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RESUMO

As leishmanioses sdo um complexo de doencas infecciosas tropical negligenciada com milhares
de casos anualmente; sendo de grande preocupacéo para a saude global, particularmente a forma
mais grave, a leishmaniose visceral. Os tratamentos da leishmaniose visceral sdo limitados e
tém efeitos adversos graves. Os compostos contendo guanidina, selénio e acridinicos tem
apresentado atividades bioldgicas, dentre estas, antiparasitarias. Analisou-se, portanto, 0s
efeitos citotoxicos desses varios compostos contendo guanidina, derivados de acridina e
selenoglicolicamidas em Leishmania infantum em suas formas promastigota e amastigota in
vitro, sua citotoxicidade em células humanas e efeitos na producdo de espécies reativas de
nitrogénio. Quanto a atividade dos derivados acridinicos, os valores de Clso foram entre 1,10 a
6,05ug/mL para formas promastigotas de Leishmania (Leishmania) infantum. Na atividade sob
formas amastigotas axénicas dos compostos mais ativos, destaca-se expressiva atividade do
AMTAC 11 (ECso= 0,97 £ 0,2 pug/mL) e baixa citotoxicidade em células mononucleares do
sistema periférico (CCso= > 100 pg/ml). Para os compostos do grupo das selenoglicolicamidas,
dos 9 compostos avaliados, 8 apresentaram atividade inibitéria contra promastigotas de L.
infantum com Clso que variaram entre 1,34 e 68,96 pg/mL. Na atividade citotoxica para
amastigotas, o composto mais promissor, MSe 13 apresentou CEso de 14,59 + 1,44 pg/mL.
Dentro das concentracOes testadas, nenhum dos compostos apresentaram toxicidade em
eritrocitos humanos. Para identificar os mecanismos de acéo, avaliou-se 0s processos de morte
celular por coloracdo com anexina V e iodeto de propidio e producdo de nitrito. Quanto ao
avaliacdo do perfil de morte celular a selenoglicolicamida MSe 13 induziu morte celular por
apoptose em amastigotas axénicas, todavia a MSe 13 ainda induziu um percentual de morte
celular em PBMC por apoptose, assim como o farmaco de referéncia Anfotericina B. J& 0s
compostos guanidinicos LQOFG-2, LQOFG-6 e LQOFG-7 apresentaram valores de Clso entre
514 a 10,76 pg/mL, respectivamente, em promastigotas. Estes compostos exibiram
citotoxicidade em amastigotas axénicas em valores de 10,59; 8,15 e 8,46 pg/mL. Os derivados
de guanidina ndo apresentaram citotoxicidade aparente em células de doadores saudaveis.
Compostos contendo guanidina apresentaram uma porcentagem significativa de amastigotas a
apoptose. Independente da infec¢do por L. infantum, LQOFG-7 aumentou a producéo de nitrito
em PBMC'’s sugerindo um potencial mecanismo de agéo para este composto. Portanto, esses
dados sugerem que os derivados de guanidina, selenoglicolicamidas e espiro-acridinicos séo
potenciais moléculas para atividade anti-Leishmania, e mais pesquisas sdo necessarias para 0
entendimento completo de seu mecanismo de acéo.

Palavras-chave: atividade anti-Leishmania; leishmaniose; derivados de guaniding;
selenoglicolicamidas; derivados espiro-acridinicos; apoptose



ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected tropical infectious disease complex with thousands of cases
annually; being of major global health concern, particularly the most severe form, visceral
leishmaniasis. Treatments for visceral leishmaniasis are limited and have serious adverse
effects. Compounds containing guanidine, selenium, and acridines have shown biological
activities, including antiparasitic. Therefore, we analyzed the cytotoxic effects of these various
compounds containing guanidine, acridine derivatives, and selenoglycolicamides on
Leishmania infantum in their promastigote and amastigote forms in vitro, their cytotoxicity in
human cells and their effects on the production of reactive nitrogen species. As for the activity
of acridine derivatives, the ICso values ranged from 1.10 to 6.05ug/mL for promastigote forms
of Leishmania (Leishmania) infantum. In the activity under axenic amastigotes of the most
active compounds, there is an expressive activity of AMTAC 11 (EC50= 0.97 = 0.2 pg/mL)
and low cytotoxicity in mononuclear cells of the peripheral system (CC50=> 100 pg/mL ). For
the compounds of the selenoglycolicamides group, of the 9 compounds evaluated, 8 showed
inhibitory activity against L. infantum promastigotes with I1Cso ranging between 1.34 and 68.96
pg/mL. In terms of cytotoxic activity for amastigotes, the most promising compound, MSe 13,
showed an EC50 of 14.59 + 1.44 pg/mL. Within the concentrations tested, none of the
compounds showed toxicity in human erythrocytes. To identify the mechanisms of action, the
processes of cell death were evaluated by staining with annexin V and propidium iodide and
nitrite production. As for the evaluation of the cell death profile, selenoglycolicamide MSe 13
induced cell death by apoptosis in axenic amastigotes, however, MSe 13 still induced a
percentage of cell death in PBMC by apoptosis, as well as the reference drug Amphotericin B.
LQOFG-2, LQOFG-6 and LQOFG-7 showed 1C50 values between 5.14 and 10.76 pg/mL,
respectively, in promastigotes. These compounds exhibited cytotoxicity on axenic amastigotes
at values of 10.59; 8.15 and 8.46 pg/ml. The guanidine derivatives showed no apparent
cytotoxicity in cells from healthy donors. Compounds containing guanidine showed a
significant percentage of amastigotes to apoptosis. Regardless of L. infantum infection,
LQOFG-7 increased nitrite production in PBMC's suggesting a potential mechanism of action
for this compound. Therefore, these data suggest that guanidine derivatives,
selenoglycolicamides, and spiro-acridines are potential molecules for anti-Leishmania activity,
and more research is needed to fully understand their mechanism of action.

Keywords: anti-Leishmania  activity; leishmaniasis; guanidine  derivatives;
selenoglycolicamides; spiro-acridine derivatives; apoptosis



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.
Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.
Figura 11.
Figura 12.
Figura 13.
Figura 14.
Figura 15.
Figura 16.

Figura 17.

Figura 18.

Figura 19.

LISTA DE FIGURAS

Taxonomia da Leishmania SPP........cccvevvereereiiieiieenesiese e
Flebotominio vetor da leishmaniose............ccocvvvvinineiencnininns
Formas promastigota e amastigota do género Leishmania..........
Ciclo biologico e transmissao da leishmaniose..............cc.........
(A) Epidemiologia da leishmaniose cutanea em todo o mundo no
ano de 2020; (B) Epidemiologia da leishmaniose visceral em todo
0 MuNdo NO aN0 de 2020........cceiiiiieieriere e
Casos de leishmaniose visiceral na regido das Ameéricas entre
2001-2009....0cieiiieieee e s
Formas clinicas da Leishmaniose............c.ccocvevveveveicreseinseene
Estrutura do antimoniato de meglumina (A) e estibogluconato de
50dio (B), reSpectivamente..........cccoeveieeneneeneneese s
Estrutura da Anfotericina B (AMB).......cccccoevviieiieiecie e
Estrutura da MiltefosSina..........ccccoeeviieiiniinieeeee e
Estrutura da ParonomicCing...........cccevveenvereeiiesieese e
Estrutura molecular da Pentamidina..........ccccevvvveerreieniiennnnens
Estrutura quimica da acridina e suas atividades bioldgicas........
Estrutura molecular dos derivados de guanidina........................
Estrutura molecular base das selenoglicolicamidas......................
Estrutura quimica dos derivados espiro-acridinicos e as
respectivas substituicbes no anel aromatico............c.cccccevevvennnne.
Dot plots representativos da avaliagdo de morte celular por
apoptose/necrose de células mononucleares do sistema periférico

tratadas com selenoglicolicamida MSe 13 e Anfotericina
Estratégia de andlise da avaliagdo de morte celular por
apoptose/necrose de promastigotas de L. infantum tratadas com os

derivados de guanidina e Anfotericina B...........ccccceeeviievveriecnnnne,

Estratégia de andlise avaliagho de morte celular por

24
25
27

29

30
33

37
38
39
40
41
48
55
56

58

64

65



Figura 20.

Figura 21.

Figura 22.

Figura 23.

Figura 24.

Figura 25.

Figura 26.

Figura 27.

Figura 28.

apoptose/necrose de promastigotas de L. infantum tratadas com a
selenoglicolicamida MSe 13 e Anfotericina B...........cccccceoveneenee.

Dot plots representativos da avaliacdo de morte celular por
apoptose/necrose de amastigotas de L. infantum (sub-populacao 1)

tratadas com os derivados de guanidina e Anfotericina

Dot plots representativos da avaliacdo de morte celular por
apoptose/necrose de amastigotas de L. infantum (sub-populacao 1)
tratadas com selenoglicolicamida MSe 13 e
ANFOLENICINGB.......oeeiiciece e
Dot plots representativos da avaliacdo de morte celular por
apoptose/necrose de amastigotas de L. infantum (sub-populacao 2)

tratadas com os derivados de guanidina e Anfotericina

Dot plots representativos da avaliacdo de morte celular por
apoptose/necrose de amastigotas de L. infantum (sub-populacao 2)

tratadas com selenoglicolicamida MSe 13 e Anfotericina

Estratégia de analise por citometria de fluxo do ensaio de

1) (=Tolor- T J OSSO SRPRSTORN

Efeito dos compostos derivados de guanidina LQOFG-2,
LQOFG-6, LQOFG-7, LQOFG-29, LQOFG-32 e LQOFG-33
sobre a inibicdo de crescimento ap0s 72 h de tratamento em formas
promastigotas de L. infantum............cccooveiiiiiii e
Processo de transformagéo in vitro da forma promastigota (a) em
amastigota axénica (0)........cccceveriiiniii

Citotoxicidade dos derivados de guanidinas (LQOFG-2, LQOFG-
6 e LQOFG-7) e Anfotericina B sob a forma amastigota axénica
de L. infantum apos 24 h de tratamento...........ccocvvveverenenenennnn

Citotoxicidade dos compostos derivados de guanidina (LQOFG-
2, LQOFG-6 e LQOFG-7) e Anfotericina B sob células
mononucleares do sistema periférico apés 24 h de
ErAtAMENTO.....ecviciicic s

66

68

69

70

71

73

78

79

81



Figura 29.

Figura 30.

Figura 31.

Figura 32.

Figura 33.

Figura 34.

Figura 35.

Figura 36.

Figura 37.

Figura 38.

Morte celular por apoptose de formas amastigotas axénicas de L.
infantum expostas aos compostos derivados de guanidina
(LQOFG-2; LQOFG-6 e LQOFG-7), Anfotericina B e
CONEIOIES. ..t
Efeito do composto LQOFG-7 e anfotericina B sobre a taxa de
infeccdo de mondcitos por Leishmania infantum apds 24 h de
ErAtAMENTO ..
Niveis de nitrito produzidos por mondcitos infectados com
Leishmania  infantum tratados com LQOFG-7 e
(010] 11 £0] LSS USSR
Efeito dos compostos seleniglicolicamidas MSe 10, MSe 11, MSe
13, MSe 16, MSe 17, MSe 18, MSe 19 e MSe 20 sobre a inibigcdo
do crescimento de formas promastigotas de L. infantum ap6s 72 h
de tratamento.........coveieiieciece e
Citotoxicidade dos compostos selenoglicolicamidas (MSe 11,
MSe 13 e MSe 19) e Anfotericina B sob a forma amastigota
axénica de L. infantum apds 24 h de tratamento. ...........cccccccvevrnens
Perfil de morte celular de formas amastigotas (sub-populagéo 1)
de Leishmania infantum expostas a selenoglicolicamida MSe 13 e
ANTOLEFICINA B ... e
Perfil de morte celular de formas amastigotas (sub-populacao 2)
de Leishmania infantum expostas a selenoglicolicamida MSe 13 e
ANTOLEIICINA B e
indice de morte celular de células mononucleares do sistema

periférico expostas a MSe 13 e anforeticina B.............ccccovevvennene

Inibig&o da viabilidade celular de formas amastigotas axénicas de
L. infantum por AMTAC 01 e AMTAC

Viabilidade das células mononucleares do sistema periférico de
doadores saudaveis (PBMC) tratadas com os compostos AMTAC
01 @ AMTAC L1t

88

90

91

95

97

100

102

105

109



Tabela 1.
Tabela 2.
Tabela 3.

Tabela 4.

Tabela 5.

Tabela 6.

Tabela 7.

Tabela 8.

Tabela 9.

Tabela 10.

Tabela 11.

LISTA DE TABELAS

Série de compostos derivados de guanidina estudados ..................
Série de compostos selenoglicolicamidas estudados .....................

Compostos da série AMTAC sintetizados e suas respectivas
ESPECITICAGOES. ...ttt s

Concentracdo inibitéria de 50% do crescimento de formas
promastigotas (Clsp) de Leishmania infantum apos 72 h de
incubacdo com os compostos derivados de guanidina e farmaco de
=] (=] =10 [0l T U
Concentracdo efetiva sobre 50% da populacdo de formas
amastigotas axénicas (CEso) de Leishmania infantum apos 24 h de
incubacdo com os compostos derivados de guanidina e farmaco de
=] (=T =10 To] T LTS
Citotoxicidade em células humanas e indice de seletividade dos

derivados guanidina e anfotericina

Porcentagem de morte celular por apoptose/ necrose nas formas
promastigotas de Leishmania infantum tratados com os derivados
de guanidina e anfotericina B por 24h.............cccccoveevieiiecciec,

Porcentagem de morte celular por apoptose/ necrose nas formas
promastigotas de Leishmania infantum tratados com os derivados
de guanidina e anfotericina B por 24h...........cccccoiiiiiinieiiee,
Porcentagem de morte celular por apoptose/ necrose nas formas
amastigota axénica de Leishmania infantum tratados com os
derivados de guanidina e anfotericina B por 24h para subpopulacéo
e ettt et e et et e et e te et et et aes
Concentracdo inibitéria de 50% do crescimento de formas
promastigotas (Clsp) de Leishmania infantum ap6s 72 h de
incubacdo com os compostos selenoglicolicamidas e farmaco de
=] (=] =100l T USSR
Concentracdo efetiva sobre 50% da populacdo de formas

amastigotas axénicas (CEso) de Leishmania infantum apos 24 h de

76

80

82

85

86

89

92



Tabela 12.

Tabela 13.

Tabela 14.

Tabela 15.

Tabela 16.

Tabela 17.

Tabela 18.

incubacdo com os compostos selenoglicolicamidas e farmaco de
2] (=] =10 To] T VSRR

Porcentagem de morte celular por apoptose/ necrose nas formas
promastigotas de Leishmania infantum tratados com
selenoglicolicamida MSe 13 e anfotericina B por 24h...................

Porcentagem de morte celular por apoptose/ necrose nas formas
amastigota axénica de Leishmania infantum tratados com a
selenoglicolicamida MSe 13 e anfotericina B por 24h para
SUDPOPUIACAD 1. ... e
Porcentagem de morte celular por apoptose/ necrose nas formas
amastigota axénica de Leishmania infantum tratados com a
selenoglicolicamida MSe 13 e anfotericina B por 24h para
SUDPOPUIACAD 2. ...
Citotoxicidade em células humanas e indice de seletividade dos
derivados de selénio e anfotericina B............ccocoocvvvivieiinencnisne,
Porcentagem de morte celular por apoptose/ necrose PBMC

tratados com a selenoglicolicamida MSe 13 e anfotericina

Concentracdo inibitéria de 50% do crescimento (Clsg) dos
derivados spiro-acridinicos frente as formas promastigotas de
LANfantUM. ..o
Atividade anti-Leishmania, efeitos citotdxicos contra celulas
PBMC e o indice de seletividade para AMTAC 01, AMTAC 11 e

ANTOLEIICING B .o,

96

97

101

102

104

106

107



Quadro 1.

Quadro 2.

LISTA DE QUADROS

Estratégias convencionais para o tratamento da leishmaniose

recomendadas pela Organizacdo Mundial da Sadde...................

SubstituicGes no anel aromatico das espiro-acridinas..................



SUMARIO

L. INTRODUGAO ..ottt nes s 19
2. REFERENCIAL TEORICO ....coovivieieeeseeeteteeie st estess st es st esas st sen s, 22
2.1 Leishmaniose: Parasito € VEIOK .........ccveieiieiecee ettt saa e 22
2.2 CICIO DIOIOGICO ...ttt 25
2.3 Epidemiologia da 1eiShmaniose ..o s 27
2.3 Manifestaghes ClINICAS........ccvi it e e ns 31
2.5 Diagnostico da I8ISNMANIOSE ........c.eiiiiiiiiieie s 33
2.6 Relagdo parasito X NOSPEUBITO .........eiuieiieieieie e 35
2.7 Tratamento da IeISNMANTOSE .........eiiiiiieiee bbb 36
2.8 Resisténcia a farmacos e o incentivo a Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) e o desenho

racional de fArmacos para IeIShManIose ...........ccceceiiiii i 42
2.9 GUANIdiNG € SEUS UEIVAUDS .......ecveriiiiierierieiesie sttt sttt sttt st sbesresreenes 45
2.10 Selenoglicolicamidas € SEUS deriVAdOS. .........coeiiririeieieie et 46
2.11 ACriding € SEUS AEIVAUDS ........eiviriiiiierieiieieie sttt sttt bbb sreanes 48
3 OBUIETIVOS.....cee ettt bbbttt s ettt b e bbb ne s 51
3. L ODJELIVO GEIAL: ...t 51
K ® ] o] 1= NV 0= oot oo LSS 51
B METODOS. ..ottt 53
4.1 LOCAI 08 PESGUISA. ...ttt bbbttt b ettt 53
4.2 Parasitos e manutenGao das CUltUras iN VItr0.........cccccveveiieiecie e 53
4.3 Obtencdo das formas amastigotas aXENICAS..........ccueieerreiierieerie e 54
4.4 FArMACO de rEFEIENCIA .. .cvviveieeeieicee ettt reereeneens 54
4.5 Derivados de guaniding eStUdadOS ...........covevuieiieiieii e 54
4.6 Derivados de selenoglicolicamidas estudados.............cccccvveiieieiiiiii e 56
4.7 Derivados espiro-acridiniCoS eStUAAU0S .........cviueririririiiee e 57
4.8 Atividade anti-Leishmania infantum dos compostos avaliados sobre formas promastigotas
o [= 30 I ] = 1 (0 0 RSP R 58
4.9 Atividade anti-Leishmania dos compostos avaliados sobre formas amastigotas axénicas de
[ ] =1 1 0] o PSPPSR 59
4.10 Material biologico para avaliagdo da citotoxicidade dos compostos estudados............... 59
4.11 Citotoxicidade frente a eritrOCItoS NUMANOS .........ccveierieieiiie e 60
4.12 Obtencéo de células mononucleares do sangue periférico humano ............ccccceeevevivnnnne. 60
4.12.1 Ensaio de citotoxicidade em PBMC pelo método colorimétrico com MTT ................. 61
4.12.2 Avaliacao de morte celular em células mononucleares do sistema periférico humano

POF CITOMELITA A FIUXO. ..o s 62
4.13 Determinagéo do indice de seletividade dos compostos avaliados .............cceverervninne. 65

4.14 Avaliacao do perfil de morte celular de formas promastigotas de L. infantum expostas
aos compostos avaliados (LQOF-G2, LQOF-G6, LQOF-G7 € MSe-13) ....c.cccevveververieannnn 65



4.15 Avaliacéo do perfil de morte celular de formas amastigotas axénicas de L. infantum

expostas aos compostos avaliados (LQOF-G2, LQOF-G6, LQOF-G7 e MSe-13) ................. 67
4.16. Avaliacdo da taxa de infeccdo de mondcitos humanos por L. infantum e inducédo da
sintese de dxido nitrico tratados com LQOFG-7 € CONtIOIES. .......ccovvvveveieieieieie e 73
4,17, ANALISE ESTALISTICA ...ve.veviitiiiieieeie ettt bbb enes 75
5.1 RESULTADOS: DERIVADOS DE GUANIDINA ... 77
5.1.1 Avaliagéo da atividade anti-Leishmania dos derivados de guanidina sobre as formas
promastigotas de Leishmania (L.) INfantum ..o 77
5.1.2  Avaliagéo da atividade anti-Leishmania dos derivados de guanidina sobre as formas
amastigotas axénicas de Leishmania infantum............cccooeviiiiiiiic e 80
5.1.3 Avaliacgdo da citotoxicidade dos compostos de guanidina em células de mamiferos e
INAICE de SEIELIVIAAR. ......c.eeveiee ittt ere s 82
5.1.3.1Citotoxicidade em eritrOCItoS NUMAN0S ..........covviiieiieriie e 82
5.1.3.2 Citotoxicidade frente a células mononucleares de sangue periférico humano............. 83
5.1.4 Avaliacéo do perfil de morte celular de formas promastigotas e amastigota axénica de L.
infantum expostas os derivados de guanidina LQOFG-2, LQOFG-6 e LQOFG-7.................. 85
5.1.5 Avaliacgdo da taxa de infec¢do e inducgdo da sintese de 6xido nitrico mediante infec¢do
de mondcitos humanos por Leishmania infantum ... 90
5.2 RESULTADOS: SELENOGLICOLICAMIDAS ...t 93
5.2.1  Avaliacdo da atividade anti-Leishmania das selenoglicolicamidas sobre as formas
promastigotas de Leishmania infantum...........ccooiiiiiiiiiee e 93
5.2.2  Avaliacdo da atividade anti-Leishmania das selenoglicolicamidas sobre amastigotas
axénicas de Leishmania INFaNtUML...........oocoiiiiiiiiieee e 97
5.2.3  Avaliacdo do perfil de morte celular de formas promastigotas e amastigota axénica
de L. infantum expostas a selenoglicolicamida MSe 13 ...........cccov e 99
5.2.5 Avaliacdo da citotoxicidade dos compostos seleoglicolicamidas em células de
mamiferos e indice de SEletividade...........ccoevviiiiieii e 104
5.2.5.1 Citotoxicidade em eritrOCIt0S NUMANOS ..........ccoviieieiieiie e 104
5.25.2  Auvaliacdo da citotoxicidade em células mononucleares do sistema periférico
expostas a selenoglicolicamida MSe 13 .........ccooiiiieii i 105
5.3 RESULTADOS: DERIVADOS ACRIDINICOS .......cccoovveririreiieseeeseeseressenieneneon, 107
B. DISCUSSAD ...ttt 113
7. CONCLUSAD ...oovriieiieiee ettt 124
REFERENCIAS ...ttt st st en s s st enansnaenensans 126

APENDICE ..o e ettt e et e oot et e et et e e s e e et et e et 138



18

INTRODUCAO




19

1. INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um grupo de doencas causadas por protozoarios do género
Leishmania e sdo transmitidas entre mamiferos por dipteros da familia Psychodidae fémeas
(BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). A infeccdo por Leishmania afeta humanos e diversos
animais domésticos e tem grande impacto na sadde publica com morbidade e mortalidade
significativos (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2021).

Existem duas formas principais da doenca: leishmaniose tegumentar (LT) e
leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar. LT é a forma mais comum, e a
LV é a forma mais grave da doenca. Em 2018, 92 e 83 paises ou territorios foram considerados
endémicos ou haviam relatado casos de LT e LV, respectivamente, e estima-se que a
prevaléncia mundial de todas as formas desta infeccdo é de cerca de 12 milhdes de casos, com
1,5-2 milhdes adicionados novos casos de leishmaniose cutdnea e 500.000 casos de
leishmaniose visceral todos os anos. Além disso, cerca de 60.000 mortes devido a estas doencas
parasitarias tém sido relatadas anualmente no mundo. Apesar do diagnéstico incorreto e da
subnotificacdo, espera-se que 0s casos reais sejam maiores (AKBARI; ORYAN; HATAM,
2021).

Essa doenca prospera em areas onde 0 acesso a cuidados de salde, saneamento e agua
potavel sdo inadequados, atingindo pessoas pobres da sociedade. Compreender a complexa
interacdo entre fatores socioecondmicos, culturais, demogréaficos e ecoldgicos nesses ambientes
é parte do desafio de vencé-los (THE LANCET GLOBAL HEALTH, 2020).

Durante décadas, a leishmaniose visceral foi tratada por farmacos antimonimais
pentavalentes (SbV): o antimoniato de meglumina (Glucantime®) e o estibogluconato de sodio
(Pentostan®), ndo parecendo existir diferencas quanto a eficacia terapéutica destas formulacoes.
No Brasil, a Unica formulagdo disponivel é o antimoniato meglumina, que vem sendo
distribuida pelo Ministério da Saude em ampolas. Os antimoniais sdo cardiotdxicos e podem
induzir arritmias. Esse efeito adverso é particularmente evidente na coinfeccdo HIV-
leishmaniose visceral (BRASIL., 2006; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018). Devido as
limitagbes presentes nos tratamentos atuais, a busca por novos farmacos com atividade
leishmanicida se faz necessaria (LAMOTTE et al., 2017).

Muitos compostos contendo guanidina em suas estruturas foram sintetizados na Gltima
década mostrando potente atividade antimicrobiana, com alguns deles em desenvolvimento

avancado de candidatos a farmacos ou mesmo em estudos de fase clinica (KIM; SEMENYA,;
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CASTAGNOLDO, 2021a; LIU et al., 2011; MUTTATHUKATTIL et al., 2019; RD et al., 2019;
REID et al., 2008). O grande interesse nas guanidinas, especialmente farmacos contendo
guanidina, deve-se principalmente a sua capacidade de formar interacGes ndo covalentes com
proteinas e alvos moleculares, por meio da ligacdo de anions como carboxilatos, fosfatos,
sulfetos através de ligacdes H, pareamento de cargas e interacOes cationicas (KIM; SEMENYA,;
CASTAGNOLO, 2021b).

Ja 0s compostos organicos contendo selénio em sua estrutura, tem-se destacado por sua
atividade antioxidante, e efeitos antitumorais, prevenindo a angiogénese (DE QUEIROZ et al.,
2020). A evidéncia de que compostos com comprovada atividade antiproliferativa contra o
cancer foram escolhidas para testes como agentes leishmanicidas e demonstraram exibir efeitos
potentes e seletivos contra algumas espécies de Leishmania (MARTIN-MONTES et al., 2017).

Juntamente, os compostos de acridina tém chamado a atencdo a partir de atividades
bioldgicas ja relatadas. Varios derivados de acridina, que mostraram uma forte atividade
antiproliferativa, foram considerados promissores como agentes antitumorais e usados para
terapia antiparasitaria (CAROLE et al., 2005; DE LIMA SERAFIM et al., 2018; DELMAS et
al., 2004; DI GIORGIO et al., 2007; MENEZES et al., 2019). Por muitos anos a estrutura planar
dos anéis triciclicos conferiu aos derivados de acridina a capacidade de se intercalar no DNA e
interferir em varios processos metabolicos em células procariéticas e eucariéticas (BARROS et
al., 2012; BELMONT; DORANGE, 2008; CAROLE et al., 2005; CHARMANTRAY et al.,
2003; GAO et al., 2015; HEALD; STEVENS, 2003; PATEL; MALI; PATEL, 2010).

Desta forma, a importancia no desenvolvimento biotecnolégico de produtos mais
eficazes, seguros e com menores efeitos colaterais para o hospedeiro se faz necessario e de
extrema importancia para o controle, tratamento e prevencdo desta doenga. Os objetivos
propostos para a busca de atividade anti-Leishmania e estudo dos mecanismos associados a esta
atividade atua em duas frentes principais: (1) Avaliacdo dos derivados de guanidina e
selenoglicolicamidas e acridinicos na atividade anti-Leishmania (2) Avaliacdo do composto
mais promissor na influéncia na morte celular e producao de éxido nitrico em células humanas
do sangue periférico, sendo possivel validar o papel desses compostos como promissores no

desenvolvimento biotecnoldgico de novos farmacos.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Leishmaniose: parasito e vetor

A leishmaniose pertence ao grupo das Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs), que
incluem vérias doencas parasitarias, virais e bacterianas em cerca de mais de um bilhdo de
pessoas em todo 0 mundo, com maior presenca nos paises subdesenvolvidos das regides de
clima tropical e subtropical (WHO, 2021).

Em 2018, mais de 90 paises foram considerados endémicos ou haviam relatado casos
de leishmaniose, paises pobres do Sudeste Asiatico, Africa Oriental e América Latina, a
leishmaniose também € endémica em varios paises mediterraneos. Hoje, mais de 1 bilhdo de
pessoas vivem em &reas endémicas para leishmaniose e estéo sob risco de infecgdo. Entre todas
as doencas parasitarias, a mortalidade por leishmaniose perde apenas para a malaria (PACE,
2014; WHO, 2021; THE LANCET GLOBAL HEALTH, 2020).

