade que a pentamidina, a formacao das bisquinolinas favoreceu o
aumento da atividade leishmanicida quando comparado as monoquinolinas, pelo menos frente
as espécies avaliadas e nas concentraces testadas, sendo a bisquinolina D6 0 composto com a

melhor atividade leishmanicida.

Como perspectivas, pretendemos dar continuidade aos testes leishmanicida, desta vez
frente as formas amastigotas das espécies analisadas. Alem de sintetizar novos analogos 4-
aminoquinolinicos, variando os substituintes do anel e/ou a cadeia aliféatica, e realizar estudos

de atividade antimalarica e antitumoral com todos 0s compostos sintetizados.
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APENDICE

Apéndice A. Mapa de contorno homonuclear COSY do composto D4 em CDsOD.
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Apéndice B.. Mapa de contorno heteronuclear HSQC do composto D5 em CD3OD.
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Apéndice C. Mapa de contorno heteronuclear HMBC do composto D5 em CD3zOD.
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Apéndice D. Mapa de contorno homonuclear COSY da D6 em CD3OD.
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Apéndice E. Mapa de contorno heteronuclear HMBC do composto D6 em CDsOD.
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Apéndice F. Mapa de contorno heteronuclear HSQC do composto D7 em CD3OD.

WL

—

HIHY

_ MM

[wdd] ra o9
5 | 1 1 1

P
 — ._.J" -

i

os -
E

i

113



114

Apéndice G. Mapa de contorno heteronuclear HMBC do composto D7 em CDsOD.
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