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Estudo in vitro da atividade anti-Leishmania de compostos sintéticos
derivados espiro-acridinicos sobre Leishmania amazonensis
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As leishmanioses sdo antropozoonoses causadas por protozoarios do género
Leishmania e transmitidas por flebotomineos fémeas durante o repasto
sanguineo. Esse conjunto de doencas causa grande mortalidade e morbidade
no ser humano e ao longo dos anos vem sendo negligenciada devido aos poucos
recursos aplicados em diagndstico, tratamento e controle. A doenca é endémica
em mais de 98 paises, dentre eles o Brasil, que apresenta o maior nimero de
casos entre os paises das Américas. Atualmente, sdo classificadas mais de 50
espécies, sendo mais de 20 patogénicas aos humanos, que causam uma
variedade de manifestacbes clinicas, como a leishmaniose visceral e a
leishmaniose tegumentar, sendo esta ultima a mais comum. A Unica opcéo de
tratamento sdo 0s medicamentos, como 0Ss antimoniais pentavalentes, a
anfotericina B, as pentamidinas, a miltefosina e a pentoxifilina além de outras
terapias que sédo utilizadas como adjuvantes. Os medicamentos apresentam
diversas limitacdes, como os efeitos colaterais e a elevada toxicidade. Esses
fatores sdo determinantes para a busca por novos agentes terapéuticos no
enfrentamento a Leishmaniose. Diante disso, avaliamos a atividade anti-
Leishmania de derivados espiro-acridinicos e do farmaco de referéncia contra
formas promastigotas de L. amazonensis e a sua citotoxicidade frente a
eritrocitos humanos. A atividade dos compostos sobre as formas promastigotas
e eritrocitos humanos foram avaliadas pelo teste colorimétrico do MTT (brometo
de 3-(4,5-dimetiltiazol-zil) -2,5-difeniltetrazolio). Os resultados demonstraram
gue os derivados espiro-acridinicos (AMTAC 10 e AMTAC 13) e o farmaco de
referéncia apresentaram atividade contra promastigotas de L. amazonensis, com
Clso de 2,91 + 1,664 pg/mL, 6,37 £ 2,035 pg/mL e 0,82 = 0,03882 pg/mL,
respectivamente. O farmaco de referéncia apresentou maior citotoxicidade frente
a eritrécitos humanos em comparacao aos derivados espiro-acridinicos. O indice
de seletividade revelou que os derivados espiro-acridinicos possuem maior
seletividade aos parasitas do que as células sanguineas quando comparado ao
farmaco de referéncia. Dessa forma, observamos que os derivados espiro-
acridinicos possuem atividade anti-leishmania efetiva contra as formas
promastigotas e ndo apresentam toxicidade para as células sanguineas
humanas. Novos testes devem ser realizados para a descoberta de mecanismo
de acao para serem usados no tratamento da leishmaniose.

Palavras-chave: Leishmaniose; Atividade anti-Leishmania; Leishmania.



In vitro study of the anti-Leishmania activity of synthetic compounds

derived from spiro-acridines on Leishmania amazonensis

Viviane Silva Lima
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2020

Leishmaniasis are anthropozoonoses caused by protozoa of the genus
Leishmania and transmitted by female sandflies during blood meal. This set of
diseases causes great mortality and morbidity in the human being and over the
years it has been neglected due to the few resources applied in diagnosis,
treatment and control. The disease is endemic in more than 98 countries,
including Brazil, which has the highest number of cases among countries in the
Americas. Currently, more than 50 species are classified, more than 20 are
pathogenic to humans, which cause a variety of clinical manifestations, such as
visceral leishmaniasis and cutaneous leishmaniasis, the latter being the most
common. The only treatment options are medications, such as pentavalent
antimonials, amphotericin B, pentamidines, miltefosine and pentoxifylline in
addition to other therapies that are used as adjuvants. The medications have
several limitations, such as side effects and high toxicity. These factors are
decisive for the search for new therapeutic agents in the fight against
Leishmaniasis. Therefore, we evaluated the anti-Leishmania activity of spiro-
acridine derivatives and the reference drug against promastigote forms of L.
amazonensis and its cytotoxicity against human erythrocytes. The activity of the
compounds on the promastigote forms and human erythrocytes were evaluated
by the MTT colorimetric test (3- (4,5-dimethylthiazol-zyl) -2,5-diphenyltetrazolium
bromide). The results showed that the spiro-acridine derivatives (AMTAC 10 and
AMTAC 13) and the reference drug showed activity against L. amazonensis
promastigotes, with an ICso of 2.91 + 1.664 pug/mL, 6.37 = 2.035 pg/mL and 0.82
+ 0.03882 ug/mL, respectively. The reference drug showed greater cytotoxicity
against human erythrocytes compared to spiro-acridine derivatives. The
selectivity index revealed that the spiro-acridine derivatives have greater
selectivity for parasites than blood cells when compared to the reference drug.
Thus, we observed that the spiro-acridine derivatives have an effective anti-
leishmania activity against promastigote forms and do not present toxicity to
human blood cells. New tests must be carried out to discover the mechanism of
action to be used in the treatment of leishmaniasis.

Keywords: Leishmaniasis; Anti-Leishmania activity; Leishmania.
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1. INTRODUCAO

Doencas causadas por protozoarios sempre representaram um Serio
problema para a saude publica no mundo. Neste grupo, encontram-se as
leishamnioses, uma antropozoonose causada por protozoarios do género
Leishmania. As leishmanioses sdo doencgas que provocam grande mortalidade
e morbidade no ser humano e que ao longo dos anos vem sendo negligenciada
devido aos poucos recursos aplicados em diagnéstico, tratamento e controle
(CONTEH et al., 2010; BRASIL, 2010).

O agente etiolégico da leishamniose pertence ao género Leishmania, da
familia Trypanosomatidae e da ordem Kinetoplastida. Atualmente existem cerca
de 50 espécies classificadas e mais de 20 espécies patogénicas a humanos,
sendo que a variedade de espécies pertencentes a este género esta relacionada
as diferentes formas clinicas, que o paciente pode apresentar (MCMAHON-
PRATT; ALEXANDER, 2004). Tais parasitas apresentam um ciclo de vida
heteroxénico, com um hospedeiro definitivo vertebrado e um inseto vetor
invertebrado (AKHOUNDI et al., 2016).

A doenca é endémica em mais de 98 paises, dentre eles o Brasil, e sua
transmissdo acontece quando fémeas infectadas de flebotomineos fazem o
repasto sanguineo em um hospedeiro mamifero. Os flebotomineos pertencem
ao género Phlebotomus na Europa, Asia e Africa, enquanto no Brasil o principal
vetor é do género Lutzomyia (DOSTALOVA; VOLF, 2012).

A leishmaniose apresenta uma variedade de manifestacdes clinicas,
como a leishmaniose visceral e a leishmaniose tegumentar, essa sendo
subdividida em quatro subtipos: a leishmaniose cutanea localizada, leishmaniose
cutanea difusa, leishmaniose mucocutanea e leishmaniose disseminada (GOTO;
LINDOSO, 2012). A forma visceral ocorre quando os parasitas invadem as
células do sistema mononuclear fagocitario do homem e animais, sendo assim
considerada uma infeccdo cronica grave, que acomete principalmente as
visceras, e quando nao tratada pode evoluir para 6bito. A forma tegumentar
acomete a derme do hospedeiro vertebrado, podendo causar desfiguracéo grave
para os pacientes, incluindo a pele ulcerosa, lesbes e a destruicdo das
membranas das mucosas do nariz, boca e garganta, podendo levar a
desfiguragédo permanente (BARBOSA et al., 2011).
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Atualmente ndo existe vacina e os medicamentos sdo o Unico método de
tratamento para as leishmanioses. Os medicamentos comegaram a ser
introduzidos a partir de 1945, sendo os antimoniais pentavalentes a base da
terapia e primeira escolha no tratamento da leishmaniose (BARBOSA et al.,
2011). A anfotericina B, as pentamidinas, a miltefosina e a pentoxifilina também
sdo utilizadas no tratamento da leishmaniose, além de outras terapias que sao
utilizadas como adjuvantes (CARVALHO et al.,, 2019; DORLO et al., 2012;
MARTINEZ, 2006; TIUMAN et. al., 2011).

Os farmacos utilizados na terapia da leishmaniose apresentam diversas
limitacOes, tais como: efeitos colaterais, a elevada toxicidade, alto custo,
aparecimento de resisténcia as drogas. Esses fatores sdo determinantes para a
busca por novos agentes terapéuticos no enfrentamento a Leishmaniose.

Diante disso, um dos grandes desafios para alavancar o surgimento de
novas alternativas terapéuticas € o de propiciar compostos que tenham menos
efeitos colaterais, baixa toxicidade e baixo custo, a fim de permitir uma maior
adesdo e melhor qualidade de vida aos pacientes durante o tratamento.
Compostos derivados da acridina ja demonstraram diversas atividades
biologicas como a antitumoral (LISBOA et al., 2019), antimaléarica (SILVA et al.,
2018) e até mesmo anti-Leishmania. Dentro desta linha de pesquisa, alguns
trabalhos ja testaram compostos derivados da acridina (MESA et al., 2002;
SERAFIM et al., 2018), os quais demonstraram eficacia sob formas
promastigotas de L. amazonensis, associada a forma tegumentar e de L.
donovani, responsavel pela forma visceral.

A atividade promissora de outros derivados acridinicos ja foi comprovada
em trabalhos anteriores (FANG et al., 2008; MAY et al., 2006; MENEZES et
al.,2019; PATEL et al.,2006; SONGHI et al., 2010). Assim, partindo dessa
informacdo, o presente estudo avaliou a atividade de derivados espiro-
acridinicos, contribuindo para o surgimento de novas drogas a serem utilizadas
na terapia da leishmaniose. A avaliacdo compreende a atividade biol6gica contra

promastigotas de L. amazonensis e citotoxicidade frente a eritrocitos humanos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Agente etioldgico

Os parasitas responsaveis pela leishmaniose pertencem ao Reino
Protista, a classe Kinetoplastea, a subclasse Metakinetoplastina, ordem
Trypanosomatida, familia Trypanosomatidae e ao género Leishmania
(AKHOUNDI et al.,2016). O género é dividido em duas sec¢des, a Euleishmania
e Paraleishmania (que nao infectam o homem), sendo cada uma subdividida em
uma série de subclades representando os subgéneros (Figura 1) (MOMEN;
CUPOLILLO, 2000; BRASIL, 2017; KLATT et al., 2019).