O género Leishmania é constituido por protozoérios tripanossomatideos pertencentes a
ordem Kinetoplastida, e abrange mais de 20 espécies diferentes. Existe variacdo geogréfica no
(s) tipo (s) de espécie (s) entre paises endémicos com clima subtropical caracteristico (figura
1). Inicialmente, apenas caracteres extrinsecos, como manifestacfes clinicas, distribui¢fes
geogréficas, ciclos epidemioldgicos e o comportamento de Leishmania em seus vetores de
flebotomineos, foram utilizados para discriminar as espécies de Leishmania. Assim, o0 género
Leishmania foi subdividido em dois subgéneros: Leishmania, que é encontrada nas Américas,
Asia e Africa, e em Viannia, endémica nas américas. Espécies distintas de Leishmania causam
diferentes manifestacGes clinicas, e o resultado é determinado pela interacdo dos seguintes:
caracteristicas do parasita, biologia do vetor e fatores do hospedeiro, com as respostas imunes
sendo um fator chave nessa relagdo (AKHOUNDI et al., 2016b; PACE, 2014).



Figura 1. Taxonomia da Leishmania spp.
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Os parasitas do género Leishmania sdo transmitidos aos humanos pela picada de um
flebotomineo fémea infectado dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia (AKBARI; ORYAN;
HATAM, 2021). Noventa e trés das cerca de 800 espécies conhecidas dessses flebotominios
hemato6fago, conhecidos como mosquitos-palha, transmitem a leishmaniose. O vetor (figura 2),
é um artropode de 2 a 3 mm de comprimento, cuja cor varia do preto ao branco e sao ativos nos
meses quentes de verdo (PACE, 2014).

Fora do hospedeiro vertebrado, o ciclo de vida da Leishmania esta confinado ao trato
digestivo dos flebotomineos. A localizagdo precisa difere entre os subgéneros Leishmania e
Viannia. As espécies do subgénero Viannia entram no intestino posterior antes de migrar para
0 intestino médio e, portanto, sdo chamados de parasitas peripilar. No entanto, a maioria das
espécies de Leishmania (subgénero Leishmania) sdo parasitas suprapilar, pois seu
desenvolvimento é restrito ao intestino médio (DOSTALOVA; VOLF, 2012). A saliva do vetor
também contém varias moléculas com propriedades vasodilatadoras, anticoagulantes ou anti-
inflamatdrias. Essas moléculas sdo importantes para a alimentacdo sanguinea, mas também
desempenham um papel crucial na transmissdo da Leishmania. Ela possui caracteristicas que
modulam a resposta imune de um hospedeiro permitindo o estabelecimento da infecgdo por
Leishmania (VOLF; HOSTOMSKA; ROHOUSOVA, 2008).

Figura 2. Flebotominio vetor da leishmaniose

Fonte: Brasil, 2017.

Apenas as fémeas de flebotomineos realizam repasto sanguineo em mamiferos para
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fazer as refeicBes necessérias para a conclusdo do desenvolvimento do ovo. Alguns
flebotomineos tém uma ampla variedade de hospedeiros, incluindo canideos, roedores,
marsupiais e hiracoides, enquanto outros se alimentam principalmente de humanos.
Consequentemente, a leishmaniose humana pode ter padrdes de transmissdo zoondticos ou
antroponoticos. Em seu hospedeiro mamifero, os parasitas Leishmania vivem e se multiplicam
em células fagociticas dentro dos chamados fagolisossomos. Atualmente, existem 18 espécies
diferentes de Leishmania descritas que sao patogénicas para humanos (STEVERDING, 2017).

2.2 Ciclo bioldgico

A sobrevivéncia do parasita Leishmania depende do sucesso da transmissao zoondtica
ou antropondtica entre 0 vetor e um reservatorio. A transmissao zoonotica ocorre em ciclos
domésticos, nos quais 0 cdo € o reservatorio principal, ou em ciclos silvestres, como nas
florestas tropicais das Américas ou nos desertos da Asia Central, onde a transmissdo enzo6tica
ocorre entre animais selvagens, com humanos. Duas formas morfologicas principais sdo
identificadas no ciclo de vida da Leishmania: a forma promastigota, flagelada e extracelular, de
15-20 um de comprimento, e a forma amastigota, intracelular obrigatéria, de 3-5 um de
comprimento presentes nas células da linhagem mondcito-macréfago do hospedeiro mamifero
(Figura 3). (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014; PACE, 2014)

Figura 3. Formas promastigota e amastigota do género Leishmania.

Fonte: ROCHA, J.C. (2018). (A) Cultura de promastigotas de L. infantum. (B) Fotomicrografia de macréfago
infectado com formas amastigotas de Leishmania.
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As Leishmania spp. possuem um ciclo de vida dimorfico (Figura 4), incluindo a forma
promastigota metaciclica, sua forma mais infecciosa, na qual o parasita é transmitido pela
picada do mosquito-palha fémea infectado. As promastigotas sdo fagocitadas por células
fagociticas mononucleares do sistema imunolégico do hospedeiro vertebrado. Eles se
diferenciam em amastigotas nessas células e que se desenvolvem e se multiplicam dentro do
fagdcito até serem liberados pela lise celular para infectar outros macrofagos, causando a
doenca. Os flebotomineos ingerem as células infectadas durante o repasto sanguineo (AKBARI;
ORYAN; HATAM, 2021; KAYE; SCOTT, 2011; PACE, 2014)

As amastigotas entdo se transformam em promastigotas dentro no intestino dos
flebotomineos. A alteracdo das condi¢bes no processo de deslocamento do hospedeiro
mamifero para o intestino médio do mosquito (tal como diminuicéo da temperatura e aumento
do pH) desencadeia na transformacdo morfoldgica e no desenvolvimento do parasita. No trato
digestivo do inseto, as formas amastigotas se transformam em promastigotas prociclicas, forma
avirulenta, fracamente movel com um flagelo curto e que se replicam intensamente.
Posteriormente os parasitas comecam a retardar a sua replicacdo e passam a se diferenciar em
nectomonada, de forte motilidade. Eles se movem em direcdo ao intestino médio anterior e
depois se desenvolvem em leptomonadas, as quais se multiplicam intensamente resultando em
um aumento da infecgdo no intestino anterior do inseto. Por fim, a Leishmania se transforma
em estagios metaciclicos infecciosos. Metaciclicos sdo pequenas formas de rapida
movimentacdo com flagelo alongado. A metaciclogénese em Leishmania € induzida in vitro
por baixo pH e deplecdo de nutrientes (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2021; DOSTALOVA;
VOLF, 2012; KAUFER et al., 2017).
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Figura 4. Ciclo bioldgico e transmissdo da leishmaniose
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Legenda: A forma promastigota prociclica de Leishmania spp. diferenciam-se em promastigotas metaciclica
infecciosas e ndo divisiveis no vetor, localizados prontos para transmissdo na valvula estomodeal (uma invaginagéo
do intestino anterior no intestino médio). Durante o repasto sanguineo, o flebotomineo regurgita promastigotas
metaciclicos, juntamente com proteofosfoglicanos derivados de parasitas imunomoduladores e varios
componentes salivares. Promastigotas metaciclicos sdo entdo fagocitados por células fagociticas no ambiente local.
Ap6s estabelecer uma residéncia intracelular, as promastigotas metaciclicas se transformam em amastigotas
aflageladas. As amastigotas sofrem replicacdo dentro das celulas hospedeiras, que se rompem quando muitas
amastigotas estdo presentes, permitindo a reinfeccdo de fagocitos locais. O ciclo de transmissdo esta completo
quando os fagdécitos infectados sdo absorvidos por outro flebotomineo com um novo repasto sanguineo, e as
amastigotas entdo se convertem em promastigotas no intestino médio do flebotomineo.

Fonte: Elaboragdo propria no site biorender.com

2.3 Epidemiologia da leishmaniose

A leishmaniose esta disseminada em areas tropicais e subtropicais e &€ encontrada em
paises da Europa, Africa, Asia e América. No entanto, mais de 90% dos novos casos ocorrem
em apenas 13 paises (Afeganistdo, Argélia, Bangladesh, Bolivia, Brasil, Coldmbia, Etidpia,
india, Ird, Peru, Suddo do Sul, Sud4o e Siria) (WHO, 2022).

Estima-se que 0,7-1,2 milhdes de casos de leishmaniose tegumentar (LT), ou
leishmaniose cuténea, ocorram principalmente no litoral mediterraneo, nas Américas e na Asia
ocidental, com cada regido contribuindo com cerca de 30% dos casos, embora até 75% desses
casos sejam encontrados no Brasil, Siria e Afeganistdo. Cerca de 35.000 casos de leishmaniose
mucocutanea ocorrem anualmente, principalmente no Brasil, Peru e Bolivia (STEVERDING,
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2017).

O numero de casos mundiais de leishmaniose visceral € calculado para atingir até 200 a
400 milhares de pessoas por ano com uma porcentagem > 90% destes casos ocorrendo na india
(principalmente no estado de Bihar, ao nordeste), Bangladesh, Brasil, Etiopia, Quénia, Somalia,
e Suddo. No entanto, a doenga continua endémica em mais de 60 paises. Segundo a Organizacao
Mundial de Saude (OMS), estima-se 500.000 casos de leishmaniose visceral todos 0s anos,
além disso, cerca de 60.000 mortes devido a esta doenca parasitaria tém sido relatadas
anualmente no mundo (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2021; PACE, 2014; WHO, 2021).

De acordo com a OMS, estima-se que 30.000 novos casos de LV e mais de 1 milhdo de
novos casos de LT ocorram anualmente. Em 2019, 20.792 dos 22.145 (94%) novos casos
notificados ocorreram em sete paises (Figura 5), dentre 0s quais o Brasil se encontra como um
dos paises com maior prevaléncia dessa doenca (Figura 6), sendo relatado também 2.529 casos
paraa LV e 15.485 para LT no ano de 2019, segundo o ministério da satude (WHO, 2021). A
LT ocorre em ambos os sexos e em todas as faixas etérias, entretanto, na média do pais,
predominam os maiores de 10 anos (92,5% do total de casos) e 0 sexo masculino (74% no ano
de 2014) (BRASIL,2017).
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Figura 5. (A) Incidéncia da leishmaniose cutanea em todo o mundo no ano de 2020; (B) Incidéncia da leishmaniose visceral em todo o0 mundo no
ano de 2020.

Fonte: WHO,2021
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Figura 6. Casos de leishmaniose visceral na regido das Américas entre 2001-2019.
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Fonte: SisLeish-OPAS/OMS: Dados reportados pelos Programas Nacionais de Leishmanioses / Servicos de

vigilancia, 2020.

O verdadeiro numero de casos da leishmaniose ainda é desconhecido devido a
subnotificacdo da falta de sistemas de vigilancia epidemiolégica ou métodos de diagnostico
apropriados, onde a maioria dos dados de incidéncia disponiveis ainda € baseados em
estimativas. A mortalidade resultante dessa doenca é estimada em 10-20%, especialmente em
areas pobres sem assisténcia a servicos de salde. Desde o inicio da pandemia de HIV na década
de 1990, tem havido um aumento nos casos relatados de coinfec¢do Leishmania-HIV em areas
endémicas, pois 0 HIV aumenta a suscetibilidade a infe¢do por LV. Os humanos sé&o o principal
reservatorio da leishmaniose visceral para L. donovani. A doenca € mais comum em vilas
agricolas, onde as casas geralmente possuem paredes de barro e piso de terra, e 0 gado é mantido
sob 0 mesmo teto ou a uma curta distancia, criando um nicho ecolégico favoravel para o vetor
(BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; STEVERDING, 2017).

O cédo-domeéstico (Canis lupus familiaris), na area ubana é o reservatorio primario de L.
infantum. A enzootia canina tem precedido a ocorréncia de casos humanos e a infecgdo em caes
tem sido mais prevalente do que no homem. No ambiente silvestre, 0s reservatorios sao o
graxaim-do-mato (Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris). No Brasil, foram
encontradas infectadas nas regides Nordeste, Sudeste e na Amazonica. Os marsupiais
didelfideos foram encontrados infectados no Brasil e na Colombia. (BRASIL, 2006). J& na
leishmaniose tegumentar,reservatorios silvestres ja foram registados como hospedeiros e

possiveis reservatérios naturais algumas espécies de roedores, marsupiais, edentados,
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quirdpteros, e canideos silvestres. S&o0 numerosos os registros de infeccdo em animais
domésticos como cées e gatos. LT nesses animais pode apresentar-se como uma doenca cronica
com manifestacbes semelhantes as da doenca humana, ou seja, 0 parasitismo ocorre

preferencialmente em mucosas das vias aerodigestivas superiores (BRASIL, 2017).

2.3 ManifestacGes clinicas

A leishmaniose apresenta formas clinicas diferentes, onde o resultado de cada
manifestacdo € determinado pela espécie do parasita infectante, pela suscetibilidade genética
do hospedeiro e pela dependéncia das caracteristicas da resposta imune mediada por células
(BRASIL, 2017; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). De forma geral, a leishmaniose se divide
em dois grandes grupos: a leishmaniose tegumentar (LT) e a leishmaniose viceral (LV).

A LT possui ampla distribui¢do mundial; no Brasil, a LT é uma doenca com diversidade
de agentes, de reservatorios e de vetores que apresenta diferentes padrdes de transmissao e um
conhecimento ainda limitado sobre alguns aspectos, o que a torna de dificil controle. Mesmo
com a diversidade de espécies de Leishmania envolvidas na LT, a manifestacdo clinica da
doenca depende ndo apenas da espécie envolvida, mas também do estado imunol6gico do
individuo infectado. A LT divide-se em leishmaniose cutanena localizada (LCL) , leishmaniose
cutanea disseminada (LCD) e mucocutanea (LMC). No meio do espectro, a LC representa a
manifestacdo clinica mais frequente (BRASIL, 2017). Nos paises da América Latina, em
especial, a LT é causada pelos complexos de espécies L. amazonensis, L. braziliensis, L.
guyanensis e L. mexicana (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2021) .

A leishmaniose tegumentar é a forma menos grave da doenca e é causada por varias
espécies, como Leishmania major, Leishmania tropica e Leishmania aethiopica no Velho
Mundo, enquanto a LC nas américas € causada por parasitas do complexo L. mexicana
(Leishmania mexicana, Leishmania amazonensis, Leishmania venezuelensis) ou o subgénero
Viannia (Leishmania braziliensis, Leishmania guyanensis e Leishmania panamensis) em varias
regides da Central e América do Sul. A doenca cutanea simples se apresenta como lesdes
ulcerativas ou nodulares singulares no local ou proximo ao local de exposigéo do inseto. Eles
geralmente sdo encontrados em &reas descobertas do corpo, como rosto, antebracos e pernas, e
evoluem ao longo de semanas a meses (AKHOUNDI et al., 2016; MCGWIRE; SATOSKAR,
2014).

Na LCD, como a causada por L. amazonensis, caracterizada por lesdes nodulares de

tamanho varidvel surgem frequentemente em varios locais, distantes do local de inicio da
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exposicdo do inseto. Lesdes cutaneas simples sdo geralmente autocurdveis, mas em alguns
casos, como as causadas por L. panamensis e L. braziliensis, podem progredir para envolver
tecido mucocutaneo (LMC). A LMC pode se manifestar de meses a anos apos a resolucdo das
lesbes primarias. Muitas vezes, € uma infeccdo terrivelmente desfigurante, resultante da
destruicdo local crénica de tecido do nariz, boca, oro e nasofaringe e palpebras, e pode progredir
para afetar a fungdo respiratoria e prejudicar a nutricdo. Ela é encontrada em paises da América
do Sul, sendo a maioria das doencas encontrada no Brasil, Peru e Bolivia (AKHOUNDI et al.,
2016; MCGWIRE; SATOSKAR, 2014).

A forma mais grave das leishmanioses é a leishmaniose visceral, causada pelas espécies
de L. donovani, presente na Asia e Africa, e L. infantum na Bacia do Mediterraneo, Oriente
Médio, Asia Central, América do Sul e América Central. Possui como principal reservatorio o
cdo. A leishmaniose visceral também € conhecida como kala-azar (que significa febre negra em
hindi) e afeta o figado e o baco (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2021; BURZA; CROFT;
BOELAERT, 2018; VAN GRIENSVEN; DIRO, 2019) .

Como caracteristicas clinicas dessa doenca sdo o baco e figado aumentados
(hepatoesplenomegalia), perda de peso, febre irregular persistente, podendo atingir o sistema
reticuloendotelial, sendo inevitavelmente fatal, se ndo tratada. Pancitopenia,
hipergamaglobulinemia e perda de peso sdo comuns, principalmente em pacientes que se
tratados tardiamente. O inicio da leishmaniose visceral pode ser agudo ou insidioso, e o periodo
de incubacao € de 2 semanas a 8 meses. Sem tratamento, a doenca costuma ser fatal em 2 anos,
como resultado de infeccdo bacteriana secundaria ou anemia grave, sendo ainda mais agravante
em individuos imunossuprimidos. A coinfecgdo entre leishmaniose visceral e HIV é um dos
maiores desafios para o controle dessa doenca. HIV e Leishmania compartilham um mesmo
mecanismo imunopatolégico envolvendo macréfagos e células dendriticas, resultando na
progressao acelerada de ambas as doengas devido ao aumento da replicacdo do patdgeno
(BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; VAN GRIENSVEN; DIRO, 2019).

Leishmaniose dérmica pds-calazar é uma manifestacdo cutanea que pode ocorrer apos
o tratamento da leishmaniose visceral por L donovani. A fisiopatologia da leishmaniose dérmica
poOs-calazar esta ligada a resposta imune contra parasitas dérmicos residuais, unidos a fatores
de risco e tratamento ineficaz. A leishmaniose dérmica pos-calazar ocorre em 5-10% dos casos
de leishmaniose visceral na Asia, desenvolvendo-se 2—3 anos ap6s o tratamento, ao passo que
é observada em até 50% dos casos na Africa oriental, geralmente dentro de 1 ano de tratamento
(ZIJLSTRA, 2016). Contudo as diferentes espécies de Leishmania sejam morfologicamente

muito semelhantes, a leishmaniose cutanea e a leishmaniose visceral, se manifesta de formas
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diferentes dependendo dos tipos de células fagociticas que sdo invadidas. Na LC, os parasitas
infectam macréfagos residentes na pele. Quando a célula hospedeira esté cheia de parasitas, ha
a lise celular e as amastigotas liberadas infectam macrofagos vizinhos. Na LV, entretanto, as
amastigotas liberadas sao disseminadas pela circulacdo sanguinea e infectam células do sistema
fagocitario mononuclear (sistema reticuloendotelial) do figado, baco, medula 6ssea, linfonodos
e intestino (STEVERDING, 2017)

Figura 7. Formas clinicas da leishmaniose.

Legenda: (A) LCL, Lesédo cutanea localizada em estagio inicial, com caracteristica de placa infiltrativa (observar
a auséncia de ulceracdo nesta fase); (B) LCL, Lesdo ulcerada franca, Unica, arredondada, com bordas elevadas,
infiltradas e fundo granuloso; (C) LCD, LT — Forma cutanea disseminada, com acometimento facial, apresentando
multiplas lesdes ulceradas com envolvimento de pélpebra; (D) LCL,apresentando multiplas lesdes pequenas e
ulceradas nas costas; (E) LMC- Forma mucosa tardia —Edema nasal com &reas de ulceracdo — crostas no local e
edema no labio superior; (F) LCM- Forma mucosa tardia — Les&o ulcerada do palato mole, com bordas infiltradas
recoberta por exsudato; (H) LV no periodo final, caracterizada pela febre continua,desnutricdo (cabelos
guebradicos, cilios alongados e pele seca), edema dosmembros inferiores que pode evoluir para anasarca.
Fonte:BRASIL (2017).

2.5 Diagnostico da leishmaniose

Ensaios soroldgicos estdo disponiveis, incluindo teste de aglutinacdo direta, ELISA,
imunofluorescéncia e western blot. Essas técnicas de deteccdo de anticorpos compartilham uma
alta sensibilidade para doenca visceral aguda, mas ndo séo estritamente especificas para este
estagio da doenca. Os anticorpos diminuem lentamente ap0s a cura e também estdo presentes
em um grande numero de individuos infectados assintomaticos; portanto, os resultados
soroldgicos devem ser interpretados no contexto da histéria clinica. Os exames soroldgicos,
Imunofluorescéncia Indireta (IFI) e Ensaio Imunoenzima-tico (ELISA) sdo invariavelmente
reativos e a Intradermorreagéo de Montenegro (IDRM) negativa (BRASIL, 2014; BURZA,
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CROFT; BOELAERT, 2018; PACE, 2014).

Na leishmaniose tegumentar, as lesbes cutaneas causadas por Leishmania podem ser
confundidas com picadas de artropodes infectados, impetigo, infec¢bes dermatdéfitas, infeccdes
micobacterianas cutaneas, esporotricose (especialmente se houver linfadenopatia local) e em
adultos, doencas malignas da pele. O diagndstico clinico deve ser complementado por pesquisa
direta ou IDRM (Teste intradérmico Intradermoreacdo de Montenegro ou da Leishmania).
Tendo em vista o numero de doencas que faz diagndstico diferencial com a LT, nos casos
em que o diagnostico ndo for conclusivo pelos métodos anteriores, 0 paciente devera ser
investigado por outros métodos de diagnosticos. A leishmaniose cutdnea / PKDL (post-kala-
azar dermal leishmaniasis) pode ser diagnosticada clinicamente, mas em caso de dlvida, a
visualizacdo de amastigotas na microscopia de esfregacos de pele em fenda ou bidpsias €
confirmatoria. O ensaio de PCR pode diagnosticar em situagdes em que a carga parasitaria pode
ser baixa como na doenca cutanea em imunossuprimidos ou em infec¢cbes mucosas. Como 0s
anticorpos anti-Leishmania, que muitas vezes sdo positivos na doenca cutanea, o teste cutaneo
da Leishmanina, um marcador de hipersensibilidade do tipo retardado a Leishmania, ndo
diferencia a exposicdo passada de doenca ativa (BRASIL, 2014; PACE, 2014).

Na leishmaniose visceral, a esplenomegalia febril é uma caracteristica de véarias doencas
infecciosas, porém a suspeita clinica de leishmaniose visceral precisa ser confirmada. O
diagndstico classico é através da observacao microscopica do estagio do parasita amastigota em
amostras de tecido ou culturas. O aspirado de medula 6ssea e do baco geralmente mostram
presenca de formas amastigotas do parasita. A visualizacdo de amastigotas no esfregaco de
medula 6ssea é diagnéstica, mas tem uma sensibilidade de apenas 60-85%. Na forma
oligossintomatica, que apresenta poucos ou leves sintomas, a punc¢éo aspirativa de medula 6ssea
pode ou ndo mostrar a presenca da Leishmania, ndo sendo, a principio, indicada a sua rea-
lizacdo; a IDRM pode estar positiva e a sorologia €, invariavelmente, reagente. A sensibilidade
depende do tecido: acima de 90% no baco, 50-80% na medula 0ssea e ainda mais baixa nos
aspirados de linfonodo. As amostras de sangue tém baixa sensibilidade, exceto em pacientes
coinfetados com HIV, que apresentam uma parasitemia mais elevada. Os aspirados esplénicos
sdo considerados o padrdo ouro, mas o procedimento apresenta risco de hemorragia alto
(BRASIL, 2014; BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018; PACE, 2014) .
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2.6 Relagéo parasito x hospedeiro

As diversas manifestacdes clinicas da Leishmania séo resultado da interag&o entre o tipo
de espécie infectante e a resposta sistema imune do hospedeiro. Algumas espécies como a
Leishmania major, por exemplo, causam manifestacdes cutaneas, enquanto que a Leishmania
infantum resulta na leishmaniose viceral. Essa variabilidade é provavelmente secundéria a
diferengas genémicas adquiridas durante a evolugdo da Leishmania, tornando algumas espécies
mais adaptadas para atingir a pele e outras para invadir érgéos viscerais (PACE, 2014). A partir
da picada do fleb6tomo infectado, ocorre a inoculacdo de Leishmania junto de componentes da
saliva desse vetor que irdo desencadear uma resposta do hospedeiro ao agente infectante.
Mecanismos de resposta imune inata a principio é o ponto de partida da relacdo parasito e
hospedeiro durante infeccéo.

As manifestacdes clinicas da leishmaniose também sao influenciadas pela capacidade
do hospedeiro de construir uma resposta imune inata e adaptativa eficaz, uma interagéo
complexa e incompletamente elucidada que é amplamente determinada tanto por fatores
genéticos quanto adquiridos. A imunidade inata e adaptativa tém um papel crucial nesta
infeccdo. Uma imunidade inata € iniciada por mondcitos, macréfagos, neutrofilos, células
dendriticas, células natural Killer (NK), citocinas e proteinas do sistema complemento
(SCORZA et al., 2017).

Inicialmente durante a infeccdo, os parasitas sdo encontrados principalmente em
neutrofilos e posteriormente em macrofagos. As promastigotas de Leishmania sobrevivem nos
neutrofilos, mas ndo se diferenciam em amastigotas. Assim, a infeccdo de neutréfilos é
transitoria e ap0s a apoptose dos neutréfilos, os parasitas podem infectar outras células
fagociticas subsequentementes, como mondcito/macrofagos e células dendriticas. O macr6fago
¢ uma célula hospedeira importante para o estabelecimento da infeccdo e persisténcia do
parasita (PODINOVSKAIA; DESCOTEAUX, 2015).

Macrofagos e células dendriticas que fagocitam Leishmania ativam sua sinalizacéo via
TLR-9 e produzem interleucina IL-12, que estimula as células NK a produzir interferon-gama
(IFN-y). Na imunidade adaptativa, os linfoctios T CD4 + desempenham um papel critico no
controle da infeccdo por meio de uma interagdo com células apresentadoras de antigenos
expostas aos protozodarios de Leishmania que resultam na liberacdo de IFN-gama. O IFN-y é
uma citocina chave responsavel pela resposta Thl (linféticos T do tipo “t helper”), perfil pro-
inflamatdrio, e estimular macrofagos ativados a produzir ROS, reactive oxygen spicies (espécie
reativa de oxigénio), e dxido nitrico sintase (iNOS), que convertem arginina em oxido nitrico

resultando na morte intracelular de amastigotas. Condi¢des imunossupressoras adquiridas
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podem modular a expresséo da leishmaniose (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2021; PACE,
2014). A secrecdo de citocinas com perfil anti-inflamatério como interleucina-10 (I1L-10),
interleucina-4 (IL-4) e interleucina-13 (IL-13) e Fator de Crescimento Transformador (TGF-p)
esta relacionado a um mecanismo de resisténcia da Leishmania dentro dos macrofagos. Essas
citocinas reduzem a iNOS e levam a sobrevivéncia da Leishmania e sua proliferagdo dentro dos
macrofagos (HAMIDI et al., 2021; ATRI; GUERFALI; LAOUINI, 2018). Portanto, a
imunidade inata e adaptativa tém um papel crucial nesta infeccdo. A ativacdo da imunidade
celular é de suma importancia na compreesao dos mecanismos celulares de defesa ao parasito.
Compreender e identificar os fatores de risco pode ser importante para melhorar as estratégias

terapéuticas e no desenvolvimento de vacinas.

2.7 Tratamento da leishmaniose

O tratamento medicamentoso para leishmaniose disponivel no mercado € bastante
limitado, em que os farmacos antimoniais pentavalentes (SbV), o antimoniato de meglumina
(Glucantime®) e o estibogluconato de sddio (Pentostan®) tém sido considerados como farmacos
de primeira escolha para o tratamento (Figura 8). Os derivados SbV s6 foram indroduzidos a
partir da década de 40, contudo no Brasil a Unica formulacdo disponivel é o antimoniato
meglumina, que vem sendo distribuida pelo Ministério da Saude em ampolas, e estas devem
ser armazenadas em local fresco e ao abrigo da luz, para evitar problemas na estabilidade do
medicamento (BRASIL, 2014; DE SOUZA et al., 2020; PONTE-SUCRE et al., 2017).

Esses compostos SbV possuem uma janela terapéutica estreita e alta toxicidade. Seu uso
foi amplamente substituido na india, onde a resisténcia se tornou generalizada. No entanto, eles
ainda estdo em uso em outras regiées do mundo, incluindo América Latina e Africa Oriental
(PONTE-SUCRE et al., 2017a). Os efeitos adversos dos antimoniais s&o bem conhecidos:
toxicidade pancredtica, artralgia, mialgias, dores abdominais, diarreia, e aumento da diurese por
perda transitéria da capacidade de concentracdo urinaria, erupcdes na pele, hepatoxicidade
(pode ocorrer em até 50% dos pacientes tratados), disturbios cardioldgicos, anorexia, nausea e
vomito. Além disso, pacientes co-infectados com HIV/leishmaniose apresentam efeitos
colaterais pronunciados, altas taxas de falha, recaida e aumento da mortalidade durante a terapia
com Sbv  (COTA et al, 2013; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2015; TASLIMI;
ZAHEDIFARD; RAFATI, 2018).

A via de administragdo parenteral destes medicamentos implica na necessidade de
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profissional enfermeiro para realizacdo de tal procedimento. Preconiza-se que todos 0s
pacientes realizem o exame eletrocardiogréafico (ECG) uma vez por semana (total de 3 ECGs
por paciente) e uma cuidadosa ausculta cardiaca diaria durante todo o tratamento, com o
objetivo de detectar arritmias, 0 que exige a presenca de um médico, trazendo um impacto
orcamentario quando se trata do Sistema Unico de Satde no Brasil (CONITEC, 2018).

