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RESUMO

As leishmanioses sdo doencas parasitarias de carater negligenciado que afetam
milhdes de pessoas, com tratamentos precarios devido principalmente a toxicidade e
a capacidade de induzir resisténcia parasitaria. Uma das principais estratégias para
o aprimoramento da terapia contra as leishmanioses é a descoberta de novos
farmacos através da sintese quimica. O objetivo deste trabalho foi investigar a
atividade leishmanicida in vitro de derivados de 1,4-naftoquinonas inéditos. A
citotoxicidade foi avaliada em macréfagos da linhagem J774.A1 através do ensaio
colorimétrico de MTT e a atividade leishmanicida em culturas de promastigotas de L.
amazonensis e L. chagasi através de contagem direta em microscopio 6ptico. As
analises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism. Todos os
derivados apresentaram atividade leishmanicida contra L. chagasi, e apenas J4Br
nao foi ativo contra L. amazonensis. Foi observada atividade acima de 50% contra L.
amazonensis para J3Br (63,2 + 8,2% com Clsp 21,8 £ 4,1 puM), J4 (86,4 + 5,5% com
Clso 32,1 + 15,5 pM), J6 (80,4 + 7,5% com Clso 57,4 £ 6,9 uM), J6Br (85,0 £ 5,2%
com Clsp 63,6 + 11,5 pM), J01.3 (100% com Clso 5,7 £ 0,8 uM), J02.3 (60,9 + 13,0%
com Clsp 21,3 + 16,3 uM) e J03.3 (80,4 + 7,5% com Clso 8,6 = 8,4 uM), e contra L.
chagasi para J3 (58,3 = 6,8% com Clsp 27,8 £ 1,1 uM), J4 (89,6 + 4,1% com Clso
20,0 £ 4,8 uM), J6Br (58,3 + 8,3% com Clso 89,5 + 10,3 pM), J01.3 (100% com Clso
7,3+ 0,5 uM) e J03.3 (89,5 + 4,1% com Clspo 8,1 + 0,3 uM). Os derivados J3Br, J4Br
e J02.3 ndo apresentaram toxicidade aos macréfagos, enquanto que J3 e J4
apresentaram toxicidade abaixo de 50% e J6, J6Br, J01.3 e J03.3 acima de 50%. Os
derivados mostraram-se moléculas promissoras quanto a sua atividade
leishmanicida, porém, aspectos relacionados com a toxicidade dessas substancias
ainda precisam ser aprimorados.



ABSTRACT

Leishmaniasis are neglected parasitic diseases that affect millions of people, with
poor treatment due mainly to toxicity and the ability to induce parasitic resistance.
One of the key strategies for improving leishmaniasis therapy is the discovery of new
drugs through chemical synthesis. The objective of this work was to investigate the in
vitro leishmanicidal activity of unpublished 1,4-naphthoquinone derivatives.
Cytotoxicity was evaluated in macrophages of lineage J774.A1 through the MTT
colorimetric assay and leishmanicidal activity in L. amazonensis and L. chagasi
promastigotes cultures by direct counting under an optical microscope. Statistical
analyzes were performed in the GraphPad Prism program. All the derivatives showed
leishmanicidal activity against L. chagasi, and only J4Br was not active against L.
amazonensis. It was observed activity above 50% against L. amazonensis for J3Br
(63.2 + 8.2% with 1Cs0 21.8 £ 4.1 uM), J4 (86.4 + 5.5% with ICs0 32.1 £ 15.5 yM), J6
(80.4 = 7.5% with ICs0 57.4 + 6.9 uM), J6Br (85.0 + 5.2% with ICsp 63.6 £ 11.5 yM),
J01.3 (100% with ICso 5,7 + 0,8 uM), J02.3 (60.9 + 13.0% with 1Cso 21.3 + 16.3 pM)
and J03.3 (80.4 * 7.5% with ICs0 8.6 + 8.4 yM), and against L. chagasi for J3 (58.3 £
6.8% with 1Csp 27.8 £ 1.1 pyM), J4 (89.6 + 4.1% with 1Cs0 20.0 + 4.8 uM), J6Br (58.3
8.3% with ICs0 89.5 + 10.3 pM), J01.3 (100% with IC50 7.3 + 0.5 uM) and J03.3 (89.5
1 4.1% with IC50 8.1 + 0.3 uM). Derivatives J3Br, J4Br and J02.3 showed no toxicity
to macrophages, whereas J3 and J4 had toxicity below 50% and J6, J6Br, J01.3 and
J03.3 above 50%. The derivatives have shown promising molecules for their
leishmanicidal activity, however, aspects related to the toxicity of these substances
still need to be improved.
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1 INTRODUCAO

As doencas tropicais negligenciadas (DTNs) sao doencas que se
desenvolvem comumente em ambientes quentes e Uumidos, em regides populosas
como em paises emergentes, carecem de medidas mais efetivas de controle,
causam expressivo prejuizo socioeconémico e afetam milhSes de pessoas pelo
mundo. Entre as DTNs destacam-se as leishmanioses, um grupo heterogéneo de
doencas parasitarias de carater antropozoonético endémicas em 98 paises, com
mais de 300 mil casos registrados por ano (WHO, 2015).

As leishmanioses sao causadas por protozoarios do género Leishmania
considerados parasitas humanos por conseguirem realizar seu estadgio de
desenvolvimento intracelular obrigatério em nossas células, consumindo seus
nutrientes enquanto se prolifera, levando-as a morte. Tais células podem compor
orgdos importantes, como pele, figado, baco ou medula 6ssea, que tém entdo seu
funcionamento comprometido pelo parasitismo, gerando importantes danos a saude
(SANGSHETTI et al., 2015).

Por depender da capacidade de resposta do sistema imune, as leishmanioses
podem ser assintomaticas. Porém, em casos de maior susceptibilidade, como
acontece em individuos desnutridos, sob uso de agentes imunodepressores ou
infectados com o Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), as leishmanioses podem
apresentar-se como doencas oportunistas, sendo nesses casos extremamente
debilitantes e até letais (MONGE-MAILLO, 2016).

O tratamento das leishmanioses consiste principalmente no uso de
compostos antimoniais, como o0 antimoniato de meglumina. Outros farmacos, como
pentamidina e anfotericina B também possuem atividade leishmanicida, e por isso
também podem ser utilizados em tratamentos alternativos. No entanto, a atual
farmacoterapia possui restricbes que acabam limitando sua aplicacdo, como a
elevada toxicidade traduzida em efeitos adversos graves durante o tratamento, a
capacidade em desenvolver resisténcia aos parasitos gerando cepas de dificil
combate e muitas vezes recidiva da doenca, a auséncia de tratamentos efetivos por
via oral que melhorem a adesdo ao tratamento e o0 alto custo que gera prejuizos
socioecondémicos principalmente para os paises em desenvolvimento (SANGSHETTI
et al., 2015; ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017).
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Por conta dessas restricdes, as leishmanioses se mantém como doencas
carentes de métodos mais efetivos e seguros de tratamento. O desenvolvimento de
tais métodos tém sido o objetivo de varios nichos de pesquisa ao redor do mundo.
Dada a importancia atual da sintese de compostos bioativos para o desenvolvimento
de novos medicamentos, a investigacdo do potencial leishmanicida de compostos
sintéticos pode representar um caminho promissor para o aprimoramento da

farmacoterapia contra as leishmanioses.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA SOBRE LEISHMANIOSE

2.1 Aspectos histoéricos

As doencas parasitarias sdo registradas desde tempos remotos, como
sugerem elementos graficos milenares do Egito, Asia e Europa. Durante suas
migracfes por todo o mundo ao longo do tempo, o homem adquiriu e disseminou
inUmeras espécies capazes de parasita-los, e atualmente cerca de 90 espécies sao
consideradas parasitas humanos (COX, 2002).

Dentre as doencas parasitarias humanas mais antigas estdo as
leishmanioses, causadas por mais de 20 espécies do género Leishmania. Existem
varias descricbes das doencas nos povos antigos, como papiros egipcios de até 5
mil anos atrds descrevendo doencas com sintomas semelhantes a Leishmaniose
Visceral (LV), ou descricdes detalhadas da medicina arabe de feridas caracteristicas
da Leishmaniose Tegumentar (LT) no século X, ou esculturas feitas por civilizacbes
extintas do continente americano aparentemente representando Leishmaniose Muco
Cutanea (LMC) (COX, 2002; ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003). A figura 1 ilustra

um Huaco de ceramica mochica exibindo mutilagdes faciais semelhantes as da LMC.
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Figura 1 - Huaco de ceramica exibindo mutilacdes faciais semelhantes as da LMC.

Fonte: ALTAMIRANO-ENCISO et al., 2003.

A paleoparasitologia tem trazido novas evidéncias sobre as relacdes
parasitarias humanas, com grande impacto sobre a leishmaniose (ARAUJO et al.,
2013; NOVO et al.,, 2016). Técnicas de identificagdo moleculares, como imuno-
histoquimica, revelaram a presenca de macrofagos infectados com Leishmania em
amostra proveniente de uma mumia peruana de 6 anos de idade, datada de 800
anos a.C. (NOVO; FERREIRA, 2016). A identificacdo de DNA de Leishmania em
amostras provenientes de mumias chilenas utilizando a técnica de PCR (do inglés
Polymerase Chain Reaction) sugere que a doenca ja estava presente na regido ha
pelo menos 11 mil anos atras (COSTA et al. 2009).

A doenca adquiriu varios nomes antes da descoberta do seu agente
etiolégico. A forma tegumentar podia ser chamada de "botdo do oriente" no velho
mundo ou "Ulcera de Bauru" no Brasil, e a forma visceral "calazar" ou "febre dum
dum®. Esta ultima era facilmente associada a outras doencas como a malaria devido
a seus sintomas inespecificos. Como é amplamente aceito, parasitos do género
Leishmania foram primeiramente vistos por Cunningham em 1885 na india, e
encontrados em pacientes doentes por Leishman e Donovan em 1900. Desde entéo,
as doencas sao genericamente conhecidas como leishmaniose (COX, 2002;
BASANO; CAMARGO, 2004).
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2.2 Aspectos gerais das leishmanioses

As leishmanioses sdo endémicas em 98 paises e causam um prejuizo
socioeconémico que afeta mais de 1 bilhdo de pessoas. Estima-se que cerca de 350
milhdes de pessoas estejam sob risco, sendo registrados mais de 300 mil casos por
ano. Além disso, as doencgas ainda sdo bastante subnotificadas, o que acaba
agravando esse quadro (ALVAR et al., 2012; WHO, 2015).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) incluiu em 2010 as leishmanioses
nas "doencas tropicais negligenciadas", grupo de doengas transmissiveis
prevalentes em condicdes tropicais e subtropicais. Nele encontram-se doencas de
varias naturezas, a maioria infectocontagiosas, como a hanseniase, doenca de
chagas, ou chikungunya, e outras como ectoparasitoses ou acidentes com cobras
peconhentas. Por compartilharem caracteristicas que as tornam negligenciadas, a
inclusdo das leishmanioses nesse grupo se traduz, entre outros aspectos, numa
melhor difusdo do conhecimento e aprimoramento nos métodos de notificacdes e
controle (WHO, 2015).