A secao Euleishmania é subdividida em dois subgéneros: o Leishmania e
o Viannia, que por sua vez sao divididos em complexos. A classificagdo das
espécies nos subgéneros € de acordo com a localizacdo que o parasita se
desenvolve no intestino do vetor e por analises filogenéticas baseadas em
sequéncias de DNA. Os parasitas agrupados no subgénero L. (Viannia) séo
restritos principalmente ao neotrdpico, ao passo que os parasitas do subgénero
L. (Leishmania) ocorrem no Novo e Velho Mundo (GEORGIADOU et al., 2015;
KLATT et al., 2019).

Atualmente, o género inclui mais de 50 espécies do parasita, dentre as
guais, apenas 20 possuem importancia médica por sua capacidade de causar
doenca aos humanos (KLATT et al.,, 2019). No Brasil, sdo reconhecidas oito
espécies de Leishmania que causam a leishmaniose, sendo seis do subgénero
Viannia e duas do subgénero Leishmania (LAISON, 2010; BRASIL, 2010).

Na Asia, Africa e Europa, podem ser encontradas variadas espécies,
como a L. (Leishmania) major, L. (Leishmania) tropica, L. (Leishmania)
aethiopica, L (Leishmania) killicki e a L. (Leishmania). No novo mundo,
principalmente na América Latina, podem ser encontradas a L. (Viannia)
braziliensis, L (Leishmania) amazonensis, L (Viannia) panamensis, L (Viannia)
peruviana, L. (Viannia) guyanensis e L. (Leishmania) mexicana, L. (Leishmania)
pifanoi, L. (Leishmania) venezuelensis, L (Leishmania) garnhami, L. (Viannia)
lainsoni e L (Viannia) colombiensis (GOTO; LINDOSO, 2010; REITHINGER et
al., 2007).
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Figura 1 - Taxonomia do género Leishmania.
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Fonte: BRASIL, 2017.



Durante o ciclo de vida, o parasita passa por dois hospedeiros e apresenta
formas que s&o morfologica e bioquimicamente diferentes. No hospedeiro
invertebrado, o parasita apresenta a forma promastigota, enquanto no
hospedeiro vertebrado, a amastigota (KAMHAWI, 2006). A forma promastigota
€ a sua fase extracelular infectante, sdo méveis, exibem um flagelo anexado a
uma organela do tipo mitocondrial, chamada cinetoplasto e vivem dentro do
intestino do inseto vetor (DOUGALL et al., 2011). As promastigotas possuem um
corpo em forma de fuso, medindo 1,5 a 3,5 pm na parte mais larga. As
amastigotas séo intracelulares obrigatorias, de formato ovalado e sem flagelo
exteriorizado (Figura 2).

Figura 2 — Formas evolutivas do parasita Leishmania.

,

P 4 ;\. . | —
A) Forma promastigota; B) Exame microscépico de luz de uma amostra de medula éssea corada
de um paciente com leishmaniose visceral - mostrando um macréfago. Fonte: A) BRASIL, 2007;

B) BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018.

2.2 Insetos vetores e transmissao da doenca

Os flebotomineos representam grande relevancia médica e veterinaria,
pois sdo vetores de varias doencas virais e de parasitas do género Leishmania,
agentes causadores das leishmanioses, que sdo um grupo de doencas que
afetam milhares de pessoas em todo o mundo. Os parasitas sdo transmitidos
principalmente através de flebotomineos durante o repasto sanguineo realizado
por fémea infectada com os parasitas (TORRES et al., 2010).

Os flebotomineos pertencem a ordem Diptera, subordem Nematocera,
familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae. Atualmente existem

classificadas mais de 800 espécies de flebotomineos, aproximadamente 464
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espécies sao encontradas no Novo Mundo e 375 no Velho Mundo. Entre essas
espécies, apenas 98 dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia sdo atualmente
comprovadas ou suspeitas de serem vetores da leishmaniose humana, sendo as
espécies do género Lutzomyia responsaveis pela transmissao nas Américas
(novo mundo) e as espécies do género Phlebotomus no resto do mundo (velho
mundo) (MAROLI et al., 2013; GEORGIADOU et al., 2015).

Durante o seu ciclo de vida, os flebotomineos passam por quatro estagios
de desenvolvimento: o ovo, postos por fémeas adultas em um habitat adequado,
rico em contetdo organico, o que fornece as larvas recém-emergidas abrigo,
nutricdo e umidade; apés a ecloséo do ovo é gerado a larva, em seguida a pupa
e por fim o fleb6tomo adulto (MAROLI et al., 2013; AKHOUNDI et al., 2016).

Os adultos séo pequenos e raramente excedem 3,5 mm de comprimento,
possuem pernas longas, sao cobertos de pelos densos, variam de coloracéo, e
suas asas possuem forma de 'V' caracteristica sobre as costas quando em
repouso. A alimentacdo dos machos acontece através da ingestao de seiva e
néctar de plantas, além de frutas maduras. Ja as fémeas sdo hematéfagas e
possuem um habito alimentar eclético, ingerindo sangue de seres humanos
caes, gatos e outros mamiferos. Os vetores possuem habitos noturnos e seu
alcance de voo é curto, cerca de 300 metros, portanto as atividades dos vetores
adultos geralmente séo restritas a vizinhanca dos locais de reproducao das
larvas (Figura 3a e 3b) (MARCONDES; ROSSI, 2013; MAROLI et al., 2013;
GEORGIADOU et al., 2015).

Figura 3 — Insetos vetores da Leishmaniose.

Insetos vetores da Leishmaniose. A) Lutzomya longipalpis e B) Phlebotomus papatasi, fémea,
alimentando-se de um ser humano. Fonte: A) BRASIL, 2010; B) MUNSTERMANN, 2019.
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Em relagcéo a distribuicdo geogréfica dos vetores, os flebotomineos do
género Phlebotomus s&o os principais responsaveis pela transmissao dos
parasitas na Europa, Norte da Africa, Oriente Médio e Asia, enquanto os do
género Lutzomya séo responséaveis pela transmissdo dos EUA até o norte da
Argentina. No Brasil, o principal vetor da leishmaniose é o Lutzomyia longipalpis,
contudo, outras espécies contribuem para a transmissao (REITHINGER et al.,
2007; TORRES-GUERRERO et al., 2017; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

A Transmissdo nao vetorial, através de infeccdo laboratorial acidental,
transfusdo de sangue e transplante de 6rgdos séo raros. Na Espanha, a
transmissao direta de L. infantum foi observada em usuarios de drogas co-
infectados pelo HIV através do compartilhamento de agulhas (REITHINGER et
al., 2007).

2.3 Reservatorios

O ciclo de transmissao da leishmaniose varia de acordo com a regiao
geografica e envolve uma diversidade de espécies de parasitas, vetores,
reservatorios e hospedeiros. A transmisséo, anteriormente estava relacionada
ao ambiente silvestre, entretanto, nas ultimas décadas, a transmissao ocorre no
ambiente peridoméstico e estdo se espalhando para areas que nado eram
endémicas, como resultado da urbanizacédo e desmatamento (REITHINGER et
al., 2007).

Dentre os reservatorios, existem varias espécies de animais silvestres,
sinantropicos e domésticos (canideos, felideos e equideos). Os reservatérios
silvestres incluem diversas espécies de roedores, marsupiais, edentados,
quirépteros e canideos silvestres. Ja os animais domésticos, como 0s cédes e
gatos, sao considerados hospedeiros acidentais, tendo em vista que eles podem
apresentar manifestacbes em resposta a infeccdo semelhantes as humanas
(Figura 4) (BRASIL, 2017; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).
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Figura 4 — Reservatoérios do parasita Leishmania.

de focinho e labios, considerado reservatorio doméstico. Fonte: A) BRASIL, 2010; B) BRASIL,
2017.

2.4 Ciclo biolégico

Leishmania € um género de eucariotos cinetoplastideos, cujo seu ciclo de
vida depende da transferéncia continua entre um hospedeiro mamifero e um
vetor de inseto. Esses protozoarios tém um estilo de vida digenético, passando
por mudancas morfologicas e bioquimicas para garantir adaptacdo e
sobrevivéncia em ambos os hospedeiros (RODRIGUES et al., 2016).

O complexo processo de desenvolvimento acontece dentro do trato
digestivo do vetor, onde a localizacdo precisa no trato digestivo difere entre os
subgéneros Leishmania e Viannia. O subgénero Viannia, entra no intestino
grosso antes de migrar para o intestino médio e, portanto, € chamado de parasita
peripilariano. No entanto, a maioria das espécies de Leishmania (subgénero
Leishmania) sdo parasitas suprapilares, pois seu desenvolvimento € restrito ao
intestino médio. Os artificios envolvidos na diferenciacdo ainda ndo foram bem
estabelecidos, mas provavelmente sdo uma combinacdo da mudanca de
temperatura e pH semelhante a outros parasitas (DOSTALOVA; PETR, 2012;
SUNTER; GULL, 2017).

O ciclo de vida (Figura 5) inicia-se quando os vetores fémeas, se
alimentam ingerindo pequenas quantidades de sangue, linfa e macréfagos
parasitados de um hospedeiro mamifero infectado (por exemplo, caninos,
marsupiais, edentados e roedores) (MURRAY et al., 2005). Os parasitas, na
forma amastigota livres ou presentes no interior de macrofagos, séo absorvidos

pelos flebotomineos, estes geralmente ndo s&o encontrados na circulagcédo
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periférica, mas estao presentes na pele do hospedeiro vertebrado. Durante o
repasto sanguineo, os flebotomineos fémeas inserem as pecas bucais em forma
de serra na pele e as agitam para produzir uma pequena ferida na qual o sangue
flui dos capilares superficiais. E esse dano tecidual associado a cria¢éo da ferida
que libera macrofagos da pele e recrutam amastigotas livres, permitindo a
posterior captacéo pelos vetores (KAMHAWI, 2006; BATES, 2007).