Apesar de ser o medicamento mais utilizado contra a leishmaniose, 0 mecanismo de
acao dos antimoniais ainda nao esta claro.Sugere-se que 0s Sbv se comportariam como um pro-
farmaco que sofre reducdo dentro da célula para a sua forma ativa de antimonial trivalente
(SblI), contendo um ion metalico com alta afinidade para ligantes com nitrogénio e sulfidrila.
Os mecanismos anti-Leishmania do Sblll provavelmente estdo relacionados a sua interacdo
com biomoléculas contendo sulfidrilas, incluindo tidis, peptideos, proteinas e enzimas
(FREZARD et al., 2013).

Figura 8. Estrutura do antimoniato de meglumina (A) e estibogluconato de sodio (B),

respectivamente
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Fonte: FREZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009.

A anfotericina B (AmB) tem sido utilizada para o tratamento da leishmaniose e é 0
farmaco de escolha em algumas partes do mundo. Descoberta em 1956, € um
anfifingicomacrolideopoliénico que se mostrou mais promissor contra a LV. Sua formulagéo
lipossomal, Ambisome, foi usada na india para superar o niimero crescente de casos de LV. A
AmB controla as infec¢des por Leishmania através de dois mecanismos distintos. A primeira
inclui a auto-oxidacgéo, levando a producéo de radicais livres. O segundo mecanismo requer
interagdo com o ergosterol presente na membrana de Leishmania, modificando a
permeabilidade da membrana celular, que consequentemente promove um influxo de ions no
parasita, tanto promastigotas quanto amastigotas, levando a morte celular (GOTO; LINDOSO,
2010; TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI, 2018).

Em casos de pacientes com qualquer grau de insuficiéncia renal, o farmaco de escolha
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é o desoxicolato de anfotericina B (Figura 9) ou sua formula lipossomal. Diante da auséncia de
estudos conclusivos sobre a teratogenicidade dos antimoniais no periodo gestacional, a
anfotericina B também é farmaco de escolha para tratamento da leishmaniose durante a gravidez
(WHO, 2021). Ainda assim, a Anfotericina B é altamente toxica, exigindo administracao
intravenosa, e é contraindicada em cardiopatas, hepatopatas e, especialmente, nefropatas. Os
efeitos adversos mais frequentes sdo febre, nduseas, vémitos, hipopotassemia e flebite no local
da infusdo (GOTO; LINDOSO, 2010).

Figura 9. Estrutura da Anfotericina B (AmB).
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Fonte: (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006).

A miltefosina constitui o Unico tratamento oral disponivel para tratamento da
leishmaniose, o que facilitaria 0 acesso e a adesdo ao tratamento da doenca, visto que o paciente
poderia ser tratado em sua propria residéncia e 0 medicamento poderia ser dispensado logo ap6s
o diagndstico. Porém, apresenta como critério de exclusdo a teratogenicidade. A miltefosina
(Figura 10) pode provocar danos ao feto, incluindo morte fetal em animais; portanto, ndo deve
ser utilizada por gestantes e na lactacdo. A miltefosina é um farmaco antineoplasico e sua
atividade anti-Leishmania foi identificada pela primeira vez na década de 1980. Este farmaco
elimina o parasita in vitro e in vivo, alterando as vias de sinalizagdo e a sintese da membrana
celular, levando a apoptose. Os efeitos adversos da miltefosina incluem alteracbes
gastrointestinais e, menos frequentemente, hepatotoxicidade (ROATT et al., 2020; SUNDAR,;
CHAKRAVARTY, 2015).
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Figura 10. Estrutura da Miltefosina.
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Fonte: NAGLE et al., 2014.

Este medicamento € comercializado em duas apresentacdes: 10 mg e 50 mg do farmaco
em capsulas. Atualmente, o medicamento ainda ndo possui registro na Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) , razdo pela qual, o Ministério da Saude (MS) a adquire via
excepcionalidade de importacdo intermediada pela Organizacdo Pan-Americana da Salde -
OPAS/OMS. A Comissao de Incorporacdo de Tecnologias do Ministério da Satde deliberou a
incorporacdo da miltefosina no SUS como umas das opcbes de primeira escolha para o
tratamento da Leishmaniose Tegumentar (CONITEC, 2018).

Além disso, foi relatado a combinacdo entre 0 AmBisome em baixa dosagem (30mg/kg)
e a Miltefosina (100mg/dia) para o tratamento da leishmaniose visceral em pacientes
coinfectados com HIV na Etiopia durante 28 dias. Os resultados foram promissores, a estratégia
de tratamento com o regime de combinacdo mostrou a maior eficacia documentada nos
pacientes tratados (DIRO et al., 2019).

Ja a paromomicina, é um antibi6tico aminoglicosideo que interfere na sintese de
proteinas e modifica a fluidez da membrana mitocondrial inibindo a respiragdo celular. Os
aminoglicosideos sdo eficazes contra varias espécies bacterianas e também estdo sendo usados
por via oral contra parasitas entéricos, como ameba, giardia e ténia. Esse farmaco tem sido
utilizado no tratamento tépico e sistémico para LC e de uso sistémico para LV em algumas
regides da India. A paromomicina foi licenciada pelo governo indiano para tratamento da LV,
no entanto, ela apresentou efic4cia limitada como monoterapia na Africa Oriental. Os efeitos
adversos da terapia sisttmica incluem dor e queimacdo no local da aplicacdo, baixa
hepatotoxicidade e ototoxicidade (ROATT et al., 2020; TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI,
2018).
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Figura 11. Estrutura da Paromomicina.
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Fonte: NAGLE et al., 2014.

Quanto a posologia dos tratamentos (Quadro 1), na leishmaniose tegumentar do Novo
Mundo, a maioria dos pacientes € tratada com SbV 20 mg/kg/dia por 20 dias (SUNDAR,;
CHAKRAVARTY, 2015). Na leishmaniose visceral, durante décadas foi tratada com
monoterapia com antimonial pentavalente, e o aumento da falta de resposta na india levou a
recomendacdes de dosagem aumentadas, por injecdo intramuscular ou infusdo intravenosa ao
longo de 28-30 dias. Os efeitos cardiotoxicos sao particularmente evidentes na coinfeccéo HIV-
leishmaniose visceral (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2021). Ja a miltefosina foi registrada pela
primeira vez para o tratamento da LV na India ap6s um ensaio clinico de fase 111, no qual a dose
de 50-100 mg/dia por 28 dias resultou em uma taxa de cura de 94% (ROATT et al., 2020)..

Outro farmaco utilizado na clinica é o Isotionato de pentamidina (Figura 12). Ele foi
sintetizado pela primeira vez no final da década de 1930 e inicialmente utilizado para o
tratamento da LV antes da década de 1950; e entdo, posteriormente no tratamento da forma
resistente da leishmaniose tegumentar no final da década de 1970. De acordo com a maioria
das diretrizes, ainda é a opgdo de primeira linha para L. guyanensis e L. panamensis. Além
disso, é recomendado pela OMS para LC difusa causada por L. aethiopica (PICCICA et al.,
2021). O isotianato de pentamidina é administrado por via intramuscular ou, de preferéncia, por
infusdo intravenosa. Seu mecanismo de acdo se ocorre pela inibicdo da sintese de DNA do
parasita, modificando a morfologia do cinetoplasto, que promove a fragmentagdo do sistema
mitocondrial, eliminando-o. Hipoglicemia e hiperglicemia s&o os principais efeitos adversos da
pentamidina, no qual limitam o seu uso (GOTO; LINDOSO, 2010; NEVES et al., 2011,
BHATTACHARYA et al, 2004; SUNDAR et al, 2006).
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Figura 12. Estrutura molecular da Pentamidina.
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Quadro 1. Estratégias convencionais para o tratamento da leishmaniose recomendadas pela
Organizacdo Mundial da Saude

Leishmaniose viceral
Leishmania spp. Abordagem terapéutica
L. donovani no subcontinente indiano Anfotericina B lipossomal: dose de 3-5
mg/kg  diariamente  por  infusdo
administrada durante um periodo de 3-5
dias (dose total de 15 mg/kg) ou 10 mg/kg
como dose Unica por infusédo
L. donovani na Africa Oriental Antimoniais  pentavalentes (20 mg
SbV/kg/dia por via intramuscular ou
intravenosa) + paromomicina (15 mg (11
mg base)/kg/dia por via intramuscular),
ambos por 17 dias
L. infantum: Bacia do Mediterraneo, | Antimoniais pentavalentes (20 mg
Oriente Médio, Asia Central, América do | SbV/kg/dia por via intramuscular ou
Sul intravenosa) por no maximo 30 dias, ndo
ocorrendo intervalos supe-
riores a 72 horas entre as doses.
Leishmaniose cutéanea*
Leishmania spp. Abordagem terapéutica
L. major, L. tropica, L. aethiopica Terapia local: pomada de paromomicina a
15%/cloreto de metilbenzetdnio a 12%
duas vezes ao dia por 20 dias ou
antimoniais intralesionais (1 a 5 ml por
sessdo) a cada 3 a 7 dias (1 a 5 sessdes)

Terapia sistémica: antimoniais
pentavalentes (como acima) por 10 a 20
dias

L. aethiopica Terapia sistémica: antimoniais

pentavalentes (como acima) por 10-20
dias + paromomicina (como acima) por 60
dias ou mais para tratar a leishmaniose
cutanea difusa

L. mexicana, L. guyanensis, L. | Terapialocal: pomada de paromomicinaa
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panamensis, L. braziliensis, L. | 15%/cloreto de metilbenzetdnio a 12%
amazonensis, L. peruviana, L. | duas vezes ao dia por 20 dias
Venezuelensis Terapia sistémica:

Antimoniato de meglumina: 15mg
SbV/kg/dia por 20 dias endovenosa ou
intramuscular

Anfotericina B lipossonal: dose total de
20mg a 40mg/kg (LCL) e 35-40mg/kg
(LCD)

Desoxicolato de anfotericina B: dose total
de 25mg a 40mg /kg

Fonte: (BRASIL, 2014; BRASIL, 2017; ROATT et al., 2020) adaptado.*A estratégia de tratamento mais utilizada
para LC. No entanto, o tratamento da LC varia de observacéo, localidade, terapia local ou sistémica, dependendo
da gravidade das lesdes, espécie etioldgica e seu potencial para evoluir para leishmaniose mucosa.

2.8 Resisténcia a farmacos e o incentivo a Pesquisa e Desenvolvimento (P&D) e o

desenho racional de farmacos para leishmaniose

E notério que nas ultimas décadas a resisténcia a medicamentos tem apresentado sérios
desafios em seu uso para o tratamento da leishmaniose. Em geral, a resisténcia € definida como
um declinio na eficacia de um farmaco contra uma populacdo de microrganismos previamente
susceptiveis a esse composto. Esta definicdo pressupde que a susceptibilidade original da
populacdo é conhecida, o que nem sempre é o caso da Leishmania (PONTE-SUCRE;
2003).Grande parte dos pacientes com LV no subcontinente indiano ja apresentaram resisténcia
aos antimoniais, o que levou a proibicdo desses farmacos em Bihar, india . (BARRETT et al.,
2019; TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI, 2018).

Além da resisténcia, a toxicidade hepatica e renal geram consequencias na satde desses
pacientes ao longo da vida. Seis décadas de uso de antimoniais proporcionaram ao parasita
tempo suficiente para desenvolver mecanismos de resisténcia, incluindo prevencédo da ativagdo
desses farmacos, diminuicéo da absorcao no parasita, aumento do efluxo do farmaco e alta carga
de tiois nos macrofagos, o que aumenta o estresse oxidativo na célula hospedeira. (BARRETT
etal., 2019; TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI, 2018).

As propriedades farmacocinéticas de um farmaco também podem determinar a sua
eficacia, pois os locais de infeccdo na leishmaniose englobam os érgédos viscerais (medula
0ssea, figado e baco), a pele ou a mucosa nasal. Os estudos a respeito do metabolismo desses
farmacos séo limitados. Estudos experimentais sugerem que a propria infec¢do na LV pode
alterar o metabolismo do farmaco ao diminuir os niveis de citocromo P450 no tecido hepatico,
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por exemplo (COOMBS et al., 1990; SAMANTA et al., 2003).

A falha no tratamento e a resisténcia a farmacos diz respeito a fatores do hospedeiro (na
interacdo imune-resposta do farmaco no hospedeiro ou estado nutricional), do parasita (por
exemplo, se 0 parasita reside ou ndo em tecidos ndo acessiveis aos farmacos) e ao meio
ambiente influenciando os resultados do tratamento (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006;
PONTE-SUCRE et al., 2017b). Ademais, as diferencas entre individuos estdo presentes na
maioria dos farmacos, e respostas estratificadas sdo claramente observadas para as
leishmanioses. Exemplos incluem a comparacao de criangas versus adultos ou homens versus
mulheres (DORLO et al., 2012, 2014; OSTYN et al., 2014).

N&o obstante, a resisténcia aos farmacos utilizados é um determinante fundamental do
resultado do tratamento, e entender os mecanismos pelos quais 0s parasitas se tornam resistentes
aos medicamentos é essencial (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006; PONTE-SUCRE et al.,
2017).

Tem sido relatado que os parasitas de Leishmania resistentes aos Antimoniais (Sblll)
possuem algumas vias de mecanismos de resisténcia como: diminuicdo da absorcdo do farmaco
por regulacdo negativa dos transportadores aquaporina (AQP1); no seu mecanismo de acdo, 0
antimonio pentavalente (SbV) deve ser reduzido a sua forma trivalente (Sblll) para a atividade.
Parte dessa reducdo ocorre dentro do macrdéfago hospedeiro, e o Sblll resultante entra através
do transportador de membrana AQP1. A superexpressdo de AQP1 torna os parasitas
hipersensiveis a Sblll, enquanto a delecdo do gene os torna resistentes, e niveis reduzidos de
expressdao de AQP1 também estdo relacionados a resisténcia (MANDAL et al., 2010;
MARQUIS et al., 2005).

Outro mecanismo que acontece a inibi¢do da acdo dos antimoniais através da formacéao
de um complexo tiol-Sblll, sequestrando conjugados tiol-metal em vesiculas intracelulares,
inativando-0. Ademais, permitindo a acdo da tripanotiona, uma importante molécula envolvida
na resposta antioxidante; o aumento do efluxo dos Sblll pela superexpressao de transportadores
ABC que transportam o complexo tiol-Sblll em direcdo as vesiculas que sdo secretadas via
exocitose. A superexpressdo de transportadores ABC confere resisténcia antimonial tanto em
amastigotas quanto em promastigotas, sequestrando conjugados tiol-metal em vesiculas
intracelulares. Por fim, a remodelagdo do metabolismo lipidico, que tem sido documentado em
parasitas resistentes a Sblll, provavelmente para otimizar o metabolismo energético e modificar
a composicdo da membrana celular (BASU et al., 2008; BERG et al., 2013; GUTIERREZ
GUARNIZO et al.,, 2021; JEDDI; PIARROUX; MARY, 2011; KARAMYSHEVA,
GUARNIZO; KARAMYSHEYV, 2020)
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Ademais, Gutierrez e colaboradores (2021) relataram que parasitas resistentes e
sensiveis a Sblll mostraram mudancas significativas na composi¢do de metabolitos, como
prolina e lactato, o que sugere-se que o desenvolvimento de resisténcia ao Sblll envolve uma
resposta otimizada ao estresse osmético/oxidativo induzido pelo farmaco, bem como um
rearranjo do metabolismo celular necesséria para manter a resposta antioxidante ativa.
(GUTIERREZ GUARNIZO et al., 2021)

Quanto a paromomicina, tem-se um alcance de acao relativamente restrito a espéecies de
Leishmania, e em relacdo a resisténcia no campo nao é clara, embora isolados resistentes
derivados de laboratério tenham sido criados (PONTE-SUCRE et al., 2017). J& € relatado os
primeiros casos de falha no tratamento com a Anfotericina B na india, e em caso de coinfecgdes
HIV-Leishmania (MORIZOT etal., 2016; PONTE-SUCRE et al., 2017; PURKAIT et al., 2012;
SRIVASTAVA et al., 2011). Também em estudos de laboratdrio, ja foi possivel selecionar a
resisténcia Anfotericina B em varias espécies de Leishmania, e as formas promastigota e
amastigota do parasita resistente ao Anfotericina B foram selecionadas (PURKAIT et al., 2012).

Os mecanismos moleculares que causam resisténcia aos antileishmaniacos, o uso
adequado dos medicamentos adicionais disponiveis, bem como a necessidade urgente de
consolidar estratégias de monitoramento da eficacia dos medicamentos, vigilancia
epidemioldgica e politicas locais (PONTE-SUCRE et al., 2017). O acesso a medicamentos para
o tratamento das leishmanioses é um desafio para os paises subdesenvolvidos que tém o maior
nimero de casos. Embora esfor¢os tenham sido feitos pela OMS, organizacbes ndo-
governamentais e industrias para melhorar o acesso a medicamentos, o problema do acesso a
medicamentos persiste (WHO, 2021). No contexto dos sistemas de salde enfraquecidos em
muitos destes paises, varios fatores contribuem para a falta de acesso a medicamentos, dentre
0S quais:

e Os medicamentos sdo relativamente caros e, portanto, muitas vezes inacessiveis;

e Os protocolos nacionais de tratamento geralmente ndo refletem nos desenvolvimentos
mais recentes, e poucos ou nenhum destes tratamentos estdo incluidos na lista de
medicamentos essenciais nacionais;

e Medicamentos para 0s quais 0s pregos preferenciais foram negociados para paises de
baixa renda nem sempre sdo registrados pelas empresas desses paises, pois ndo ha
mercado lucrativo.

e O fornecimento de medicamentos ndo € continuo. A maioria dos medicamentos para a
leishmaniose é produzida por apenas um unico fabricante. Além de problemas com a

qualidade, baixa capacidade de produgdo e falta de uma previsdo adequada de
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necessidades (resultando em longos prazos de entrega de encomendas) causam
regularmente rupturas de estoque em paises endémicos. N&o ha estoques centrais que
possam ser acessados nesses casos, e ndo ha plataforma para indicar as necessidades de
drogas. Sendo assim um grande desafio na estimativa da quantidade necessaria

globalmente e no planejamento adequado da produgéo de drogas.

A iniciativa Medicamentos para Doencas Negligenciadas, (DNDi sigla em inglés de Drugs
for Neglected Diseases initiative) € uma organizacdo sem fins lucrativos de Pesquisa e
desenvolvimento (P&D) orientada pelas necessidades dos pacientes, que desenvolve
tratamentos seguros, eficazes e acessiveis para milhdes de pessoas em situacdo vulneravel que
sdo afetados por doencas negligenciadas.

No Brasil, a Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), por exemplo, integra no grupo DNDi e
atua como observador permanente da iniciativa com uma equipe local permanente e diversos
consultores (iDND, 2021). O principal objetivo é investigar sobre as condi¢Oes e necessidades
dos pacientes, estabelecer parcerias, implementar projetos e promover treinamento e
capacitacdo de recursos humanos, para conduzir atividades pré-clinicas e clinicas de Pesquisa
e Desenvolvimento na regido visando melhores e novos tratamentos para os pacientes de
doencas negligenciadas nos paises da América Latina que concentram os esforgcos até o
momento. Além disso, as Parcerias para 0 Desenvolvimento Produtivo (PDP) estratégico do
pais busca estimular o desenvolvimento da rede de producdo publica no Pais e do seu papel
estratégico para o SUS, e reduz a dependéncia frente a produtos importados.

A descoberta e o0 desenvolvimento de medicamentos evoluiram para um campo cientifico
interdisciplinar, que funciona para integrar diversas disciplinas, como biologia, quimica,
modelagem matematica, farmacocinética e ciéncias da computacdo, em uma tentativa de
fornecer medicamentos novos e mais eficazes (ZULFIQAR; SHELPER; AVERY, 2017).
Retoma-se entdo a importancia no desenvolvimento e na descoberta de novos candidatos a
farmacos para o tratamento da leishmaniose, eles devem ser eficazes, baratos, ndo teratogénicos
e ndo apresentar efeitos colaterais adversos (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2021), que
proporcionem ao Ministério da Saude a reducdo de gastos, e 0 acesso a populacdo de forma

mais efetiva.

2.9 Guanidina e seus derivados

As guanidinas sdo frequentemente usadas como base para a sintese de compostos
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organicos. Compostos organicos que contém o grupo guanidina em sua estrutura podem ser
encontrados na natureza, como por exemplo no aminoécido arginina, bem como em muitos
alcaloides naturais. Nas Ultimas décadas, o interesse em moléculas sintéticas e farmacos com
grupamentos de guanidina aumentou exponencialmente (KIM; SEMENYA; CASTAGNOLO,
2021b).

Do mesmo modo, as guanidinas tém sido exploradas no desenvolvimento de novos
farmacos para o tratamento de vérias doencas infecciosas e ndo infecciosas devido as suas
caracteristicas estruturais e moleculares. Caracteristicas essas como a capacidade de realizar
ligaces de hidrogénio e de protonar em pH fisioldgico no contexto de interagdo com alvos
bioldgicos. Portanto, ndo é surpreendente que o grupo funcional guanidina encontre ampla
aplicacdo na quimica medicinal e que as moléculas contendo guanidina sejam amplamente
utilizadas. Agentes antimicrobianos, como os antibi6ticos estreptomicina, trimetoprima e
clorexidina ou o antimalarico proguanil, contém um grupo guanidina, e mirtapazina, farmaco
antidepressimo derivado de guanidina (KIM; SEMENYA; CASTAGNOLO, 2021b;
MUGURUZA et al., 2013; MUTTATHUKATTIL et al., 2019).

A presenca de uma carga positiva, por exemplo, pode favorecer a ligacdo desses
derivados de guanidina a alvos especificos ou levar a ruptura das membranas celulares em geral
e da parede celular, em bactéricas, por meio forte interacdo eletrostéatica entre suas cargas
positivas e o envelope eletronegativo das bactérias. Essa ligacdo imediata aos componentes da
membrana citoplasmatica ou da parede celular leva a perda das biofuncGes dos fosfolipidios ou
a ruptura da membrana e, eventualmente, a morte celular (PASERO et al., 2018).

Os derivados de guanidina tem mostrado potencial atividade para patdgenos como
bactérias, atuando como potenciais moduladores da resisténcia a antibiéticos no tratamento de
infeccdes resistentes por Staphylococus aureus (DANTAS et al., 2018), atividade antifingica
(BAUGH et al., 2021; MANETTI et al., 2009), atividade antimalarica (LIU et al., 2011) e
atividade antiparasitaria in vitro contra Leishmania (L.) infantum e Trypanosoma cruzi
(MARTINS et al., 2016).

Os compostos de guanidina investigados no presente estudo sdo compostos promissores
para o tratamento da leishmaniose, pois ja demonstraram potencial atividade in vitro e in vivo
em camundongos BALB/c infectados com L. amazonensis (DO ESPIRITO SANTO et al.,
2019). Quanto a sintese das guanidinas tri-substituidas, elas sdo produto da jungdo entre

tioureias com benzilaminas, formando os compostos da série LQOFG estudados.

2.10 Selenoglicolicamidas e seus derivados
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O elemento selénio (Se), foi descoberto em 1818 e é um oligoelemento essencial para
0 corpo realizar fungbes como crescimento, metabolismo e equilibrio hormonal. No final da
década de 1970 devido as descobertas de diversas enzimas que continham esse elemento em
suas estruturas, suas atividades foram sendo relatadas, principalmente em enzimas
antioxidantes. O selénio é conhecido principalmente por seu efeito antioxidante; pode servir
como antioxidante para remediar doencas relevantes ao estresse oxidativo. A partir dai, cresceu
0 interesse pela pesquisa de compostos contendo selénio, com potencial atividade biologica
(BAQUEDANDO, et al., 2016; DE SOUSA LUIS et al., 2019).

O selénio existe no corpo humano na forma de selenoproteinas, que podem ser derivadas
do selénio organico ou inorganico ingerido. O selénio organico (principalmente
selenometionina) e o selénio iénico (por exemplo, selenito e selenato) sdo altamente
biodisponiveis, mas o selénio elementar é dificil de absorver pelo trato gastrointestinal, a menos
que seja nanodimensionado. Atualmente, esse composto ndo é apenas utilizado como
suplemento nutricional para prevencdo e tratamento de doencas, mas também aplicado para
liberacdo de drogas na forma de nanoparticulas para potencializar os agentes terapéuticos
veiculados (GUAN et al., 2018).

Esse elemento estd presente em enzimas, em especial na Glutationa peroxidase (GPx)
que esta envolvida na degradacdo de hidroperoxidos de fosfolipidios nas biomembranas de
células de mamiferos e, consequentemente, protegendo as membranas celulares da peroxidacéo
lipidica (NOGUEIRA; BARBOSA; ROCHA, 2021). Os compostos organosselénio estdo
emergindo como uma nova classe de antioxidantes, atuando como imitadores da glutationa
peroxidase (SINGH; KUNWAR, 2021). Estudos mostraram que o selénio, sozinho ou em
combinagdo com outros antioxidantes, pode ter efeitos antitumorais, prevenindo a angiogénese
e metastase em cancer de mama, prostata, colorretal, melanoma, figado e pulméo, por exemplo
(DE QUEIROZ et al., 2020).

A evidéncia de que compostos com comprovada atividade antiproliferativa contra o
cancer foram escolhidas para testes como agentes leishmanicidas e demonstraram exibir efeitos
potentes e seletivos contra algumas espécies de Leishmania (MARTIN-MONTES et al., 2017).
A atividade anti- Leishmania de compostos de selénio ja foi relatada na literadura
(BAQUEDANO et al., 2016; MARTIN-MONTES et al., 2017; MORENO et al., 2011)

Uma série do grupo de compostos deste estudo em questdo, duas séries de selenetos
derivados de cloretos de N-fenilacetamidas e 7-cloro-quinolina, j& apresentou atividade anti-

Leishmania em questdo para as espécies Leishmania amazonensis e Leishmania donovani.
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(HUANG et al., 2021).

2.11 Acridina e seus derivados

A acridina é um tipo de composto aromatico policiclico com estrutura m-conjugada.
Possui um anico anel planar, heterociclico contendo nitrogénio, sendo trés anéis aromaticos
com um deles heteroaromatico (figura 13), e também podem ser chamados de
dibenzo[b,e]piridina, benzo[b] quinolina, 2,3,5,6-dibenzo-piridina ou 10-azaantraceno (GAO
etal., 2015; SANCHEZ, 2006; SCHMIDT; LIU, 2015; ZHANG et al., 2014).

A acridina e seus derivados foram utilizados primeiramente como corante até o final do
século XIX, porém foi a partir da Primeira Guerra Mundial, que suas propriedades
farmacoldgicas foram avaliadas. Devido a essas propriedades moleculares, esses compostos
atrairam o interesse de quimicos medicinais em todo o mundo. Derivados de acridina e acridona
também foram relatados para atuar em diferentes tipos de alvos moleculares terapeuticamente
comprovados em células tumorais. Atualmente, mais e mais derivados de acridina vem sendo
desenvolvidos como farmacos quimioterapicos (CHARMANTRAY et al., 2001; GAO et al.,
2015;YADAV et al., 2022).

Figura 13. Estrutura quimica da acridina e suas atividades bioldgicas.

Bactericida Antitumoral
3 9 1
7 N 2
6 = 3
N
5 4
Antiparasitario Intercalador de
DNA

Fonte: SCHMIDT; LIU, 2015.

Os compostos acridinicos compartilham a propriedade comum da intercalacdo de DNA.
Isto ocorre devido a presenca do grupo cromoforo que dé a estas moléculas uma estrutura planar
que lhes permite ligarem-se ao DNA por empilhamento entre pares de bases. Esta capacidade
de intercalacdo confere as moléculas uma alta afinidade ao DNA, que geralmente é considerado
como o alvo biolégico para agentes anticancer. A capacidade de causar um grande nimero de
rupturas no DNA estimula processos metabdlicos como recombinacdo e mutacdo, que
desencadeia a morte celular (Apoptose) (CHARMANTRAY et al., 2001; LANG et al.,2013;
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OLSZEWSKA et al., 2014; ZHAO et al, 2013). Ademais tem sido relatado a capacidade de
YADAV et al., 2022)

A modificacdo quimica das acridinas, tais como a introducédo de substituintes ou anéis
heterociclicos confere aos derivados acridinicos sintetizados a capacidade de intercalar o DNA,
e além de interferir em vérios processos metabolicos em procariotas e eucariotas, podendo
exercer uma poderosa toxicidade a parasitas como Plasmodium, Trypanosoma e Leishmania,
também proporcionando uma melhor relacdo estrutura-atividade com o receptor molecular
desejado (ALMEIDA et al, 2015; BARROS et al., 2012; CHAUHAN et al., 2013; GAO et al,
2015; PATEL et al., 2010).