As leishmanioses podem ser encontradas nos principais 5 continentes do
planeta, e sdo concentradas em regides como América do Sul, norte da Africa,
oriente médio e sul da Europa (ALVAR et al., 2012). A figura 2 ilustra a distribuicdo
geografica da LT (Figura 2A) e da LV (Figura 2B) até o ano de 2013, segundo a
OMS.
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Figura 2 - Distribuicdo geogréafica das leishmanioses no ano de 2013. (A) LT; (B) LV.
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Fonte: Adaptado de WHO, 2015.

As leishmanioses sdo endémicas ha muito tempo. O Brasil possui 0 maior
namero de casos registrados nas américas, e € um dos paises mais endémicos do
mundo. A figura 3 representa o niumero de casos de LT (Figura 3A) e LV (Figura 3B)
no Brasil entre os anos de 1980 e 2015, mostrando que tais doencgas parasitarias

ndo s6 sobreviveram ao periodo de maior desenvolvimento tecnoldgico da
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humanidade, como, pelo menos no Brasil, continuam sem uma tendéncia clara de

reducdo (SINAM, 2015).

Figura 3 - Casos de leishmaniose no Brasil no periodo de 1980 a 2015. (A) LT; (B) LV.
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Fonte: Adaptado de SINAM, 2015.

Leishmaniose € um termo geral para designar um grupo heterogéneo de

doencas causadas por protozoarios do género Leishmania, que compreende

atualmente mais de 20 espécies de protozoarios parasitas, das quais cerca de 10

apresentam maior importancia clinica, classificadas na figura 4 de acordo com a

regido onde séo registradas e o tipo de leishmaniose associado a espécie (BATES,

2007).
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Figura 4 - Classificacdo das espécies causadoras das leishmanioses em mamiferos.
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Fonte: adaptado de BATES, 2007.

As leishmanioses séo divididas clinicamente em LT, que pode ser causada
pela maioria das espécies patogénicas do género, e LV, principalmente por L.
donovani e L. infantum (chagasi) devido a seu maior tropismo visceral. De forma
menos comum, espécies dermotrépicas também podem desenvolver a forma
visceral, como L. tropica ou L. amazonensis. A forma tegumentar € subdividida em
leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose cutaneo difusa (LCD) e leishmaniose
mucocutanea (LMC) (ANTINORI; SCHIFANELLA; CORBELLINO, 2012;
SANGSHETTI et al., 2015).

LC caracteriza-se por nédulos cutaneos que podem gerar lesbes ulcerosas
com bordas delimitadas localizadas (Figura 5a). LCD é uma variante da LC
caracterizada pelo aparecimento lento de ndédulos nao ulcerosos e desfigurantes na
pele (Figura 5b), sem envolvimento visceral, muitas vezes com episédios de relapso,
e resistente a quimioterapia convencional (REITHINGER et al., 2007, VERMA et al.,
2012). LMC é a forma mais grave, caracterizada por agressivas destruicbes do
tecido mucoso (Figura 5c¢). Na maioria dos casos essa forma de leishmaniose resulta
no espalhamento metastatico de Leishmania (Viannia) brasiliensis a partir de lesées
cutdneas para a mucosa nasal e orogaringeana, e a intensa resposta inflamatoria
pode levar a destruicao de cartilagens e tecidos moles faciais (REITHINGER et al.,
2007; AMATO et al., 2008).
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Figura 5 - Manifestagdes clinicas comuns da LT: (a) LC, (b) LCD e (c) LMC.
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Fonte: TEIXEIRA et al., 2013.

Ja na LV, ou calazar, os parasitos migram através da circulagdo sanguinea e
linfatica para células do sistema reticulo endotelial de 6rgdos como baco, figado,
intestinos, linfonodos e medula 6ssea. Devido a disseminacéo visceral € comum a
ocorréncia de sintomas como esplenomegalia (Figura 6a), ascite, perda de peso e
em menor grau hepatomegalia, que sao facilmente identificadas ao exame clinico. O
comprometimento medular pode levar a anemia, trombocitopenia e neutropenia, que
deixam o individuo susceptivel a co-infeccbes e hemorragias. Em estagios mais
avancados da doenca pode haver disfuncdo hepética e ictericia (MURRAY et al.,
2005; VAN-GRIENSVEN; DIRO, 2012). Mesmo apds 0 sucesso no tratamento, a
doenca pode ainda sofrer recidiva numa forma cutdnea crbnica (Figura 6b),
conhecida como leishmaniose dérmica pés calazar (PKDL). A gravidade da LV
depende da infectividade do parasito e do estado imunolégico do individuo, porém
sem tratamento a doenca € potencialmente fatal (VAN-GRIENSVEN; DIRO, 2012).
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Figura 6 - Manifestacdes clinicas da LV: (a) individuo apresentando esplenomegalia;

(b) individuo apresentando PKDL.

Fonte: VAN-GRIENSVEN; DIRO, 2012.

Por ser uma zoonose, a infeccdo pode acontecer de forma cruzada entre
humanos e cées, e estes sdo considerados 0s principais reservatorios do parasito. O
ciclo evolutivo (Figura 7) depende de dois tipos de hospedeiros: durante o repasto
sanguineo, fémeas de mosquitos hematéfagos dos géneros Phlebotomus e
Lutzomyia (Diptera: Psychodidae) infectadas inoculam na derme parasitos
Leishmania spp. (Kinetoplastida: Trypanosomatidae), que tém habitos intracelulares
no hospedeiro mamifero, se diferenciando em amastigotas no interior de macréfagos
e outras células fagociticas, e proliferando-se até se espalharem pela corrente
sanguinea, onde estardo disponiveis para infectar novos mosquitos (BATES, 2007;
SANGSHETTI et al, 2015; SRIVASTAVA et al., 2016).

Vale ressaltar que a infeccdo de novos mosquitos depende da ingestao de
células infectadas do hospedeiro e/ou de formas amastigotas livres disponiveis no
sangue periférico durante o repasto sanguineo. Parasitos presentes em células do
sistema reticulo endotelial de érgdos como figado e baco na leishmaniose visceral,
ou contidos na matriz extracelular e em células da derme na leishmaniose

tegumentar, ndo sédo acessiveis aos mosquitos (BATES, 2007).
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Figura 7 - O ciclo evolutivo de parasitos do género Leishmania.
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Fonte: adaptado de ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017.

O ciclo evolutivo dos parasitos Leishmania € heteroxénico, onde ha
obrigatoriamente a participacdo do hospedeiro invertebrado (fleb6tomos) no
desenvolvimento das formas promastigotas metaciclicas (infectantes) e do
hospedeiro vertebrado (mamiferos) no desenvolvimento das formas amastigotas
(CHAPPUIS et al., 2007). Por exemplo, a diferenciacdo das formas amastigotas em
formas promastigotas flageladas (Figura 8a) s6 ocorre quando o0s parasitos entram
em contato com o aparelho digestivo dos flebotomineos, que possui menor
temperatura e pH mais elevado (BATES, 2007). Esta forma flagelada tem maior
capacidade de penetracao nos tecidos do hospedeiro mamifero, e é facilitada com a
vasodilatacao local promovida pela saliva dos mosquitos (TURCO e DESCOTEAUX,
1992; SALEI et al.,, 2017). De forma anéloga, a diferenciacdo de formas
promastigotas em amastigotas (Figura 8b) sO0 ocorre ap0s sua fagocitose e
contencdo no microambiente do fagolisossomo (vesicula intracelular formada pela
unido do fagossomo contendo os parasitos com lisossomos), que possui um baixo
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pH, temperatura mais elevada, nutrientes essenciais para a diferenciagéao e atividade
de enzimas liticas (PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015; SALEI et al., 2017).

Figura 8 - Formar evolutivas de Leishmania: (a) Promastigota e (b) Amastigota

intracelular.

b Vacuolo
parasitoforo ™\ 4

Flagelo

Corpo celular

Fonte: adaptado de TEIXEIRA et al., 2013.

A transmissao mais comum ocorre através do inseto vetor, porém pode haver
transmissao direta através do contato com material bioldgico infectado, por exemplo
através de transfusdo sanguinea ou transplante de 6rgdos. A facilidade na
transmissdo, a manutencdo de reservatérios dos parasitos, as modificacdes
ambientais, o aumento no transito de pessoas pelo mundo, as condi¢cdes sanitarias e
de saude da populacéo, a ineficiéncia no combate ao vetor e no controle da doenca
e outros fatores impactantes tornam a leishmaniose um dos maiores problemas de
salude em paises em desenvolvimento e uma preocupacao mundial (AMATO et al.,
2008; AMEEN, 2010).

Nesses paises o diagndstico é feito geralmente de forma clinica a partir dos
sintomas encontrados por anamnese. Pode ser utilizado o teste de Reacado
Intradérmica de Montenegro, que diferencia um individuo infectado de um n&o
infectado indiretamente através da resposta inflamatoria induzida por solugdo com
antigenos inoperantes. Se possivel, ha confirmacdo da presenca do parasito através
de exame microbioldgico a partir de biopsia das lesdées. O diagnostico mais preciso
através de técnicas moleculares em paises endémicos ainda ndo tem um alcance
clinico, sendo limitado a pesquisa (REITHINGER et al., 2007; GOTO; LINDOSO,
2010).
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Ainda ndo ha vacinas efetivas disponiveis contra o parasito e o tratamento
das leishmanioses atualmente depende de farmacos pouco especificos que trazem
uma série de limitacdes no seu uso clinico, o que gera a necessidade de se buscar
novas alternativas terapéuticas mais seguras e eficientes (AMATO et al., 2008;
SRIVASTAVA et al., 2016).

2.3 Aspectos sobre a interacdo de Leishmania com o sistema imune

A leishmaniose € um exemplo classico de doenca parasitaria humana, e
atualmente € clara a ideia de que existe uma longa relacdo temporal entre
protozodarios Leishmania e humanos, principalmente quando consideramos seu
registro historico e comprovacées em achados paleoparasitolégicos (ARAUJO et al.,
2013).