As amastigotas sdo liberadas dos macréfagos na extremidade posterior
do intestino médio do inseto vetor, ficando confinadas por uma matriz peritréfica,
uma membrana de quitina e proteina que é secretada pelo epitélio do intestino
meédio. Na extremidade posterior do intestino médio comecam a se diferenciar e
multiplicar por divisdo binaria, em promastigotas, méveis e com flagelos na
extremidade anterior. Nessa primeira diferenciacéo é formada o que chamamos
de promastigota prociclica, caracterizada por ser uma forma com elevada taxa
de replicagéo e fracamente movel que se multiplica no sangue (BATES, 2007;
SUNTER; GULL, 2017).

Apés alguns dias, os parasitas comecam a se diferenciar de
promastigotas prociclicas em promastigotas nectomonadas, que possuem
menor taxa de replicacdo, sdo mais alongadas e fortemente moveis. Estas sédo
formas migratorias que se acumulam na extremidade anterior do intestino e
conseguem romper a matriz peritréfica, pela acdo de uma quitinase secretora de
parasitas e provavelmente pela acédo da quitinase enddgena do flebotomineos.
Esse rompimento permite a migracdo para a porcdo do intestino anterior, até
atingir a valvula estomodeal onde acontece a transformacdo em promastigotas
leptomonadas (BATES, 2007).

As promastigotas leptonadas possuem funcdo de secretar um gel,
composto principalmente de proteofosfoglicano filamentoso, que também
permite que eles se liguem ao epitélio até certo ponto, e desempenha um papel
fundamental na transmisséo, visto que a colonizacdo da valvula estomodeal séo
essenciais para uma transmisséao eficaz. Algumas promastigotas leptonadas se
diferenciam em promastigotas haptomonadas, que se fixam mecanicamente ao
epitélio do intestino através da expansao da ponta flagelar em estruturas do tipo
hemi-desmossoma, enquanto outras formas leptonadas se diferenciam em
promastigotas metaciclicas. A ultima fase de desenvolvimento no hospedeiro

invertebrado é caracterizada por parasitas alongados e mdveis, representando
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0 estagio infeccioso dos mamiferos. Esse processo é chamado de
metaciclogénese e € definido como a transformacdo de promastigotas pouco
infecciosas em altamente infecciosas. O ciclo do parasito no inseto se completa
em torno de 72 horas (BRASIL, 2014; DOSTALOVA; PETR, 2012; ALCOLEA et

al., 2019).

Figura 5 — Ciclo de vida dos parasitas do género Leishmania.
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Ciclo biolégico do parasita do género Leishmania, apresentando um ciclo digenético, e as fases
de diferenciac@o no hospedeiro invertebrado e no hospedeiro vertebrado. Fonte: Modificado de
BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018.

No momento em que o inseto vetor fémea infectado com formas
promastigotas metaciclicas for realizar um novo repasto sanguineo, ocorrera a
infeccdo do hospedeiro mamifero. A transmissao ocorre através da presenca de
promastigotas metaciclicas na probdscide, e/ou dos parasitas que residem atras
da valvula estomodeal que sao regurgitados com refluxo de sangue ingerido.
inoculadas € internalizada

Uma pequena fracdo das promastigotas

principalmente por células do sistema fagocitico mononuclear. Por fim, no
fagolisossomo dos macréfagos, as promastigotas, conseguem sobreviver as

substancias microbicidas e se diferenciam na forma amastigota ndo movel e
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proliferam extensivamente por divisdo binéaria, até a lise do fagolisossomo e
consequente da célula hospedeira, liberando os parasitas que se espalham para
novas células e tecidos de diferentes 6rgdos causando lesfes e destruicdo dos
tecidos. O ciclo é concluido quando o flebotomineo toma outra refeicdo de
sangue, recuperando amastigotas livres ou células infectadas (MURRAY et al.,
2005; DOSTALOVA; PETR, 2012; CECILIO et al., 2014).

2.5 Epidemiologia

As leishmanioses sdo um conjunto de doengas que se encontram entre
as doencas negligenciadas, que sao aquelas que prevalecem em paises
tropicais e subtropicais, onde ha condi¢cdes de pobreza e vulnerabilidade, além
de serem ignoradas nas discussdes sobre as prioridades de saude. (BRASIL,
2010; MITRA; MAWSON, 2017; WHO, 2018). Sao causadas por protozoarios do
género Leishmania, que produzem formas clinicas que afetam a pele, as
mucosas e as visceras, sendo transmitidas aos seres humanos e a animais
através de flebotomineos (STEVERDING, 2017; OPAS, 2019).

Esse conjunto de doencas representam um importante problema de
saude publica mundial, e segundo os ultimos dados da Organizacdo Mundial da
Saude, as leishmanioses sdo endémicas em 98 paises. Estima-se que 700.000
a 1 milhdo de novos casos e cerca de 26.000 a 65.000 mortes ocorram
anualmente (MARTINS-MELO et al., 2018; WHO, 2018).

A leishmaniose cutanea ou tegumentar € a forma clinica mais comum,
sendo endémica em mais de 70 paises (Figura 6), cerca de 90% dos casos
ocorrem no Afeganistédo, Argélia, Brasil, Paquistdo, Peru, Ardbia Saudita e Siria.
O Brasil especificamente tem 84% (16.432) do total de casos que foram
reportados em 2019 pela América (OPAS, 2019; WHO, 2019a). ALC é endémica
em todas as regifes do Brasil, no Nordeste o numero de casos notificados entre
0s anos de 2014 a 2018 foi de 27.023, sendo 254 notificados pelo estado da
Paraiba (DATASUS, 2020). A LC é antroponética, ou seja, 0s seres humanos
sdo o principal reservatorio do parasita, e € predominantemente urbana e
periurbana (REITHINGER et al., 2007).
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A leishmaniose mococutanea (LMC) é encontrada em paises da América
do Sul, sendo o maior nUmero de casos presentes no Brasil, Peru e Bolivia, mas
também é encontrado um menor numero de casos na Colémbia, Equador,
Paraguai e Venezuela (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

Figura 6 — Distribuicdo de casos de Leishmaniose cutdnea no mundo.
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Fonte: Modificado de WHO, 2019b.

A leishmaniose visceral é a forma clinica mais grave, podendo ser fatal
em casos nao diagnosticados e que nao recebem tratamento adequado. Estima-
se que 50.000 a 90.000 novos casos ocorram em todo o mundo a cada ano, dos
guais apenas uma pequena parte deles (25 a 45%) sao relatados a OMS. Em
2017, mais de 95% dos novos casos relatados a OMS ocorreram em 10 paises:
Bangladesh, Brasil, China, Etiopia, india, Quénia, Nepal, Somalia, Suddo do Sul
e Sud&o. E endémica em 12 paises das Américas, e em 2018, dentre eles o
Brasil é o que apresentou o maior nimero de casos, cerca de 97% (3.466). Os
outros paises da América que apresentaram casos de LV foram a Argentina,
Colémbia, El Salvador, Guatemala, Honduras, Paraguai, Venezuela e Uruguai
(Figura 7) (OPAS, 2019). No Brasil a LV é endémica em todas as regides, o total
de casos notificados pela regido Nordeste entre os anos de 2014 a 2018 foi de
10.846, enquento a Paraiba apresentou 238 novos casos (DATASUS, 2020).
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A co-infec¢do HIV-LV é uma condicdo preocupante e ja foi relatada em
mais de 35 paises. Inicialmente, a maioria desses casos era do sudoeste da
Europa, mas o nimero de casos estd aumentando na Africa Subsaariana,
especialmente na Etiopia, no Brasil e no sul da Asia (SUNDAR; CHAKRAVARTY,
2015).

Figura 7 — Distribuicdo de casos de Leishmaniose visceral no mundo.
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Fonte: Modificado de WHO, 2019b3.

2.6 Formas clinicas

A infeccdo por parasitas do género Leishmania causam ao hospedeiro
diferentes manifestacdes clinicas, sendo essa variedade relacionada a espécie
do parasita envolvido na infeccdo, além da genética do hospedeiro e a sua
capacidade de desenvolver uma resposta imune adequada para controlar a
infeccdo (MCMAHON-PRATT; ALEXANDER, 2004).

As leishmanioses compreendem duas manifestacdes clinicas distintas: a
leishmaniose visceral e a tegumentar. A leishmaniose tegumentar &
caracterizada pelo acometimento da derme, e seu espectro de manifestacées
pode ser subdividido em quatro subtipos: leishmaniose cutanea localizada (LCL),
leishmaniose cutanea difusa (LCD), leishmaniose mucocutanea (LMC) e

leishmaniose disseminada (LD). Enquanto a leishmaniose visceral apresenta
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manifestacéo sistémica e tem predilecéo pelas visceras, como o figado e baco.
Cada tipo de manifestacdo clinica abrange uma ampla variedade de sinais,
sintomas e variados graus de gravidade (REITHINGER et al.,, 2007; GOTO;
LINDOSO, 2012).

A forma tegumentar acomete a derme do hospedeiro vertebrado, podendo
causar desfiguracao grave para os pacientes, incluindo a pele ulcerosa, lesbes
e a destruicdo das membranas das mucosas do nariz, boca e garganta, levando
a desfiguracédo permanente e exclusao social (BARBOSA et al., 2011).

O subtipo leishmaniose cutanea localizada (LCL) (Figura 8A e 8B), é a
manifestacdo clinica mais prevalente em todo o mundo, clinicamente
caracterizada por lesdes restritas ao local da picada do flebotomineo. O primeiro
sinal de infec¢do € um eritema que se desenvolve em um periodo variavel para
uma papula, e nos meses seguintes torna-se um nodulo que ulcera
progressivamente ao longo de um periodo de 2 semanas a 8 meses. As lesdes
podem variar em gravidade, aparéncia e o tempo de cura. A resolucao da leséo
pode ser espontanea, e geralmente resulta em protecdo ao longo da vida da
doenca, que pode ou ndo estar restrita a mesma Leishmania spp, além de
causar uma cicatriz cutanea, que, dependendo do tamanho e local, pode causar
trauma substancial nos individuos afetados. Na regido Norte do Brasil, esse tipo
de manifestacdo clinica parece estar relacionada a infeccdo por L. (V.)
guyanensis e L. (V.) braziliensis. (GONTIJO; CARVALHO, 2003; REITHINGER
et al., 2007; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).

A leishmaniose cutanea difusa (LCD) (Figura 8C e 8D) € uma condicéo
cronica e progressiva que afeta grandes areas da pele, que pode durar longos
periodos. E caracterizada pela anergia da resposta imune celular aos antigenos
do parasita, o que permite a disseminacdo pelas vias tecidual, linfatica e
sanguinea. Os pacientes apresentam multiplos nédulos n&o ulcerativos que se
disseminam do local inicial da infeccdo e pode cobrir o corpo todo. No Brasil, a
doenca é causada pela L. (L.) amazonensis (DESJEUX, 2004; BRASIL, 2007;
VAN HENTEN et al., 2019).