Devido ao exposto, a busca por novos farmacos, sua avaliacdo bioldgica contra as
formas promastigotas e amastigotas de Leishmania infantum; citotoxicidade sobre células de
mamiferos e possiveis mecanismos de agdo, se tornam importantes para a pesquisa de novas
biomoléculas, que possibiltem o avanco na busca de atividade anti-Leishmania e menores
efeitos colaterais.. Assim, os resultados deste trabalho poderdo nortear a ampliacdo de
conhecimentos e potencial para o desenvolvimento de novos bioprodutos que possam

beneficiar diretamente a area das doencas causadas por Leishmania.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral:

Investigar a atividade bioldgica dos compostos sintéticos derivados de acridina,
guanidina e selenoglicolicamidas sobre as formas de Leishmania (L). infantum.

3.2 Objetivos especificos:

e Auvaliar a atividade anti-Leishmania dos compostos sintéticos derivados de guanidina e
selenoglicolicamidas sobre as formas promastigotas de L. infantum;

e Avaliar a atividade anti-Leishmania dos compostos sintéticos derivados de guanidina e

selenoglicolicamidas sobre as formas amastigotas axénicas de L. infantum;

e Analisar se compostos sintéticos derivados de guanidina e selenoglicolicamidas

induzem morte por apoptose/necrose em formas promastigotas de L. infantum;

e Analisar se compostos sintéticos derivados de guanidina e selenoglicolicamidas

induzem morte por apoptose/necrose em formas amastigotas de L. infantum;

¢ Investigar o efeito citotoxico dos compostos sintéticos derivados de acridina, guanidina
e selenoglicolicamidas sobre as células mononucleares de sangue periférico de

individuos saudaveis e sobre os eritrdcitos humanos;

e Determinar o indice de seletividade dos compostos sintéticos derivados de acridina,

guanidina e selenoglicolicamidas;

e Auvaliar a indugdo da sintese de Oxido nitrico pelo compostos mais promissor sob

monacitos infectados por Leishmania infantum.
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4 METODOS

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

4.2 Parasitos e manutencdo das culturas in vitro

A cepa de referéncia Leishmania (Leishmania) infantum [IOC/LO579(
MHOM/BR/1974/PP75)], foi obtida da Colecdo de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz
(CLIOC), localizada no Rio de Janeiro — RJ. A espécie de Leishmania foi enviada com o
certificado de autenticacdo (ANEXO A) para o Laboratério de Imunologia de Doengas
Infecciosas da Universidade Federal da Paraiba.

As formas promastigotas da Leishmania infantum foram mantidas in vitro em meio
NNN (cultivo de Trypanosomatideos), preparado a partir do agar base para agar sangue (Blood
agar base- Acumedia- cat. 7266a) (ZELEDON, 1996), 4gua destilada e sangue humano
heparinizado; juntamente ao meio Schneider com pH 7 (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA),
suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB — Cultilab, Sdo Paulo, BRA), 1% de
antibidtico (penicilina 200 U/mL e estreptomicina 0.1 mg/mL - Gibco, BR) e 1-2% de urina
masculina humana, denominado neste trabalho de meio Schneider suplementado. As culturas
foram mantidas a uma temperatura de 26 + 1 °C em estufa de demanda bioldgica de oxigénio
(DBO) e repicadas semanalmente, em meio Schneider suplementado, ndo ultrapassando vinte
repiques, para manutencao das culturas. Todos os meios preparados foram realizados teste de
esterelidade por no minimo 24 horas antes do uso.

As culturas de formas promastigotas em inicio de fase estacionaria, de 4 a 6 dias, foram
criopreservadas em 12% de glicerol estéril (Amresco, Ohio, EUA) sob agitagdo constante por
15 minutos e entdo armazenadas em freezer a -80 °C para futuras utilizagdes. Com a mesma
finalidade, as formas promastigotas também foram criopreservadas em 7,5% de
dimetilsulfoxido (DMSO) (Mallinckrodt Chemicals, St. Louis, EUA), suplementado com 20%
de soro fetal bovino (SFB — Cultilab, S&o Paulo, BRA) e 70% do meio de cultura Roswell Park
Memorial Institute 1640 (RPMI-1640) (Cultilab, Sdo Paulo, Brazil), sendo armazenadas em

freezer a -80 °C. De acordo com a necessidade, as culturas foram descongeladas a temperatura
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ambiente e aliquotas de 500 pL foram colocadas em 5 mL de meio Schneider suplementado e
mantidas em estufa de DBO a 26 + 1°C.

4.3 Obtencao das formas amastigotas axénicas

As formas promatigotas de L. infantum foram diferenciadas em formas amastigotas
axénicas conforme o protocolo de (DEBRABANT et al., 2004). As formas promastigotas de L.
infantum foram cultivadas até atingirem a fase estacionaria em meio Schneider suplementado
durante 5 dias, a 26 + 1 °C. Apo6s esse periodo, as culturas foram centrifugadas durante 10
minutos a 112 x g, 25 °C, lavadas em PBS 1X (PBS — NaCl 145 mM, NaoHPO4 9 mM, NaxHPO4
1 mM, pH 7,4), desprezado o sobrenadante, e ressuspendidas em meio Schneider suplementado,
pH 5.5, suplementado com 20% de SFB e 1% de antibidtico (penicilina 200 U/mL e
estreptomicina 0.1 mg/mL). Com o objetivo de otimizar os ensaios in vitro, a forma amastigota
axénica ou amastigota-like representa a forma intracelular desse parasito sendo obtido por
transformacédo em laboratorio, por diferencas de temperatura e/ou pH do meio de cultura, sem
a necessidade de infeccdo em animal para a extracéo dessas formas amastigota. Partindo desse
ponto, as células foram entdo incubadas a 37 °C em estufa DBO por 24 horas para diferenciacao
em formas amastigotas. A morfologia caracteristica de amastigota foi analisada sob
microscopia Optica antes de cada experimento.

4.4 Farmaco de referéncia

A anfotericina B (Anforicin B® — Cristalia, Sdo Paulo, Brazil), que € um medicamento
prescrito para o tratamento da leishmaniose, foi utilizada no presente estudo como medicamento
anti-Leishmania de referéncia. Uma solucdo estoque de Anfotericina B, apresentada da forma
de po liofilizado, foi preparada na concentracdo de 10 mg/mL solubilizada em DMSO como
solugdo-estoque. A seguir, esta solucdo foi diluida com o meio de cultura apropriado até a
concentragdo necessaria para os testes, ndo ultrapassando a concentragdo final maxima de 0,5%

de DMSO nas solucGes teste.

4.5 Derivados de guanidina estudados

Quatorze compostos de guanidina foram sintetizados no LABORATORIO DE
QUIMICA ORGANICA FINA (LQOF), sob responsabilidade do Prof. Dr. Eduardo Rene Pérez
Gonzalez no Departamento de Quimica e Biologia, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia,
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Universidade Estadual Paulista — UNESP. Sendo destes 14 compostos sintéticos (tabela 1),
dentre estes, 3 j& publicados a sua sintese de acordo com o protocolo descrito por Espirito Santo
e colaboradores (2019) (LQOFG-G2, LGOFG-6 e LGOFG-7) descritos na figura 14, onde 0s
demais compostos estudados estdo sob sigilo de pesquisa.

Todos os compostos foram diluidos em dimetilsulféxido (DMSO) para obter solucoes
estoque (20 mg/mL). Para obter as concentrages finais dos farmacos nos ensaios, as solugdes-
estoque foram diluidas a partir da solucéo-estoque apropriada e diluida nos meios de cultura
apropriados até atingir as concentracdes finais desejadas, ndo ultrapassando a concentracao de
0,5% de DMSO.

Figura 14. Estrutura molecular dos derivados de guanidina.

X
NH
Legenda: (Z) N-((benzilamino) ((4 bromofenil)amino)metileno)benzamida (LQOFG-2). (Z) N-((benzilamino)

((4-(terc-butil)fenil)amino)metileno)benzamida (LQOFG-6). (2) N-((benzilamino) ((4-
iodofenil)amino)metileno)benzamida (LQOFG-7). Fonte: (DO ESPIRITO SANTO et al., 2019)

LQOFG-2. X=Br
LQOFG-6. X=t-bu

o HN
N LQOFG-7. X=1

.

Tabela 1. Série de compostos derivados de guanidina estudados

Compostos (cddigo) Massa molecular (g/mol)

LQOFT-1 335.98 g/mol
LQOFT-2 411.89 g/mol
LQOFT-3 257.06 g/mol
LQOFG-29 465.14 g/mol
LQOFG-30 484.97 g/mol
LQOFG-31 457.11 g/mol
LQOFG-32 474.99 g/mol
LQOF-G33 394.04 g/mol
LQOFS-7 447.16 g/mol
LQOFS-8 482.19 g/mol
LQOFS-9 329.14 g/mol
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LQOFG-2 408.07 g/mol
LQOFG-6 386.22 g/mol
LQOFG-7 456.05 g/mol

4.6 Derivados de selenoglicolicamidas estudados

As amostras dos compostos sintéticos foram sintetizadas e cedidas pelo Laboratério de
Pesquisa em Bioenergia e Sintese Organica, coordenado pelo professor Prof. Dr. Petronio
Filgueiras Athayde Filho, da Universidade Federal da Paraiba.

Foram utilizados inicialmente 9 compostos, 0s quais apresentam solubilidade em
DMSO, a 25 °C e 1 atm. Para os testes in vitro as substancias foram solubilizadas em DMSO a
fim de se obter solu¢des-estoque de 20 mg/mL. Em cada protocolo, as solu¢bes-estoque foram
diluidas nos meios de cultura apropriados até atingirem as concentracdes desejadas, nédo
ultrapassando a concentracao de 0,5% de DMSO. A Tabela 2 demonstra a massa molecular e

a estrutura quimica dos compostos testados.
Figura 15. Estrutura molecular base das selenoglicolicamidas
0]
Rs R>
R, (1) R,
Fonte: (DE SOUSA LUIS et al., 2019).

Tabela 2. Série de compostos selenoglicolicamidas estudados

Compostos (codigo) Massa molecular (g/mol)
MSe 10 332,26 g/mol
MSe 11 374,24 g/mol
MSe 13 394,75 g/mol
MSe 16 362,28 g/mol
MSe 17 376,27 g/mol
MSe 18 410,71 g/mol

MSe 19 410,75 g/mol
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MSe 20 376,31 g/mol
C4ACB 324,37 gmol

4.7 Derivados espiro-acridinicos estudados

Foram utilizados uma série de derivados espiro-acridinicos previamente sintetizados,
fazendo parte do acervo de pesquisa do Laboratério de Sintese e Vetorizacdo de Moléculas,
no Campus V, de Jodo Pessoa, sob coordenacdo do prof. Dr. Ricardo Olimpio de Moura,
investigado a atividade anti-Leishmania infantum nas formas promastigotas e amatigotas
axénicas anteriormente por Almeida (2018). Suas caracteristicas fisico-quimicas e a estrutura
molecular se encontram dispostas na Tabela 3 e Figura 16.

Foram utilizados inicialmente 10 compostos, 0s quais apresentam solubilidade em
DMSO, a 25 °C e 1 atm. Para os testes in vitro as substancias foram solubilizadas em DMSO a
fim de se obter solugdes-estoque de 20 mg/mL. Em cada protocolo, as solu¢fes-estoque foram
diluidas nos meios de cultura apropriados até atingirem as concentragdes desejadas, néo
ultrapassando a concentracao de 0,5% de DMSO. A Tabela 3 demonstra a massa molecular e

a figura 16 a estrutura quimica dos compostos testados.

Tabela 3. Compostos da série AMTAC sintetizados e suas respectivas especificacdes

*AMTAC 01 376,3950 Ca4H16N4O
AMTAC 06 410,8551 C24H15CIN4O
AMTAC 07 394,4005 C24H15FN4O
AMTAC 08 445,3002 C24H14CI2N4O
AMTAC 09 485,3321 CasH17BrN4O2
AMTAC 10 445,3002 C24H14CI2N4O
AMTAC 11 419,4778 C26H21NsO
AMTAC 13 421,4076 C24H15N503
AMTAC 14 421,4076 C24H15Ns03
AMTAC 16 436,4620 C26H20N403

Fonte:(ALMEIDA, 2016)*
Legenda: , PM — Peso molar, FM — Férmula molecular
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Figura 16. Estrutura quimica dos derivados espiro-acridinicos e as respectivas substituicdes no

anel aromatico.

Ry
Ry CN

Rs

Nome Ri1 R2 R3 Rs | Rs
AMTAC 01 -H -H -H -H | -H
AMTAC 06 -H -H -Cl -H | -H
AMTAC 07 -H -H -F -H | -H
AMTAC 08 -Cl -H -Cl -H | -H
AMTAC 09 -OCH3 -H -H -Br | -H
AMTAC 10 -Cl -H -H -H | -ClI
AMTAC 11 -H -H -N(CH3), | -H | -H
AMTAC 13 -NO2 -H -H -H | -H
AMTAC 14 -H -H - NO2 -H | -H
AMTAC 16 -H -OCH,CH3 -OH -H | -H

Fonte:(ALMEIDA, 2016)

4.8 Atividade anti-Leishmania infantum dos compostos avaliados sobre formas

promastigotas de L. infantum

A atividade anti-Leishmania dos compostos testados foi avaliada utilizando o teste
colorimétrico do brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-zil]-2,5-difeniltetrazolio (MTT - Amresco,
Ohio, EUA) sobre as formas promastigotas da espécie L. infantum. Em placas de cultivo de 96
pocos, foram adicionados 1 x 10° promastigotas/poco contendo 100 pL de meio Schneider
suplementado, e em seguida as solugdes estoques dos compostos avaliados foram adicionadas
as placas, em triplicata, atingindo concentragdes seriadas de 400 a 0,78 pug/mL; e a anforericina
B como controle positivo, de 10 a 0,039 pug/mL. As placas foram incubadas por 72 horas em
estufa de DBO a 26 °C. Ao final da incubacao, foi adicionado 10 uL. de MTT diluido em PBS
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(salina fosfatada tamponada) a uma concentracdo final de 5 mg/mL e incubadas por mais 4
horas em estufa DBO a 26 °C. Em seguida foram adicionados 50 pL de dodecil sulfato de s6dio
(DSS) a 10%. A placa foi incubada até dissolucdo completa do formazan e por altimo, foi
realizado a leitura em espectrofotdbmetro 540 nm em leitora de placa (Biotek modelo ELx800)
(RODRIGUES et al., 2015). Os resultados foram expressos em porcentagem de viabilidade
celular e em valores de concentragdo inibitoria média, onde foi inibido 50% do crescimento de
formas promastigotas (Clso), sendo o controle negativo realizado em meio Schneider
suplementado a 0,5% de DMSO e considerado como 100% de viabilidade celular dos parasitos.

Todos os ensaios foram realizados em triplicata em 3 experimentos independentes.

4.9 Atividade anti-Leishmania dos compostos avaliados sobre formas amastigotas

axénicas de L. infantum

A atividade anti-Leishmania sob formas amastigotas axénicas dos compostos avaliados
segue o protocolo conforme o item 4.8, ajustadas na quantidade de 1 x 10° Leishmanias/poco,
contendo 100 pL de meio Schneider suplementado e diferentes concentracdes seriadas de 400
a 0,78 pg/mL para e a Anforericina B como controle positivo, de 10 a 0,039 pg/mL. As placas
foram incubadas em estufa DBO a 37 °C por 24 h. Apds a incubagdo foram adicionados 10 pL
de MTT diluido em PBS, atingindo uma concentracdo final de 5 mg/mL. As placas foram
incubadas por mais 4 h e em seguida, foram adicionados 50 pL de uma solucdo de PBS a 10%
de DSS. A placa permaneceu por um periodo de horas, overnight, até dissolucdo completa do
formazan e entdo foi realizada a leitura em espectrofotdmetro a 550 nm em leitora de placa
(Biotek modelo ELx800). O controle negativo foi realizado com meio Schneider a 0,5% de
DMSO, considerado como 100% de viabilidade dos parasitos. Os resultados foram expressos
em porcentagem de viabilidade celular e em valores de concentragéo efetiva sobre 50% de

amastigotas (CEso).

4.10 Material biologico para avaliagdo da citotoxicidade dos compostos

estudados.

Amostras de sangue foram coletadas de voluntarios saudaveis (n = 9), em tubos com
anticoagulante EDTA (&cido etilenodiamino tetra-acético) para ensaios com eritrécitos ou
heparina para 0s ensaios em células mononucleares do sangue periférico ou human peripheral

blood mononuclear cells (PBMC). O sangue de individuos saudaveis voluntarios foram
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processados para os testes de citotoxicidade frente PBMC humano e frente a eritrdcitos
humanos, como também para a avaliacdo da taxa de infeccdo em mondcitos humanos. Todos
os individuos que contribuiram para a realizacdo deste trabalho participaram voluntariamente
da pesquisa. Essa tese de doutorado faz parte de um projeto maior na area de pesquisa em
leishmanioses, intitulado como “Leishmaniose Visceral Humana: Estudo de marcadores
imunologicos e sua importancia no progndstico de doenga sintomatica e assintomatica”, o qual
foi aprovado, pelo Comité de Etica em Pesquisas em Seres Humanos do Hospital Universitario
Lauro Wanderley (HULW) — CEP/HULW (Numero do Parecer 404.854 / 2013 e CAAE:
17813013.8.0000.5183 (ANEXO B).

Para avaliacdo da citotoxicidade em células de mamiferos, utilizou-se o ensaio
colorimétrico do MTT para as células mononucleares do sangue periférico humano (PBMC)
(MACIEL et al., 2014) e o modelo de citotoxicidade empregando eritrocitos humanos do tipo
sanguineo O+ (LOFGREN et al., 2008).

4.11 Citotoxicidade frente a eritrdcitos humanos

Na avaliacdo da atividade hemolitica foram utilizados eritrocitos humanos com tipo
sanguineo O*, coletado com anticoagulante EDTA de voluntarios saudaveis (n = 3). Apos a
coleta, os eritrocitos foram diluidos em 80 pL de PBS, ajustando a concentragdo do sangue para
5% de hemacias. Em seguida, foram adicionados os compostos a serem analisados em
concentracgdes seriadas de 400 a 3,12 pug/mL para os derivados de guanidina, espiro-acridinas e
selenoglicolocamidas, e de 50 a 3,12 pug/mL para a Anfotericina B, diluidos num volume de 20
pL de PBS. Logo apds, foram incubados durante 1 hora a 37 °C e a reacéo foi interrompida pela
adicdo de 200 pL de PBS. Em seguida, as suspensdes foram centrifugadas a 112 x g por 10
minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi coletado e transferido para placas de 96
pocos, sendo submetido a espectrofotometria com comprimento de onda de 550 nm para
quantificar a atividade hemolitica. A auséncia (controle negativo) e 100% de hemolise (controle
positivo) foram determinadas, substituindo a solucdo de amostra testada com igual volume de
PBS e agua Milli-Q estéril, respectivamente. O ensaio foi feito em trés experimentos
independentes e os resultados foram expressos em concentracdo hemolitica média (CHso),

considerando o controle positivo como 100% de hemolise (JAIN et al., 2015).

4.12 Obtencéo de células mononucleares do sangue periférico humano
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Para a obtencgdo das células mononucleares do sangue periférico foram coletados 20mL
de sangue humano de voluntarios saudaveis (n = 3) em tubos anticoagulante contendo heparina,
o qual foi diluido no mesmo volume em PBS. Montou-se o gradiente para a centrifugacédo
utilizando o Ficoll, vertendo o sangue gentilmente, em tubos conicos de 50 mL contendo o
Ficoll Paque Plus®(GE Healthcare, Chicago, E.U.A). Centrifugou-se a 2000 rpm (ou 400g), por
40 minutos a temperatura 20°C. Nesse método de separacdo, as hemdcias e granuldcitos
possuem uma densidade maior que o Ficoll®, e posicionam-se abaixo da camada desse
reagente, enquanto que as células mononucleares e as plaquetas foram coletadas no topo da
camada de Ficoll por apresentarem uma baixa densidade. Assim, os aneis de PBMC’s foram
coletados e transferidos para um tubo cénico de 15 mL estéril, completando o volume com PBS
1x estéril para lavagem das células, seguido de centrifugacdes a 1300 RPM por 10 minutos a 4
°C, completando um ciclo de 3 lavagens para retirada de plaquetas residentes. Apds o dercarte
do sobrenadante, as células foram ressuspendidas em 1 mL de meio RPMI 1640, e a viabilidade
destas foi observada a partir da contagem das células em corante Azul de Trypan 0,4% (dilui¢do
1:20) na camera de Neubauer e determinacdo do nimero de células vidveis na suspensdo celular
(MACIEL et al., 2014).

4.12.1 Ensaio de citotoxicidade em PBMC pelo método colorimétrico com MTT

Em placa de 96 pogos foram ajustadas as PBMC em uma quantidade de 1 x 10°
célula/mL, sendo incubadas com os compostos sintéticos de guanidina e acridinicos que
possuiram melhor atividade anti-Leishmania das séries estudadas, atingindo concentracfes
seriadas de 400, 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13 1,56 e 0,78 pug/mL ; e Anforericina B de 50
a 0,039 pg/mL, completando o volume de 200 uL. com meio RPMI 1640 suplementado [5%
SFB, 1% L-glutamina e 1% de antibiotico (penicilina 200 U/mL e estreptomicina 0.1 mg/mL -
Gibco, BR)]. A placa ficou incubada durante 24 horas em uma estufa a temperatura de 37 °C
com 5% de CO..

Ao final da incubacgéo, as placas foram centrifugadas a 1500 RPM a 25°C por 5 min
para centriguagdo de 100 puL sobrenadante e foi adicionado 10 pL de MTT diluido em PBS 1x
a uma concentracao final de 5 mg/mL. As placas foram incubadas por mais 4 horas em estufa
a 37 °C, CO. 5%, e em seguida as placas foram centrifugadas novamente para retirada de todo
o sobrenadante e adicionado 200 pL. DMSO em cada pogo para solubilizagdo do formazan em
agitador de placa por 15 minutos. Por ultimo, foi realizado a leitura a 550 nm em leitora de

placa (Biotek modelo ELx800). O controle negativo foi realizado com meio RPMI 1640
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suplementado a 0,5% de DMSO, considerado como 100% de viabilidade dos parasitos e 0s
resultados foram expressos em valores de concentracao citotoxica para 50% das PBMC (CCso).

4.12.2 Avaliacao de morte celular em células mononucleares do sistema periférico

humano por citometria de fluxo.

As células mononucleares do sistema periférico foram obtidas seguindo o protocolo
4.12. Este ensaio foi realizado para avaliagéo da toxicidade do composto mais promissor do
grupo das selenoglicolicamidas. 2,5 x10 ° celulas/pogo foram tratadas com a MSe 13 e
Anfotericina B nas concentracdes de 100, 50, 20, 10 e 1 pg/mL., além do controle de veiculo
(DMSO a 0.5%), diluido em meio RPMI-1640 e o controle sem tratamento (apenas células e
meio de cultura) (ANDRE et al., 2020). Utilizando a citometria de fluxo avaliou-se a dupla
marcacdo por Anexina V-FITC (Isotiocianato de fluoresceina) /lodeto de Propidio, ou
Propridium lodide (PI) (FITC Annexin VV/Dead Cell Apoptosis Kit - BD Biosciences, San Jose,
CA, EUA), para a avaliacdo do perfil de morte celular das PBMC’s (MARINHO et al., 2014),
seguindo as instrucdes do fabricante. As células foram incubadas com os compostos por 24 h a
37°C, 5% CO.. Apds o periodo de tratamento, as placas foram centrifugadas a 1300rpm 4°C
durante 8 minutos, desprezando o sobrenadante e ressuspendidas para um volume de 100 ul de
binding buffer 1x (10uM HEPES, 140mM NacCl, e 2.5mM CaCl2), ph 7.4 contendo o0 mix de
anexina V-FITC e IP (5 pg/mL) em todos os pogos da placa.

As células foram entdo incubadas por 15 min no escuro a temperatura ambiente,
transferidos para os tubos de leitura e adicionados 300l de binding buffer 1x. A leitura foi feita
em citbmetro de fluxo (BD FACSCanto® Il - BD Biosciences, San Jose, CA, EUA). Para
andlise dos dados foram mensurados 30.000 eventos, utilizado o software FlowJo 10.0.7
(TreeStar Inc., Ashland, OR, EUA).

O ensaio de morte celular por citometria de fluxo com os marcadores anexina V-FITC
e iodedo de propidio (PI- PerCP-Cy5) caracterizam células apoptoticas em estado inicial
[anexina V (+)/P1 (-)], células apoptoticas em estado tardio [anexina V (+)/PI (+)], bem como
células em necrose [anexina V (-)/PI (+)] e células viaveis [(anexina V (-)/PI (-)]. A Figura a

seguir representa a estratégia de analise utilizada (figura 17).



63



64

Figura 17. Dot plots representativos da avaliagdo de morte celular por apoptose/necrose de células mononucleares do sistema periférico tratadas
com selenoglicolicamida MSe 13 e Anfotericina B
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Legenda: Estratégia de andlise do ensaio de morte celular por citometria de fluxo em PBMC’s de doadores saudaveis (n=3). As células foram incubadas a 37 °C por 24 h na
auséncia ou presenca do composto MSe 13 e anfotericina B nas concentragdes de 1, 10, 20, 50 e 100 pg/mL. O quadrante Q1- representa o percentual de células em apoptose
inicial, Q2 — células em apoptose tardia, Q3 — células em estado de necrose e Q4 — células viaveis.
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4.13 Determinacao do indice de seletividade dos compostos avaliados

O indice de seletividade (IS) € o valor que indica quantas vezes um composto teste é
mais seletiva para o parasito Leishmania spp. do que para a célula mamifera (PBMC ou
eritrocitos), calculado a partir dos resultados de Clso, CEso, CCso0, CHso. Dessa forma o célculo

do IS é determinado pela razdo da Clso ou CEsg por cada CCso e CHsp.

4.14 Avaliacao do perfil de morte celular de formas promastigotas de L.
infantum expostas aos compostos avaliados (LQOF-G2, LQOF-G6, LQOF-G7 e
MSe-13)

Utilizando a citometria de fluxo avaliou-se a dupla marcacdo por Anexina V-FITC
(Isotiocianato de fluoresceina) /lodeto de Propidio (PI), para a avaliacdo do perfil de morte
celular das formas promastigotas de L. infantum, seguindo as instrugdes do fabricante
(MARINHO et al., 2014). Dessa forma, os compostos avaliados foram analisados quanto a sua
toxicidade relacionada a necrose, apoptose inicial e apoptose tardia. As formas promastigotas
de L. infantum em fase logaritimica de crescimento (1 x 10° Leishmania/pogo) foram incubadas
com 0s compostos sintéticos LQOF-G2, LQOF-G6, LQOF-G7 e MSe-13 e anfotericina B,
utilizada como controle positivo, nas concentragfes de 0.5x, 1x, 2x e 4x os valores da Clso
correspondente a cada espécie, por 24 h a 26 + 1°C. Apds o periodo de tratamento, as formas
promastigotas foram lavadas trés vezes em PBS gelado e ressuspendidas em 100 pL de tampéo
de ligagéo a anexina (10 mM HEPES, 140 mM NaCl, e 2.5 mM CaCl;, pH 7.4). Em seguida
adicionou-se 2,5 pL de anexina V-FITC e as células foram incubadas por 15 min no escuro a
temperatura ambiente. Apds esse periodo, as células foram marcadas com IP (PerCP-Cy5) (5
pug/mL) e avaliadas em citdmetro de fluxo (BD FACSCanto® Il - BD Biosciences, San Jose,
CA, EUA). Para analise dos dados foi utilizado o software FlowJo 10.0.7 (TreeStar Inc.,
Ashland, OR, EUA).

No dot plot, o percentual celular é apresentado em cada quadrante, onde o quadrante 1
(Q1) — celulas em apoptose inicial com padrdo de marcagdo [anexina V (+)-PI (-)], (Q2) —
células em apoptose final com padrdo [anexina V (+)-PI (+)], (Q3) — células em necrose com
padrdo anexina—/IP+ e (Q4)- representa o percentual de células viaveis [(anexina V (-)-PI (-)].

Figura 18. Estratégia de analise da avaliacdo de morte celular por apoptose/necrose de
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promastigotas de L. infantum tratadas com os derivados de guanidina e Anfotericina B
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Legenda: Estratégia de analise do ensaio de morte celular por citometria de fluxo. As promastigotas de L. infantum
foram incubadas a 26 °C por 24 h na auséncia ou presen¢a dos compostos de guanidina ou anfotericina B em
concentracdes de 0,5, 1x, 2x ou 4x CI50. Foi realizada coloracdo com anexina V/PI (iodeto de propidio) e as
amostras analisadas por citometria de fluxo. O quadrante 1 (Q1) — células em apoptose inicial com padrdo de
marcacao [anexina V (+)/PI (-)], (Q2) — células em apoptose final com padrdo [anexina V (+)/PI (+)], (Q3) -
células em necrose com padrdo anexina V (-)/P1 (+)] e (Q4)- representa o percentual de células vidveis [(anexina

V ()PEE)]
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Figura 19. Estratégia de andlise avaliacdo de morte celular por apoptose/necrose de

promastigotas de L. infantum tratadas com a selenoglicolicamida MSe 13 e Anfotericina B
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Legenda: Estratégia de anélise do ensaio de morte celular por citometria de fluxo. Formas promastigotas de L.
infantum foram incubadas a 26 °C por 24 h na auséncia ou presenca de tratamento, com selenoglicolicamida MSe
13 ou anfotericina B em concentragdes de 0.5x, 1x, 2x ou 4x Clso. Foi realizada coloragcdo com anexina V/PI
(iodeto de propidio) e as amostras analisadas por citometria de fluxo.