Num cenario hipotético, de acordo com o ciclo evolutivo de Leishmania, os
parasitos se instalariam em células fagociticas do hospedeiro, conseguindo vencer
inicialmente seus mecanismos de defesa até se proliferarem o suficiente para
chegarem ao sangue periférico, ficando disponiveis para infectar novos mosquitos.
Simultaneamente, os mecanismos de defesa do hospedeiro controlariam essa
proliferagcdo, combatendo a infeccdo e impedindo a manifestacdo da doenca e a
eventual morte do hospedeiro (NOVO et al., 2016).

Em principio, é interessante a sobrevivéncia do hospedeiro durante a infeccéo
parasitaria, havendo um equilibrio entre as espécies (COX, 2002). De fato, grande
parte das infeccGes por Leishmania sdo assintomaticas, e a perda desse equilibrio,
seja por deficiéncia imunolégica do hospedeiro ou por uma maior capacidade
infectante do parasito, comumente resulta em manifestacdo da doenca (ANTINORI;
SCHIFANELLA; CORBELLINO, 2012).

Apesar disso, a doenca também pode se manifestar em individuos
imunocompetentes, e isso se deve principalmente a mecanismos bioquimicos e
celulares desenvolvidos pelos parasitos para desviar a resposta imune do
hospedeiro (LORIA-CERVERA; ANDRADE-NARVAEZ, 2014).

Leishmania s&o parasitos que desencadeiam uma complexa resposta imune
inata e adaptativa, comprometendo o0s sistemas organicos e levando a gasto

energético e nutricional excessivo por parte do hospedeiro (KUMAR et al., 2014). As
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interacdes entre os parasitos e o sistema imune humoral e celular do hospedeiro sao
reguladas por uma resposta inflamatéria, que possui genericamente etapas de
deflagracdo, manutencéo e resolucdo (HEADLAND; NORLING, 2015). Como forma
de evasédo, Leishmania desenvolveu mecanismos que subvertem essa resposta, e
gue estao sendo cada vez mais elucidados (UENO; WILSON, 2012).

Os estégios iniciais da infeccdo sdo fundamentais para a sobrevivéncia e
proliferacdo dos parasitos. Células residentes iniciam uma resposta inflamatoria
aguda, liberando fatores quimiotaxicos de leucdcitos circulantes (BATES, 2007).
Nesse momento, neutrofilos sdo massivamente recrutados para o local, promovendo
seus mecanismos de defesa, como liberagdo de armadilhas extracelulares de
neutroéfilos (NETS) que funcionam como uma contencdo mecanica para 0s parasitos,
liberacdo de citocinas como TNF-a e IL-1 que irdo propagar a resposta inflamatoria,
e fagocitose, que expbe 0s parasitos a mecanismos antimicrobianos intracelulares
(SOUZA-VIEIRA et al., 2016).

O papel dos neutréfilos € importante para o controle imediato de patdgenos, e
sua acado contra Leishmania resulta em contencdo significativa dos parasitos e
apoptose dessas células, gerando no local um grande nimero de corpos apoptoticos
e residuos celulares toxicos, que podem exacerbar a inflamacdo causando danos
teciduais (REITHINGER et al., 2007).

Para controlar essa inflamacdo, a fagocitose de células apoptoticas é
fundamental, e devido a quantidade reduzida de macréfagos maduros nos primeiros
momentos da infec¢do, os neutréfilos sdo os que primeiro realizam esse processo.
Ao fazé-lo, adquirem um perfil anti-inflamatério que € importante para a resolucéo da
inflamacdo, porém acaba comprometendo seus mecanismos microbicidas
(HEADLAND; NORLING, 2015; SALEI et al., 2017).

Dessa forma, um dos primeiros mecanismos de evasdo promovido pelos
parasitos Leishmania € a inducdo da fagocitose de células apoptéticas por
neutroéfilos infectados, facilitando sua sobrevivéncia nessas células (SALEI et al.,
2017). Além disso, a interacdo com neutrofilos apoptéticos ja tinha sido relacionada
com o aumento da carga parasitaria em macréfagos infectados (AFONSO et al.,
2008).

De fato, a fagocitose desses parasitos € amplificada pela a¢do de células do

sistema mononuclear fagocitario. Células dendridicas (CD) tém preferéncia pela
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fagocitose de formas promastigotas enquanto macréfagos disseminam a fagocitose
para as promastigotas, para as amastigotas desenvolvidas em um macrofago
anterior ou para as ceélulas apoptéticas contendo parasitos intracelulares (KAYE;
SCOTT, 2011; ARGUETA-DONOHUE et al., 2016).

Leishmania pode ser encontrada em varios tipos celulares, mas durante a
progressdo da infeccdo residem majoritariamente em macréfagos, e por isso essas
sdo consideradas as células mais importantes relacionadas a patogenia da
leishmaniose (HEADLAND; NORLING, 2015; PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX,
2015).

O flagelo das formas infectantes tem papel fundamental na adesao dos
parasitos aos macréfagos (Figura 9). Através de antigenos de superficie no flagelo e
membrana plasmatica os parasitos sdo reconhecidos e opsonizados por elementos
humorais do sistema imune, como anticorpos e fragmentos do sistema
complemento, facilitando as interacées entre moléculas receptoras nos macrofagos
(UENO; WILSON, 2012; PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015).

Figura 9 - Adeséo e fagocitose de promastigota de Leishmania por macréfagos.

Macrofago

Promastigota

Fonte: adaptado de TEIXEIRA et al., 2013.
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A membrana plasmatica dos parasitos possui proteases como a glicoproteina
de massa molecular 63 kDa (GP63), que pode ser liberada em exossomos e
modular a atividade de células circunvizinhas ou continuar na membrana e participar
da opsonizacdo do parasito através da ligacdo as moléculas de matriz extracelular
(MEC), como a fibronectina e moléculas soltuveis como C3. A ligacdo a C3 resulta na
clivagem em fragmentos C3b e iC3b, ligantes de receptores do complemento tipo 1
(CR1) e tipo 3 (CR3) respectivamente, enquanto a ligacdo a fibronectina permite a
interacdo com receptores de fibronectina (FnNRs) (UENO; WILSON, 2012;
PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015).

Os lipofosfoglicanos (LPG) de membrana s&o importantes para o
reconhecimento das formas promastigotas infectantes através de receptores de
manose (MR). Como as formas amastigotas expressam LPG em quantidade
reduzida, anticorpos IgG presentes no local sédo importantes para a adesdo desses
parasitos através do reconhecimento de sua porcdo Fc por receptores nos
macrofagos (UENO; WILSON, 2012). As principais interacdes entre os parasitos e

0s macrofagos durante a fagocitose estao ilustradas na figura 10.

Figura 10 - Interagdes entre os parasitos e as células do sistemaimune.
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Fonte: Adaptado de UENO; WILSON, 2012.

Conjuntamente, essas interacdes desencadeiam o englobamento e
internalizacdo dos parasitos em fagossomos atraves da extensdo e fissdo da
membrana plasmatica dos macréfagos. No citoplasma esses fagossomos unem-se a
lisossomos gerando fagolisossomos, vacuolos destinados a destruigcdo dos parasitos
por estresse oxidativo. E nesse microambiente que ocorre a diferenciacdo das
formas amastigotas e sua proliferagcdo por divisdo binaria, que acontecera

progressivamente até o rompimento dos macréfagos caso ndo sejam efetivamente
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ativados, propagando a infeccdo para outras células (VERNON; TANG, 2013;
PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015).

Essa ativacdo acontece por meio da apresentacdo de antigeno aos linfocitos.
Durante a infeccédo por Leishmania, ha uma grande expansao de linfocitos T CD4+
auxiliares, que podem promover uma resposta do tipo T "helper" 1 (Thl) ou do tipo T
"helper" 2 (Th2), no intuito de direcionar as células efetoras para um comportamento
gue leve a resolucéo da infeccdo (BUXBAUM, 2015).

Para uma resposta adequada, € preciso que haja um equilibrio entre a
resposta classica, do tipo Thl, que ativa os macréfagos para um carater pro-
inflamatério (M1) e a resposta alternativa, do tipo Th2, que ativa os macréfagos para
um carater ou resolutivo (M2). O fenétipo M1 esta relacionado com uma maior
capacidade antiparasitaria, enquanto M2 com funcBes de reparacdo, como
fagocitose de corpos apoptéticos, remocdo de restos celulares e remodelamento
tecidual (NUNES et al., 2005; HEADLAND; NORLING, 2015).

Numa resposta Thl, linfécitos secretam um arsenal de citocinas pro-
inflamatorias, como IFN-y, TNFa, IL-1B e IL-12, que induzem o fendtipo M1 nos
macréfagos e a ativacao de vias intracelulares que promovem multiplos mecanismos
de combate aos parasitos. O estresse oxidativo ocorre, por exemplo, através do
aumento da producédo de espécies reativas de oxigénio (EROs) devido a uma maior
atividade de enzimas como NADPH no limen dos vactolos e mitocéndria. O Oxido
nitrico (NO), produzido em maior quantidade através da ativacdo de Oxido nitrico
sintase induzivel (iNOS), inibe enzimas da cadeia respiratéria do parasito, além de
ser um importante modulador enziméatico para o macréfago (PODINOVSKAIA;
DESCOTEAUX, 2015; OLEKHNOVITCH; BOUSSO, 2015).

Para que ndo haja exacerbacdo da atividade inflamatoria desses macrofagos,
os linfécitos promovem uma resposta contrarregulatéria do tipo Th2, secretando
citocinas anti-inflamatérias, como a IL-4 e IL-10, que tém alta capacidade de
supressdo do sistema imune. A resposta Thl esta relacionada com uma maior
capacidade em combater o parasito, enquanto que a resposta Th2 esta envolvida na
manutencao do parasito e consequentemente na progressao da doenca (SAXENA et
al., 2015; HEADLAND; NORLING, 2015).

Em estudo com camundongos infectados, a deficiéncia na producéo de IL-10

resultou em cura das lesbes e controle dos parasitos, enquanto a produgcédo normal
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de IL-10 resultou na doenca cronica (BUXBAUM, 2015). Interessantemente,
parasitos Leishmania também sdo capazes de induzir uma resposta Th2,
encontrando facilidade para sobreviver e se proliferar nos macréfagos (SAXENA et
al., 2015).