A leishmaniose mucocutanea (LMC) (Figura 8E e 8F) é caracterizada por
lesBes destrutivas do septo nasal, labios e palato levando a extensa desfiguragéo
facial. As lesdes geralmente comecam nas narinas ou nos labios e € comum uma

histéria de agravamento da congestédo nasal, epistaxe ou corrimento. A LMC é
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considerada potencialmente fatal, podendo levar a uma desfiguracéo
permanente e precisa ser diagnosticada e tratada rapidamente (TORRES-
GUERRERO et al., 2017; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). Embora a LMC
possa ser causada por diversas espécies de Leishmania spp. (L. panamensis, L.
guyanensis, L. amazonensis, L. maior, L. tropica e L. infantum) é mais comum a
doenca estar associada a L. braziliensis. (REITHINGER et al., 2007;
STEVERDING, 2017).

A leishmaniose disseminada (LD) (Figura 8G e 8H) € uma forma rara,
caracterizada pelo aparecimento de multiplas lesdes papulares e de aparéncia
acneiforme que se estende por todo o corpo, em alguns casos pode existir
comprometimento mucoso. No Brasil, as principais espécies envolvidas nesse
tipo de infecgéo séo a L. braziliensis e a L. amazonensis (BRASIL, 2007).

A leishmaniose visceral, também conhecida como calazar, € uma doenca
sistémica grave resultante da infecgéo principalmente por L. infantum (sin. L.
chagasi), e por L. donovani. A L. infantum tem ampla distribuicdo na América
Latina, estendendo-se do México a Argentina. Ja a L. donovani, causa LV nas
regides da india e Africa (BUBLITZ; POCHE; GARLAPATI, 2016; TORRES-
GUERRERO et al., 2017). Essa manifestacao clinica é resultante da invasao dos
parasitas as células do sistema mononuclear fagocitario, e pelo tropismo dos
parasitas pelas visceras, como o figado e baco, sendo considerada uma infeccao
cronica grave, e quando nao tratada pode evoluir para 6bito em mais de 90%
dos casos (TIUMAN et al., 2011; BRASIL, 2017).

A manifestacdo clinica da forma visceral (Figura 9) € decorrente da
proliferacdo de parasitas em macréfagos no figado, baco e medula 6ssea, dando
origem a hepatoesplenomegalia progressiva e supressdo da medula Ossea.
Essa condicdo pode gerar um quadro de pancitopenia, além disso, 0s pacientes
apresentam febre alta e perda de peso, sendo a desnutricdo aguda associada a
uma alta carga parasitaria, principalmente em criancas pequenas (MCGWIRE;
SATOSKAR, 2014; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). Manifestacdes clinicas
mais severas podem levar a uma hiperpigmentacdo da pele, levando a
designacao Kala-Azar, que em hindi significa "Pele negra". O inicio pode ser

agudo, e o periodo de incubacgéo é de 2 semanas a 8 meses (WILHELM, 2019).
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Figura 8 — LesBes provocadas em decorréncia da Leishmaniose tegumentar.
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(A e B) Sinais caracteristicos de LCL. As lesdes sao ulceradas, com bordas elevadas, com
hiperemia ao seu redor e fundo granuloso. (C e D) LesBes caracteristicas de LCD, onde o
paciente apresenta lesdes ndo ulceradas por grande extensdo do corpo. (E e F) Lesdes
caracteristicas de LMC, onde o paciente apresenta severo comprometimento da regido oronasal
proveniente da infeccdo por Leishmania. Na imagem a esquerda: leséo que afeta a narina e labio
superior, enquanto na imagem a direita: lesdo que afeta a Gvula e os tecidos adjacentes. (G e H)
Lesdes caracteristicas de LD. Fonte: (A e B) BRASIL, 2007; (C e D) HOOJA et al., 2014; (Ee F)
BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; (G e H) VELEZ et al., 2015.
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Os individuos que apresentam a co-infeccdo LV e HIV tém uma
suscetibilidade particular ao desenvolvimento de apresentacdes atipicas e maior
gravidade da LV, além de ter maior suscetibilidade ao desenvolvimento da
AIDS. O progndstico ruim da co-infeccao se deve aos efeitos da desregulacdo
do sistema imunoldgico do hospedeiro proveniente dos agentes de cada doenca
(MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

Uma condicao que pode ocorrer apds o tratamento da LV por infeccéo por
L. donovani é o desenvolvimento da leishmaniose cutanea pos-calazar (LCPC),
caracterizada por uma proliferacdo rapida e progressiva de parasitas dentro da
pele, que dao origem a lesbes maculares de distribuicdo em torno da boca e de
aspecto hipo ou hiperpigmentadas (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; BURZA;
CROFT; BOELAERT, 2018). O diagnéstico é desafiador, tendo em vista que o
espectro clinico pode variar e imitar outras doencas de pele. A LCPC ocorre
predominantemente na Africa e na Asia, em areas onde a L. donovani € o
parasita causador (WHO, 2017).

Figura 9 - LesOes provocadas em decorréncia da Leishmaniose visceral.
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Paciente com hepatoesplenomegalia (A); Lesdes caracteristicas de leishmaniose cutanea pos-
calazar (B). Fonte: (A) BRASIL, 2014; (B) BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018.

2.7 Diagnéstico

Na leishmaniose cutanea, o diagndstico é baseado pela identificacdo de
amastigotas em exame microscopico de raspados na pele ou espécimes de

bidpsia, geralmente retirados da borda das lesdes. O exame microscopico € uma
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alternativa de baixo custo e de rapida execucdo, mas tem sensibilidade limitada,
principalmente em lesdes crbnicas. Aléem disso, podem ser realizadas culturas
das lesdes, embora mais sensiveis, podem ser contaminadas por elementos
bacterianos e fungicos, outra limitacdo sdo as diferentes condi¢cdes de
crescimento que as espécies necessitam. A partir da cultura, as espécies de
Leishmania podem ser identificadas usando eletroforese de isoenzima, mas se
trata de um teste demorado, caro e que requer o cultivo de parasitas em larga
escala. A deteccdo de anticorpos é pouco sensivel devido a falta de producéo
significativa de anticorpos na leishmaniose cutédnea (BRASIL, 2017; PISCOPO;
MALLIA, 2007).

O teste cutaneo de Montenegro é baseado no monitoramento da reagéo
local a uma injecéo intradérmica de antigeno de Leishmania. Esse teste tem uma
sensibilidade variada, tendo em vista que no inicio da infec¢éo (3 meses) o teste
€ negativo, mas torna-se positivo em quase todos 0s pacientes com
leishmaniose e permanece positivo para a vida (KEVRIC; CAPPEL; KEELING,
2015).

Para o diagnéstico de leishmaniose visceral pode-se seguir dois métodos:
o0 parasitologico ou sorologico (BRASIL, 2010). O método parasitologico consiste
na deteccdo microscopica de amastigotas em esfregacos de aspirados de
tecidos ou amostras de bidpsias. Ja 0os métodos sorolégicos consistem em
reacdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI), ensaio imunoenzimatico (ELISA),
fixacdo do complemento e aglutinacéo direta. O DNA de Leishmania também
pode ser detectado em aspirados de tecidos e sangue periférico por reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) (PISCOPO; MALLIA, 2007).

2.8 Terapéutica da leishmaniose

Devido a falta de vacinas como método de prevencdo para as
leishmanioses, os medicamentos se tornam as Unicas alternativas para o
tratamento dessas patologias. Nas Ultimas décadas, poucos medicamentos ou
novas formulacdes dos antigos se tornaram disponiveis, mas até o momento,

nenhum deles é ideal para tratamento devido a alta toxicidade, problemas de
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resisténcia, alto custo e a longa duracao do tratamento (FREITAS-JUNIOR et al.,
2012; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

A base para a terapia da leishmaniose sao os antimdniais pentavalentes
(Sb*%), que comecaram a ser introduzidos em 1945, e por muitos anos tém sido
utilizados para a terapia de LV e LC (BARBOSA et al.,, 2011). Dentre os
antimonias pentavalentes s&o utilizados o antimoniato-N-metilglucamina
(Glucantime®) e estibogluconato de sddio (Pentostam®), esses sdo farmacos de
primeira escolha no tratamento da leishmaniose (RATH et al., 2003). No Brasil,
apenas o Glucantime® (Figura 10), dentre os antimoniais esta disponivel para o
tratamento dessa patologia. A apresentacdo comercial do farmaco € em ampola
de 5 mL, o que corresponde a 405 mg de antimdnio pentavalente (Sb*°). Sdo
administrados em uma concentragdo de 10 mg a 20 mg Sb*°/kg/dia, por via
intravenosa, e em alguns casos por via subcutadnea com intervalos de 15 em 15
dias. (MINODIER; PAROLA, 2007; BRASIL, 2017).

Figura 10 - Férmula estrutural do antimoniato-N-metilglucamina.
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Fonte: RATH et al., 2003.

Os antimoniais (Sb*®) sdo pré-farmacos, que sdo reduzidos (por agédo
enzimatica ou ndo) a antimonio trivalente (Sb*3) apds atravessar a membrana
fagolisossdmica das células hospedeiras (BRUNTON et al., 2012). O antimdnio
reduzido age contra amastigotas comprometendo o potencial redox de tiol das
células, dessa forma, ha um aumento na concentracdo de tios, induzindo o seu

efluxo e consequentemente inibindo a tripanotione redutase (TR). Além disso,
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atuam aumentando niveis de citocinas e induzindo danos ao DNA (FREITAS-
JUNIOR et al., 2012; GHORBANI; FARHOUDI, 2017).

Os efeitos colaterais sdo comuns no uso de terapia com antimdnio de
forma sistémica, dentre os principais efeitos estdo os relacionados ao sistema
cardiovascular, tais como: arritmias cardiacas, intervalo QTc prolongado,
taquicardia ventricular e fibrilagdo ventricular (FREITAS-JUNIOR et al., 2012).
Além disso, os pacientes em uso de antimoniais podem apresentar artralgia e
mialgia, enzimas hepaticas e pancreaticas elevadas (SATOSKAR, 2014;
BRASIL, 2017). Dessa forma, ndo é recomendado o uso desses medicamentos
em pacientes com idade acima de 50 anos, com doencgas cardiacas, renais,
hepaticas e com o uso concomitante de medicamentos que prolongam o
intervalo QT (BRASIL, 2017).