4.15 Avaliacao do perfil de morte celular de formas amastigotas axénicas de L.
infantum expostas aos compostos avaliados (LQOF-G2, LQOF-G6, LQOF-G7 e MSe-13)

Utilizando a citometria de fluxo avaliou-se a dupla marcacdo por Anexina V-FITC
(Isotiocianato de fluoresceina) /lodeto de Propidio (PI) (FITC Annexin VV/Dead Cell Apoptosis
Kit - BD Biosciences, San Jose, CA, EUA), para a avaliacdo do perfil de morte celular das
formas amastigota axénica de L. infantum, seguindo as instrucdes do fabricante (MARINHO et
al., 2014). Dessa forma, os compostos avaliados foram analisados quanto a sua toxicidade
relacionada a necrose, apoptose inicial e apoptose tardia. As formas promastigotas de L.
infantum em fase estacionaria (1 x 10° Leishmania/pogo) foram incubadas com os compostos
sintéticos LQOF-G2, LQOF-G6, LQOF-G7 e MSe-13 e Anfotericina B, utilizada como

controle positivo, nas concentracfes de 0.5x, 1X, 2x e 4x os valores da CEsp correspondente a
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cada espécie, por 24 h a 26 + 1°C. Ap0s o periodo de tratamento, as formas promastigotas foram
lavadas trés vezes em PBS gelado e ressuspendidas em 100 pL de tampé&o de ligacdo a anexina
(10 mM HEPES, 140 mM NacCl, e 2.5 mM CaClz, pH 7.4). Em seguida adicionou-se 2,5 pL de
anexina V-FITC e as células foram incubadas por 15 min no escuro a temperatura ambiente.
Apos esse periodo, as células foram marcadas com PI (5 pg/mL) e avaliadas em citdmetro de
fluxo (BD FACSCanto® Il - BD Biosciences, San Jose, CA, EUA). Para andlise dos dados foi
utilizado o software FlowJo 10.0.7 (TreeStar Inc., Ashland, OR, EUA).

Anexina V e IP discriminam entre células apoptdticas em estado inicial [anexina V
(+)/P1 (-)], células apoptoticas em estado tardio [anexina V (+)/Pl (+)], bem como entre células
em necrose [anexina V (-)/PI (+)] e células viaveiss [(anexina V (-)/P1 (-)].Duas subpopulactes
observadas no dotsplot FSC-A versus SSC-A foram classificadas em subpopulacGes de
amastigotas 1 e amastigotas 2. As figuras a seguir representam a estratégia de analise usadas
para 0s ensaios de morte celular em amastigotas com os derivados de guanidina e

selenoglicolicamida.
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Figura 20. Dot plots representativos da avaliacdo de morte celular por apoptose/necrose de amastigotas de L. infantum (sub-populagéo 1) tratadas
com os derivados de guanidina e Anfotericina B
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Legenda: Estratégia de analise do ensaio de morte celular por citometria de fluxo na subpopulacdo denominada amastigota 1. As amastigotas de L. infantum foram incubadas a

37 °C por 24 h na auséncia ou presenca dos compostos de guanidina ou anfotericina B em concentra¢des de 0,5, 1x, 2x ou 4x CEs. Foi realizada coloracdo com anexina V/PI
(iodeto de propidio) e as amostras analisadas por citometria de fluxo.
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Figura 21. Dot plots representativos da avaliacdo de morte celular por apoptose/necrose de amastigotas de L. infantum (sub-populagéo 1) tratadas

com selenoglicolicamida MSe 13 e Anfotericina B
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Legenda: Estratégia de analise do ensaio de morte celular por citometria de fluxo na subpopulacdo denominada amastigota 1. As amastigotas de L. infantum foram
incubadas a 37 °C por 24 h na auséncia ou presenca do composto MSe 13 em concentrag@es de 0,5, 1x, 2x ou 4x CEsp e anfotericina B 1x ou 4x CEso . Foi realizada coloragao

com anexina V/PI (iodeto de propidio) e as amostras analisadas por citometria de fluxo
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Figura 22. Dot plots representativos da avaliacdo de morte celular por apoptose/necrose de amastigotas de L. infantum (sub-populagéo 2) tratadas
com os derivados de guanidina e Anfotericina B
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Legenda: Estratégia de analise do ensaio de morte celular por citometria de fluxo na subpopulagdo denominada amastigota 2. As amastigotas de L. infantum foram incubadas a
37 °C por 24 h na auséncia ou presenca dos compostos de guanidina ou anfotericina B em concentrag@es de 0,5, 1%, 2x ou 4x CEsp. O quadrante 1 (Q1) — células em apoptose
inicial com padrdo de marcacao [anexina V (+)/PI (-)], (Q2) — células em apoptose final com padréo [anexina V (+)/PI (+)], (Q3) — células em necrose com padrdo anexina V (-

)IPI (+)] e (Q4)- representa o percentual de células viaveis [(anexina V (-)/PI (-)].
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Figura 23. Dot plots representativos da avaliacdo de morte celular por apoptose/necrose de amastigotas de L. infantum (sub-populagéo 2) tratadas
com selenoglicolicamida MSe 13 e Anfotericina B

Controle DMSO 0.5%

subpopuiagio 2 |
203 @ Q2 al az

14 . 1.8 w0' 3103 187

w .
3 subpopulagot
612

o1 2
888 = 520

Jot a2
30,064 989

MSe 13

Jos o3
o {047 056

[T . o3
104 143

PI (%)

T T T
IEIn \DI I[I3 m“

Anfotericina B 1x CEso Anfotericina B 4x CEso

Anexina V (%)

Legenda: Estratégia de analise do ensaio de morte celular por citometria de fluxo na subpopulagdo denominada amastigota 2. As amastigotas de L. infantum foram incubadas a
37 °C por 24 h na auséncia ou presenca do composto MSe 13 em concentrac¢des de 0,5, 1x, 2x ou 4x CE50 e anfotericina B 1x ou 4x CE50 . Foi realizada coloragdo com anexina
V/PI (iodeto de propidio) e as amostras analisadas por citometria de fluxo.
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4.16. Avaliacdo da taxa de infeccdo de mondocitos humanos por L. infantum e

inducdo da sintese de 6xido nitrico tratados com LQOFG-7 e controles.

As formas promastigotas metaciclicas de L. infantum foram marcadas com Ester
succinimidilico de diacetato de carboxifluoresceina ou carboxyfluorescein diacetate
succinimidyl ester (CFSE) (CellTrace ™ CFSE Cell Proliferation Kit). A solucdo de CFSE foi
adicionada aos parasitos em uma concentragéo final de 5 mM. A suspenséo foi incubada por 15
minutos em estufa a 5% de CO», 37 °C e lavadas 3 vezes em tampédo PBS (10% SBF) para
retirada do excesso de CFSE que nao fixaram aos parasitos. Paralelamente, foram coletados
amostras de sangue de voluntarios saudaveis (n=5), em tubos com anticoagulante heparina para
extracdo das células mononucleares do sistema periférico que seguiram todos os passos do
protocolo 4.12.

Apbs a obtencdo de PBMC, a infeccdo de mondcitos por L. infantum marcadas com
CFSE ocorreu na proporcdo de 1 mondcito:10 Leishmania no periodo de tempo de 3 horas,
mantidas em estufa a 5% CO2 e 37 °C. Ap6s o tempo de infeccdo, essas células passaram por
um processo de lavagem trés vezes com PBS 1x. Apos a infeccdo e obtencdo do PBMC, as
células foram distribuidas em placas de 96 pogos (2,5 x 10° células/pogo) e incubadas com
LQOFG-7 e anfotericina B na concentracdo de 1x o valor de EC50, nas condi¢cGes em meio de
cultura RPMI-1640 e com estimulo do lipopolissacarideo (LPS) (lipopolissacarideo derivado
de Escherichia coli, Sigma-Aldrich O111:B4) a 100 ng/mL onde avaliou-se diferentes
condicdes, células em cultura sem infeccdo e com infec¢do por L. infantum. (BARTOSH,;
YLOSTALO, 2014; LAPARA; KELLY, 2010; SCHILDBERGER et al., 2013).

As placas foram entdo incubadas por 24 h em estufa de a 5% de CO2a 37 °C. Apds o
tempo de tratamento, a placa foi centrifugada a 200 g, por 8 min a 4 °C e o sobrenadante foi
coletado para medigdo de producgéo de nitrito. Para a marcagdo dos monacitos foi adicionado o
anticorpo de superficie CD14 (PERCP-Cy5.5; clone M®P9), ja diluido, conforme titulacdo
padronizada, em um volume final de 40 pL, seguindo o protocolo de marcacao foi realizada a
lavagem das células adicionando 150 pL de tamp&o PBS gelado em cada poc¢o. As placas foram
novamente centrifugadas, durante 10 minutos a 4 °C. Ao final da centrifugacdo, estas foram
vertidas para retirar 0 sobrenadante e, em seguida, por fim ressuspendidas as células ao
adicionar 100 pL de tampéo PBS e 100 pL de solucéo de formaldeido 4%, para entéo posteior
leitura dos ensaios em citOmetro de fluxo FACSCANTOII (BD FACSCanto® Il - BD
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Biosciences, San Jose, CA, EUA), onde foram adquidiros 30 mil eventos. O solftware FlowJo
v.10.8.1® foi utilizado como programa para analise dos dados obtidos (MAGALHAES et al.,
2015).

Inicialmente, para a identificacdo da populacdo celular de mondcitos, utilizou-se o
gréafico de perfil de tamanho (FSC) versus granulosidade (SSC) baseando-se em conhecimento
prévio da localizacdo dessas células (Figura 24A). Em seguida, apés a sele¢do da populacdo
de mondcitos, essas células foram visualizadas no grafico FSC-H x FSC-A no formato single
cells (Figura 24B). Por fim, foi visualizado a populacdo CD14+ (canal PERCP-Cy5.5) versus
CFSE (FITC) (Figura 24C), identificando assim os mondcitos infectados por Leishmania

infantum.

Figura 24. Estratégia de analise por citometria de fluxo do ensaio de infec¢éao
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Fonte: Elaboracéo propria. (A) As células foram visualizadas no grafico tamanho vs. granulosidade (FSC vs. SSC)
e foi realizado um gate amplo em torno da populacdo de mondcitos, excluindo a maioria dos debris e linfécitos.
(B) células foram visualizadas no grafico FSC-H x FSC-A no formato single cells. (C) Por dltimo, as células
CD14+ foram visualizadas no grafico CFSE vs. CD14+, identificando assim os mondcitos infectados por
Leishmania infantum.

A producdo de NO pode ser avaliada indiretamente pela producéo de nitrito pelo método

de Griess (GREEN et al., 1982) no sobrenadante do ensaio de avaliacdo da taxa de infecgéo de
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monacitos. Para a realizacdo do ensaio da medic¢do o nitrito na amostra, foi adicionado um
volume de R1 igual a 50% do volume da amostra coletado no sobrenadante, neste caso foi
adicionado 50 pL por poco. Imediatamente apés a adicdo de R1, foi adicionado um volume de
R2 igual ao volume de R1 adicionado a reacdo. A placa foi incubada 10 minutos para que a cor
se desenvolvesse e a leitura da absorbancia foi lida a 540 nm. Como teste estatistico, foi
utilizado One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey foi realizado para comparar 0s
grupos com o controle. A concentracdo de nitrito foi estimada por interpolacao da curva-padréo

nitrito de sodio (NaNO>) partindo de concentragdes seriadas de 200 a 0.19 pM.

4.17. Andlise estatistica

Todos o0s ensaios in vitro foram realizados em triplicata, em pelo menos trés
experimentos independentes. O software GraphPad Prism versdo 8.0 (San Diego, CA) foi
utilizado para o calculo da Clso, CEso, CCsoe CHso com limite de confianca de 95%. O mesmo
programa foi utilizado para as comparacdes entre os grupos pela analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo teste de Tukey. Todas essas analises tiveram como nivel maximo necessario para

a significancia estatistica um valor de p < 0,05.
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RESULTADOS
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5.1 RESULTADOS: DERIVADOS DE GUANIDINA

5.1.1 Avaliacdo da atividade anti-Leishmania dos derivados de guanidina sobre

as formas promastigotas de Leishmania (L.) infantum

A atividade anti-Leishmania dos compostos derivados de guanidina foi avaliada em
ensaios in vitro contra formas promastigotas de Leishmania infantum. Foi realizado o screening
onde no total de 14 compostos sintéticos avaliados (Tabela 1- topico 4.5), dentre estes, 6
compostos apresentaram perfil de inibicdo do crescimento do parasito nas concentracdes
avaliadas (Tabela 4), sendo possivel o célculo da Clso desses compostos.

Os compostos LQOFG-2, LQOFG-6, LQOFG-7, LQOFG-29, LQOFG-32 e LQOFG-
33 apresentaram concentragdes de Clso de, 5,14 + 0,25; 9,42 + 0,76 ; 10,76 £ 0,64 ; 71,22 +
4.81;57,37+1,83 32,36 + 1,39ug/mL respectivamente. Enquanto que o Clso para anfotericina
B, farmaco de referéncia, foi de 1,41 + 0,23 pug/mL . Todos os ensaios foram realizados em
triplicata em 3 experimentos independentes. Dessa forma, apds a triagem, observou-se que 0s
compostos que apresentaram melhor atividade foram LQOFG-2, LQOFG-6 e LQOFG-7
(Figura 14). A partir de entdo esses foram os derivados de guanidina escolhidos para o

prosseguimento dos ensaios posteriores.

Tabela 4. Concentracdo inibitéria de 50% do crescimento de formas promastigotas (Clso) de
Leishmania infantum ap6s 72 h de incubacdo com os compostos derivados de guanidina e

farmaco de referéncia

Compostos Clso (ug/ml) Clso (LM)
LQOFG-2 5.14 £ 2.05 12.7
LQOFG-6 9.42 +1.86 24.4
LQOFG-7 10.76 £ 1.27 23.6
LQOFG-29 71.22 +4.81 153.1
LQOFG-30 N.a. N.a.
LQOFG-31 N.a. N.a.
LQOFG-32 57.37 £1.39 158.4
LQOFG-33 32.36 +1.84 68.1
LQOFT-1 N.a. N.a.
LQOFT-2 N.a. N.a.
LQOFT-3 N.a. N.a.
LQOFS-7 N.a. N.a.
LQOFS-8 N.a. N.a.
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LQOFS-9 N.a. N.a.

Anfotericina B 1.41+0.23 1.5
Fonte: Elaboracgdo propria. Os valores representam a média + erro padrdo da média da Clso calculada ao menos em

trés experimentos independentes. Para este calculo foi utilizado o modelo de regressao ndo-linear com o programa

GraphPad Prism 8.0. N.a = composto ndo ativo na maior concentracdo testada.

A Figuras 25 representa a atividade antileishmania dos compostos derivados de
guanidina sob as formas promastigotas de L. infantum ap6s 72h de tratamento, em porcentagem
de inibicdo de crescimento, que determinaram os respectivos valores de Clsg na Tabela 4. Esses
compostos apresentaram uma inibicdo de maneira dependente de concentracdo para as
concentragcdes analisadas, respectivamente, quando comparadas ao controle (100% de
viabilidade celular). Comparando-se a porcentagem de inibicdo do crescimento de
promastigotas, observou-se que os derivados LQOFG-2, LQOFG-6 e LQOFG-7, que
apresentam como grupo substituinte o elemento bromo (-Br), o grupo t-butil e iodo (-I)
respectivamente, obtiveram melhor atividade inibitdria em todas as concentracGes apresentadas
(3,12 a 25 pg/mL) (Figura 25A, 25B e 25C), sendo estas, bem inferiores as concentracfes
testadas dos demais derivados LQOFG-29, LQOFG-32 e LQOFG-33 (12,5 a 100 pg/mL)
(Figura 25D, 25E e 25F). Em 12,5 pg/mL, por exemplo, para os compostos LQOFG-2,
LQOFG-6 e LQOFG-7 (Figura 25), foi observada uma inibicdo de 80,44 + 1,77; 71,67 £ 1,53
e 74,28 + 1,53% (p < 0,0001), respectivamente. Ja para os compostos LQOFG-29, LQOFG-32
e LQOFG-33 (Figura 25D, 25E e 25F), na concentracdo de 50 pg/mL, a porncentagem de
inibicdo de crescimento representada foi de 60,29 + 9,99; 71,29 + 7,11 e 85,09 + 0,76 %,

respectivamente.
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Figura 25. Efeito dos compostos derivados de guanidina LQOFG-2, LQOFG-6, LQOFG-7, LQOFG-29, LQOFG-32 e LQOFG-33 sobre a

inibicdo de crescimento apos 72 h de tratamento em formas promastigotas de L. infantum
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Fonte: Elaboracdo propria. Os parasitos foram cultivados em meio Schneider pH 7.0 e 20% de SFB e incubados na presenca de diferentes concentracdes compostos derivados
de guanidina LQOFG-2, LQOFG-6 e LQOFG-7 a 26 °C. A citotoxicidade dos parasitos foi avaliada pelo método de redugdo do 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazolium
brometo (MTT) ap6s 72 h de tratamento. O gréfico representa a média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes, considerando o controle negativo (CTL-)
DMSO 0,5% como 100% de viabilidade. Foi realizado One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey para comparagdo entre 0s grupos, sendo * p<0,05, **p<0,01 e
****p<0,0001 em comparacao ao controle.
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5.1.2 Awvaliagdo da atividade anti-Leishmania dos derivados de guanidina sobre

as formas amastigotas axénicas de Leishmania infantum

Os compostos derivados de guanidina que obtiveram melhores indices de inibicdo de
crescimento de formas promastigotas de L. infantum, portanto os compostos LQOFG-2,
LQOFG-6 e LQOFG-7, juntamente com o farmaco de referéncia Anfotericina B, foram
avaliados quanto a atividade anti-Leishmania sobre as formas amastigotas axénicas de
Leishmania infantum. A partir dos ensaios in vitro pelo método de MTT, como descrito no
topico 4.3, obtemos a concentracdo citotoxica desses compostos, juntamente ao controle

positivo para amastigotas axénicas de L. infantum (Figura 26).

Figura 26. Processo de transformagé&o in vitro da forma promastigota (a) em amastigota

axénica (b).

a [RISNTR ‘ b

Fonte: Laboratério de Imunologia das doengas infecciosas (LABIDIC). Observacdo por microscopia
Optica, aumento 40x.

Os compostos LQOFG-2, LQOFG-6 e LQOFG-7, apresentaram atividade citotoxica
para as formas amastigotas axénicas de Leishmania infantum em valores de 10,59 * 1,22 (26,1
uM), 8,15+ 1,13 (21,1 uM) e 8,46 = 1,23 pg /mL (18,6 uM), respectivamente. A anfotericina
B apresentou valor de CEsg de 0,32 1,29 pg/mL (0,3 uM) (Tabela 5; Figura 27). Na
concentracédo de 12,5, LQOFG-2, LQOFG-6 e LQOFG-7 apresentaram toxicidade de 57.71%,
59.88% e 58.02%, respectivamente, em relacdo ao controle. O composto bioativo derivado de
guanidina, com substituicdo na posigédo para, sendo R= I (iodo), LQOFG-7, apresentou melhor

resultado para tal atividade.
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Tabela 5. Concentracdo efetiva sobre 50% da populacdo de formas amastigotas axénicas
(CEsp) de Leishmania infantum apds 24 h de incuba¢do com os compostos derivados de

guanidina e farmaco de referéncia

Compostos Estrutura molecular CEso (ug/ml) CEso (UM)

LQOFG-2 /@/Br 10,59 + 1,22 26,1
(¢} HN

LQOFG-6 /@\ 8,15+ 1,13 21,1
(0] HN

LQOFG-7 ! 8,46 + 1,23 18,6

Anfotericina B 0,32 +1,29 0,3

OH

Fonte: Elaboracdo prépria. Os valores representam a média + erro padrdo da média da CEso calculada ao menos
em trés experimentos independentes. Para este céalculo foi utilizado o modelo de regressdo ndo-linear com o
programa GraphPad Prism 8.0.

A figura abaixo representa o efeito citotoxico desses derivados de guanidina sobre
formas amastigotas axénicas de L.infantum apos 24h de tratamento. O gréafico apresenta-se num
modelo ndo-linear de curva dose-resposta em escala de Log na base 10 nas concentracdes em
pg/mL, juntamente com o farmaco controle, a anfotericina B. Pode-se observar a diminuicao
da viabilidade celular das amastigotas a medida que as doses desses compostos foram
aumentando. Contudo, a anfotericina ainda apresentou melhor perfil de atividade citotdxica
(CEso= 0,32 £1,29 pg/Ml).
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Figura 27 . Citotoxicidade dos derivados de guanidinas (LQOFG-2, LQOFG-6 e LQOFG-7) e

Anfotericina B sob a forma amastigota axénica de L. infantum apds 24 h de tratamento.
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Fonte: Elaboragéo prdpria. Os parasitos foram cultivados em meio Schneider pH 5.5 e 20% de SFB e incubados
na presenca de diferentes concentragcBes do composto LQOFG-2, LQOFG-6 e LQOFG-7, juntamente com 0
controle positivo, a anfotericina B, a 37 °C. A citotoxicidade dos parasitos foi avaliada pelo método de redugdo do
3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazolium brometo (MTT) apds 24 h de tratamento. O grafico representa a
média * erro padrdo da média de trés experimentos independentes, considerando o controle negativo (CTL-)
DMSO 0,5% como 100% de viabilidade. Foi realizado One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey para
comparacao entre os grupos, sendo.

5.1.3 Avaliacao da citotoxicidade dos compostos de guanidina em células de

mamiferos e indice de seletividade

5.1.3.1Citotoxicidade em eritrocitos humanos

A citotoxicidade frente a eritrocitos humanos dos compostos derivados de guanidina
(LQOFG-2, LQOFG-6 e LQOFG-7) mais promissores para atividade antiamastigota foi
avaliada in vitro e os resultados estdo descritos na Tabela 6. Os compostos avaliados nédo
alteraram de forma significativa a viabilidade dessas células em nenhuma das concentragGes
testadas, tendo uma CHso > 400 pg/mL, com o controle sendo considerado com 100% de
viabilidade celular. O farmaco de referéncia avaliado, anfotericina B, apresentou atividade
hemolitica com uma CHsg de 6.52 + 2.09 pg/mL ocorrendo assim uma diminuigdo na

viabilidade dos eritrdcitos pelo indice de toxicidade desse farmaco (Tabela 6).
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Tabela 6. Citotoxicidade em células humanas e indice de seletividade dos derivados

guanidina e anfotericina B

Citotoxicidade Atividade anti-Leishmania
Compostos PBMC Eritrocitos Promastigotas Amastigotas
CCso CHbso Clso |Spbmc ISe CEso |Spbmc 1Se
LQOFG-2 127.1+3.23 >400 514+205 2472 >77.82 1059+122 1200  >37.77
LQOFG-6 >400 >400 9.42+1.86 >42,46 >4246 815+113 = >49.08 >49.08
LQOFG-7 340.4 + 3.58 >400 10.76 + 3163  >37.17 8.46%1.23 40.23 | >47.28
1.27
AnfotericinaB  53.88+359  652+209 | 141+023 3821 4.62 0.32+1.29 = 16837  20.37

Fonte: dados préprios. Valores em pg/mL. ISpumc (indice de seletividade com células mononucleares do sistema
periféfico-PBMC). 1Se (indice de seletividade com eritrécitos) .Os valores representam a média calculada em ao
menos trés experimentos independentes em triplicata = erro padrdo da média. Para este calculo foi utilizado o

programa GraphPad Prisma 8.0.

Os compostos derivados de guanidina apresentaram um indice de seletividade na relacdo
entre 0 CHso/Clso de 1Se >77,82, >42,46 e > 37,17 para LQOFG-2, LQOFG-6 e LQOFG-7
respectivamente. E na relagdo CHso/ CEsocom valores de 1Se 24,72; 42,46 e 31,63. Sendo assim
mais seletivos a sua acdo anti-Leishmania ndo apresentando toxicidade em hemacias na maior

concentracgéo testada.

5.1.3.2 Citotoxicidade frente a células mononucleares de sangue periférico

humano

Seguindo a investigacdo da atividade citotoxica dos compostos mais promissores do
grupo das guanidinas, foi avaliado a citotoxicidade dos derivados LQOFG-2, LQOFG-6 e
LQOFG-7 frente a células mononucleares do sangue peripérico humano, ou human peripheral
blood mononuclear cells (PBMC). Apos a extragdo das PBMC’s de doadores voluntarios
saudaveis, seguindo o protocolo descrito no topico 4.12, onde essas células incluem linfdcitos
[células T, células B e células NK (natural killers)], mondcitos e células dendriticas cuja

frequéncias dessas populagcbes variam entre os individuos, mas normalmente os linfdcitos estéo
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na faixa de 70 a 90%, os mondcitos de 10 a 20%, enquanto as células dendriticas sdo raras,
representando apenas 1 a 2% (KLEIVELAND; KLEIVELAND, 2015). Essas células foram
plaqueadas em meio RPMI expostas aos compostos, além da Anfotericina B. A viabilidade
celular das PBMCs foi avaliada pelo método de reducdo do 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolium brometo (MTT) apds 24 h de tratamento para o célculo do CCso cujos valores
estdo descritos na tabela 6.

A Figura 28 representa o grafico de citotoxicidade dos derivados de guanidina e
anfotericina B sobre as PBMC de doadores saudaveis. Os compostos LQOFG-2 e LQOFG-7
apresentaram seus CCsp nos valores de 127.1 + 3.23 e 340.4 + 3.58 pg/mL respectivamente.
Para o composto LQOFG-6 ndo foi possivel calcular o valor de seu CCso, sendo maior que 400
pg/mL, a maior concentragéo testada. O valor de CCso da Anfotericina B foi de 53.88 £ 3.59
pug/mL, sendo o farmaco de referéncia mais citotoxico que os compostos de guanidina
estudados. Portanto destaca-se a baixa citotoxicidade dos mesmos frente as células
mononucleares do sistema periférico humano. Na concentragéo teste de 50 pg/mL por exemplo,
0s compostos LQOFG-2, LQOFG-6 e LQOFG-7 apresentaram uma viabilidade de 99.09 +
4.00; 115.3 £ 4.80 e 115 + 5.69 % em relacdo ao controle; e a Anfotericina B no valor de 53.90
* 4.6%.

Figura 28. Citotoxicidade dos compostos derivados de guanidina (LQOFG-2, LQOFG-6 e
LQOFG-7) e Anfotericina B sob células mononucleares do sistema periférico apos 24 h de

tratamento.
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Fonte: Elaboragdo propria. As células mononucladas do sistema periférico humano foram cultivados em meio
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RPMI 1640, suplementado a 10% de SFB e incubados na presenca de diferentes concentracdes do compostos
LQOFG-2; LQOFG-6 e LQOFG-7, juntamente com a anfotericina B, a 37 °C, 5% CO2. A citotoxicidade dos
parasitos foi avaliada pelo método de reducao do 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazolium brometo (MTT)
apos 24 h de tratamento. O grafico representa a média + erro padrao da média de trés experimentos independentes,
considerando o controle negativo (CTL-) como 100% de viabilidade. Foi realizado One-way ANOVA seguido
pelo pos-teste de Tukey para comparagdo entre os grupos, sendo, **p<0,01, ***p<0,001 e ****p<0,0001 em
comparacao ao controle negativo.

5.1.4 Avaliacéo do perfil de morte celular de formas promastigotas e amastigota
axénica de L. infantum expostas os derivados de guanidina LQOFG-2, LQOFG-
6 e LQOFG-7

Com a finalidade de identificar o mecanismo de acdo das substancias deste estudo,
avaliamos a morte celular do parasita, utilizando a citometria de fluxo. O mecanismo de morte
celular foi identificado utilizando os marcadoresanexina V-FITC e IP, avaliando os estagios de
morte celular em parasitas expostos a compostos de guanidina (BRAJTBURG; BOLARD,
1996; JAIN; JAIN, 2018).

Primeiramente, o ensaio de morte celular foi realizado para promastigotas de L.
infantum tratadas com os compostos de guanidina por 24 horas, nas concentracoes de 0,5, 1x,
2x e 4x Clso. Como controle positivo foi utilizado a anfotericina B nas concentragdes 1x e 4x
CI50. As células tratadas com meio de cultura sem farmaco foram considerados o controle
negativo e DMSO a 0.5% também foi analisado como controle de veiculo.