As descobertas relacionadas com o processo de infeccdo de Leishmania tém
avancado nos ultimos anos, gerando impacto sobre a pesquisa cientifica. Atrelado a
isso, o0 melhor entendimento sobre a patogenia dos parasitos Leishmania resulta em

aprimoramento de abordagens voltadas para o controle e tratamento das doencas.

2.4 Tratamento das leishmanioses

2.4.1 Antimoniais

Antiménio (Sb) € um semimetal encontrado na natureza, e seus derivados sédo
utilizados desde a antiguidade para diversos fins. O tartarato de antimbnio e
potdssio, por exemplo, é utilizado desde a Idade Média em formulagbes
homeopaticas devido a seu potencial emético, ficando conhecido como tartaro
emético (WEISS; HATCHER, 1922; GALLIGNANI et al., 2005).

Na década de 1910 surgiram as primeiras evidéncias da eficacia do tartaro
emético, um antimonial trivalente (Sb**), no tratamento da leishmaniose. Em 1912 no
Brasil sua eficacia foi demonstrada para a LT e em 1915 na ltalia para a LV
(VIANNA, 1912; RATH et al., 2003). Porém o uso dos complexos Sb3* logo foi
impactado pela sua elevada toxicidade, dando lugar aos antimoniais pentavalentes
(Sb>*). A partir da década de 1940 foram introduzidos o estibogluconato de sédio
(Pentostam®) e o antimoniato de meglumina ou N-metilglucamina (Glucantime®)
(Figura 11). Este ultimo € utilizado até hoje como farmaco de primeira escolha para o

tratamento das leishmanioses no Brasil (RATH et al., 2003).
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Figura 11 - Estrutura quimica dos antimoniais pentavalentes.
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Fonte: Adaptado de ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017.

A atividade leishmanicida dos Sb°* é influenciada pelo sistema imune do
hospedeiro, sendo pouco ativos contra os parasitos in vitro. Desse modo, o
tratamento pode ser prejudicado em casos de imunodeficiéncia. Apesar de possuir
um mecanismo de acdo pouco esclarecido, acredita-se que atuem como pro-
farmacos, sendo reduzidos a Sb®" e causando a inibicdo de enzimas como a
tripanotiona redutase, o que interfere no processo de glicélise e [-oxidacao,
causando deplecdo de ATP, aumento do estresse oxidativo e morte dos parasitos
por apoptose (RATH et al., 2003; ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017).

Os antimoniais sé&o ativos tanto para as formas tegumentares quanto para a
forma visceral da doenca, porém apenas através de administracdo parenteral.
Podem ser administrados por via intramuscular, intralinfatica ou como é mais
comum, por via intravenosa, com uma dose recomendada de 20 mg/kg/dia durante
20-30 dias, até um limite de 850 mg. Sao rapidamente excretados, 0 que gera a
necessidade de intervalos menores na administracdo para a manutencdo de uma
concentracao sérica ativa. Baixas dosagens e falhas na adesao ao tratamento estao
associadas ao aumento na resisténcia, como visto em Bihar, na india, onde os
antimoniais ja estdo em desuso (RATH et al., 2003; SANGSHETTI et al., 2015).

Além da resisténcia parasitaria, outros fatores limitam o uso dos antimoniais,
como elevada toxicidade hepatica, neural, renal e cardiaca, podendo o tratamento
ser mais potencialmente letal do que a propria infeccdo. A despeito de serem
rapidamente excretados, também podem se acumular em o6rgdos como figado e

7

baco. O uso é contraindicado em gestantes, hepatopatas e nefropatas, e sua
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efetividade em criancas € insuficiente (RATH et al., 2003; SANGSHETTI et al.,
2015).

2.4.2 Pentamidina

Pentamidina é uma amidina (Figura 12) utilizada no tratamento da
leishmaniose desde 1939, e em outras doengas como tripanossomiase e pneumonia
por Pneumocystis carinii desde a década de 1980 (SOARES-BEZERRA; LEON;
GENESTRA, 2004). Pentamidina é atualmente um farmaco de segunda escolha
para o tratamento da leishmaniose, sendo aplicado em casos onde houve
resisténcia aos antimoniais. Porém, uma série de fatores limita seu uso: eficacia
inferior a dos antimoniais, potencial para desenvolver resisténcia parasitaria, efeitos
adversos graves, como nefrotoxicidade, diabetes mellitus insulino-dependente
irreversivel e até morte subita (BASSELIN et al., 2002; SUNDAR; CHATTERJEE,
2006).

Figura 12 - Estrutura quimica da pentamidina.
HN
o)
HoN
HoN i :
o
HN

Fonte: Adaptado de SANGSHETTI et al., 2015.

E recomendado o uso de 4 mg/kg do farmaco por via intravenosa trés vezes
por semana entre 5-10 semanas. Pentamidina pode entrar nos parasitos por meio de
transportadores de alta afinidade dependentes de prétons, e ligar-se ao DNA
mitocondrial, influenciando nos processos de replicacdo e transcricdo (SOARES-
BEZERRA; LEON; GENESTRA, 2004). Além disso, pode inibir transportadores de
poliaminas, como LmPOT1, causando uma diminuicdo na captacdo de substratos

importantes para rotas biossintéticas nos parasitos (DIAZ et al., 2014).
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2.4.3 Anfotericina B

A anfotericina B € um macrolideo poliénico (Figura 13) isolado inicialmente
em 1956 de cepas de Streptomyces nodosus, que apresenta marcante atividade
antifangica, e por isso é o farmaco de primeira escolha no tratamento de micoses
sistémicas. A anfotericina B tem alta afinidade pelo ergosterol presente na
membrana dos fungos. Ao ligar-se ao ergosterol, o farmaco promove a formacéo de
poros que alteram a permeabilidade da membrana por conduzir o escape
descontrolado de ions, resultando na morte da célula fungica. Por possuir baixa
afinidade pelo colesterol presente nas células de mamiferos, sua acao é seletiva as
células com ergosterol (SANGSHETTI et al., 2015; BERMAN, 2015).

Parasitos Leishmania também apresentam ergosterol como principal esterol
de membrana, e por isso sdo sensiveis a anfotericina B. Desse modo, seu
mecanismo de acdo € semelhante nos parasitos. O farmaco tem sido utilizado com
sucesso por décadas no tratamento das leishmanioses, sendo uma alternativa aos
antimoniais ou pentamidina. Em gestantes com LV, por exemplo, a anfotericina B é o
Unico farmaco indicado. Em regides da india onde a LV ja € resistente aos
antimoniais, a anfotericina B é utilizada como farmaco de escolha (WHO, 2010;

SANGSHETTI et al., 2015).

Figura 13 - Estrutura quimica da anfotericina B.

Fonte: Adaptado de SANGSHETTI et al., 2015.

Uma série de fatores tornam o uso da anfotericina B dificil e limitado. Sua
baixa biodisponibilidade por via oral e distribui¢cao irregular entre os tecidos devido a
baixa lipossolubilidade fizeram com que o farmaco fosse administrado inicialmente

apenas na forma de disperséo coloidal "anfotericina B desoxicolato” (Fungizone) por
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via intravenosa. A anfotericina B alcanca pouco tecidos como o SNC e acumula-se
rapidamente em 6rgdos como os rins, causando danos que podem ser irreversiveis.
Entre os efeitos adversos mais graves estdo insuficiéncia renal e anemia. Além
disso, durante a administracdo o farmaco comumente provoca uma reacao
inflamatoria generalizada, marcada por febre, calafrios e dor, que apesar de diminuir
com a frequéncia de uso, causa seérios transtornos ao paciente (SANGSHETTI et al.,
2015; BERMAN, 2015).

No intuito de corrigir essas falhas farmacocinéticas foram desenvolvidas
outras formulacbes apresentando diferentes graus de eficacia e seguranca, com
destaque para a anfotericina B lipossomal (AmBisome), constituida por vesiculas
lipidicas contendo o farmaco, que apresenta melhor distribuicdo no organismo, maior
tempo de meia-vida e menos efeitos adversos, além de ser comprovadamente eficaz
na LV, porém tem seu uso restrito devido ao alto custo do tratamento (HAMILL,
2013; SANGSHETTI et al., 2015; BERMAN, 2015).

2.4.4 Miltefosina

Na década de 80 surgiram os primeiros éteres lipidicos utilizados na éarea
oncologica, que dariam origem a miltefosina, inicialmente conhecida como
hexadecilfosfocolina, utilizada com sucesso no tratamento de cancer mamario, cujo
alvo farmacolégico era a membrana plasmatica, e ndo o nucleo, como os demais
agentes antineoplasicos (WESTPHAL, 1987; EIBL; UNGER, 1990). Em 2002 a
droga foi registrada para o tratamento de LV na India, apds ensaios clinicos
demonstrando resultados semelhantes aos de drogas ja utilizadas, como
anfotericina B, porém com o diferencial de ser ativa por via oral. Miltefosina
apresenta como principais efeitos adversos cefaléia, disturbios gastrointestinais e
renais, além do potencial teratogénico que impede seu uso em gestantes (CROFT,;
SEIFERT; DUCHENE, 2003).

Miltefosina (Impavido), uma alquilfosfocolina (Figura 14), é um analogo de
fosfolipideos ativa contra varias espécies de Leishmania, inclusive aquelas que
causam a forma cutanea da doenca (CROFT; ENGEL, 2006). Acredita-se que tenha
acdo em mais de um alvo molecular, e desenvolva seu efeito através de disturbios
na sinalizacéo celular dependente de lipideos, inducdo da expresséo de 6xido nitrico
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sintase 2 (INOS2) com producdo de NO e formagédo de radicais livres, que juntos
direcionam o parasito & morte semelhante a apoptose (DORLO et al., 2012). Além
disso, miltefosina € capaz de reverter a resposta celular para o tipo Thl em
macrofagos infectados, ativando funcdes que ajudam a combater os parasitos
através da inducdo de IFN-y (WADAHONE et al., 2009).

Figura 14 - Estrutura quimica da miltefosina.
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Fonte: Adaptado de DORLO et al., 2012.

Apesar de ser uma molécula simples e estavel por via oral, sua eficicia
depende de um tratamento prolongado, o que muitas vezes pode levar ao uso
inadequado, e sua longa meia-vida facilita o desenvolvimento de resisténcia
parasitaria (PEREZ-VICTORIA et al., 2006). De fato, ap6s 10 anos do inicio do seu
uso clinico houve um aumento substancial nos indices de falha terapéutica
(SUNDAR et al., 2012). Seu uso na leishmaniose dérmica pos calazar (PKDL)
também ndo obteve sucesso, com pacientes apresentando relapsos ao longo de 18
meses e manutencdo da carga parasitaria (RAMESH et al., 2015).