Em mais de cinco décadas em uso no tratamento da leishmaniose, os
antimoniais apresentaram poucas evidéncias de resisténcia. No entanto, a
regido endémica da LV em North Bihar, na india, tem a distingdo Unica de ser a
Unica regido no mundo em que foi relatada falha primaria generalizada ao Sb*°
(CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB; 2006).

A anfotericina B (AB) (Figura 11) € um antifingico da classe dos
macrolideos polienos, cuja estrutura € caracterizada por atomos de carbono
divalentes dispostos em série (MARTINEZ, 2006). Atualmente, é considerado
um medicamento de segunda linha no tratamento da leishmaniose, atuando
principalmente no tratamento de gestantes com LC e em pacientes que possuem
co-infeccdo HIV-LV (PELISSARI et al., 2011; RIZK et al., 2014; TIUMAN et al.,
2011; SUNDAR; SINGH, 2018).

A formulacéo classica da AB é o desoxicolato de Anfotericina B, que
consiste em uma juncdo do principio ativo com micelas desoxicolato, que
comercialmente sdo apresentadas como uma suspensdo coloidal em frascos-
ampola com 50 mg (BRASIL, 2017). Essa formulacdo apresenta certa
instabilidade e o farmaco é rapidamente liberado na corrente sanguinea,
causando efeitos colaterais (GHORBANI; FARHOUDI, 2017; SUNDAR; SINGH,
2018).

O mecanismo de acdo da AB provoca lesao nas membranas celulares ao
interagir com o ergosterol, causando instabilidade da membrana e formacao de

poros, através dos quais ha o efluxo de potassio, resultando em morte celular
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(SATOSKAR, 2014; GOLAN et al., 2016). Os efeitos colaterais relacionados ao
uso desse medicamento, inclui reagdes a infusédo, nefrotoxicidade, hipocalemia
e miocardite, e, portanto, deve ser usado apenas em ambiente hospitalar, o que
aumenta o custo da terapia (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015).

Devido a elevada toxicidade foram desenvolvidas alternativas utilizando
lipideos, e atualmente existem, a anfotericina lipossémica, anfotericina com
disperséao de colesterol e anfotericina com complexo lipidico. Essas formulacdes
tém sido utilizadas para o tratamento de LV (GOTO; LINDOSO, 2010). Além de
diminuir a toxicidade, a formulacéo lipidica permite que o composto ativo possa
circular no corpo por um longo periodo de tempo, penetrando nos tecidos de
maneira eficiente (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB; 2006; GHORBANI;
FARHOUDI, 2017). A AB lipossomal é comercializada na forma de pé estéril
amarelo-vivo em frascos-ampola de vidro com 50 mg de principio ativo
(GHORBANI; FARHOUDI, 2017; BRASIL, 2017).

Figura 11 - Formula estrutural do Anfotericina B.
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Fonte: RATH et al., 2003.

As pentamidinas, como o isetionato (Di-B-Hidroxietano Sulfonato) de
pentamidina (Figura 12), pertencem as diamidinas aromaticas (BRUNTON et al.,
2012). As pentaminas sdo drogas de segunda escolha, que tem sido utilizada
para o tratamento de LMC no Brasil, além de seu uso na profilaxia secundaria
na co-infeccdo por HIV-LV (TIUMAN et. al., 2011; SUNDAR; CHAKRAVARTY,
2015).

O alvo da acdo das pentamidinas é a biossintese de macromoléculas
como DNA, RNA, fosfolipidios e proteinas, modificando a morfologia do
cinetoplasto e promovendo a fragmentacao da membrana mitocondrial, matando
o parasita (GOTO; LINDOSO, 2010; BRUNTON et al.,, 2012; MCGWIRE;
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SATOSKAR, 2014). A Hipoglicemia e hiperglicemia sdo os principais efeitos
adversos.

As pentamidinas sao apresentadas comercialmente em frasco — ampola
com 300 mg do sal. A administracdo deve ser de 3 — 4 mg/kg/dia, em dias
alternados, de trés a dez doses dependendo da regido e da forma clinica, por via
endovenosa ou intramuscular (BRASIL, 2017)

Estudos in vitro j& demonstraram parasitas com resisténcia as
pentamidinas. As promastigotas de L. donovani e L. amazonensis resistentes a
pentamidina demonstraram ter 18 a 75 vezes menos captacdo do farmaco e
possuem um aumento do efluxo (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB; 2006).

Figura 12 - Férmula estrutural do isetionato de pentamidina.

NH NH

H2 NH2

o N

Fonte: CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB; 2006

A miltefosina (Figura 13), também conhecida como hexadecilfosfocololina,
teve a atividade anti-neoplasica e leishmanicida descoberta simultaneamente em
1980 (DORLO et al., 2012; FREITAS-JUNIOR et al., 2012). Esse medicamento
€ uma alquilfosfocololina, que séo ésteres de fosfocolina dos alcoois alifaticos de
cadeia longa. O seu mecanismo de acdo ainda ndo € bem estabelecido, ela
parece ter acao direta contra o parasita, prejudicando o metabolismo lipidico e
causando apoptose do parasita (DORLO et al., 2012; GHORBANI; FARHOUDI,
2017).

O seu uso ja foi relatado em pacientes com LV e nos ultimos anos ele tem
sido utilizado na terapia da LC causadas por L. (V.) braziliensis, L. (V.)
guyanensis e L. (V.) panamensise (GOTO; LINDOSO, 2010; CARVALHO et al.,
2019). A administracao é por via oral de 50-200 mg/kg durante 28 dias, tendo
como efeitos colaterais: distarbios gastrointestinais, e ocasionalmente, podem

ocorrer hepatotoxicidade e nefrotoxicidade. E contraindicado em mulheres com
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potencial para engravidar devido aos seus efeitos teratogénicos em estudos com
animais (BRASIL, 2017).

Figura 13 - Formula estrutural da miltefosina.
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Fonte: DORLO et al., 2012.

A Pentoxifilina, da classe de vasodilatadores periféricos com propriedades
hemorreoldgicas, € um inibidor da fosfodiesterase eritrocitaria, atualmente
recomendado pelo Ministério da Saude do Brasil para uso em combinag¢édo com
AM no tratamento de LCM, foi originalmente desenvolvido para uso em doencas
vasculares periféricas (CARVALHO et al., 2019). E apresentado como
comprimido revestido, de liberacao prolongada, contendo 400 mg de pentoxifilina
(BRASIL, 2017). Outros medicamentos também séo utilizados em combinacéo
com a terapia padrdo, como os antifungicos azois (CARVALHO et al., 2019).

Além dos efeitos colaterais, a elevada toxicidade e o aparecimento de
resisténcia as drogas justifica o estudo de produtos que possam ser mais
eficazes, seguros e com menores efeitos colaterais para o hospedeiro
(MANJOLIN et al., 2013).

2.9 Derivado acridinicos

A acridina € um alcaloide derivado do antraceno, caracterizada
estruturalmente pela fusao linear de trés anéis aromaticos de 6 membros com
um atomo de nitrogénio incluido no anel central (Figura 14), também conhecidas
pelos nomes dibenzopiridina, 2,3,5,6-dibenzopiridina e 10-azaantraceno
(BELMONT et al., 2007; KUMAR; KAUR; KUMARI, 2012; BERGER et al., 2018).

As acridinas foram isoladas pela primeira vez do carvao por Graebe em
1870, e foi utilizada com a funcédo de pigmentos e corantes no final do século
XIX, apenas durante a Primeira Guerra Mundial as suas propriedades
farmacologicas foram investigadas (DEMEUNYNCK; CHARMANTRAY;
MARTELLI, 2001).
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Figura 14 - Estrutura quimica da acridina.
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Fonte: KUMAR; KAUR; KUMARI, 2012.

Os derivados da acridina séo fortes candidatos a novos farmacos devido
as suas amplas propriedades biolégicas. Diversas atividades ja foram descritas,
como a anti-inflamatéria (SONGHI et al., 2010), antiprion (MAY et al., 2006), anti-
alzheimer (FANG et al., 2008) antiparasitarios e antimicrobiana (PATEL et al.,
2006).

A diversidade das atividades biologicas de derivados da acridina, tanto de
origem natural quanto sintética, foram atribuidos a propriedade que sé&o
compartilhadas por estes compostos, como a estrutura planar do anel e a
consequente capacidade de intercalacdo entre os acidos nucleicos do DNA.
Além disso, conseguem interagir e inibir a acdo das enzimas essenciais, Como
topoisomerases tipo | e Il, telomerase e proteina quinases, que levam a um
comprometimento da funcdo fisiolégica e consequente morte celular
(DEMEUNYNCK; CHARMANTRAY; MARTELLI, 2001; MENEZES et al., 2019).

Neste sentido, foram exploradas acdes em diversas doencgas, como no
cancer. O primeiro agente a ser submetido ao desenvolvimento clinico completo
foi a Amsacrine (m - AMSA), para a utilizacdo como agente antineoplasico em
leucemias. A AMSA é um medicamento a base de anilinoacridina, utilizado na
prética clinica desde 1976, foi provado ser um intercalador do DNA e inibidor da
topoisomerase Il (BELMONT et al., 2007; ALMEIDA et al., 2016).

Lisboa e colaboradores (2019) estudaram derivados da acridina com
atividade antitumoral, os hibridos de tiofeno-acridina. Estes derivados
demonstraram em efeito antitumoral em modelo de adenocarcinoma mamario
espontaneo em murinos, reduzindo o volume do tumor e a viabilidade celular,

indicando uma atividade in vivo significativa destes compostos.
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A atividade contra o Plasmodium falciparum, agente etiologico da malaria,
ja foi investigado desde de 1928, quando um medicamento antimalarico derivado
de 9-aminoacridina, a quinacrina, foi inicialmente utilizado como um agente
profilatico da maléria (YAN et al., 2018). Posteriormente, em 1940, a quinacrina
conseguiu a aprovacao do FDA dos EUA para o tratamento da giardiase, bem
como para a artrite reumatoide e IUpus eritematoso sistémico (WOZNIACKA;
CARTER; MCCAULIFFE, 2002; LEE et al., 2011)

Estudos recentes demonstraram a atividade in vitro de quatro acridinas
contra cepas o P. falciparum resistente a cloroquina (medicamento de escolha
para a malaria), demonstrando ser efetivos contra os parasitas (SILVA et al.,
2018).