Os resultados mostram que ndo houve diferenca estatisticamente significativa para o0s
derivados de guanidina (LQOFG-2, LQOFG-6, LQOFG-7) para nenhum dos marcadores. Nao
houve diferenca significativa no perfil de morte celular entre o grupo controle negativo e o
grupo DMSO a 0.5%, demonstrando que a concentracdo utilizada do solvente DMSO né&o
interfere nos ensaios de citotoxicidade realizados nesse estudo, mantendo a vialidade celular. A
anfotericina B apresentou apoptose tardia para 4.30 £ 0,28% na concentracdo 1x CI50 e 65.83
+ 1.85% na concentracdo de 4x CI50. A porcentagem que caracteriza desintegracdo da
membrana [anexina V (-)-PI (+)], ou seja, necrose celular, foi de 7.64 + 1.17% em 1x CI50 e
33.10 £ 1.90% em 4x CI50 (valor p <0,0001).
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Tabela 7. Porcentagem de morte celular por apoptose/ necrose nas formas promastigotas de
Leishmania infantum tratados com os derivados de guanidina e anfotericina B por 24h.

% Células

Anexina +/Pl- Anexina+/Pl+ Anexina-/Pl+
Controle 0.89 +0.15 0.25 + 0.07 0.71 +0.09
DMSO 0.5% 0.62 +0.06 0.60 +0.08 0.83+0.01
LQOFG-2 0.5x Clso 0.27+0.09 0.55 + 0.04 1.69 +0.28
LQOFG-2 1x Clso 0.12 + 0.022 0.41+0.14 2.07+0.23
LQOFG-2 2x Clso 0.35+0.01 0.78 +0.15 1.52+0.24
LQOFG-2 4x Clso 0.34 +0.09 0.63+0.12 1.79 = 0.59
LQOFG-6 0.5x Clso 0.65+0.19 0.18 +0.01 0.85 +0.09
LQOFG-6 1x Clso 0.46 +0.13 0.20 + 0.03 1.47 £0.21
LQOFG-6 2x Clso 0.51 +0.08 0.32 +0.06 1.37 £0.22
LQOFG-6 4x Clso 0.91+0.34 0.20 + 0.03 1.06 £ 0.07
LQOFG-7 0.5x Clso 0.28 +0.05 0.47 £ 0.07 0.87 £0.17
LQOFG-7 1x Clso 0.77 £ 0.04 0.41 +0.08 1.19£0.12
LQOFG-7 2x Clso 0.76 £ 0.10 0.26 + 0.09 1.37 £0.22
LQOFG-7 4x Clso 0.39 +0.08 0.18 + 0.07 1.06 + 0.07
Anfotericina B 1x Clso 0.67 +0.27 4.30 +0.28¢ 7.64 +1.17°

Anfotericina B 4x Clso 0.27 £ 0.09 65.83 + 1.85¢ 33.10 + 1.90¢

Legenda: Porcentagem de morte celular por apoptose / necrose em promastigotas + S.E.M de trés experimentos
independentes em triplicata. (a) p < 0,05 vs. Controle, (b)p < 0,01 vs. Controle; (¢) p < 0,001 vs. Controle; (d)p <
0,0001 vs. controle, por anélise de variancia (ANOVA) com o pds-teste de Tukey em comparacdo com o controle
negativo ( células sem tratamento).

Os mesmos parametros experimentais para o ensaio de morte celular foram utilizados
para avaliar morte celular em as amastigotas axénicas de L. infantum: amastigotas em sua fase
estaciondria foram tratadas por 24 horas a 37°C, nas concentracgdes de 0.5, 1, 2 e 4x CEso. Como
controle positivo foi utilizado o farmaco Anfotericina B nas concentragdes de 1x e 4x CEso. O
DMSO foi testado a 0.5% e, como controle negativo, células em meio schneider sem
tratamento.

Duas subpopulac6es observadas no dotsplot FSC-A versus SSC-A foram classificadas
em subpopulacGes de amastigotas 1 e amastigotas 2. Na subpopulagéo 1, observamos um perfil
de células viaveis em sua maior proporgao por nao expressar os marcadores de morte celular

[anexina V (- )-PI (-)]. Porém o composto LQOFG-7 na concentracdo de 2x CEsg, induziu
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apoptose inicial em 21,43 £ 1,00% em relag&o ao controle. A anfotericina B indiziu um perfil
tipico de apoptose inicial (24,25 £ 0,95%) e tardia (15,85 + 1,25%) na concentracdo de 1x

CE50, morte celular por necrose (35,53 £ 1,10%) na concentracdo de 4x CExo (tabela 8).

Tabela 8. Porcentagem de morte celular por apoptose/ necrose nas formas amastigota axénica
de Leishmania infantum tratados com os derivados de guanidina e anfotericina B por 24h para

sub-populacéo 1.

% células (sub-populacao amastigota 1)

Anexina+/Pl- Anexina+/Pl+ Anexina-/Pl+
Células 12.45+ 2.70 7.06 £0.81 5.24 £0.39
DMSO 0.5% 15.90 £ 2.10 6.08 £ 1.06 3.99+0.48
LQOFG-2 0.5x CEso 16.20 £ 2.03 8.57 £0.18 9.75 £ 0.97
LQOFG-2 1x CEso 18.60 £ 0.85 9.46 £ 2.06 7.31+£1.42
LQOFG-2 2x CEso 16.60 £ 1.39 7.90+£0.82 9.26 £ 0.54
LQOFG-2 1x CEso 16.77 £ 2.15 8.02 £ 0.87 10.58 £ 0.43
LQOFG-6 0.5x CEso 17.30 £ 1.76 10.76 £ 1.72 10.69 £ 0.99
LQOFG-6 1x CEso 16.17 £ 1.27 10.47 £ 1.64 12.09 £ 1.07
LQOFG-6 2x CEso 16.80 £ 0.95 10.87 £ 0.14 8.16 £ 0.77
LQOFG-6 4x CEso 20.47 £0.97 11.68 £ 2.45 447 +2.31
LQOFG-7 0.5x CEso 16.60 + 2.24 10.76 £ 1.51 9.34 £ 0.99
LQOFG-7 1x CEso 16.27 £ 1.23 9.94 £+ 2.00 12.40 £1.32
LQOFG-7 2x CEso 21.43 +1.00? 13.10 £ 2.52 7.87+£1.31
LQOFG-7 4x CEso 19.63 £ 0.29 11.90 £ 0.89 7.67 £0.55
Anfotericina B 1x CEso  24.25 + 0.95° 15.85+1.25 9.32+1.76
Anfotericina B 4x CEso 7.21+1.07 38.75 + 1.85¢ 35.53 + 1.10¢

Legenda: Porcentagem de morte celular por apoptose / necrose em amastigota axénica + SEM em triplicata. (a) p
< 0,05 vs. controle, (b) p < 0,01 vs. controle; (¢) p < 0,001 vs. controle; (d)p <0,0001 vs. controle, por analise de
variancia (ANOVA) com o pés-teste de Tukey em comparagao com o controle negativo ( células sem tratamento).

J& na subpopulacéo 2, os resultados que caracterizam de morte celular do parasita, ou
seja, apoptose inical [anexina V (+)-PI (-)], células apoptoticas tardia [anexina V (+)-PI (+)],
e morte celular por necrose [anexina V (-)-PI (+)], sdo apresentados na Tabela 9 e Figura 24.
N&o houve diferenca estatistica entre o controle negativo (ndo tratado) e DMSO 0.5%. Os
compostos derivados de guanidina induziram morte por apoptose tardia, anexina V (+)-PI (+)

(Figura 29; Tabela 9), em todas as concentracgdes testadas para LQOFG-2, com percentual de
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morte variando de 31,43 + 0.03 (p<0.01); 33,23 + 0,73 (p<0.01); 56,27 + 1,51 (p<0.0001) e
67,50 £2.05(p<0.0001) % para 0.5, 1x, 2x e 4x seu CEso respectivamente. Para 0 composto
LQOFG-6, o perfil de morte por apoptse foi significativo em 4x com porcentagem de 45,47 +
1,30 %(p<0.0001).

O tratamento com LQOFG-7 resultou em morte celular estatisticamente significativa
em todas as concentraces testadas, com percentuais de 35,53 + 3,13°; 44,20 + 1,019 ; 36,70 +
10,35% e 63,27 + 0,599 %, também demonstrados na Figura 25. N&o houve diferenca
significativa para o entre o controle negativo e tratamento, tanto DMSO 0.5% e derivados de
guanidina, para a condicdo Anexina -/Pl+, com exececdo da Anfotericina B em 4x EC50. A
anfotericina B apresentou um percentual de apoptose tardia de 57,50 £+ 1,72% na concentragédo
1x EC50 e 97,87 + 1,01% na concentracdo 4x EC50.
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Figura 29. Morte celular por apoptose de formas amastigotas axénicas de L. infantum
expostas aos compostos derivados de guanidina (LQOFG-2; LQOFG-6 e LQOFG-7),
Anfotericina B e controles.

0

4]

© d

S 100~ g

i

@

£ 80

= d

£ i ;
d d

— d d

- C

+

o

+ 20-

S

=

B 0_.9"""

c SR X3Sl SFISISTSERE

< Ocpmmea NN o©@P Q@ NNN
TEEEEEEEEEREEE.
2ZZ5X0006000660CGC O
= §@aGgdadcGggad

2333333533433

Legenda: As amastigotas de L. infantum foram incubadas a 37 °C por 24 h na auséncia ou presenca dos compostos
de guanidina ou anfotericina B (ANF. B) em concentragdes de 0,5, 1X, 2x ou 4x CEso. Foi realizada coloragdo com
anexina V/PI (iodeto de propidio) e as amostras analisadas por citometria de fluxo (@) p < 0,05 vs. controle, (b) p
<0,01 vs. controle; (c) p < 0,001 vs. controle; (d)p <0,0001 vs. controle, por analise de varidncia (ANOVA) com
0 pos-teste de Tukey em comparagdo com o controle negativo [CLT- (células sem tratamento)]. ANF (anfotericina

B).

Tabela 9. Porcentagem de morte celular por apoptose/ necrose nas formas amastigota axénica
de Leishmania infantum tratados com os derivados de guanidina e anfotericina B por 24h para
subpopulacéo 2.

% Células (subpopulagdo amastigota 2)

Anexina+/Pl- Anexina+/Pl+ Anexina-/Pl+
Controle 1.99+0.29 12.63 + 0.68 15.57 +£0.33
DMSO 0.5% 5.86 + 0.59 24.25 + 5.55 13.00 + 2.26

LQOFG-2 0.5x CEso 5.68 + 0.29° 31.43 £0.03° 13.20 + 1.62
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LQOFG-2 1x CEso 8.13 + 0.84¢ 33.23+0.73° 11.97 + 0.66
LQOFG-2 2x CEso 7.68 + 0.39¢ 56.27 + 1.51¢ 15.93 + 1.02
LQOFG-2 4x CEso 7.55+1.18¢ 67.50 + 2.05¢ 13.80 + 1.47
LQOFG-6 0.5x CEso 3.62 £0.39 17.10 +0.80 13.20 + 1.62
LQOFG-6 1x CEso 4.05 +0.22 20.00 + 1.74 6.57 +1.20
LQOFG-6 2x CEso 5.72 + 0.20° 25.50 % 0.80 7.15+0.21
LQOFG-6 4x CEso 9.06 + 0.70¢ 45.47 +1.30¢ 8.14 +0.78
LQOFG-7 0.5x CEso 5.56 + 0.46° 35.53 + 3.13¢ 9.83+1.27
LQOFG-7 1x CEso 5.84 +£0.57° 44.20 + 1.01¢ 13.53 £ 0.32
LQOFG-7 2x CEso 10.02 + 1.53¢ 36.70 + 10.35¢ 5.63 +1.24
LQOFG-7 4x CEso 8.01 +0.14¢ 63.27 + 0.59¢ 12.27 +0.48
Anfotericna B 1x CEso 4.73 £0.97 57.50 + 1.72¢ 11.52 +1.89
Anfotercina B 4x CEso 0.60 +0.42 97.87 + 1.01¢ 0.96 + 0.33¢

Legenda: Porcentagem de morte celular por apoptose / necrose em amastigotas-subpopulagdo 2 + S.E.M em
triplicata. (a) p < 0,05 vs. controle, (b) p < 0,01 vs. controle; (c) p < 0,001 vs. controle; (d)p <0,0001 vs. controle,
por anélise de variancia (ANOVA) com o p0s-teste de Tukey em comparagdo com o controle negativo ( células
sem tratamento).

5.1.5 Avaliacao da taxa de infec¢do e inducdo da sintese de 6xido nitrico mediante

infeccdo de mondcitos humanos por Leishmania infantum

Como o derivado de guanidina LQOFG-7 foi o0 composto mais ativo com base em sua
atividade anti-Leishmania, baixa toxicidade em PBMCs humanos e capacidade de induzir a
morte por apoptose em amastigotas de L. infantum, este composto foi selecionado para
investigar a influéncia na infeccdo de mondcitos humanos com a forma promastigota de L.
infantum além da producéo de espécies reativas de nitrogénio.

Para determinar a taxa de infeccao e deternimar a producéo de nitrito apos 24 h, PBMCs
de individuos saudaveis (n=5) foram tratados com LQOFG-7 na concentragdo no valor de seu
respectivo CEso, (8.46 ug/mL) nos ensaios in vitro. A anfotericina B como farmaco de referéncia
(0.32 pg/mL). Ademais, também foi utilizado como controle positivo e estimulo representando
um ambiente inflamatdrio, o LPS a 100ng/mL e o controle negativo (células sem tratamento).

N&o houve diferencas significativas nas taxas de infectividade entre as células de
controle ndo tratadas (63.90 + 2.42%) e as células infectadas tratadas com LQOFG-7 (52.73 +
6.98%), Anfotericina B (58.23 £ 3.72%) ou LQOFG-7 + Anfotericina B (56.43 £ 4.22%)

(Figura 30). Os resultados referentes a inducdo da sintese de 6xido nitrico em mondocitos
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humanos nas condi¢Bes com infeccdo e sem infeccdo, por um periodo de 24 horas estdo
presentes na Figura 31. Apos realizar o protocolo de infeccdo descritos no tépico 4.16, as células
(PBMC) foram tratadas em diferentes condi¢c6es e o sobrenadante oriundo da cultura apos 24h

de tratamento foi coletado para medicéo de nitrito.

Figura 30. Efeito do composto LQOFG-7 e anfotericina B sobre a taxa de infecgéo de

monacitos por Leishmania infantum apds 24 h de tratamento
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Fonte: Dados proprios. Formas promastigotas de Leishmania infantum foram incubadas com monécitos humanos
a 37 °C por 24 h na presenca da LQOFG-7 e o farmaco de referéncia anfotericina B, nas concentracGes de seus
CEso. As formas promastigotas foram marcadas com CFSE (Ester succinimidilico de diacetato de
carboxifluoresceina) e 0s mondcitos com CD14 e analisadas por citometria de fluxo. O grafico representa a média
* erro padrdo da média. Foi realizado One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey para comparagao entre
o0s grupos. ANF.B representa Anfotericina B.

Observou-se um aumento significativo na producéo de nitrito em monacitos infectados
tratados com LQOFG-7 (13,5 £ 1,30 puM) em comparagdo com o0 grupo infectado sem
tratamento (0,367 + 1,48 uM). Néao houve diferenca significativa entre as células tratadas com
LPS e o tratamento com LQOFG-7 em ambas as condigdes. Na condicdo mondcitos sem
infeccdo tratados com LQOFG-7, houve uma producédo de nitrito no valor de 10,5+ 3,58 puM.
A partir deste ensaio, temos que o derivado de guanidina LQOFG-7 induziram a producéo de
nitrito em PBMCs. Observa-se também uma baixa producéo de nitrito por monacitos infectados
com L. infantum e sem tratamento (0,367 = 1,48 uM) em relacdo a condic¢do sem infeccdo (3,81
+ 1,36 uM). Ja os monacitos tratados LPS produziram nitrito no valor de 8,67 £ 1,23 uM na

infeccdo e 11,2 + 1,96M em mondcitos nao-infectados com L. infantum.
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Figura 31. Niveis de nitrito produzidos por mondcitos infectados com Leishmania infantum

tratados com LQOFG-7 e controles
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Fonte: Elaboracéo propria. Os niveis de nitrito foram dosados pela reacdo de Griess, a partir dos sobrenadantes
coletados do ensaio de taxa de infeccdo de mondcitos com L. infantum no sangue periférico de individuos
saudaveis. * P < 0.05 em relagdo ao controle (sem tratamento). O gréfico representa a média + erro padrdo. One-
way ANOVA seguido pelo pos-teste de Tukey foi realizado para comparar 0s grupos com o controle.

Também foi avaliado o efeito do tratamento com a Anfotericina B (EC50) na producéo
de nitrito. Ndo houve aumento significativo na producdo de nitrito em mondcitos infectados
tratados com anfotericina B (5,49 + 2,55 uM) comparados com o controle sem tratamento. No
entanto, 0s monacitos ativados por LPS [anfotericina (+); LPS (+)] exibiram um aumento
significativo na producao de nitrito (13,6 £ 4,25 puM) (p < 0,05) em comparagdo com células
infectadas néo tratadas (0,367 £ 1,48 uM) . Além disso, avaliou-se a possibilidade um efeito
sinérgico entre o tratamento com anfotericina B e LQOFG-7 e como resultado temos que houve
um aumento na producdo de nitrito (p < 0,05; 13,0 + 1,04 uM) nos mondcitos ativados por LPS.
Por fim partindo desse ensaio, temos que o derivado de guanidina LQOFG-7 aparenta induzir
e/ou restituir a producdo de d6xido nitrico por células mononucleares do sistema periférico

humano.
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5.2 RESULTADOS: SELENOGLICOLICAMIDAS

5.2.1 Avaliacdo da atividade anti-Leishmania das selenoglicolicamidas sobre as

formas promastigotas de Leishmania infantum

A atividade anti-Leishmania dos compostos selenoglicolicamidas foi avaliada em
ensaios in vitro contra formas promastigotas de Leishmania infantum. O screening dos
derivados de selénio foi feito inicialmente com 9 compostos (Tabela 2). O composto C4CB
(composto de partida na sintese), ndo apresentou atividade na maior concentracao testada (400
pug/mL) . Portanto destes, 8 compostos apresentaram perfil inibitério nas concentracoes
testadas, sendo possivel o célculo da Clso desses compostos. As concentragdes citotoxicas de
inibicdo (Clso) dos compostos MSe 10, MSe 11, MSe 13, MSe 16, MSe 17, MSe 18, MSe 19 e
MSe 20 foram em pg/mL de 20,50 ; 1,34; 4,83 ; 57,57 ; 68,96 ; 32, 51 ; 2,89 e 34,75,
respectivamente. Na tabela 10 temos a atividade das selenoglicolicamidas nas formas
promastigotas junto com a férmula estrutural de cada composto. Destaca-se a expressiva
atividade anti-Leishmania dos composto MSE 11, MSE 13 e MSE 19, sendo assim estes 0s
escolhidos para o prosseguimento dos ensaios posteriores para investigacdo das atividades
propostas neste trabalho.

Tabela 10. Concentracéo inibitoria de 50% do crescimento de formas promastigotas (Clso) de
Leishmania infantum apds 72 h de incubacdo com os compostos selenoglicolicamidas e farmaco

de referéncia

Compostos Estrutura molecular Clso (ug/ml) | Clso (UM)
s
o]
o H
N
sy
Q)J\ o \©\/\/
0 H
N
oY
cl o Q/

MSe 10 20.50 £ 1.57 61,7

MSe 11 1.34+1.41 3,6

MSe 13 4,83 +0.64 12,2
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MSe 16 o \/©/0CH3 57.57+9.98 158,9
H
sy

(o)
MSe 17 o Hﬁ% 68.96 £11.73 183,3
sy °
o)
MSe 18 o) HJ@[% 32.51£2.07 79,2
J@ASGW" 0

Cl °

MSe 19 o H 2.89%1.71 7,0
IS0 an o

cl ° OCH;,

MSe 20 o H 34.75+£2.10 92,3

Anfotericina B 1.41 +2.96 15

Fonte: Elaboragdo propria. Os valores representam a média + erro padrdo da média da Clso calculada ao menos em
trés experimentos independentes. Para este calculo foi utilizado o modelo de regressao ndo-linear com o programa
GraphPad Prism 8.0.

A figura 32 (A a H) representa o efeitos dos compostos selenoglicolicamidas (MSe 10,
MSe 11, MSe 13, MSe 16, MSe 17, MSe 18, MSe 19 e MSe 20) na porcentagem de inibicéo de
crescimento sob as formas promastigotas de L. infantum apos 72h de tratamento, que
determinaram os respectivos valores de Clsp na tabela 10. Esses compostos apresentaram uma
capacidade inibitdria de maneira dependente de concentragdo para as concentracdes analisadas,
respectivamente, quando comparadas ao controle negativo (0% de inibicgéo).

Destaca-se a atividade anti-Leishmania dos compostos MSe 11, MSe 13 e MSe 19
representados na figura 32B, 32C e 32G, onde na concentragdo de 3,12 pg/mL apresentou
percentagem de inibicdo de crescimento 82,36 + 0,65; 63,77 + 2,05 e 75,82 £ 0,91%
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(p<0,0001) respectivamente. A MSe 11, MSe 13 e MSe 19 apresentaram cOmo Qgrupos
substutuintes o butil (-C4Ho), isopropil (-C3H7) e metoxila (-OCH3) em R2. J& 0s compostos
MSe 17 e MSe 18 possuem o anel metilenodioxi em sua estrutura, e adi¢do do elemento cloro
em R5 na MSe 18, conferiu Clsp de 32.51+2.07 pg/mL. Na concentragdo 25 pg/mL
apresentaram uma porcentagem de inibicdo de 41,15+ 10,26 e 62,55 + 5,79%, respectivamente
(Figura 32E e 32F).Quanto a MSe 19 (Figura 32G) e MSe 20 (Figura 32H) nota-se que ao
adicionar um grupo cloro em Rs, houve um aumento na capacidade de inibi¢éo de crescimento,
0 que refletiu no seu valor de Clso que foi de 2,89 pg/mL (tabela 10). Na concentragéo de 12,5
pHg/mL a MSe 19 inibiu em 77,08 = 2,09%; enquanto que a MSe 20 apresentou percentual de
inibicdo de 29,30 + 6,66%.

Comparando-se o grau de inibi¢do do crescimento de promastigotas, observou-se que
0s compostos de selénio MSe 11, MSe 13 e MSe 19 apresentaram atividade antipromastigota
em todas as concentracGes testadas (1,56 a 12,5 pg/mL), sendo estas, bem inferiores as
concentracdes testadas das demais selenoglicolicamidas (25 a 200 pg/mL). Diante dos
resultados avaliados, de acordo com atividade anti-promastigota em L. infantum das
selenoglicolicamidas, foram selecionados os trés compostos mais bioativos para 0s ensaios
seguintes, em busca de novos compostos promissores para 0 seguimento do estudo. Estes
compostos foram as selenoglicolicamidas MSe 11, MSe 13 e MSe 19 com seus Clso de 1.34 +
1.41;4.83 £0.64 € 2.89 = 1.71 pg/mL, respectivamente.
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Figura 32. Efeito dos compostos seleniglicolicamidas MSe 10, MSe 11, MSe 13, MSe 16, MSe 17, MSe 18, MSe 19 e MSe 20 sobre a inibicéo
do crescimento de formas promastigotas de L. infantum apds 72 h de tratamento.
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Fonte: Elaboracdo propria. Os parasitos foram cultivados em meio Schneider pH 7.0 e 20% de SFB e incubados na presenca de diferentes concentracbes compostos
seleniglicolicamidas MSE 10, MSE 11, MSE 13, MSE 16, MSe 17, MSe 18, MSe 19 e MSe 20 a 26 °C. A citotoxicidade dos parasitos foi avaliada pelo método de reducédo do
3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazolium brometo (MTT) ap6s 72 h de tratamento. O gréafico representa a média + erro padrdo da média de trés experimentos
independentes, considerando o controle negativo (CTL-) DMSO 0,5% como 100% de viabilidade. Foi realizado One-way ANOVA seguido pelo poés-teste de Tukey para
comparagao entre 0s grupos, sendo *p<0,05; **p<0,01 e ****p<0,0001 em comparagdo ao controle.
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5.2.2 Avaliacdo da atividade anti-Leishmania das selenoglicolicamidas sobre

amastigotas axénicas de Leishmania infantum

Os compostos selenoglicolicamidas MSe 11, MSe 13 e MSe 19 foram selecionados ap6s
0s ensaios da avaliacdo da atividade anti-Leishmania em promastigotas de acordo com seus
respectivos Clso, obtendo melhores respostas. Os 3 compostos bioativos foram assim avaliados
juntamente com o farmaco de referéncia, a Anfotericina B, quanto a atividade anti-Leishmania
sobre as formas amastigotas axénicas de Leishmania infantum. A partir dos ensaios in vitro pelo
método de MTT, como descrito no topico 4.3, obtemos a concentracdo citotoxica desses
compostos, juntamente ao controle positivo para amastigotas axénicas de L. infantum,

representados na tabela 11.

Tabela 11. Concentracdo efetiva sobre 50% da populacdo de formas amastigotas axénicas
(CEso) de Leishmania infantum apds 24 h de incubagdo com os compostos selenoglicolicamidas

e farmaco de referéncia

Compostos Estrutura molecular CEso (ug/ml) | CEso(UM)
MSe 11 (o) H 46,08 + 1,73 123,1
T
o]
MSe 13 (o) H 1459 +1,44 37,0
@*snﬁ”
Cl 0
MSe 19 o H 119,20+ 1,51 290,2
SO
Anfotericina B 0,32 £1.29 0,3

Fonte: Elaboragdo propria. Os valores representam a média da CEso calculada ao menos em trés experimentos
independentes. Para este calculo foi utilizado o modelo de regressao nao-linear com o programa GraphPad Prism
8.0.
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Os compostos selenoglicolicamidas obtiveram valores de CEso de 46.08 £ 1.73; 14.59
+1.44e119.20 £ 1.51 pg/mL para MSe 11, MSe 13 e MSe 19, e o farmaco de referéncia (como
controle positivo), a anfotericina B com valor de CEsg 0.32 £1.29 pg/mL. Observa-se que a
atividade citotoxica foi menos expressiva em comparacao a atividade anti-Leishmania na forma
promastigota descrita no topico 5.2 dos compostos testados. Todavia a selenoglicolicamida
MSe 13 obteve melhor atividade citotdxica nas formas amastigota axénica de Leishmania
infantum (tabela 11), com perfil de atividade farmacoldgica dependente de concentracéo. Seus
valores de percentagem de citotoxicidade foram de 20. 18 + 1.47; 38.31 + 4.61; 56.18 * 2.3;
60.36 * 3.85 %, para as concentracdes testadas 6,25; 12,5; 25 e 50 pg/mL respectivamente.

Figura 33 . Citotoxicidade dos compostos selenoglicolicamidas (MSe 11, MSe 13 e MSe 19) e

Anfotericina B sob a forma amastigota axénica de L. infantum apds 24 h de tratamento.
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Fonte: Elaboracéo prdpria. Os parasitos foram cultivados em meio Schneider pH 5.5 e 20% de SFB e incubados
na presenca de diferentes concentracdes do composto MSe 11, MSe 13 e MSe 19, juntamente com o controle
positivo, a anfotericina B, a 37 °C. A citotoxicidade dos parasitos foi avaliada pelo método de redugdo do 3-[4,5-
dimetiltiazol-2-il]-2,5- difeniltetrazolium brometo (MTT) ap6s 24 h de tratamento. O grafico representa a média

* erro padrdo da média de trés experimentos independentes.

A Figura 33 representa o grafico de curva dose-resposta dos compostos
selenoglicolicamidas testados nas concentrac6es seriadas de 100 a 0.78 pg/mL e a anfotericina
B nas concentracdes de 10 a 0.078 pug/mL. Nos dados demonstrados temos uma regressao do

tipo ndo-linear. A MSe 11, MSe 13 e MSe 19 apresentaram como grupos substutuintes o butil
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(-C4Ho), isopropil (-CsH7) e metoxila (-OCHs) em R2, respectivamente. O composto com o0
grupo isopropil (MSe 13) substituido apresentou melhor resposta na citotoxicidade em
amastigotas axénicas (CEso= 14.59 + 1.44 pg/Ml), portanto sendo o mais promissor do grupo

analisado.

5.2.3 Avaliacéo do perfil de morte celular de formas promastigotas e amastigota

axénica de L. infantum expostas a selenoglicolicamida MSe 13

De modo semelhante, seguindo o topico 5.5, foi investigado o perfil de morte celular
das formas promastigota e amastigota axénica de Leishmania infantum tratadas com a
selenoglicolicamida MSe 13 e controles, utilizando a citometria de fluxo com anexina V-FITC
e marcacdo Pl para identificar os estdgios de morte celular em parasitas expostos a
selenoglicolicamida MSe 13.

Primeiramente, o ensaio de morte celular foi realizado para promastigotas de L.
infantum tratadas com o composto MSe 13 por 24 horas, nas concentracGes de 0.5x, 1x, 2x e
4x Clso. Como controle positivo foi utilizado a anfotericina B nas concentracfes 1x e 4x Clso.
As células em meio de cultura e sem tratamento foram considerados o controle negativo e
DMSO a 0.5% também foi testado como grupo controle.