Em 2016 o uso de miltefosina foi aprovado no Brasil para o tratamento de
leishmaniose canina, sob justificativa de que o farmaco nao é utilizado no pais para
o tratamento da doenca em humanos, sendo uma alternativa a eutanasia dos
animais, porém em ambito particular, o que limita seu uso devido aos custos
elevados, além de gerar riscos inerentes a administracdo inadequada do
medicamento. Evidéncias que comprovem a eficacia e seguranca da miltefosina
nesses casos sao escassas e insuficientes, considerando a facilidade de selecdo de

cepas resistentes a partir da utilizacdo do farmaco (BRASIL, 2016).

2.4.5 Paramomicina

Paramomicina € um antibiético da classe dos aminoglicosideos (Figura 15),
isolado na década de 1950 de Streptomyces krestomuceticus, que inicialmente
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mostrou-se ativo contra uma gama de bactérias, como gram-positivas, gram-
negativas e até Mycobacterium tuberculosis. Por ser pouco absorvida por via oral,
preparacdes injetaveis foram amplamente utilizadas até a década de 1980, quando
foram substituidas por cefalosporinas e quinolonas. Porém, devido a sua atividade
leishmanicida, também foi utilizado para o tratamento das leishmanioses
(DAVIDSON; BOER; RITMEIJER, 2009).

O farmaco é mais utilizado por via intramuscular, alcancando seu pico de
concentracdo sérica em até 90 minutos. Apesar de ser amplamente distribuido para
os fluidos periféricos e ser ativo na LT, sua maior aplicabilidade é para a forma
visceral. Na India, a paramomicina foi licenciada para o tratamento de LV, sendo um
dos tratamentos de menor custo para essa doenca. E excretado pelos rins e
costuma ser bem tolerada, com raros relatos de nefrotoxicidade e ototoxicidade,
porém pouca evidéncia em idosos, criangcas, gestantes, obesos ou desnutridos
(DAVIDSON; BOER; RITMEIJER, 2009).

Figura 15 - Estrutura quimica da paramomicina.
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Fonte: Adaptado de ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017.

O principal fator impactante no seu uso € sua forte tendéncia a causar
resisténcia, ja observada in vitro. Por esse motivo, paramomicina tem sido aplicada
em associacdo com outros farmacos leishmanicidas, como estibogluconato de sédio
ou anfotericina B, promovendo resultados satisfatérios (ZULFIQAR; SHELPER,;
AVERY, 2017).

2.4.6 Sitamaquina
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Sitamaquina é uma 8-aminoquinolina (Figura 16) que surge como farmaco
alternativo para o tratamento de leishmaniose visceral (LV) ja em ensaios clinicos de
fase 2. Estudos mostraram que o tratamento por via oral durante 28 dias resultou em
cura de mais de 80% dos pacientes com LV com poucos efeitos adversos, como
toxicidade renal nas maiores doses testadas (JHA et al., 2005; WASUNNA et al.,
2005).

Figura 16 - Estrutura quimica da sitamaquina.
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Fonte: Adaptado de COIMBRA et al., 2010.

Sitamaquina se acumula rapidamente no citoplasma de parasitos Leishmania
através de difusdo e da possivel acdo de um transportador de membrana num
processo facilitado por fosfolipideos anidnicos e independente de energia ou
esterois, e sua sensibilidade ndo depende de vesiculacdo por acidocalcissomos
(LOPEZ-MARTIN et al., 2008; COIMBRA et al., 2010). Foi proposto que essa droga
iniba de forma dose-dependente a enzima mitocondrial succinato desidrogenase,
pertencente ao complexo 2 da cadeia respiratéria, onde os baixos niveis de ATP e a

formacdo de radicais livres leve a morte semelhante a apoptose dos parasitos
(CARVALHO et al., 2011).

2.4.7 Terapias de combinacéo

A terapia de combinacdo de drogas leishmanicidas nos esquemas de
tratamento para leishmaniose tem sido amplamente aceita como uma estratégia
capaz de aumentar a eficacia e tolerancia aos efeitos adversos, além de diminuir
custo e risco de resisténcia parasitaria, considerando que essas drogas possuem

diferencas em seus alvos farmacologicos e farmacocinética. Pacientes co-infectados
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com leishmaniose e HIV, por exemplo, podem ser reservatorios para cepas
resistentes e necessitam de um tratamento diferenciado (VAN-GRIENSVEN et al.,
2010; SINGH; KUMAR; SINGH, 2012).

Areas com altos indices de leishmaniose visceral, como o norte de Bihar, na
india, ja apresentam altos indices de resisténcia, e ndo ha politicas concretas
voltadas para o seu controle ou prevencdo. Desse modo, além de medidas de saude
publica que diminuam a transmissédo, estratégias de associacfes de medicamentos
precisam ser consideradas (BRYCESON, 2001; SANGSHETTI et al., 2015).

Nos Uultimos anos, diversos estudos em fase clinica tém demonstrado
resultados satisfatérios utilizando terapias de combinacdo. No sul do Sudao,
pacientes com leishmaniose visceral apresentaram melhores indices de cura inicial e
melhor progndstico quando tratados com a associacado de estibogluconato de sédio
e paramomicina do que apenas com estibogluconato de sédio (MELAKU et al., 2007,
ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017). Outras combinag¢des incluindo drogas com
menor toxicidade, como a anfotericina B lipossomal, paramomicina e/ou miltefosina
tém se mostrado eficazes, e recentemente foram incluidas nas recomendacfes da
OMS para o subcontinente indiano (VAN-GRIENSVEN; DIRO, 2012; ZULFIQAR,;
SHELPER; AVERY, 2017).

Recentes pesquisas experimentais tém mostrado resultados promissores,
testando drogas leishmanicidas usuais com outras possiveis associacfes, como
nitazoxanida, tamoxifeno ou pentostam (KHAYEKA-WANDABWA et al.,, 2013;
MESQUITA; TEMPONE; REIMAO, 2014). Atualmente busca-se um tratamento
especifico para as leishmanioses que possua efetividade, menor efeito toxico e
consequentemente maior seguranca. Neste contexto, observa-se nas estratégias de
associacdo uma alternativa que precisa ser mais estudada, fortalecida e sua
aplicacdo expandida (TRINCONI et al., 2014; ZULFIQAR; SHELPER; AVERY,
2017).

3 Aspectos sobre os derivados testados

O desenho racional e sintese de novas moléculas que constituam maior

diversidade e complexidade estrutural representam atualmente uma via potencial
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para a descoberta de agentes bioativos inovadores. Com o uso de técnicas de
bioisosterismo pela quimica medicinal tem sido possivel a sintese de novas
moléculas a partir da hibridacdo de grupamentos com atividades farmacoldgicas
conhecidas (NICOLAOU et al., 2012).

Quinonas sao uma classe de compostos organicos com ampla distribuicdo na
natureza que resultam da oxidagdo de moléculas arométicas. Sao caracterizadas
pela presenca de duas carbonilas conjugadas em um anel de seis atomos
(KUMAGAI et al., 2012).

Moléculas dessa classe interagem com sistemas biologicos principalmente
através de dois mecanismos. Primeiro, podem reagir com agentes de transferéncia
de elétrons, como o NADPH, um agente redutor de oxigénio, gerando ROS como
superéxido ou peréxido de hidrogénio, e assim aumentando o estresse oxidativo. Em
segundo lugar, podem reagir como eletréfilos, formando ligacdes covalentes com
grupos funcionais nucleofilicos em moléculas bioldgicas, como proteinas, alterando
assim seu funcionamento (KUMAGAI et al., 2012).

Naftoquinonas sdo um subgrupo de quinonas derivadas do anel naftaleno
com dois grupamentos carbonilas nas posigoes 1,2 (figura 17A) ou 1,4 (figura 17B)
do anel. A descoberta da vitamina K como sendo um tipo de 1,4-naftoquinona foi
marcante para o desenvolvimento de agentes terapéuticos dessa classe (TANDON,;
KUMAR, 2013).

Figura 17 - Estrutura bésica das naftoquinonas. (A): 1,2-naftoquinonas; (B): 1,4-

naftoquinonas.
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Fonte: Adaptado de TANDON; KUMAR, 2013.

As 1,4-naftoquinonas sdo produzidas por diversos organismos, como algas,
bactérias, fungos e principalmente plantas, como as das familias Bignoniaceae e

Verbanaceae, e sdo de grande interesse na pesquisa por possuirem uma gama de
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atividades bioldgicas, incluindo efeitos bactericidas, fungicidas, antiprotozoarios,
antivirais, anti-inflamatorios e citotoxicos (ARAUJO et al., 2017; SILVA, 2016).

Compostos heterociclicos, como as naftoquinonas, sdo de grande interesse
para a pesquisa académica devido a seu grande potencial em promover atividades
biolégicas (TANDON; KUMAR, 2013). Da mesma forma, compostos heterociclicos
nitrogenados, como o0s derivados ftalimidicos, s@o promissores devido a sua
versatilidade em se acoplar a grupamentos diversos, e sdo capazes de promover
uma gama de atividades biologicas (SINGH et al., 2015). Na literatura ha descri¢ao
de efeitos importantes produzidos por compostos ftalimidicos, como anti-inflamatorio,
analgésico, antilipémico e até contra protozoarios, como os do género Plasmodium,
causadores da malaria (KUMAR et al., 2015).

Outros compostos nitrogenados, como o0s derivados triazolicos, sao
extensivamente utilizados na clinica devido a seus efeitos antifungicos e
antiparasitarios. Um dos principais exemplos € o fluconazol, um farmaco triazdlico
utilizado no tratamento de micoses sistémicas e em alguns casos em leishmaniose,
gue apresenta com boa seguranca e eficacia (ASSIS et al., 2012).

Um outro aspecto explorado na sintese destes derivados foi a bromoadicao,
haja vista, os halogénios serem o0s elementos mais eletronegativos da tabela
periddica, estabilizando-se normalmente através de uma ligacdo simples a outro
atomo, sendo assim passiveis de adicdo ou remoc¢ao molecular, catalise de diversos
tipos de reacBes quimicas, além de serem promissores na interacdo com
biomoléculas. Dentre os halogénios mais utilizados na sintese organica destaca-se o
bromo (Br) devido a sua versatilidade (SAIKIA; BORAH; PHUKAN, 2016). A
estratégia de bromoadicédo foi utilizada em alguns destes derivados ftalimido-1,4-
naftoquinonas (SILVA, 2016).