Um dos grandes desafios no estudo da leishmaniose é identificar novas
terapias que possam substituir ou complementar as alternativas terapéuticas
atualmente disponiveis, sendo estas mais seletivas e menos toxicas para
atenuar ou impedir 0 estabelecimento da patologia. Diante disso, levou a
hipétese de que agentes antineoplasicos poderiam se consolidar como possiveis
candidatos antileishmaniais, tendo em vista a semelhanca no que diz respeito a
replicacéo de células tumorais e de protozoarios da familia Trypanosomatidae,
como as espécies do género Leishmania (MESA et al., 2002; DI GIORGIO et al.,
2003; SERAFIM et al., 2018).

A atividade anti-Leishmania ja foi investigada em compostos hibridos de
amino-tiofeno e acridina. Estes compostos mostraram atividade anti-Leishmania
contra promastigotas de L. amazonensis, além de nenhuma citotoxicidade contra
eritrocitos humanos (SERAFIM et al., 2018). Em estudos in vitro de Mesa (2002),
derivados da acridina demonstraram reduzir a multiplicacdo de promastigotas de
L. donovani, e nos testes in vivo reducdo de amastigotas no baco de ratos
infectados (MESA et al., 2002).

Devido a essas propriedades farmacolégicas, a sintese desses
compostos tem sido de consideravel interesse na quimica medicinal. Essa
diversidade de acbes esta relacionada a diferentes substituicbes no anel
heterociclico que podem conferir varias caracteristicas e atividades biologicas as
acridinas (BELMONT et al., 2007; SILVA et al., 2018).

Os compostos espiro-acridinicos sdo uma nova classe promissora de

derivados de acridina. A obtencéo desses derivados € por meio de reagfes de
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espirociclizagao produzindo um anel espiro de cinco ou seis membros ligado ao
carbono C-9 da acridina. Esses compostos ja demonstraram capacidade de
ligacdo ao DNA, inibigdo da enzima topoisomerase lla, tirosinase humana e
atividade antiproliferativa contra as linhas celulares de tumor (MENEZES et al.,
2019).

Dessa forma, justifica-se o estudo com compostos espiro-acridinicos
contra formas promastigotas de protozoarios do género Leishmania, além da
avaliacdo de citotoxidade dessas moléculas sobre eritrocitos de humanos. As
informacbes adquiridas com o0s resultados desse trabalho ampliam os
conhecimentos na area da leishmaniose e levam ao desenvolvimento de novos
estudos que possam beneficiar diretamente a populagédo de pacientes com a

doenca.
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3. OBJETIVOS
3.10bjetivo geral
Estudar os efeitos de derivados sintéticos espiro-acridinicos contra
protozoarios do género Leishmania, bem como avaliar sua agao citotdxica contra

linhagens de células sanguineas humanas.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a atividade anti-Leishmania in vitro dos derivados espiro-
acridinicos sobre as formas promastigotas da espécie Leishmania

amazonensis;

e Calcular a concentracéo inibitoria de 50% dos compostos testadas sobre

as promastigotas de L. amazonensis, e determinar a mais potente;

e Determinar o efeito citotdbxico dos compostos contra as linhagens

eritrociticas do sangue periférico de humanos saudaveis;

e Determinar o indice de seletividade dos derivados espiro-acridinicos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Local da pesquisa

As atividades de pesquisa foram desenvolvidas no Laboratorio de
Imunologia das Doencas Infecciosas (LABIDIC), do Departamento de Biologia
Celular e Molecular do Centro de Biotecnologia (CBiotec) da Universidade
Federal da Paraiba.

4.2 Parasitos e manutencgédo das culturas in vitro

Os parasitos utilizados durante a pesquisa foram promastigotas de
Leishmania (Leishmania) amazonensis (IFLA/BR/67/PH8). A cepa de
Leishmania (L.) amazonensis foi cedida pela Universidade Federal de Brasilia
(UFB), enviadas junto com os certificados de autenticacdo para o Laboratoério de
Imunologia das Doencas Infecciosas.

Os parasitos foram cultivados, in vitro, em frascos de cultura de células
(25 mL) estéreis contendo meio Schneider® com pH 7 suplementado com 20%
de soro fetal bovino, 2% de urina humana masculina e 1 % de antibidtico
(penicilina 200 U/mL e estreptomicina 0.1 mg/mL), sendo denomidado de meio
Schineider suplementado. A incubacao das culturas de L. amazonensis, foi feita
a temperatura de 26 + 1°C, em estufa de demanda biologica de oxigénio (DBO),

e repicadas semanalmente.

4.3 Compostos quimicos avaliados

4.3.1 Farmaco de referéncia

O farmaco de referéncia utilizado durante os protocolos experimentais de
atividade anti-Leishmania foi a Anfotericina B® (Anforicin B — Cristalia, Sdo Paulo,
Brasil). A apresentacdo da anfotericina B € em po li6filo em frascos-ampola com
50 mg, dessa forma, foi realizada uma solubilizacdo em DMSO produzindo uma
solucdo-estoque de 10 mg/mL e posteriormente diluida em meios de cultura

adequados até atingir as concentracdes teste.
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4.3.2 Compostos sintéticos derivados espiro-acridinicos

Os compostos utilizados durante os protocolos experimentais foram
sintetizados pelo Laboratorio de Sintese e Vetorizacdo De Moléculas, no campus
V da Universidade Estadual da Paraiba, coordenado pelo prof. Dr. Ricardo
Olimpio de Moura.

A avaliagdo da atividade anti-Leishmania foi realizada com dois
compostos quimicos que sao derivados espiro-acridinicos, a AMTAC 10 e a
AMTAC 13 (Tabela 1). Os derivados possuem solubilidade em DMSO e CHCl>
(diclorometano), a 25°C e 1 atm. Dessa forma, os compostos foram diluidos com
até 0,5% de DMSO, pela auséncia de toxicidade nesta concentragdo. Os
derivados espiro-acridinicos foram submetidos a um screening inicial pelo
método de viabilidade celular através do corante MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-zil) -2,5-difeniltetrazolio) contra a espécies de L. amazonensis e

posteriormente a testes de citotoxicidade em eritrocitos.

Tabela 1 — Compostos quimicos testes e suas especificacdes.

o Massa ]
Codigodo  _ \  Llar Formula Estrutura quimica
composto molecular
P (g/mol)

AMTAC 10 445,3002 C24H14CI2N4O

AMTAC 13 421,4076 C24H15N503

Fonte: Modificado de ALMEIDA, 2018.
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4.4 Atividade anti-Leishmania pelo método do MTT

A atividade anti-Leishmania sobre formas promastigotas foi avaliada
utiizando o teste colorimétrico do brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-zil)-2,5-
difeniltetrazolio (MTT). Em placa estéril de 96 pocos de fundo reto, foram
adicionados promastigotas de L. amazonensis obtidas conforme o item 4.2,
ajustadas na quantidade de 1 x 108 Leishmania/poco, 100 pL de meio schneider
suplementado, os compostos teste e o farmaco de referéncia em diferentes
concentracbes pré-estabelecidas. Os compostos quimicos, foram adicionados
em concentracfes seriadas de 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,56 pg/mL, ja o
farmaco de referéncia, a Anfotericina B®, foi adicionado em concentracdes
seriadas de 5; 2,5; 1,25; 0,625; 3,125; 0,156 e 0,078 pg/mL.

As placas foram incubadas em estufa de demanda bioquimica de oxigénio
na temperatura de 26 + 1°C por 72 h. Apos a incubacao, foram adicionados 10
pL de MTT diluido em PBS a uma concentracao final de 5 mg/mL. As placas
foram incubadas por mais 4 horas e ao final desse periodo foram adicionados 50
ML de uma solucdo de PBS a 10% de DSS, e deixado em overnight para
completa dissolucdo do formazam. Por ultimo foi realizada a leitura em
espectrofotometro (Biotek modelo EIx800) a 540 nm. O controle negativo foi
realizado com meio schneider suplementado, considerado como 100% de
viabilidade dos parasitas, e o controle positivo foi realizado com a Anfotericina
B®.

A técnica consiste na converséo do corante acima mencionado em sal de
formazan. A partir de reacdo mitocondrial, os pocos contendo coloracdo mais
arroxeada foram os que demonstraram uma maior conversdo ao sal de
formazan, por apresentar uma maior concentracdo de células viaveis
promovendo, portanto, valores maiores de absorbancia apds a leitura em
espectrofotdmetro na regido de 540nm. A atividade anti-Leishmania foi expressa
em valores de concentracéo inibitéria de 50% (ICsp). O experimento foi feito em

triplicata em trés experimentos independentes.
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4.5 Obtencéo de células sanguineas

As células foram obtidas a partir de coleta de amostras de sangue
periférico humano (n=3). As amostras foram coletadas de voluntarios adultos e
saudaveis utilizando material estéril e tubos com anticoagulante EDTA (acido
etilenodiamino tetra-acético) para 0s ensaios com eritrocitos.

Os individuos que contribuiram com a doacgdo de amostras participaram
voluntariamente, com prévia assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE). Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital universitario Lauro Wanderley (HULW) -
CEP/HULW (Numero do parecer: 2.560.097 e CAAE: 82944118.5.0000.5188.