Como resultados, demonstrados em porcentagem de morte celular descritos na tabela
12, vimos que ndo houve diferenca estatisticamente siginificativa entre células sem tratamento
e 0 composto MSe 13 nas concentracdes testadas para os parametros entre células apoptéticas
em estado inicial [anexina V (+)/PI (-)], células apoptéticas em estado tardio [anexina V (+)/
PI (+)]. Contudo, a selenoglicolicamida na concentragio 4x seu valor de Clsg ocasionou morte
celular por necrose [anexina V (-)/ Pl (+)] em 3.71 + 0.32 % (p<0.05; tabela 12). O farmaco de
referéncia, a anfotericina B, apresentou diferenca estatistica nas concentracgdes testadas para 0s
parametros de morte celular por apoptose tardia e necrose, como ja descrito no topico anterior
. N&o houve diferenca estatistica significativa também entre o controle sem tratamento e células

expostas a DMSO 0.5% para nenhum dos parametros.
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Tabela 12. Porcentagem de morte celular por apoptose/ necrose nas formas promastigotas de
Leishmania infantum tratados com selenoglicolicamida MSe 13 e anfotericina B por 24h.

% Células
Anexina +/Pl- Anexina+/Pl+ Anexina-/Pl+
Controle 0.89£0.15 0.25+£0.07 0.71+£0.09
DMSO 0.5% 0.62 +0.06 0.60 +0.08 0.83+0.01
MSe 13 0.5x Clso 0.22 +0.03 0.28 +0.03 1.16 £ 0.43
MSe 13 1x Clso 0.54 +0.05 0.39 +0.08 1.02 £ 0.19
MSe 13 2x Clso 0.73+0.14 1.35 + 0.06 3.44 +0.26
MSe 13 4x Clso 0.43+0.13 0.11 +0.02 3.71 +0.32?
Anfotericina B 1x Clso 0.67 £0.27 4.30 + 0.28¢ 7.64+1.17¢
Anfotericina B 4x Clso 0.27 +£0.09 65.83 + 1.85¢ 33.10 + 1.90¢

Legenda: Porcentagem de morte celular por apoptose / necrose em promastigotas + S.E.M de trés experimentos
independentes em triplicata. (a) p < 0,05 vs. Controle, (b)p < 0,01 vs. Controle; (c) p < 0,001 vs. Controle; (d)p <
0,0001 vs. controle, por andlise de variancia (ANOVA) com o pds-teste de Tukey em comparagdo com o controle
negativo ( células sem tratamento).

Posteriormente, foi realizado o ensaio de morte celular para as formas amastigotas
axénicas de Leishmania infantum, também num periodo de 24h a 37°C, nas concentracdes 0.5x,
1x, 2x e 4x a partir dos valores de CEsg calculados pelo ensaio de viabilidade celular
apresentado anteriormente. Foi observado duas subpopulacdes apresentadas no grafico FSC-A
versus SSC-A, e foram classificadas em subpopulac¢des de amastigotas 1 e amastigotas 2 ( figura
21 e figura 23).

Partindo da estratégia de analise, apos selecionar a subpopulacdo 1 na relagdo Anexina
V-FITC (Isotiocianato de fluoresceina) x lodeto de Propidio (P1)- PerCP-Cy5, pode-se observar
o perfil de morte celular da L. infantum tratadas com a selenoglicolicamida MSe 13,
Anfoteircina B como controle positivo, DMSO 0.5% e célula sem tratamento (controle)
representados na Figura 34 e Tabela 13. N&o houve diferenga estatisicamente significativa entre
células expostas a DMSO 0.5% e controle para todos os parametros de analise utilizados,
mostrando que a maior concentragdo residente de DMSO nos ensaios néo afeta a viabilidade
celular. No parametro de analise que caracteriza apoptose inicial [anexina V (+)/PI (-)], o
composto MSe 13 induziu morte celular nas concentragfes 1x, 2x e 4x seu CEsp nas
porcentagens de 22.73 + 1.88; 22.67 + 1.43 e 23.27 + 1.59 % (p<0.01) respectivamente.

A Anfotericina B induziu morte celular na concetracdo 1x CEso de 24.25 £ 0.95 %, ndo

havendo diferenca estatistica entre 0 mesmo e o composto MSe 13. A selenoglicolicamida MSe
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13 também apresentou resultados significativos que caracterizam células apoptéticas em estado
tardio [anexina V (+)/ Pl (+)] em todas as concentragOes testadas nas porcentagens de 18.63
0.44; 22.30 £ 1.00; 30.40 = 0.36 e 34.83 + 0.83% para 0.5; 1 2 e 4x CEso respectivamente. O
composto MSe induziu grau de necrose [anexina V (-)/ Pl (+)] em amastigotas axénicas na
concentragédo de 4x CEspem 14.20 + 1.10 % (p<0.01). N&o houve diferenca sigificativa entre a
Anfotericina 1x CEso e Mse 13 1x; e entre Anforericina 4x versus MSe 2x; e Anforericina 4x

versus MSe 4x, destacando assim o potencial efeito apoptotico do derivado seleno MSe 13.

Figura 34. Perfil de morte celular de formas amastigotas (sub-populacdo 1) de Leishmania

infantum expostas a selenoglicolicamida MSe 13 e anfotericina B
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Fonte: Elaboragdo propria. Formas amastigotas de Leishmania infantum foram incubadas a 37 °C por 24 h na
presenca da selenoglicolicamida MSE 13 e o farmaco de referéncia anfotericina B, nas concentragdes de 0.5x,1x,
2x e 4x a CEso. As células foram marcadas com Anexina V e lodeto de Propidio e analisadas por citometria de
fluxo. O gréfico representa a média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes. (CTL- ) representa
controle de células sem tratamento. (ANF) representa Anfotericina B. Foi realizado One-way ANOVA seguido
pelo pos-teste de Tukey para comparagdo entre 0s grupos, sendo .(a) p < 0,05 vs. Controle (CTL-), (b)p < 0,01 vs.
Controle; (¢) p < 0,001 vs. Controle; (d)p <0,0001 vs. controle.
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Tabela 13. Porcentagem de morte celular por apoptose/ necrose nas formas amastigota axénica
de Leishmania infantum tratados com a selenoglicolicamida MSe 13 e anfotericina B por 24h

para subpopulacao 1.

% C¢élulas (sub-populacédo amastigota 1)

Anexina +/ PI - Anexina +/Pl+ Anexina-/Pl+

Célula 12.45 + 2.70 7.06 £ 0.81 5.24 +0.39

DMSO 0.5% 15.90 + 2.10 6.08 + 1.06 3.99 +0.48

MSe 13 0.5x CEso 20.20 + 1.56 18.63 + 0.44° 9.92+2.25

MSe 13 1x CEso 22.73 + 1.88° 22.30 + 1.00¢ 9.03 +0.83
MSe 13 2x CEso 22.67 +1.43° 30.40 + 0.36° 12.17 +1.29
MSe 13 4x CEso 23.27 + 1.59° 34.83 + 0.83¢ 14.20 +1.10P

Anfotericina B 1x CEso  24.25 + 0.95" 15.85 + 1.252 9.32+1.76
Anfotericina B 4x CEso 7.21+1.07 38.75 + 1.85¢ 35.53 + 1.10¢

Legenda: Porcentagem de morte celular por apoptose / necrose em amastigotas-subpopulagdo 2 + S.E.M em
triplicata. (a) p < 0,05 vs. controle, (b) p < 0,01 vs. controle; (¢) p < 0,001 vs. controle; (d)p <0,0001 vs. controle,
por andlise de variancia (ANOVA) com o0 pos-teste de Tukey em comparacdo com o controle negativo ( células
sem tratamento).

Partindo da estratégia de andlise descritas na Figura 23, como resultados, descritos na
tabela 14, pode-se observar morte celular induzida por apoptose bastante expressiva em todas
as concentracdes testadas do composto MSe 13, caracterizado por dupla marcacdo [Anexina
(+)/ P1 (+)], também podendo ser visualizado na Figura 35. Para o parametro de apoptose tardia,
em 0.5x; 1x; 2x e 4x o valor de CEsp temos um percentual de 51.70 + 0.35; 80.40 £ 2.16; 98.30
+0.28 € 98.23 + 0.33 % (p<0.0001), respectivamente. Além disto, a selenoglicolicamida MSe
13 apresentou um indice morte celular maior que o farmaco de referéncia (Anfotericina B), o
controle positivo, no seus valores de CEso (1x), com p< 0.001 de significancia. Em 1x, a
Anfotericina B induziu morte por apoptose em 57.50 £ 1.72 % e em 1x seu CEso a MSe
apresentou morte celular por apoptose tardia de 80.40 * 2.16%,destacando assim o potencial

bioinovador desse composto apresentado neste trabalho.
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Figura 35. Perfil de morte celular de formas amastigotas (sub-populacdo 2) de Leishmania
infantum expostas a selenoglicolicamida MSe 13 e anfotericina B
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Fonte: Elaboracdo propria. Formas amastigotas de Leishmania infantum foram incubadas a 37 °C por 24 h na
presenca da selenoglicolicamida MSe 13 e o fA&rmaco de referéncia anfotericina B, nas concentra¢des de 0.5x,1x,
2x e 4x a CEsp. As células foram marcadas com Anexina V e lodeto de Propidio e analisadas por citometria de
fluxo. O gréfico representa a média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes. . (CTL- )
representa controle de células sem tratamento. (ANF) representa Anfotericina B Foi realizado One-way ANOVA
seguido pelo pos-teste de Tukey para comparacéo entre 0s grupos, sendo (a) p < 0,05 vs. Controle (CTL-), (b)p <
0,01 vs. Controle; (c) p < 0,001 vs. Controle; (d)p <0,0001 vs. controle, em comparagdo com o controle negativo
(células sem tratamento); ### p<0,001 (MSe 1x em comparacao a anfotericina 1x CEsp); ***p< 0.0001 vs. DMSO
0.5%. ANF (anfotericina B).

Tabela 14. Porcentagem de morte celular por apoptose/ necrose nas formas amastigota axénica
de Leishmania infantum tratados com a selenoglicolicamida MSe 13 e anfotericina B por 24h

para subpopulacéo 2.

% Ceélulas (sub-populacéo amastigota 2)

Anexina +/ Pl - Anexina +/Pl+ Anexina-/Pl+
Célula 1.99 +0.29 12.63 + 0.68 11.57 £ 0.33
DMSO 0.5% 5.86 + 0.59 24.25 + 5,551 10.75 + 0.43
MSe 13 0.5x CEso 6.96 + 0.62 51.70 + 0.35¢ 7.61+0.72
MSe 13 1x CEso 4.27 +0.44 80.40 + 2.16% % 9.09 +0.79
MSe 13 2x CEso 0.72 +0.14 98.30 + 0.28¢ 0.70 + 0.18¢
MSe 13 4x CEso 0.68 +0.12 98.23 + 0.33¢ 0.18 + 0.07¢

Anfiotericina B 1x CEso 4,73 +£0.97 57.50 + 1.72¢ 11.52 +1.89
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Anfotericina B 4x CEso 0.60 £ 0.42 97.87 +1.01¢ 0.96 + 0.33¢

Legenda: Porcentagem de morte celular por apoptose / necrose em amastigotas-subpopulacdo 2 £ S.E.M em
triplicata. (a) p <0,05 vs. controle, (b) p < 0,01 vs. controle; (¢) p < 0,001 vs. controle; (d)p <0,0001 vs. controle,
por andlise de variancia (ANOVA) com o0 pos-teste de Tukey em comparacdo com o controle negativo ( células
sem tratamento). # p<0,001 (MSe 1x em comparacdo a anfotericina 1x CEso);

5.2.5 Avaliacdo da citotoxicidade dos compostos seleoglicolicamidas em células

de mamiferos e indice de seletividade

5.2.5.1 Citotoxicidade em eritrocitos humanos

A citotoxicidade frente a eritrocitos humanos dos compostos selenoglicolicamidas (MSe
11, MSe 13 e MSe 19) mais promissores para atividade anti-Leishmania foi avaliada in vitro e
0s resultados estdo descritos na Tabela 15. Os compostos avaliados ndo alteraram de forma
significativa a viabilidade dessas células em nenhuma das concentracfes testadas, tendo uma
CHso > 400 pg/mL, com o controle sendo considerado com 100% de viabilidade celular. O
farmaco de referéncia avaliado, anfotericina B, apresentou atividade hemolitica com uma CHso
de 6.52 £ 2.09 pg/mL ocorrendo assim uma diminuicdo na viabilidade dos eritrécitos pelo
indice de toxicidade desses compostos (Tabela 15).

Diante desses resultados, podemos calcular o indice de seletividade desses compostos,
que indicara o quanto essas moléculas sdo mais toxicas para as formas promastigota do parasito
do que para eritrécitos humanos. Como nenhum dos compostos avaliados apresentou toxicidade
até a maior concentracao testada (400 pug/mL), portanto ndo foi possivel calcular precisamente
o indice de seletividade baseado na razédo CHso/Clso @ CHso/CEso. Contudo certamente esses
compostos teste possuem maior seletividade ao parasito, por exemplo, comparando com o
farmaco de referéncia, a anfotericina B, que apresentou alta toxicidade demonstrada em sua
atividade hemolitica, cujo indice de seletividade foi de 4,62. Os compostos
selenoglicolicamidas apresentaram um IS de >82,21 a >298,50 para promastigotas e de >3,35
a >8,54 para amastigotas. Sendo assim mais seletivos a sua acgdo anti-Leishmania e com
ausencia de toxicidade a hemécias na maior concentracdo testada. Dentre estes compostos, a

MSe 13 apresentou melhores indices de seletividade.
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Tabela 15. Citotoxicidade em células humanas e indice de seletividade dos derivados de selénio
e anfotericina B

Eritrocitos Promastigotas Amastigotas
Compostos CHso Clso ISe CEso 1Se
MSe 11 >400 1,34+1,46 >298,50 @ 46,08 +1,73 >8.54
MSe 13 >400 483+218 >8281 @« 14591144 @ >27.22
MSe 19 >400 286+1,71 >139,86 119,20+151 @ >3,35
Anfotericina B 6.52 +2.09 1,41 +£0,23 4,62 0,32 +1.29 20.37

Fonte: dados proprios. Valores em pg/mL. 1Se (indice de seletividade com eritrdcitos) .Os valores representam a
média calculada em ao menos trés experimentos independentes em triplicata + erro padrdo da média. Para este

calculo foi utilizado o programa GraphPad Prisma 8.0.

5.2.5.2 Avaliacdo da citotoxicidade em células mononucleares do sistema

periférico expostas a selenoglicolicamida MSe 13

Para analise da citotoxicidade em células mononucleares do sistema periférico (PBMC)
frente ao composto mais promissor do grupo das selenoglicolicamidas, a MSe 13, foi avaliado
0 ensaio de morte celular por citometria de fluxo com os marcadores anexina V-FITC e iodedo
de proidio (PI- PerCP-Cy5). Apds a extracdo do PBMC descrita no topico 4.12 as células foram
tratadas em meio RMPI1-1640 com o composto MSel3 nas concentracdes de: 1; 10; 20; 50 e
100 pg/mL. Além disso, as PBMCs foram tratadas com o farmaco de referéncia Anfotericina
B nas mesmas concentracgdes (1; 10; 20; 50 e 100 ug/mL); juntamente com o controle de veiculo
(DMSO 0.5%) e o controle negativo, células sem tratamento.

Pode-se observar que as células sem tratamento apresentaram um indice de apoptose
inicial de 10.76 + 0.81%, apoptose tardia de 1.30 + 0.12% e necrose de 0.16 + 0.02%, descritos
natabela 15. N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre o controle sem tratamento
e o controle de veiculo (DMSO 0.5%) nos parametros analisados. Apés o tratamento no tempo
de 24h com a selenoglicolicamida MSe13 ndo houve um aumento significativo na porcentagem

de morte celular no parametro de apoptose inicial (Anexina+/PIl-) nas concentracfes testadas.
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Em 100 pg/mL houve um percentual de 0.77 + 0.1% (p<0.05). J& ap6s o tratamento com a
anfotericina B, na concentracdo de 50 pg/mL houve um percentual de morte de 33.10 + 5.28 %
(p<0.0001). Em 100 pg/mL o percentual por apoptose inicial foi de 0.13+ 0.04% (p<0.05).

Figura 36. Indice de morte celular de células mononucleares do sistema periférico expostas a
MSe 13 e anforeticina B
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Fonte: Elaboracdo prépria. Células mononucleares de doadores saudaveis (n=3) foram incubadas a 37 °C por 24 h
na presenca da selenoglicolicamida MSe 13 e o farmaco de referéncia anfotericina B, nas concentragdes de 1; 10;
20; 50 e 100 pg/mL. As células foram marcadas com Anexina V e lodeto de Propidio e analisadas por citometria
de fluxo. O gréfico representa a média + erro padrdo da média de trés experimentos independentes. O controle
representa células sem tratamento. (ANF.B) representa Anfotericina B. Foi realizado One-way ANOVA seguido
pelo pés-teste de Tukey para comparagdo entre os grupos, sendo (a) p < 0,05 vs. Controle, (b)p < 0,01 vs. Controle;
(¢) p<0,001 vs. Controle; (d)p <0,0001 vs. Controle.

No parametro de apoptose tardia, a selenoglicolicamida MSe 13 ndo indiziu morte
celular significativa nas concentragdes de 1, 10 e 20 pug/mL testadas num tempo de 24h. Porém
a Mse 13 obteve um grau de toxicidade em PMBCs significativo nas doses de 50 e 100 pg/mL
testadas, nos valores de 15.65 + 3.35 € 98.43 £ 0.22 % (p<0.0001). Ja a anfotericina B indiziu
morte celular por apoptose tardia de 7.90 £ 0.84% (p<0.05) e 96.80 + 0.32% (p<0.0001), nas
doses de 50 e 100 pg/mL testadas. Nao houve diferenca estatistica entre a MSe 13 e a
Anfotericina B em 1, 10, 20 e 100 pg/mL.
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Tabela 16. Porcentagem de morte celular por apoptose/ necrose PBMC tratados com a
selenoglicolicamida MSe 13 e anfotericina B.
% Células (PBMC)

Anexina +/ Pl - Anexina +/Pl+ Anexina-/Pl+
Células 10.76 £ 0.81 1.30 £ 0.12 0.16 £ 0.02
DMSO 0.5% 12.13+0.64 1.41+0.12 0.21+£0.04
MSel3 1pg/mL 11.77 £ 0.67 1.19 +£0.17 0.17+£0.01
MSel3 10 pg/mL 10.87 +1.73 1.56 £ 0.51 0.41+0.11
MSe13 20 pg/mL 13.27 £1.39 449 +1.82 1.28 £0.17°¢
MSe13 50 pug/mL 14.23 £ 2.65 15.65 + 3.359% 0.97 £0.15?
MSel3 100pg/mL 0.77 £0.14% 98.43 + 0.22¢ 0.43 £0.02
Anfotericina B 1 pg/mL 14.53 £ 0.94 2.46 +0.36 0.16 £ 0.02
Anfotericina B 10 pg/mL  15.13 £ 0.83 2.41 +0.43 0.44 £ 0.07
Anfotericina B 20 ug/mL  16.60 = 0.66 2.15+0.44 0.30£0.08
Anfotericina B 50 pg/mL  33.10 + 5.28¢ 7.90 £ 0.842 0.44+£0.12
AnfotericinaB 100 pg/mL  0.13+ 0.042 96.80 + 0.32¢ 3.04 +0.37¢

Legenda: Porcentagem de morte celular por apoptose / necrose em PBMC £ S.E.M. (n=3). (a) p <0,05 vs. controle,
(b) p<0,01 vs. controle; (c) p < 0,001 vs. controle; (d)p <0,0001 vs. Controle; (#) p<0,01 MSel13 vs. Anfotericina
B em 50 pg/mL.; por analise de variancia (ANOVA) com o pos-teste de Tukey em comparagdo com o controle
negativo ( células sem tratamento).

5.3 RESULTADOS: DERIVADOS ACRIDINICOS

O estudo da atividade dos compostos spiro-acridinicos foram inicados por Almeida, F.S
(2018) no Laboratério de Imunologia das Doencas Infecciosas, onde buscou-se investigar a
atividade anti-Leishmania de derivados spiro-acridinicos sob formas promastigotas e
amastigota de L.(L) infantum. Todos os derivados acridinicos apresentaram potencial atividade
de inibicdo de crescimento em promastigotas, apresentando diferentes valores de Clsg, que
variaram entre 1,10 e 6,06 pg/ml, com excecdo da AMTAC 09 (R1=-OCHzs; R4= Br) que ndo
obteve atividade inibitoria até a maior concentracdo testada (Tabela 17).
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Tabela 17. Concentracdo inibitoria de 50% do crescimento (Cls) dos derivados spiro-

acridinicos frente as formas promastigotas de L.infantum.

Compostos Clso pg/mL Clso uM
AMTAC 01 2,03 + 0,06 54
AMTAC 06 5,68 + 0,56 13,8
AMTAC 07 4,10 + 0,87 10,4
AMTAC 08 3,89+0,79 8,7
AMTAC 09 >400 >400
AMTAC 10 2,63+0,20 59
AMTAC 11 1,10+ 0,42 2,6
AMTAC 13 3,77 +0,38 9,0
AMTAC 14 5,33+1,47 12,7
AMTAC 16 6,05+ 1,40 13,9

Fonte:ALMEIDA, F.S. (2021). Legenda: A tabela representa & média = erro padréo da média de no minimo trés
experimentos independentes realizados em triplicata. Utilizou-se regressao ndo-linear com intervalo de confianca
de 95%.

Os compostos que apresentaram maior potencial de inibicdo de crescimento foram as
AMTAC 01 e AMTAC 11 . O primeiro, tido como estrutura base para o desenvolvimento dos
variados spiro-acridinicos, com diferentes substituintes em diferentes posicdes no anel
benzilideno, apresentou uma étima inibicdo do crescimento em promastigota (2,03 + 0,06
pg/mL), ja a AMTAC 11 apresenta como grupo substituinte R3, o 4-dimetilamida, com CI50
de 1,10 £ 0,42ug/mL.

A substituicdo de um elemento cloro em posi¢do para (AMTAC 06) pelo também
halogénio Fltor (AMTAC 07), promoveu uma diminui¢do do Clso de 5,681 £ 0,56 para 4,109
+ 0,87 pg / Ml, respectivamente. O AMTAC 06 (R1= CI) apresentou Clso de 5,68 + 0,56 pg/ml,
porém quando temos a adi¢cdo de um segundo atomo de cloro, em posi¢do orto (Ri= Cl; Rs=
Cl) levando ao composto di-substituido, o AMTAC 08, o seu Clso (3,89 pg/ml = 0,79) foi
reduzindo, sendo considerado, portanto mais ativo. Ja para o composto AMTAC 10 (R:= CI;
Rs= Cl), observa-se uma potencializacdo da atividade anti-Leishmania, sendo um dos
compostos mais ativos (Clso= 2,63 + 0,20 pg/mL). Os compostos com grupo nitro como
substituinte, AMTAC 13 (R1= Cl) e AMTAC14 (Rs= CIl) também apresentaram toxicidade as
formas promastigotas de L.infantum com valores de CI50 de 3,77 + 0,38ug/mL e 5,33 +
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1,47pug/mL respectivamente.

Apos isso, foi realizado o ensaio de citotoxicidade em hemacias com esses compostos
espiro-acridinicos. A avaliacdo da citotoxicidade na atividade hemolitica dos compostos em
estudo mostrou que nenhum dos derivados da espiro-acridina apresentou citotoxicidade para
eritrécitos humanos até a maior concentracdo estudada (CH50> 400 pg/mL), o que permite
afirmar que esses compostos tém uma toxicidade de glébulos vermelhos in vitro muito baixa.
A anfotericina B, como medicamento de referéncia, apresentou CH50 de 10,72 + 0,7 pg/mL.

Na Tabela 18, podem ser observados os valores calculados da concentracéo efetiva dos
compostos estudados, obtidos a partir de 3 experimentos independentes realizados em triplicata,
juntamente com o medicamento de referéncia, Anfotericina B (1,59+0,26 ng/mL). AMTAC 11
apresentou ECsp significativamente menor de 0,97 + 0,2 pg/mL em relagao a0 medicamento de
referéncia.

Posteriormente, 0os compostos com maiores indices de inibi¢cdo de crescimento em
promastigotas, 0 AMTAC 01 e AMTAC 11 seguiram o0s estudos com a avaliagdo em
amastigotas axénicas de L.infantum que mostrou que os efeitos estéricos e eletrdnicos do grupo
dimetilamina contribuem mais para a atividade anti-Leishmania. (Tabela 18) AMTAC 11

apresentou EC50 significativamente menor de 0,97 + 0,2 pg/mL.

Tabela 18. Atividade anti-Leishmania, efeitos citotéxicos contra células PBMC e o indice
de seletividade para AMTAC 01, AMTAC 11 e anfotericina B

Compostos CEso(ug/mL)  CCso(ug/mL) IS

AMTAC 01 496 +0.6 44.16 8.90

AMTAC 11 0.97+0.2 >100 >102.67
Anfotericina B 1.59+0.26 7.63+1.88 4.78

Fonte: ALMEIDA et al., 2021. IS (indice de seletividade em PBMC) = CCso/ECsp.

O composto AMTAC 01 apresentou citotoxicidade sob formas amastigotas de L.
infantum, cujas concentracdes de 0,78; 1,56; 3,12; 6,25 e 12,5 ug/mL, apresentaram uma taxa
de inibicdo de viabilidade celular de 21,7 £ 1,9; 40,0 £ 1,6; 54,02 + 4,5; 66,11 + 0,72 e 66,17
*+ 0,68 %, respectivamente, quando comparados ao controle. Enquanto que o AMTAC 11
apresentou uma taxa de inibigéo de 33,2 + 2,4; 53,6 + 0,64; 63,56 + 0,37; 69,72 + 0,27 e 69,85

+ 0,2 %. Também quando comparado ao controle.
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Figura 37. Inibicdo da viabilidade celular de formas amastigotas axénicas de L.
infantum por AMTAC 01 e AMTAC 11.
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Fonte: (ALMEIDA et al., 2021). O grafico representa a média * erro padrdo da média de no minimo trés

experimentos independentes realizados em triplicata. **** P < 0,0001 Significincia em relagdo ao controle.

Apos a realizacdo destes ensaios antileishmania (ALMEIDA, 2018), foi investigado a
citotoxicidade em PBMC’s com 0s compostos mais promissores, 0 AMTAC 01 e AMTAC 11,
pois apresentaram melhores atividades contra L. infantum em suas formas promastigota e
amastigota no Laboratorio de Imunologia das Doencas Infecciosas. Esses compostos foram
testados em diferentes concentragdes (100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,13, 1,56 e 0,78 pg/mL). O
AMTAC 01 apresentou toxicidade de 44,16 pug/mL com IS de 8,9, contudo a espiro-acridina
AMTAC 11 ndo apresentou toxicidade na maior concentracéo testada (100ug/mL) (Tabela 18;
Figura 38) consequentemente apresentando um alto indice de seletividade para as células do
parasita. Além disso, a Anfotericina B apresentou alta toxicidade, com CC50 em 7,634 + 1,88

ug/mL, e 4,78 para o indice de seletividade.
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Figura 38. Viabilidade das células mononucleares do sistema periférico de doadores
saudaveis (PBMC) tratadas com os compostos AMTAC 01 e AMTAC 11.
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Fonte: ALMEIDA et al., 2021. O gréafico representa a média * erro padrdo da média de no minimo trés
experimentos independentes realizados em triplicata. ** P < 0,01 **** P <(0,0001 de Significancia em relaggo ao
controle.

A alta seletividade apresentada pelo AMTAC 11 também indica mecanismos seletivos
ao parasita. Os parametros de toxicidade avaliados por PBMC e eritrécitos também indicaram
maior seguranca farmacoldgica quando comparados ao farmaco padrao. Por fim, esse trabalho
gerou um depdsito de patente (Apéndice D) e publicacdo cientifica na revista na revista
Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters (Fator de impacto: 2.823; Qualis — A2; Apéndice
B) (ALMEIDA el al., 2021).
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DISCUSSAO
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6. DISCUSSAO

A leishmaniose visceral é um problema de satde publica, também uma das doencas
tropicais negligenciadas mais importantes, onde mesmo com o passar dos anos, a terapéutica
segue restrita a poucos medicamentos que possuem graves efeitos colaterais, além do
surgimento de cepas resistentes e a coinfecdo com HIV (ROATT et al., 2020). A falta de uma
vacina juntamente com a falta de medicamentos acessiveis, seguros e eficazes para a
leishmaniose, faz-se necessario a busca por novos agentes anti-Leishmania (ANDREWS;
FISHER; SKINNER-ADAMS, 2014). Nesse contexto, os compostos estudados nesse trabalho,
tornam-se candidatos promissores a novos farmacos para o tratamento da leishmaniose.