O planejamento da sintese dos derivados utilizados nesse trabalho baseou-se
na hibridizacdo do anel 1,4-naftoquindénico com 1 atomo de bromo e grupamentos
ftalimida (figura 18A) e triazol (figura 18B) no intuito de investigar as possiveis

atividades biologicas desses novos derivados (SILVA, 2016).
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Figura 18 - Grupamentos utilizados para a sintese dos derivados: (A) ftalimida; (B)
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Fonte: Autor.

Esses derivados constituem moléculas inéditas cujos grupamentos
hipoteticamente podem ter incrementado atividade leishmanicida, possuindo
diferencas pontuais entre suas estruturas, constituindo maior variabilidade quimica.

A tabela 1 ilustra as estruturas dos derivados.

Tabela 1 - Estruturas quimicas das ftalimido-1,4-naftoquinonas (J3, J3br, J4, J4br, J6,
J6br) e das ftalimido-1,2,3-triazolil-1,4-naftoquinonas (J01.3, J02.3, J03.3).

Derivados Estrutura quimica
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Fonte: Programa Marvin Suite.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade leishmanicida de uma série de derivados 1,4-

naftoquinonas.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar o potencial citotoxico dos derivados 1,4-naftoquinonas para a
célula hospedeira (macréfagos da linhagem J774.Al);

e Investigar a atividade dos derivados 1,4-naftoquinonas sobre formas
promastigotas extracelulares de Leishmania amazonensis e Leishmania

chagasi em ensaio in vitro.

45



5 MATERIAL E METODOS

5.1 Obtencéo dos derivados 1,4-naftoquinonas

Os derivados foram sintetizados e caracterizados pelo Prof. Dr. Mauro Gomes
da Silva no Laboratorio de Sintese de Compostos Bioativos (LSCB) da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE) tendo sido objeto da sua tese de doutorado,
sob coordenacédo e orientacdo do Prof. Dr. Celso de Amorim Camara. Para
realizagdo dos experimentos, foram elencadas nove substancias derivadas de 1,4-
naftoquinonas com diferentes substituicdes, as ftalimido-1,4-naftoquinonas (J3, J3br,
J4, Jabr, J6, J6br) e as ftalimido-1,2,3-triazolil-1,4-naftoquinonas (JO1.3, JO02.3,
J03.3). Os derivados foram disponibilizados para o Laboratério de Farmacologia e
Imunidade (LaFl) da Universidade Federal de Alagoas (UFAL) e em seguida,
diluidos em DMSO 0,1%, esterilizados em filtro (0,22 um) e alicotados a uma
concentracdo de 100 mM para composicdo das solucdes estoque, que foram
armazenadas em ambiente estéril, refrigerado e protegido da luz para realiza¢do dos

experimentos farmacoldgicos in vitro.

5.2 Manutencdao das células

5.2.1 Culturas de Leishmania

Culturas de promastigotas de Leishmania chagasi (MCAN/BR/89/BA262)
foram cedidas pela Dra. Valéria de Matos Borges do Centro de Pesquisa Goncalo
Moniz — Fiocruz-BA e de Leishmania amazonensis (MHOM/BR/77/LTB0016) foram
cedidas pelo Dr. Eduardo Caio Torres dos Santos do Instituto Oswaldo Cruz —
Fiocruz - RJ. As formas promastigotas dos parasitos foram mantidas in vitro em meio
Schneider, suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 2% de urina
humana masculina filtrada, a 27°C em estufa de Demanda Bioquimica de Oxigénio
(DBO) (Shel Lab). No momento do uso, os parasitos foram colocados em tubos tipo
Falcon e centrifugados a 3000 rpm durante 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante

foi descartado e o pellet formado foi ressuspenso em meio Schneider. Fez-se, entéo,
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a contagem dos parasitos em camara de Neubauer, para posterior plagueamento e
realizagdo dos experimentos.

5.2.2 Culturas de macréfagos

Macrofagos da linhagem J774.A1 foram cultivados em garrafas de cultura
contendo 10 mL de meio RPMI suplementado com 10% de SFB, 2 mM de L-
glutamina, aminoacidos ndo essenciais e piruvato e mantidos em estufa a 37°C, 95%
de umidade e 5% CO2. No momento do uso, as células foram contadas, ajustadas

em meio RPMI suplementado e plaqueadas.

5.3 Ensaios in vitro

5.3.1 Determinagé&o da viabilidade celular

A determinacdo da viabilidade celular apés exposicdo aos derivados foi feita
através do teste de deteccao colorimétrica da reducéo mitocondrial de MTT (brometo
de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio) a formazan (MOSMANN, 1983;
HUSSAIN; NOURI; OLIVER, 1993). Para isto, macrofagos da linhagem J774.A1
foram plagueados em placas de 96 pocos (1x10° células/pogo) e expostos aos
compostos em concentragdes de 1, 10 e 100 uM por 48 horas em estufa a 37° C,
95% de umidade e 5% CO2. Os pogos controles continham células cultivadas
somente com meio de cultura ou células cultivadas na presenca do diluente das
substancias (DMSO 0,1%). ApOs o periodo de incubacgdo, o sobrenadante foi
descartado e em seguida foi adicionado 100 yL da solugdo de MTT (0,5 mg/mL). As
placas foram novamente incubadas por um periodo de 1 hora em estufa, logo apos
foi retirado o sobrenadante, adicionado 100 yL de DMSO e realizada a leitura em
espectrofotometro (Thermo Plate) a 550 nm. A viabilidade celular das culturas
tratadas com as substancias foi comparada ao padrdo de morte nas culturas

controle a partir dos valores de absorbancia obtidos apés leitura.

5.3.2 Ensaio de viabilidade de promastigotas
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Promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi foram cultivadas numa
concentracdo de 1x10° parasitos/pogo e volume de 100 pL/pogo em placa de 96
pocos com meio Schneider suplementado com 10% de SFB, 2 mM de L-glutamina e
2% de urina humana. Foram adicionadas em triplicatas diferentes concentracdes (1,
10 e 100 yM) dos nove derivados e pentamidina (Sal Isotianato de Pentamidina,
Sigma Aldrich P0547) (farmaco padrdo) aos pocos contendo as formas
promastigotas até a obtencao do volume final de 200 pL. A placa foi incubada em
estufa BOD a 27°C por 48 horas. ApOs esse periodo, os parasitos de L.
amazonensis e L. chagasi foram homogeneizados e o numero de parasitos foi
determinado utilizando camara de Neubauer e microscopia Optica em aumento de
400x (Nikon Eclipse Ci) (TIUMAN et al., 2005).

5.4 Andlise estatistica

A tabulacdo de dados foi realizada com o auxilio do software Microsoft Excel®
e o tratamento estatistico no programa GraphPad Prism. Os niveis de significancia
entre 0s grupos experimentais e o controle, considerados significativos quando p <
0,05, foram feitos utilizando-se andlise de variancia (ANOVA) seguido do teste

Dunnett.

48



6 RESULTADOS

Inicialmente foi investigada a citotoxicidade dos derivados em macrofagos da
linhagem J774.A1. Os resultados revelaram efeitos toxicos associados ao farmaco
padrdo pentamidina, que apresentou citotoxicidade maxima de 80,2 + 1,9% e uma
concentracdo capaz de inibir o crescimento de 50% das células (CTso) de 0,7 + 0,2
UM. Entre as substancias testadas, foi observado efeito toxico abaixo de 50% para
as substancias J3 e J4 (47,0 £ 8,7% e 43,1 + 0,5, respectivamente) e acima de 50%
para as substancias J6 (63,3 + 0,9% com CTs0 39,9 £ 11,8 uM), J6Br (75,3 + 1,0%
com CTso 42,1 £ 3,7 uM), J01.3 (72,5 + 0,5% com CTso 7,8 £ 0,2) e J03.3 (71,4 *
0,4% com CTso 45,7 £ 17,1). Os demais derivados ndo apresentaram efeitos
deletérios nas concentracfes testadas (Tabela 2). As culturas tratadas apenas com
o veiculo utilizado para diluir as substancias (DMSO 0,1%) n&o apresentaram
efeitos téxicos significantes quando comparadas aquelas apenas com meio de
cultura, utilizadas como controle negativo (dados ndo mostrados). Desse modo, a
toxicidade das substancias ndo pode ser atribuida a presenca de DMSO nas

culturas.

Tabela 2 - Citotoxicidade das Ftalimido-1,4-naftoquinonas (J3, J3br, J4, J4br, J6, J6br)
e das Ftalimido-1,2,3-triazolil-1,4-naftoquinonas (J01.3, J02.3, J03.3) em macréfagos
J774.A1 (ensaio de MTT).

Tratamento CTso (MM)? Citotoxicidade maxima (%)°
Pentamidina 0,7+0,2 80,2 + 1,9***
J3 > 100 47,0 + 8,7***
J3br > 100 NT
J4 > 100 43,1 +0,5**
J4br > 100 NT
J6 39,9 +11,8 63,3 + 0,9**
Jebr 42,1 +3,7 75,3 + 1,0**
J01.3 7,8+0,2 72,5 + 0,5%*
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J02.3 > 100 NT

J03.3 457 +17.1 71,4+04*

@ Concentracdo téxica 50 (CTso) calculada a partir da curva dose-resposta. ® Média +
erro padrdo da média da citotoxicidade méaxima em triplicata. Os valores de efeito
maximo foram considerados significantes quando * p <0.05, ** p <0.01, e *** p <0.001
comparados com o grupo DMSO 0.1%; ND: N&o determinada a citotoxicidade maxima
até a concentracdo de 100 uM comparado com o grupo DMSO.

Para verificar a possivel atividade leishmanicida, foram calculados o efeito
méaximo e a poténcia por meio da Clso dos derivados e da pentamidina contra
promastigotas de L. amazonensis e L. chagasi. Os resultados obtidos com a cultura
de L. amazinensis evidenciaram efeito leishmanicida para o farmaco padrédo
pentamidina, cuja citotoxicidade méxima foi de 100%, com Clsode 8,5 £+ 0,4. Entre os
derivados, apenas J4Br ndo apresentou atividade leishmanicida nas concentracdes
testadas e apenas J3 apresentou atividade abaixo de 50% (45,5 + 5,5%). As
substancias que apresentaram atividade acima de 50% foram J3Br (63,2 + 8,2%
com Clso 21,8 + 4,1 uM), J4 (86,4 + 5,5% com Clso 32,1 £ 15,5 uM), J6 (80,4 + 7,5%
com Clso 57,4 £ 6,9 uM), J6Br (85,0 £ 5,2% com Clso 63,6 + 11,5 uM), J01.3 (100 %
com Clso 5,7 + 0,8 uM), J02.3 (60,9 + 13,0% com Clso 21,3 + 16,3 uM) e J03.3 (80,4
+ 7,5% com Clso 8,6 £ 8,4 uM) (Tabela 3).