4.6 Avaliacao da citotoxicidade sobre eritrécitos humanos

A determinacéo da atividade hemolitica dos derivados espiro-acridinicos
foi realizada a partir da coleta de amostras de sangue periférico humano (cerca
de 5 mL) de voluntarios adultos e saudaveis O* (n= 3), utilizando material estéril
e colhidos em tubos com anticoagulante EDTA. Apds a coleta, os eritrocitos
foram diluidos em 80 pL de PBS, resultando em uma concentracédo de 5% de
eritrocitos. Em seguida, foram adicionadas as concentracdes pré-estabelecidas
dos compostos quimicos teste e da anfotericina B. Os compostos teste foram
adicionados em concentra¢des seriadas de partindo de 400 pg/mL, ja o farmaco
de referéncia, a Anfotericina B®, foi adicionado em concentracdes seriadas de 5;
2,5; 1,25; 0,625; 3,125; 0,156 e 0,078 pg/mL. Em seguida, foram diluidos num
volume de 20 pL de PBS. Logo apéds, foram incubados durante 1 h a 37°C e a
reacdo foi interrompida pela adicdo de 200 pL de PBS. Em sequéncia, as
suspensdes foram centrifugadas com 1000 rpm, por 10 minutos a temperatura
ambiente e o0 sobrenadante foi coletado e transferidos para placas de 96 pocos
de fundo reto. Por ultimo, foi realizada a leitura em espectrofotdmetro (Biotek
modelo EIx800) a 540 nm. A auséncia de lise (controle negativo) e lise total de
glébulos vermelhos (controle positivo) foram determinadas, substituindo a
solucdo de amostra testada com igual volume de PBS e &gua Milli-Q estéril (lise
por choque hipotdnico), respectivamente. O experimento foi feito em duplicata

em 3 experimentos independentes.
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4.7 Determinacgéo do indice de seletividade

Partindo dos dados de inibicAdo do crescimento e do ensaio de
citotoxicidade frente a eritrocitos humanos, estimou-se, respectivamente, a Clso
(concentracdo capaz de inibir 50% do crescimento) e CHso (concentracéo
citotoxica para 50% dos eritrécitos) dos compostos ativos testados.

Dessa forma, a partir do resultado do Clso e CHso foi determinado o indice
de seletividade. O IS é um indicativo in vitro de quantas vezes uma substancia é
mais seletiva para o parasito (Leishmania) do que para a célula humana, sendo
determinado pela razéo entre a CHso e Clso.

4.8 Analise estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata, em trés experimentos
independentes, e foram analisados com o auxilio do software GraphPad Prism
5.0 (San Diego,CA). A concentracéo inibitéria de 50% do crescimento (Clso) foi
calculada usando curvas dose-resposta e intervalos de 95% de confianga foram
incluidos. O valor de Clsp (concentragéo da droga capaz de inibir o crescimento
dos parasitos em 50%) foi calculado com o auxilio do software GraphPad Prism
5.0. A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada seguida por um pos-teste
Tukey, tomando um valor de p < 0,05 como o nivel minimo necessario para a

significancia estatistica.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacéo da atividade anti-Leishmania pelo método do MTT

A atividade anti-Leishmania foi avaliada através de ensaios in vitro sobre
as formas promastigotas de L. amazonensis, responsavel pela manifestacao
cutédnea da leishmaniose no Brasil. Foram avaliados dois derivados espiro-
acridinicos, que demonstraram ser efetivos em inibir o crescimento do parasito
nas concentracoes avaliadas.

ApoOs a cultura de L. amazonensis foram realizadas diluicdes da AMTAC
10 e AMTAC 13, obtendo concentracdes de 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12 e 1,56
pHg/mL, e através do protocolo descrito anteriormente foi realizado o teste pelo
método do MTT, contra a proliferacdo de promastigotas de L. amazonensis, e
para determinagdo da concentragdo inibitéria de 50% do crescimento dos
parasitas. De acordo com os dados obtidos no teste in vitro dos compostos
AMTAC 10 e AMTAC 13 contra as formas promastigotas de L. amazonensis, a
porcentagem meédia de inibicdo do crescimento celular em 72h, em relacdo ao
controle (0% de inibicdo crescimento), nas concentracdes de 50; 25; 12,5; 6,25;
3,12 e 1,56 pg/mL, foi respectivamente de 75,5%, 74,8%, 74,2%, 73,8%, 70,5%,
e 28,5% para a AMTAC 10, e de 75,7%, 75,12%, 75,3%, 71,3%, 23,7%, e 0,1%
para a AMTAC 13 (Grafico 1).

Grafico 1 — Citotoxicidade em formas promastigotas de L. amazonensis na
presenca do composto quimico AMTAC 10 e AMTAC 13.
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Os parasitos foram cultivados em meio Schneider pH7 e 20% de SFB e incubados na presenca
de diferentes concentragfes dos compostos quimicos AMTAC 10 e AMTAC 13 a 37 °C. A
citotocixidade dos parasitos foi avaliada pelo método de redugcdo do Brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-zil) -2,5-difeniltetrazolio (MTT) apds 24 h de tratamento. O gréfico representa a
média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes, considerando o controle
(DMSO 0,5% em meio Schneider pH 7 e 20% de SFB) como 100% de viabilidade. Foi realizado
One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Turkey para comparacdo entre os grupos, sendo
**p<0,01 e ***p<0,001 em comparacao ao controle. Fonte: Elaboracéo prépria.

Dessa forma, foi possivel calcular para a AMTAC 10 uma Clspde 2,910 +
1,664 pg/mL (6,5 £ 3,74 yM) e para a AMTAC 13 uma Clsg de 6,370 £ 2,035
pg/mL (15,1 £ 4,83 uyM) (Tabela 2).

Tabela 2 - Concentracdo inibitéria de 50% do crescimento de formas
promastigotas (Clso) de L. amazonensis ap0s 72 h de incubagdo com os
compostos AMTAC 10 e AMTAC 13.

Promastigotas de L. amazonensis

Compostos

Clso (ug/mL) Clso (uM)
AMTAC 10 2,91 +1,664 6,5+ 3,74
AMTAC 13 6,37 + 2,035 15,1 +4,83

Os valores representam a meédia da Clsp calculada em ao menos trés experimentos
independentes + erro padrdo da média. Para este célculo foi utilizado o modelo de regressao
linear com o programa GraphPad Prisma 5.0. Fonte: Elaborag&o propria.

Em relacéo a atividade do farmaco de referéncia, anfotericina B, sobre as
formas promastigotas de L. amazonensis, os dados estdo representados no
Grafico 2 e na Tabela 3, podendo observar que nas concentracdes testadas
ocorreu uma inibicdo do crescimento do parasita em relacdo ao controle (0% de
inibicdo do crescimento). A anfotericina B apresentou uma porcentagem média
de inibicdo do crescimento de 75,4%, 75,6%, 74,8%, 49,8%, 20,4%, 8,4% e
3,4%. Assim, foi possivel calcular para a anfotericina B uma Clso de 0,8255 +
0,03882 pg/mL (0,88 £ 0,042 pM).
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Grafico 2 — Citotoxicidade em formas promastigotas de L. amazonensis na
presenca do farmaco de referéncia anfotericina B.
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Os parasitos foram cultivados em meio Schneider pH7 e 20% de SFB e incubados na presenca
de diferentes concentracdes do farmaco de referéncia anfotericina B a 37 °C. A citotocixidade
dos parasitos foi avaliada pelo método de reducdo do Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-zil) -2,5-
difeniltetrazolio (MTT) apds 24 h de tratamento. O gréafico representa a média + erro padréo da
média de trés experimentos independentes, considerando o controle (DMSO 0,5% em meio
Schneider pH 7 e 20% de SFB) como 100% de viabilidade. Foi realizado One-way ANOVA
seguido pelo p6s-teste de Turkey para comparacdo entre os grupos, sendo **p<0,01 e ***p<0,001
em comparacao ao controle. Fonte: Elaboracdo prépria.

Tabela 3 - Concentracdo inibitéria de 50% do crescimento de formas
promastigotas (Clso) de L. amazonensis ap0s 72 h de incubagdo com os

farmacos de referéncia.

Promastigotas de L. amazonensis

Compostos
Clso (ngmL) Clso (NM)

Anfotericina B 0,82 +0,03882 0,88 + 0,042

Os valores representam a meédia da Clso calculada em ao menos trés experimentos
independentes + erro padrdo da média. Para este célculo foi utilizado o modelo de regressao
linear com o programa GraphPad Prisma 5.0. Fonte: Elaborag&o propria.

5.2 Avaliacao da citotoxicidade dos compostos AMTAC 10 e AMTAC

13 e do farmaco de referéncia sobre eritrécitos humanos

Os derivados acridinicos foram submetidos a testes de citotoxicidade para
verificar sua capacidade em causar lise aos eritrocitos humanos. Os dados
obtidos sobre essa citotoxicidade sdo imprescindiveis para fazer a correlagédo

entre a citotoxicidade in vitro com danos celulares in vivo, baseados em lesdo ou
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formacdo de poros na membrana plasmatica dos eritrocitos. Os resultados
demonstraram um nivel de seguranca elevado da droga frente a este parametro,
visto que a concentracdo que lisa 50% dos eritrocitos € > 400 ug/MI. Essa
concentracdo € maior que as utilizadas no teste, ou seja, ndo foi observado
destruicdo significativa das hemécias nem em altas concentracdes dos
compostos, 0 que por sua vez demonstrou vantagem quando comparado aos
controles positivos, anfotericina B que apresentou CHso equivalente a 10,31
pug/mL (Tabela 4).

Tabela 4 — Concentracdo capaz de causar hemdlise em 50% das heméacias

(CHso) dos compostos teste e os farmacos de referéncia ap6s 1 h de incubacéo.

Eritrocitos
Compostos
CHso (ng/mL) CHso (pM)
AMTAC 10 > 400 > 898,2
AMTAC 13 > 400 > 049
Anfotericina B 10,31 11,15

Os valores representam a média da CHso calculada em ao menos trés experimentos
independentes + erro padrdo da média. Para este célculo foi utilizado o modelo de regressao
linear com o programa GraphPad Prisma 5.0. Fonte: Elaborag&o propria.

5.3 Determinacdo do indice de seletividade

Os indices de seletividades dos derivados espiro-acridinicos e do farmaco
de referéncia foram calculados a partir dos dados de inibicdo do crescimento e
do ensaio de citotoxicidade frente a eritrécitos humanos, em que foi estimado,
respectivamente, a Clso (concentragcdo capaz de inibir 50% do crescimento das
formas promastigotas do parasita) e a CHso (concentragdo citotoxica para 50%
dos eritrécitos). O indice de seletividade é um indicativo in vitro se a substancia
tem atividade mais seletiva para o parasito do que para a célula humana
eritrocitaria (ISw), sendo determinado pela razdo entre a CHsg e Clso.

Os resultados estdo demonstrados na Tabela 5 e mostram que a AMTAC
10 teve uma seletividade de 137,46, e a AMTAC 13 de 62,8. J4 a anfotericina B

resultou em ISe de 12,6. Dessa forma, hd uma maior seletividade dos derivados
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AMTAC 10 e AMTAC 13 para as espécies de L. amazonensis do que para as
células sanguineas em comparacéo ao farmaco de referéncia, denotando maior

seguranca no uso dos derivados espiro-acridinicos.

Tabela 5 — Atividade anti-Leishmania, efeitos citotdxicos contra eritrocitos
humanos e indice de seletividade dos compostos teste e do farmaco de
referéncia Anfotericina B.

Eritrécitos Promastigotas _de L. Indl_cg de
amazonensis seletividade
Compostos
HCso (Mg/mL 1) Clso (Mg/mL 1) ISe (CHso/Clso)
AMTAC 10 > 400 2,91 137,46
AMTAC 13 > 400 6,37 62,8
Anfotericina B 10,31 0,82 12,6

Os valores representam a média para cada condicdo em ug/mL -1, calculada em ao menos trés
experimentos independentes + erro padrdo da média. Para este calculo foi utilizado o modelo de
regressao linear com o programa GraphPad Prisma 5.0. Fonte: Elaboracao proépria.
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6. DISCUSSAO

As leishmanioses séo consideradas uma das principais doencas tropicais
negligenciadas, e embora seja uma doencga que possui tratamento, continua
sendo uma das principais causas de mortalidade entre as populagbes mais
pobres do mundo (MAHAJAN et al., 2018). As terapias disponiveis para essas
infecgBes por possuirem algumas repercussdes negativas relativas aos efeitos
colaterais e alta toxicidade, aliado a baixa oferta de novas drogas que séo
limitadas pelo investimento insuficiente representam um quadro preocupante a
nivel global. Diante de um quadro alarmante como esse, se faz necessario um
desenvolvimento continuo de melhores alternativas para o tratamento, como a
pesquisa de novas moléculas com atividade anti-Leishmania (DI GIORGIO et al.,
2005; DI GIORGIO et al., 2007).

Devido a sua rapida replicacdo, o0s protozoarios da familia
Trypanosomatidae mostraram muitas semelhangas com células tumorais e
varios compostos ativos derivados da acridina inibem a proliferacdo dessas
células (DI GIORGIO et al., 2007; SERAFIM et al., 2018). Diante disso, 0s
derivados da acridina foram testados os derivados espiro-acridinicos, quanto a
sua capacidade anti-Leishmania.

Os compostos avaliados mostraram diferentes graus de inibicdo do
crescimento das formas promastigotas do parasita. A AMTAC 10 possui uma
concentracgao inibitéria minima de 2,91 + 1,664 ug/mL (6,5 + 3,74 uM) para L.
amazonensis, ja a AMTAC 13 possui uma concentracao inibitéria minima de 6,37
+ 2,035 pg/mL (15,1 + 4,83 uM). Esses resultados indicam que mesmo para o
mais alto valor de Clso, 0s derivados espiro-acridinicos demonstraram resultados
promissores. As diferengas de valores de Clsp entre os candidatos a farmacos
indicam variacGes moleculares de interacdo entre a droga e o parasita ou
alteracdes na prépria biologia do microrganismo que determina uma maior ou
menor resisténcia intrinseca aos compostos ativos.

Ao observar os resultados da atividade leishmanicida obtidos,
considerando a diferenca estrutural entre os compostos ativos testados, pode-
se dizer que a atividade biolégica melhora quando estdo presentes grupos
doadores de elétrons, como os presentes na AMTAC 10, e a atividade diminui

guando estdo presentes grupos retiradores de elétrons (GRE).
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Estudos ja demonstraram a atividade de derivados acridinicos sobre
Leishmania, como o trabalho desenvolvido por Di Georgio e colaboradores
(2007), onde foram testados derivados da acridina que demonstram ter
atividades antiproliferativas contra promastigotas de L. infantum, enquanto,
Mahajan e colaboradores (2018) avaliaram compostos 7-arilbenzo [c] acridina-
5,6-dionas, em que sete compostos exibiram excelente atividades contra L.
donovani, com diferentes valores de Clso.

Em outro estudo, as atividades antiproliferativas dos derivados acridinicos
também foram avaliados por Serafim e colaboradores (2018), onde derivados
hibridos tiofénicos-acridinicos, ACSo1 e ACSq. foram testados sobre cepas de L.
amazonensis em sua forma promastigota. Os resultados da atividade biolégica
mostraram uma boa atividade anti-Leishmania com ICso de 9.60 £+ 3.19 e 10.95
+ 3.96 uM, respectivamente. Estes estudos colaboram com os resultados que
encontramos, demonstrando que os derivados da acridina podem ser excelentes
candidatos com potencial terapéutico no tratamento de doencas parasitarias.

Em relacdo ao farmaco de referéncia, a anfotericina B foi mais eficaz e
apresentou Clsg menor do que os derivados espiro-acridinicos que foram
testados. Entretanto, esse farmaco apresenta diversos efeitos colaterais, o que
limita 0 seu uso no tratamento das leishmanioses, sendo uma droga de segunda
escolha. Esse resultado reforca o potencial anti-Leishmania dos derivados
espiro-acridinicos.

A maior atividade antipromastigota da Anfotericina B em relacdo a
derivados da acridina ja foi demonstrado em outros estudos (ROCHA et al.,
2018). Dessa forma, nossos resultados estdo de acordo com os encontrados na
literatura, em que ja foi relatado que este farmaco apresenta maior citotoxicidade
sobre as formas promastigotas de Leishmania sp. (DI GIORGIO et al., 2007;
SOUSA et al., 2020).

Mediante aos achados sobre a atividade anti-Leishmania contra formas
promastigotas de L. amazonensis, fez-se necessario investigar a atividade
citotoxica desses derivados AMTAC 10 e AMTAC 13 sobre eritrocitos humanos,
a fim de obter compostos ativos que ndo sejam téxicas para os humanos.

Os testes de toxicidade in vitro compreendem a investigacao dos efeitos
danosos dos compostos testados, bem como de mecanismos de toxicidade

associados a esse efeito. O principal objetivo destes estudos é determinar a
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seguranca do composto antes que ele esteja disponivel para uso em testes
clinicos (VENKATESAN; RAMANATHAN, 2017). Dessa forma, foram realizados
ensaios de citotoxicidade para eritrocitos humanos, através da atividade
hemolitica com o auxilio do MTT.

A citotoxicidade da AMTAC 10 e AMTAC 13 foi avaliada sobre os
eritrocitos humanos, seguindo o protocolo de atividade hemolitica e viabilidade
celular por MTT, revelando uma seguranca dessas moléculas com uma CHsg >
400 pg/mL, esses valores podem ser ainda maiores, visto que nao foi avaliado
concentragdes maiores do que 400 pg/mL.

A anfotericina B obteve toxicidade sobre glébulos vermelhos, com CHso
de 10,31 pg/mL. Esse farmaco é muito utilizado no tratamento das
leishmanioses, um dos seus efeitos toxicos € promover hemdlise, as quais ja
foram relatadas em outros estudos (ROCHA et al., 2016). Por isso a importancia
da avaliacédo desse efeito adverso na avaliagdo de compostos ativos que séo
promissores para o tratamento das leishmanioses.

Apos a determinacéo da atividade dos derivados espiro-acridinicos contra
as formas promastigotas de L. amazonensis e 0s efeitos citotoxicos sobre os
globulos vermelhos humanos, foi possivel calcular o IS dessas moléculas.

O ISe € um método para avaliar se a molécula que foi testada é mais
seletiva para o parasito do que para a célula humana, revelando o nivel de
seguranca in vitro desses compostos. Esse indice € calculado através da razéo
dos parametros de citotoxicidade (CHso) sobre a atividade anti-Leishmania (Clso).
O ideal para que um composto possa ser considerado protétipo de um novo
farmaco, é que seu indice de seletividade seja alto (DON; IOSET, 2014).

Em relacéo aos globulos vermelhos, foi observado um nivel de seguranca
elevado, com um ISe de 137,46 para a AMTAC 10 e de 62,8 para a AMTAC 13.
Esses resultados foram bastante satisfatorios quando comparados ao farmaco
de referéncia que foi de 12,6. Em linhas gerais, os derivados espiro-acridinicos
demonstraram niveis de seletividade para os glébulos superiores aos indices
apresentados pela anfotericina B.

Os resultados apresentados indicam que os compostos AMTAC 10 e
AMTAC 13 sao seguros in vitro, por apresentarem uma maior seletividade para
as promastigotas de L. amazonensis do que para os glébulos vermelhos

humanos. Essa seguranca é expressa diante das concentracdes utilizadas em
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cada teste, podendo ser ainda maiores, caso sejam avaliadas concentragbes
maiores. Isso representa um grande avanco na avaliacdo desses derivados
espiro-acridinicos como promissores para o tratamento das leishmanioses.
Experimentos futuros empregando técnicas de biologia molecular aliados
a ensaios in vivo poderdo confirmar a citotoxicidade. Sendo assim, estes
compostos ativos se tornam candidatos para pesquisas mais aprofundadas na

busca de um novo agente com atividade anti-Leishmania.
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7. CONCLUSOES

As limitagbes no que se diz respeito ao desenvolvimento de novos
farmacos para doencas negligenciadas € um grande limitante para obtencéo de
farmacos mais potentes e menos toxicos para o tratamento da leishmaniose.
Nesse sentido, esse trabalho objetivou avaliar compostos derivados da acridina,
gue ja demonstraram diversas atividades biol6gicas.

Em suma, os compostos oriundos da reacdo de espiralizacdo de
acridinas, a AMTAC 10 e AMTAC 13, demonstraram uma boa atividade anti-
Leishmania contra as formas infectantes do protozoario L. amazonensis,
causador da leishmaniose tegumentar, que é a forma mais comum da doenca,
considerada endémica e negligenciada em nosso pais, e que, portanto,
necessita de incremento no arsenal terapéutico visto que as terapias atuais sao
demasiadamente agressivas. Em seguida, realizou-se testes de atividade
citotoxica onde os derivados espiro-acridinicos estudados demonstraram néo
possuir acao toxica aos glébulos vermelhos, ja o farmaco de referéncia,
Anfotericina B apresentou acéo toxica em concentracdes mais baixas.

Esses dados demonstraram que o0 uso dos derivados acridinicos
representa uma grande vantagem frente a terapia de referéncia usada como
parametro comparativo. Contudo sé@o necessarios testes posteriores para a
avaliacdo da atividade citotoxica em células mononucleares do sangue

periférico, além da avaliagcdo de um possivel mecanismo de acéo.
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