Tabela 3 - Citotoxicidade das Ftalimido-1,4-naftoquinonas (J3, J3br, J4, J4br, J6, J6br)
e das Ftalimido-1,2,3-triazolil-1,4-naftoquinonas (J01.3, J02.3, J03.3) contra formas

promastigotas de L. amazonensis.

Tratamento Clso (uM)? Citotoxicidade maxima (%)
Pentamidina 85+0,4 100 £ 0,0%**
J3 > 100 45,5 + 5,5%*
J3br 21,8+4,1 63,2 + 8,2**
Ja 32,1+155 86,4 + 5 5%**
Jabr > 100 NA
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J6 57,4 + 6,9 80,4 + 7,5
Jebr 63,6 + 11,5 85,0 + 5,2
J01.3 5,7+0,8 100 + 0,0%**
J02.3 21,3+ 16,3 60,9 + 13,0**
J03.3 8,6 + 8,4 80,4 + 7,5%*

@ Concentracdo inibitéria 50 (Clso) calculada a partir da curva dose-resposta. P Média +
erro padrdo da média da citotoxicidade maxima em triplicata. Dados reportados como
média + erro padrdo da média (E.P.M.). Diferencas com *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p <
0.01 foram consideradas significativas em relacdo ao grupo DMSO 0.1%. NA: né&o
ativos na faixa de concentracao testada.

Os resultados obtidos com a cultura de L. chagasi evidenciaram efeito
leishmanicida e concentracdo inibitéria de 50% semelhante para o farmaco padréo
pentamidina, cuja citotoxicidade maxima foi de 100% com Clso 0,6 £ 0,1 uM. Todos
os derivados testados apresentaram alguma atividade leishmanicida para L. chagasi.
Os derivados com atividade abaixo de 50% foram J3Br (25,0 + 8,3%), J4Br (4,2 *
5,9%), J6 (37,5 + 5,9%) e J02.3 (29,2 + 8,3%). Os derivados que apresentaram
atividade leishmanicida acima de 50% foram J3 (58,3 + 6,8% com Clso 27,8 + 1,1
uM), J4 (89,6 £+ 4,1% com Clso 20,0 + 4,8 uM), J6Br (58,3 + 8,3% com Clso 89,5 +
10,3 pM), J01.3 (2100% com Clso 7,3 + 0,5 uM) e J03.3 (89,5 + 4,1% com Clso 8,1 +
0,3 uM) (Tabela 4). As culturas dos parasitos tratadas apenas com DMSO 0,1% nao
apresentaram efeitos significantes quando comparadas aquelas apenas com meio
de cultura, utilizadas como controle negativo (dados ndo mostrados). Desse modo, a

atividade observada nédo pode ser atribuida a presenca de DMSO nas culturas.

Tabela 4 - Citotoxicidade das Ftalimido-1,4-naftoquinonas (J3, J3br, J4, J4br, J6, J6br)
e das Ftalimido-1,2,3-triazolil-1,4-naftoquinonas (J01.3, J02.3, J03.3) contra formas

promastigotas de L. chagasi.

Tratamento Clso (uM)2 Citotoxicidade maxima (%)°

Pentamidina 0,6 +0,1 100 £ 0,0%**
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J3 278+1,1 58,3 + 6,8***
J3br > 100 25,0+ 8,3

Nz 20,0+4,8 89,6 + 4,1%+*
Jabr > 100 42 +59

J6 > 100 37,5+5,9
Jébr 89,5 + 10,3 58,3 + 8,3**
J01.3 73+0,5 100 + 0,0%**
J02.3 > 100 29,2+8,3
J03.3 8,1+0,3 89,5 + 4,1%**

3 Concentracéo inibitéria 50 (Clso) calculada a partir da curva dose-resposta. ® Média +
erro padrdao da média da citotoxicidade maxima em triplicata. Dados reportados como
meédia + erro padrdo da média (E.P.M.). Diferencas com *p < 0.05, **p < 0.01 and ***p <
0.01 foram consideradas significativas em relacdo ao grupo DMSO 0.1%. NA: néo

ativos na faixa de concentracéo testada

Baseado na viabilidade em macrofagos e no ensaio de promastigora para L.
amazonensis e L. chagasi, foi realizado o célculo do indice de seletividade (IS) dos
compostos (Tabela 5). Esse indice reflete a razdo entre as CTso (macrofagos) e a
Clso (parasitos) de cada substancia, fornecendo assim um valor indicativo da
possivel seletividade dos compostos. Para os compostos que ndo apresentaram
toxicidade aos macréfagos, foi necessario utilizar o valor da maior concentracao
testada (100 uM), o que pode gerar uma subestimacdo quantitativa, mas nao
gualitativa do IS. Assim, em se tratando da atividade em L. amazonensis,
aparentemente, os derivados J3br, J02.3 e J03.3 mostraram-se moderadamente
seletivas, com IS respectivamente de 4,58, 4,69 e 5,31. Para as demais nao foi
observada atividade seletiva para os parasitos. Para L. chagasi, os derivados que
apresentaram atividade moderadamente seletiva foram J3, J3Br, J4 e J03.3, com IS
3,59, 4,00, 5,00 e 5,64, respectivamente.
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Tabela 5 - indice de seletividade das Ftalimido-1,4-naftoquinonas (33, J3br, J4, J4br,
J6, J6br) e das Ftalimido-1,2,3-triazolil-1,4-naftoquinonas (J01.3, J02.3, J03.3) para

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

Tratamento IS para L. amazonensis IS para L. chagasi
Pentamidina - 1,16
J3 - 3,59
J3br 4,58 ]
J4 3,11 5,00
Jabr - -
J6 - -
J6br - -
JO1.3 1,36 1,06
J02.3 4,69 -
J03.3 5,31 5,64

11S: Indice de Seletividade = CTso (macréfagos) / Clso (Leishmania spp.). (-): Substancia

sem atividade acima de 50% ou com CTsp menor que Clso.
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7 DISCUSSAO

As patogenias associadas a parasitos do género Leishmania tem relacao
estreita com a resposta inflamatéria promovida pelo hospedeiro, de modo que
substancias capazes de modular a inflamac&o podem influenciar a sobrevivéncia do
parasito durante a infeccdo (KAYE; SCOTT, 2011). ASSIS et al. (2012)
demonstraram que substancias contendo 0s grupamentos triazol e ftalimida
possuem importante atividade anti-inflamatéria. Assim, naftoquinonas contendo
esses grupamentos podem ser moléculas promissoras para o desenvolvimento de
novos farmacos leishmanicidas, ja que o agravo da doenca e as lesbes estdo
também associadas a liberacdo descontrolada de mediadores inflamatérios como
TNF-a e IL-1 por células inflamatdrias, como macréfagos, responsaveis pela
destruicdo tecidual (NOVAIS et al., 2017).

Inicialmente foi investigada a possivel toxicidade desses novos derivados em
macrofagos (linhagem J774.A1), que durante a infeccdo por Leshmania séo
importantes como células hospedeiras e como células reguladoras do processo
inflamatoério.

Para isso foi utilizado o ensaio de viabilidade através do teste de MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina). Este teste determina a atividade
metabdlica das células através da quantificacdo indireta, por meio de
espectrofotometria, de produtos da reducdo do MTT promovida por enzimas
mitocondriais como a succinato desidrogenase a partir de NADPH e NADH. Dessa
forma, culturas que apresentam macrofagos com mitocondrias viaveis, parametro
utilizado para determinar a viabilidade celular, sdo capazes de reduzir o MTT a
cristais de formazan (cor purpura e insollveis em &gua), e essa reducdo é
quantificada em espectrofotometro. Os resultados obtidos nas culturas tratadas com
os derivados foram comparados com o resultado nas culturas tratadas apenas com
DMSO 0,1% (MOSMANN, 1983; ARAUJO et al., 2017).

A partir dos resultados, € possivel observar que entre as ftalimido-1,4-
naftoquinonas, as substancias J3, J4, J6 e J6Br apresentaram alguma toxicidade
aos macroéfagos até a concentracado de 100 uM, porém apenas com J6 e J6Br essa
toxicidade chegou a 50%, (CTso =39,9 + 11,8 uM e 42,1 + 3,7 uM, respectivamente).
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Os derivados ftalimido-1,4-naftoquinonas possuem o anel ftalimida ligado ao
grupamento 1,4-naftoquinénico através de uma amina secundéria e uma cadeia de
hidrocarbonetos. Os derivados diferem entre si no numero de carbonos nessa
cadeia e na presenca ou auséncia de um atomo de bromo no anel 1,4-
naftoquindnico.

Os derivados J6 e J6Br possuem 6 atomos de carbono na cadeia de
hidrocarbonetos, diferindo entre si pela auséncia (J6) ou presenca (J6Br) do atomo
de bromo. A adicdo do bromo diminuiu a toxicidade apenas nos derivados com 3
(J3Br) ou 4 (J4Br) carbonos separando os grupamentos, mas néo teve influéncia nos
derivados com 6 carbonos. Aparentemente, esse maior numero de carbonos teve
maior influéncia na toxicidade que a presenca ou auséncia do bromo.

O farmaco padrdo pentamidina, que faz parte dos farmacos de segunda
escolha no tratamento das leishmanioses, apresentou toxicidade acima de todos os
derivados (80,2 + 1,9%) com CTso mais baixa que todos os derivados (0,7 = 0,2 uM).

A maioria das substancias bioativas promove sua atividade através de
interacOes de regides especificas em suas estruturas (farmacoforo), por exemplo
grupamentos eletrofilicos, com receptores na célula alvo, ou seja, biomoléculas
(proteinas, lipideos, nucleotideos) contendo sitios de ligacdo com afinidade quimica
aqueles farmacéforos, e assim, promovendo modificagdes celulares que resultam no
efeito farmacolégico (NICOLAOU et al., 2012).

Desse modo, até pequenas alteracbes na estrutura molecular da substancia,
COmO um maior ou menor espacamento entre grupamentos devido a presenca ou
auséncia de um carbono, podem modificar bruscamente o efeito farmacoldgico
(FERREIRA; OLIVA; ANDRICOPULO, 2018).

Os derivados ftalimido-1,2,3-triazolil-1,4-naftoquinonas apresentam o
grupamento 1,4-naftoquindnico acoplado ao grupamento triazol, e a este o
grupamento ftalimida ligado por uma cadeia de hidrocarbonetos que difere em
namero de carbonos entre as substancias. O derivado J02.3 nao foi toxico, porém
tanto J01.3 quanto J03.3 apresentaram toxicidade acima de 50% (CTso 7,8 £ 0,2 uM
e 45,7 £ 17,1 uM, respectivamente). O derivado J02.3 possui 3 carbonos na cadeia
de hidrocarbonetos, enquanto as substancias J01.3 e J03.3 possuem 2 ou 4,

respectivamente.
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Por se tratarem de ligacbes simples entre esses carbonos, os grupamentos
podem adquirir diferentes conformacgfes e distancias dependendo do numero de
carbonos na cadeia. Por exemplo, um grupamento pode adquirir uma conformacao
diferente numa molécula quando ligado por um nuamero impar ou par de carbonos, e
isto pode possibilita-lo interagir ou ndo com um receptor (FERREIRA; OLIVA,;
ANDRICOPULO, 2018).

Desse modo, um numero impar de carbonos parece estar associado a
auséncia de toxicidade na substancia J02.1. Além disso, a toxicidade observada
com os derivados ftalimido-1,2,3-triazolil-1,4-naftoquinonas foi maior que com o0s
derivados ftalimido-1,4-naftoquinonas (alguns nédo téxicos), sugerindo que o grupo
triazol, ausente nestas substancias, pode ter participacdo na toxicidade das
substancias J01.3 e J03.3.

Entre as atividades biolégicas associadas as quinonas mais descritas na
literatura esta sua atividade contra protozoarios. SUTO et al. (2015) demonstraram a
atividade de derivados sintéticos de quinonas contra Tripanossoma cruzi, agente
etiologico da doenca de chagas. SHARMA et al. (2013) demonstraram atividade de
derivados 1,4-naftoquinonas contra Plasmodium falciparum, principal causador da
malaria. De forma semelhante, ARAUJO et al. (2014) demonstraram que compostos
sintéticos derivados de 1,4-naftoquinonas também apresentam boa atividade contra
L. amazonensis e L. brasiliensis.

Para estabelecer seu potencial leishmanicida in vitro, os derivados ftalimido-
1,4-naftoquinonas e ftalimido-1,2,3-triazolil-1,4-naftoquinonas foram avaliados neste
trabalho contra formas promastigotas de L. amazonesis e L. chagasi.

Entre os seis ftalimido-1,4-naftoquinonas, os derivados J3Br, J4, J6 e J6Br
tiveram atividade acima de 50% contra L. amazonensis, porém contra L. chagasi,
apenas J4 e J6Br. Com o derivado J4 foi possivel observar uma atividade mais
préxima de 100% em ambas as espécies (86,4 £ 5,5% para L. amazonensis e 89,6 +
4,1% para L. chagasi), ao passo que com J6Br isso so foi observado contra L.
amazonensis (85,0 £ 5,2% para L. amazonensis e 58,3 * 8,3% para L. chagasi). O
farmaco padrdo pentamidina apresentou atividade de 100% (auséncia de parasitos
viaveis) em ambas as espéecies.

O derivado J4, que apresentou melhor atividade para ambas as espécies,

possui quatro carbonos em sua cadeia de hidrocarbonetos e ndo possui o 4tomo de
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bromo no anel 1,4-naftoquinona. Essa configuragdo molecular pode ter
incrementado aspectos farmacocinéticos como a passagem da substancia pelas
barreiras celulares e/ou facilitado interacées com alvos farmacolégicos especificos
nos parasitos.

Para se considerar uma substancia prototipo promissora € preciso que esta
possua ndo sO a atividade bioldgica esperada, mas também que tal atividade seja
direcionada a célula/tecido alvo, caracterizando-a uma substancia seletiva. Isso &
uma vantagem a ser considerada quando tratamos de farmacos antimicrobianos ou
antineoplasicos. Sua seletividade pode se traduzir clinicamente em baixa propensao
de causar efeitos adversos ao individuo na concentragcdo terapéutica. A baixa
seletividade dos farmacos utilizados atualmente € um dos principais problemas do
tratamento das leishmanioses (FERREIRA; OLIVA; ANDRICOPULO, 2018).

O indice de seletividade € um parametro que permite identificar o padréo de
seletividade in vitro de uma substdncia em culturas de células diferentes
relacionando suas concentracdes ativas. Neste caso foram utilizados os valores de
CTso (macrofagos) e Clso (parasitos), ou seja, as concentracdes que
desempenharam 50% do efeito observado nas duas culturas. O indice de
seletividade reflete a razdo entre a CTso e a Clso. Um derivado que apresente uma
concentracdo ativa nos parasitos menor que nos macrofagos terd seu indice de
seletividade acima de 1, e quanto maior esse indice, mais seletivo tal derivado pode
ser considerado (ARAUJO et al., 2014).

Por exemplo, uma substancia que produza 50% de morte na cultura de
macréfagos numa concentracao de 50 uM (sendo, portanto, este seu valor de CTso)
e na de parasitos numa concentracédo de 5 uM (seu valor de Clso), seria considerada
10 vezes mais seletiva para os parasitos. Em um ambiente contendo os dois tipos
celulares, hipoteticamente, tal substancia teria 10 vezes mais chance de
desempenhar sua atividade nos parasitos que nos macrofagos.

Desse modo, além de ser ativo para ambas as espécies, o derivado J4 parece
ser seletivo aos parasitos, uma vez que seus indices de seletividade para L.
amazonensis e L. chagasi foram 3 e 5, respectivamente (Tabela 5). O derivado J3Br,
por ndo apresentar toxicidade aos macrofagos, obteve indice de seletividade
semelhante a J4 para L amazonensis, o que nao foi observado para L. chagasi.
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Resultados semelhantes foram observados entre as ftalimido-1,2,3-triazolil-
1,4-naftoquinonas. Com os derivados J01.3 e J03.3 foi observada atividade acima
de 50% em ambas as espécies, poréem com J02.3 apenas em L. amazonensis. Vale
ressaltar que a uUnica diferenca estrutural entre eles estda na cadeia de
hidrocarbonetos que separa 0s grupamentos, que no derivado J02.3 possui 3
carbonos, enquanto nos derivados J01.3 e J03.3 possui 2 e 4, respectivamente.
Semelhante ao efeito toxico, a atividade leishmanicida parece maior quando ha um
namero par de carbonos.

As espécies de parasitos do género Leishmania possuem caracteristicas
morfoldgicas, metabdlicas e patogénicas diferentes entre si, sendo esta a natureza
dos diferentes tipos de leishmaniose. Parasitos da espécie L. chagasi, por exemplo,
tem maior tropismo, ou conseguem sobreviver com mais facilidade em células
fagocitarias contidas ou sendo transportadas para érgaos viscerais, causando desse
modo a forma visceral da leishmaniose, ao passo que espécies dermotrépicas, como
a L. amazonensis, sdo incapazes de sobreviver em tais ambientes ou possuem
maior tropismo por células fagocitarias contidas no tecido subcutaneo (LEON et al.,
2017).

As diferencas entre as espécies podem também se traduzir em diferentes
perfis de resisténcia a farmacos, como foi visto em nossos resultados. Trés
derivados, J3Br, J6 e J02.3, tiveram atividades acima de 50% apenas para L.
amazonesis, podendo ter havido maior resisténcia a esses derivados nas culturas de

L. chagasi (Figura 19).

Figura 19 - Derivados com atividade acima de 50% apenas contra L. amazonensis. LA

— L. amazonensis; LC — L. chagasi.
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Fonte: Autor, 2018.

Quando consideramos os tratamentos utilizados, apesar dos mesmos
farmacos serem preconizados para todas as formas da doenca, os sintomas das
formas tegumentares podem ser atenuados com o uso de adjuvantes tépicos como
antifingicos e cicatrizantes, porém quando se trata da forma visceral ndo ha muitas
alternativas adjuvantes disponiveis que ndo estejam associadas ao aumento da
toxicidade e custo (SANGSHETTI et al., 2015).

O derivado J01.3 foi o unico com efeito leishmanicida maximo de 100%. Tal
efeito s6 foi obtido nas culturas tratadas com pentamidina. Além disso, J01.3 foi o
derivado mais potente, apresentando os menores valores de Clso (5,7 + 0,8 pM para
L. amazonensis e 7,3 £ 0,5 para L. chagasi). Apesar disso, o derivado mostrou-se
pouco seletivo aos parasitos.

A partir dos nossos experimentos, o derivado considerado um protétipo ideal
seria aquele que, nas concentragfes testadas, ndo apresentasse toxicidade aos
macrofagos, apresentasse robusta atividade contra ambas as espécies de
Leishmania (proxima ou igual a 100%), e que tal atividade se desenvolvesse em
concentracdes baixas, sendo por isso seletivo, o que poderia refletir maior eficacia e
seguranca no tratamento. Apesar de nao ter havido derivado com tal perfil, o que
mais se aproximou foi J03.3, que se apresentou cerca de 5 vezes mais seletivo para
ambas as espécies, com efeito maximo de 80,4 + 7,5% para L. amazonensis e 89,5
t 4,1% para L. chagasi, e valores de Clso menores que 10 uM em ambas as

espécies.
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8 CONCLUSAO

O processo de desenvolvimento farmacos se inicia em etapas como a
identificacdo de propriedades quimicas e de atividades biologicas e toxicas de
protétipos. Apesar da maior parte desses prototipos serem descartados no processo,
com raras excec¢fes alcancando etapas de ensaios clinicos, geram inevitavelmente
um rastro de informacdes que auxiliam em novas pesquisas.

As substancias inéditas apresentadas nesse trabalho mostraram-se
promissoras quanto a sua atividade leishmanicida. Entre as ftalimido-1,4-
naftoquinonas, tem destaque o derivado J4, com atividade leishmanicida elevada
tanto para promastigotas de L. amazonensis quanto de L. chagasi, sendo também
seletiva para os parasitos. Entre as ftalimido-1,2,3-trazolil-1,4-naftoquinonas,
destacam-se os derivados J01.3, que foi capaz de zerar a carga parasitaria, e J03.3,
gue se mostrou seletivo para os parasitos, com elevada atividade e baixos valores
de Clso em ambas as espécies. Apesar da atividade leishmanicida, aspectos
relacionados com a toxicidade dessas substancias ainda precisam ser aprimorados.

Estas substancias serdo posteriormente avaliadas quanto a sua atividade
frente a formas amastigotas in vitro, assim como nos testes de infeccao in vivo, uma
vez que estes derivados apresentam requisitos importantes para se avancar na

cadeia de desenvolvimento de farmacos leishmanicidas.
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