Quanto aos estudos sobre a atividade anti-Leishmania de derivados de guanidina tém-
se obtido resultados positivos (BERLINCK et al., 2017; KIM; SEMENYA; CASTAGNOLO,
2021). Os derivados de guanidina possuem a mesma estrutura molecular, porém com grupos
substituintes diferentes na posi¢éo para, sendo o bromo, t-butil e iodo para LQOFG-2, LQOFG-
6 e LQOFG-7, respectivamente. Na atividade antipromastigota, o composto contendo a fragdo
bromo como grupo de substituicdo exibiu a maior capacidade citotoxica, reduzindo a
viabilidade celular de promastigotas de L.infantum avaliado pelo ensaio de MTT, corroborando
com um estudo anterior dos mesmos compostos e sua atividade citotoxica para Leishmania
amazonensis (DO ESPIRITO SANTO et al., 2019)

Os derivados de guanidina com o grupo halogénio, LQOFG-2 (-Br) e LQOFG-7 (-1)
obtiveram melhor perfil de atividade anti-promastigota (dados Clso-tabela 4). O resultado
sugere que o substituinte (-Br) pode contribuir para a atividade.

O diagrama de Craig analisa a correlacdo dos efeitos eletrdnicos (o) e a lipoficilidade
(r) dos grupos substituintes em aneis aromaticos (GIRAUD et al., 2009). Os halogénios
apresentam efeitos eletronicos e lipofilicos positivos, e o grupo t-butil efeitos lipofilicos
positivos. Nesse caso, para 0s compostos guanidinicos a lipofilicidade parece contribuir na
atividade.

Quanto a atividade anti-promastigota das selenoglicolicamidas, os compostos mais
ativos MSe 11, MSe 13 e MSe 19 apresentaram como grupos substutuintes o butil (-C4Ho),
isopropil (-C3H7) e metoxila (-OCHz) em R2, respectivamente (tabela 10). A adicdo desses
grupos potencializou a atividade e nota-se que a substui¢do em para favoreceu a atividade anti-
Leishmania, quando observamos os valores de Clsp em comparagdo aos demais compostos

seleoglicolicamidas. Ademais, quando comparamos 0s compostos MSe 19 (C1gH1sCINOsSe) e
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MSe 20 (C18H19NO3Se), observamos que adigdo do grupo cloro (-Cl) em R5, potencializou a
atividade partindo dos valores de Clsg de 2.89 pg/mL para MSe 19, e 34.75 pg/mL para a MSe
20. Portanto, os efeitos eletronicos e lipofilicos positivos desses substituintes contribuiram para
um perfil potencial na resposta da atividade anti-promastigota em L. infantum.

J& na atividade anti-amastigota, os compostos selenoglicolicamidas obtiveram uma
resposta diferente em relagdo a sua atividade para as formas promastigotas. Os compostos mais
ativos, MSe 11, MSe 13 e MSe 19, foram selecionados para analisar a atividade anti-Leishmania
descritos na Tabela 11, contudo sendo menos ativos em relacéo aos valores de Clsg. Todavia
destaca-se o composto MSe 13 (CEso = 14,59 + 1,44 pg/mL) que obteve o melhor perfil como
composto bioativo anti-Leishmania. Neste caso, o grupo substituinte isopropil (-CsH7)
contribuiu para o aumento da atividade citotdxica em amastigotas de Leishmania infantum.

A atividade anti-promastigota das selenoglicolicamidas ja foi relatada na literatura por
De Sousa Luis e colaboratores (2019). Com estruturas moleculares bem semelhantes, possuindo
0 anel base das selenoglicolicamidas. Os compostos apresentaram resultados promissores para
as especies L. amazonensis e L. donovani, que causam a LC e LV, respectivamente. Nesse
estudo, 0s compostos mais ativos tém como grupo substituintes os halogénios (cloro e bromo),
metoxila e isoproprilico em suas estruturas corroborando com os resultados apresentados nesse
estudo.

Os compostos de guanidina e selenoglicolicamidas estudados ndo apresentam
toxicidade as hemacias, sendo um sinal positivo para a continuacdo de novos estudos, como
potenciais candidatos a farmacos. A anfotericina B mostrou citotoxicidade em glébulos
vermelhos de doadores humanos saudaveis a 6,52 + 2,09 pug/mL. Este farmaco é utilizado no
tratamento da leishmaniose e apresenta limitacdes como nefrotoxicidade além de outros efeitos
adversos, sendo necessario o estudo de novas drogas contra a leishmaniose (BRAJTBURG et
al., 1985; JAIN; JAIN, 2018).

Os derivados de guanidina sdo citotoxicos para a forma amastigota de L. infantum,
porém em menor proporc¢do em relacédo a forma promastigota. O derivado LQOFG-7 apresentou
melhor perfil em termos de atividade citotoxica em valores micromolares (18,6 uM). Mesmo
assim, os valores de atividade dos trés compostos foram semelhantes. Seus grupos substituintes,
substituintes halogénios e o grupo t-butil, parecem favorecer a atividade citotoxica com efeitos
lipofilicos positivos.

Diferentes resultados de toxicidade sdo possiveis nas diferentes formas de vida do
protozodrio, onde pode haver aumento, diminui¢do ou até perda da atividade toxica. Martins e

colaboradores (2016) por exemplo, realizaram um estudo sobre a atividade antiparasitaria in
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vitro contra Leishmania (L.) infantum e Trypanosoma cruzi de andlogos sintéticos de alcaldides
guanidina de uma esponja marinha e relataram que alguns compostos obtiveram maior indice
de seletividade para o amastigota formas de L. infantum.

Fernandez e colaboradores (2021) em um estudo sobre a atividade anti-Leishmania de
compostos glicolipidicos, observou-se que os selenoglicolipideos (ou seja, 0s que apresentaram
0 Se em sua estrutura), demostraram um efeito antiproliferativo para amastigotas intracelulares.
A incorporacdo do Se (ou seja, metilseleno, selenocianato e disseleneto) em estruturas de
compostos organicos pode ser considerado um planejamento para se obter compostos
citotoxicos potentes e seletivos (BAQUEDANO et al., 2016).

Ha& evidéncias de que o selénio pode melhorar a defesa do hospedeiro contra agentes
infecciosos. A defesa imunoldgica do hospedeiro protege o corpo da invasdo de Varios
patdgenos. O selénio tem muito potencial para influenciar o sistema imunolégico, a exemplod
a enzima antioxidante glutationa peroxidase (GPx), que provavelmente protege os neutréfilos
dos ROS produzidos para eliminar organismos estranhos ingeridos. A GPx é uma enzima
dependente de selénio, que protege as membranas celulares e organelas com caracteristicas
lipidicas de danos peroxidativos, e trabalha em conjunto com a vitamina E para manter a
integridade das membranas celulares (MUGESH; DU MONT; SIES, 2001).

Os derivados de guanidina investigados no presente estudo apresentaram baixa
toxicidade para PBMC, com altos indices de seletividade para os compostos LQOFG-6 e
LQOFG-7. A anfotericina B apresentou maior citotoxicidade para PBMC, mas apresentou
maior indice de seletividade devido ao seu baixo valor de CEsg. No entanto, de acordo com
André e colaboradores (2020), em seu estudo sobre o impacto de farmacos utilizados para o
tratamento da leishmaniose nas células humanas primarias em relagdo a funcdo imune,
observou-se que na concentragdo de 20 uM de Anfotericina B, houve indugdo de morte celular
por exposicgéo fosfatidilserina e despolarizagdo da membrana mitocondrial.

E importante compreendermos que grandes mudancas na membrana plasmatica
ocorrem durante os processos de morte celular. A externalizagdo da fosfatidilserina, (PS) é uma
das principais altera¢cbes na membrana plasmatica durante a morte celular por apoptose. A
externalizacdo de PS é verificada no ensaio de anexina V/iodeto de propidio (Pl) (DA
CAMARA ROCHA et al., 2019; DEBRABANT et al., 2004; KARAMPETSOU et al., 2021).
A PS localiza-se predominantemente na camada interna da membrana plasmatica e, durante o
inicio da apoptose, € translocada para a camada extracelular, a partir da qual as células
identificam a PS como alvo da fagocitose. Na apoptose inicial, a membrana plasmatica ndo

pode ser marcada com PI, de modo que a coloragdo com anexina V serve como um marcador
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precoce de apoptose. No estdgio tardio da apoptose, a membrana perde sua integridade e as
células apoptoticas tardias ou apoptoticas secundarias tornam-se positivas tanto para anexina V
quanto para Pl. Consequentemente, a auséncia de colora¢do com PI sinaliza a integridade da
membrana enquanto as células necroticas sdo permeéaveis ao Pl, embora permanegcam negativas
para a anexina V (BRAJTBURG; BOLARD, 1996; MENNA-BARRETO, 2019).

Quanto a investigagdo do mecanismo de morte celular induzida pelos compostos
derivados de guanidina e seleoglicolicamida, os resultados mostraram que ndo houve diferenca
significativa para os derivados de guanidina no ensaio de morte celular em promastigotas. O
composto MSe 13 apresentou ainda um discreto aumento na porcentagem de morte celular por
necrose em 3.71 = 0.32% que foi significativo em relagdo ao controle (p<0.05). A anfotericina
B, como esperado devido o seu mecanismo de acdo, apresentou perfil de apoptose (EL-HANI
et al., 2012; JIMENEZ-RUIZ et al., 2010). No entanto, vale ressaltar que o tratamento com
compostos de guanidina, em particular LQOFG-2 e LQOFG-7, de amastigotas axénicas de L.
infantum mostrou um aumento gradual nas células apoptéticas tardias, indicando que ao
aumentar a concentracdo do farmaco, os parasitas sofrem apoptose em maior proporcao (Tabela
9).

A anfotericina B apresenta grau de necrose significativa em todos os ensaios, vale
ressaltar que o principal sitio de acdo da anfotericina B sdo os esterdis de membrana, que
resultam na perda da barreira de permeabilidade das células (MENDONCA et al., 2019;
SHADAB et al., 2017). O tratamento com DMSO a 0,5% néo foi siginificativo em relacdo ao
controle, portanto a morte de amastigotas de L. infantum induzida pelos compostos de guanidina
e selenoglicolicamida caracteriza apoptose. Nao ha estudos sobre o mecanismo de morte celular
por apoptose em derivados de guanidina. No entanto, Martins e colaboradores (2016) em seu
estudo da atividade anti-Leishmania de analogos de guanidina, relataram a inducdo de
despolarizacéo do potencial de membrana mitocondrial, aumento dos niveis de espécies reativas
de oxigénio e aumento da permeabilidade da membrana plasmatica em parasitas de Leishmania.

A exposicdo de PS caracteriza melhor o processo de morte celular apoptética. No
entanto, hd mimetismo apopto6tico em Leishmania spp. de especial interesse para o estudo dos
mecanismos de morte celular em organismos patogénicos. A PS exposto desempenha um papel
nas fases de reconhecimento celular e do processo de fagocitose. Em amastigotas, 0 mimetismo
apoptotico tem sido descrito como a capacidade de expor PS sem haver morte celular. In vivo,
as formas amastigotas expressam PS como um sinal para o processo de fagocitose e, portanto,
s&o reconhecidos e fagocitados. Assim, acredita-se que a inibi¢do da resposta pré-inflamatoria

do macrofago hospedeiro e a indugéo de citocinas anti-inflamatorias permitem a proliferacdo
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do parasita e a progressdo da doenca (ANDRE et al., 2020; BASMACIYAN; CASANOVA,
2019; BRAJTBURG; BOLARD, 1996). Porém, em nosso modelo in vitro, os ensaios foram
realizados em culturas puras mantidas sob composicdo do meio e temperatura controlados,
portanto o resultado apresentado é favoravel ao mecanismo de inducdo de morte celular por
apoptose no tratamento tipo amastigota com compostos de guanidina.

No ensaio de morte celular em amastigotas tratadas com a selenoglicolicamida MSe 13,
observa-se um potencial efeito de apoptose em todas as concentracfes testadas, onde destaca-
se que ndo houve diferenca siginificativa entre a porcentagem desse composto e o farmaco de
referéncia, no valor de seus respetivos valores de CEsp para o0 grupo da subpopulacdo 1 de
amastigotas de L. infantum. Ademais, a MSe 13 obteve um percentual de morte celular mais
significativo que a Anfotericina B na concentracdo 1x CEso. Esse trabalho é inédito na
descoberta do mecanismo de acdo desses candidatos a farmacos para o tratamento das
leishmanioses e ndo ha estudos relatados acerca do mecanismo de morte celular em protozoarios
do género Leishmania. Porém ha na literatura relacdo entre a inducdo de morte celular, que
podem estar relacionados ao processo de apoptose em compostos organo-seleno em ceélulas
tumorais (SANTOFIMIA-CASTANO et al., 2014).

Por exemplo Santofimia-Castafo e colaboradores observaram alteragcdes no potencial
de membrana mitocondrial (¥m) em células AR42]J (tinhagem de tumor pancreatico), tratadas
com um composto organ-seleno, onde a inducdo de despolarizacdo mitocondrial envolvem a
regulacdo de componentes cruciais implicados nos processos celulares de proliferacdo e
apoptose (SANTOFIMIA-CASTANO et al., 2014).. Ha relato na literatura também de inducéo
de apoptose em células SPC-A-1 (linhagem céancer de pulmao humano), que foram cultivadas
com um composto Seleno-Quitosana (WU et al., 2020).

Queiroz e colaboradores (2020) realizaram um estudo com moléculas do grupo
selenoglicolicamidas, de série sintética semelhante ao desse trabalho, em células HL-60
(linhagem de leucemia humana). A despolarizagdo da membrana mitocondrial, causada pelo
composto, sugere uma ruptura da permeabilidade externa mitocondrial, permitindo que
proteinas normalmente confinadas no espaco intramembranar vazem para o citosol. Essas
proteinas incluem fatores apoptogénicos, como o citocromo C, que desempenha um papel
crucial na ativacdo do processo de morte celular (DE QUEIROZ et al., 2020)

Em tripanossomatideos, a morte celular do tipo apoptose é caracterizada principalmente
pelo seu efeito sobre a mitocéndria, com perda de seu potencial de membrana e liberacéo de
citocromo C, proteina associada a membrana interna da mitocéndria, para o citosol. Além da

exposicdo a PS, a fragmentacdo do DNA é também caracteristica para esses protozoarios. Ja a
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via necrética é caracterizada por intensa vacuolizagdo citosolica, forte efeito sobre a
mitocdndria, fragmentacdo DNA e ruptura da membrana plasmatica, ocasionado por estresses
externos, como distirbios mecanicos, farmacos e outros fatores. Esses estimulos induzem a
degradacéo celular descontinua, culminando na ruptura da membrana plasmatica, o que leva a
uma intensa resposta inflamatoria. A perda da integridade celular promove a liberagdo de
organelas danificadas e/ou moléculas intracelulares e induz a inflamacdo, que € uma das
diferencas mais marcantes entre necrose e apoptose (MENNA-BARRETO, 2019).

O composto de selénio MSe 13 induziu grau de necrose em 14.20 £ 1.10 % e a
anfotericina 35.53 £+ 1.10 %, na concentracdo 4x CEsg. Testes pré-clinicos mostraram a lise
parasitaria como o ponto final no modo de acdo de uma grande variedade de farmacos
antitripanossomatideos (MENNA-BARRETO, 2019). Em contraste, eventos de morte celular
desregulada ocorrem sem a acdo coordenada de um aparato celular especifico e sdo comumente
associados a senescéncia e morte causada por condi¢des anormais que séo desfavoraveis a vida
(PROTO; COOMBS; MOTTRAM, 2012).

O selénio é um oligoelemento encontrado em pequenas quantidades no organismo. Foi
isolado pela primeira vez em 1817, e é reconhecido também por sua toxicidade. A importancia
do selénio foi relatada a partir da década de 1950. Ele é um importante componente estrutural
de muitas enzimas, como glutationa peroxidase, tiorredoxina redutase e deiodinases. Enzimas
estas que desempenham papéis importantes pela sua acao antioxidante, na reproducéo e fungédo
muscular (MEHDI et al., 2013).

E relatado que o selénio em si estimula a formacdo de anticorpos e a atividade das
células T auxiliares juntamente com as células T e NK citotdxicas, e também esta envolvido na
migracdo de células fagocitarias e consequentemente na fagocitose e € importante para a funcao
de células efetoras citotoxicas, como células T CD8+ e células natural killer (NK). Alguns
metabolitos de selénio e selenoproteinas mostraram estar envolvidos nas respostas imune e
inflamatdria, os mecanismos responsaveis pelos efeitos benéficos ainda ndo séo totalmente
compreendidos (BAE; KIM, 2020). Contudo devido a sua reconhecida toxicidade, a ingestdo
diaria recomendada de selénio como suplemento nutricional é de 60 pg a 70 pg/dia em adultos
(MEHDI et al., 2013).

No ensaio de toxicidade em células monoclueares de doadores saudaveis atraves do
perfil de morte celular analisados por citometria de fluxo, o composto MSe 13 induziu apoptose
nas concentracdes de 50 e 100ug/mL, testadas apds 24h. Na literatura é descrito que diferentes
compostos de selénio estdo envolvidos na morte celular induzida em células tumorais. Em geral,

0s mecanismos de morte celular em células tumorais s@o dependentes da espécie de selénio, da
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dose, do tempo de exposicdo e do tecido de origem dessas células. Normalmente, as formas
organicas de selénio sdo consideradas menos toxicas que os compostos inorganicos de selénio,
devido a necessidade de os compostos organicos serem metabolizados para exercer seu
potencial citotoxico. Estruturas de aminoacidos compostos de selénio em diferentes
concentragdes (10-1000 uM) induziram apoptose mediada por caspase, e fragmentacdo do
DNA em linhagem de ademocarcinoma de pulméo, A549, por exemplo (FLEMING; GHOSE;
HARRISON, 2001; SUZUKI et al., 2011; WALLENBERG; MISRA; BJORNSTEDT, 2014).
Al-Tamimi e colaboradores (2019) relataram novos compostos organoselénio com atividade
anti-Leishmania em L. donovani. E em seus ensaios, esses compostos apresentaram
citotoxicidade com valores de CCso de até 25uM em células THP-1, apesar da potencial
atividade anti-Leishmania, contudo ainda apresentando bons indices de seletividade (AL-
TAMIMI et al., 2019).

E notorio relatar que o farmaco controle, a Anfotericina B, também induziu morte
celular por apoptose em células mononucleares de doadores saudaveis nas concentragdes de 50
e 100pg/mL. Como ja citado anteriormente, este farmaco ¢ toxico para PBMC’s e que acima
de dosagens em 20uM sucita a apoptose. Semelhante modo, outros farmacos utilizados no
tratamento da leishmaniose, a Miltefosina e a Pendamidina, induziram morte celular em
PBMC'’s de doadores saudaveis em dosagens >20uM, principalmente em linfocitos B (CD20+)
de forma dose-dependente (ANDRE et al., 2020).

Com o objetivo de investigar possiveis mecanismos imunomoduladores por LQOFG-7,
foi feito a avaliacdo da indu¢do na producédo de nitrito do sobrenadante das cultura in vitro de
PBMCs humanos apoés infeccdo por L. infantum. Considerando a terapéutica limitada no
tratamento das leishmanioses, em busca de compostos bioativos, varios estudos tém sido
realizados, baseados na estratégia imunoldgica, para prevenir e tratar a leishmaniose,
recentemente. Em uma tentativa, a imunoterapia isolada ou em combinacdo com a
quimioterapia foi desenvolvida para tratar a infeccdo por leishmaniose e evitar os efeitos
colaterais associados aos regimes de tratamento convencionais. Que visa acelerar a resposta
direcionada e especifica ao parasita em pacientes e resulta em reacGes efetivas em pacientes
sem 0 uso de dos farmacos convencionais (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2021).

A avaliacdo da indugdo de NO é um importante parametro a ser analisado, pois esta
molécula esta envolvida no controle da infeccdo de patogenos, em especial de amastigotas
intracelulares na leishmaniose. A expressdo da enzima iNOS (6xido nitrico sintetase) e a
producdo de NO s&o caracteristicas de células envolvidas em respostas imunes, em especial sdo

fontes importantes de NO as células da imunidade inata, principalmente em células dendriticas
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(DCs), mondcitos/macréfagos, contudo também em NK, eosinéfilos, mastdcitos e neutrofilos
(IBIZA; SERRADOR, 2008; THWE; AMIEL, 2018).

Os macrofagos apds o processo de fagocitose, sdo ativados para produzirem mediadores
toxicos como espécies reativas de oxigénio (ROS) e NO simultaneamente. O NO produzido por
macrofagos pode ser uma importante arma para o controle da leishmaniose. Dependendo do
estimulo e microambiente, os macréfagos/ mondcitos podem se subdividirem em 2 sub-
conjuntos. incluem M1 (ativacdo classica) e M2 (ativado alternativamente). O processo de
polarizacdo dos macréfagos promove diferenciacdo na expressdo imunofenotipica de algumas
moléculas de superficie e intracelulares, sendo a diferenca fenotipica resultado das fungdes
distintas entre os macréfagos M1 e M2 (ATRI; GUERFALI; LAOUINI, 2018; KONG et al.,
2017; VAN TEIJLINGEN BAKKER; PEARCE, 2020)

Os macrofagos classicamente ativados, ou M1, tém uma capacidade marcada de
apresentacdo antigénica e alta producdo de fatores que promovem a proliferacdo celular e
ativacdo de células T, além da producdo de substdncias toxicas como espécies reativas de
oxigénio e intermediarios de 6xido nitrico, e aumento da expressdo do complexo principal de
histocompatibilidade tipo 2 (MHC II). Assim, a producdo de citocinas pré-inflamatorias,
producdo de NO, e a apresentacdo de antigenos tornam os macréfagos M1 bons mediadores no
combate a microrganismos e células tumorais. Os macrofagos do tipo M1 guiam as respostas
inflamatorias agudas e podem produzir uma variedade de citocinas como IL-1p, IL-6, I1L-12,
IL-18, IL-23, TNF-a e IFN-gama; além de diversas quimiocinas, induzindo assim a resposta
efetora de linfocitos perfil Thl. Por outro lado, os macrofagos M2 secretam citocinas
imunossupressoras (por exemplo, 1L-10, TGF-B), suprimem Thl e promovem respostas de
células Th2 que podem estar associadas a suscetibilidade a infeccbes intracelulares, como
Leishmania (ATRI; GUERFALI; LAOUINI, 2018; KONG et al., 2017; VAN TEIJLINGEN
BAKKER; PEARCE, 2020)

Nesse estudo, a infeccdo em mondcitos por L. infantum diminuiu a producgéo de nitrito
na auséncia de tratamento, 0 que é consistente com relatos anteriores (WANDERLEY et al.,
2006). Pesquisadores anteriores em seu estudo in vitro com PBMCs de pacientes com LV,
relataram redugdo na producdo de NO e maior expressédo de 1L-10 e TGF-p (KUPANI et al.,
2020). Citocinas estas que podem suprimir a producdo de NO pela inducéo da atividade da
arginase e que estdo envolvidas com o mecanismo de evasao da Leishmania dos macrofagos do
hospedeiro.

A membrana de fagossomos atua como uma barreira adicional & entrada de fa&rmacos

que circulam na corrente sanguinea. As amastigotas que residem em fagossomos também
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interferem nos mecanismos de defesa do hospedeiro, por exemplo, ao inibem a iINOS de
macrofagos como parte da estratégia de sobrevivéncia do parasita dentro dos fagossomos, e
(PANDYA et al., 2016). Gatto e colaboradores em seu estudo avaliando a expressdo de
receptores TLR2 e TLR4 junto a produgdo de citocinas € NO em PBMC’s de pacientes com
LV antes e ap0s tratamento com antimoniato de meglumina e anfotericina B, demonstrou que
células ndo estimuladas [com LPS e PGN (peptideoglicano de Staphylococcus aureus)] obtidas
de pacientes antes do tratamento produziam niveis significativamente mais baixos de NO em
comparacdo com celulas obtidas apos o tratamento farmacoldgico, (GATTO et al., 2015),
indizuindo assim a uma resposta efetiva de mecanismo celular de defesa ao patdgeno.

Apos o tratamento de mondcitos infectados tratados com LQOFG-7 no valor de seu
EC50, a producdo de NO aumentou significativamente (p< 0.05). A adi¢cdo de estimulo LPS
com o tratamento com LQOFG-7 ndo teve efeito na producdo de nitrito. Ademais pode-se
observar um leve aumento na producdo de NO em mondcitos ndo infectados ap6s o tratamento
com LQOFG-7. Assim, LQOFG-7 aparenta modular a resposta imune em PBMCs de
individuos saudaveis.

Gatto e colaboradores em seu estudo avaliando a expressédo de receptores TLR2 e TLR4
junto a producdo de citocinas e NO em PBMCs de pacientes com LV antes e ap0s tratamento
com antimoniato de meglumina e anfotericina B, demonstrou que células ndo estimuladas [com
LPS e PGN (peptideoglicano de Staphylococcus aureus) obtidas de pacientes antes do
tratamento produziam niveis significativamente mais baixos de NO, em compara¢do com
células obtidas apds o tratamento farmacolégico (GATTO et al., 2015). O estimulo com LPS
aumentou os niveis de NO em comparacgdo com células ndo estimuladas em pacientes pré e pos-
tratamento e individuos controle. Nesse estudo, descobriu-se que a producdo de nitrito
aumentou nas células infectadas apos o tratamento com Anfotericina B, do mesmo modo com
estimulo do LPS e também na condigdo LPS + LQOFG-7 (P <0,05).

Por fim o composto LQOFG-7 aparenta ter capacidade moduladora na resposta imune
com perfil de ativagcdo celular. Ndo existem estudos relatando a atividade de compostos
derivados de guanidina como farmacos capazes de modular a resposta celular contra pat6genos
nas leishmanioses. Todavia é necessario uma analise mais aprofundada que caracterizem um
ambiente com resposta efetora ou imunossupressoras de respostas, atraves do estudo
envolvendo marcadores celulares como citocinas que serdo analisados posteiormente. A
combinacdo de quimio e imunoterapia € uma estratégia e a quimioimunoterapia pode ser
benéfica para infeccdes intracelulares como a leishmaniose (AKBARI; ORYAN; HATAM,
2021).
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Por fim, quanto aos resultados dos derivados de acridina, podemos concluir que a adigéo
do grupo 4-dimetilamina favoreceu bastante sua atividade, possivelmente devido ao seu efeito
doador eletrénico. Quanto a andlise estrutural do AMTAC 11, pode-se sugerir um forte efeito
mesomérico positivo para o anel aromatico, bem como um grupo volumoso, o que poderia
favorecer interagdes mais fortes com diferentes regides da molécula alvo, possivelmente
justificando sua maior atividade. Assim, aplicando o Diagrama de Craig, podemos observar que
os efeitos eletrénicos negativos, principalmente do AMTAC11 e o efeito lipofilico positivo,
cujo substituinte se encontra no quadrante inferior direito (-o +x), implica na melhora da
atividade bioldgica.

Quanto aos compostos AMTAC 06, 08 e 10, podemos continuar a estabelecer a relagéo
estrutura-atividade (SAR), onde a adi¢do em orto (R1 = ClI; R4 = ClI) e a substituicdo em orto
foram observadas para potencializar a atividade anti-Leishmania . As duas substituicdes em
orto (AMTAC 10) com o atomo de cloro, podem ter implicacGes positivas, eletrdnicas e
lipofilicas, porém os efeitos moleculares que podem influenciar nesta resposta. Assim, levanta-
se a hipétese de que esse grupo substituinte contribui positivamente para a atividade
leishmanicida, também porque existem efeitos estéricos na molécula que podem influenciar
como a posicao de alinhamento com o receptor alvo.

Uma série de doze derivados de 2- e 3-arilaminoquinolina como agente anti-Leishmania
foram avaliados em Leishmania mexicana considerando principios da quimica medicinal como
transformacdo de anel ou inclusdo de grupos adequados e os autores concluiram que a
substituicdo pela introducdo de &tomos de halogénio aumenta a poténcia desses compostos
(CHANQUIA et al., 2019).

Permanecendo no mesmo entendimento, nos compostos AMTAC 13 e 14, a mudanca
da posicdo orto do grupo nitro para a posi¢cdo para resultou na diminuicdo de sua atividade,
mesmo sendo 0 mesmo substituinte com os mesmos efeitos eletrostaticos pelo grupo nitro
retirador de elétrons. Os compostos que contém um forte grupo nitro retirador de elétrons
exibiram uma potente atividade anti-amastigota em L. donovani (UPADHYAY et al., 2018). A
avaliacdo em amastigotas axénicas por AMTAC 01 e AMTAC 11 mostrou que os efeitos
estéricos e eletrbnicos do grupo dimetilamina contribuem mais para a atividade anti-
Leishmania.

E interessante destacar que as substituicdes de doadores de elétrons contribuem mais
para a atividade do que o anel de hidrogénio. Grupos volumosos e grupos doadores de elétrons
na posicdo para sao favoraveis a atividade anti-Leishmania (APUY et al., 2004; MELLO;

2018). Por exemplo, de acordo com Coimbra et al (2016) em seu estudo com derivados



123

quinolinicos para L. amazonensis, 0 composto amino-substituido apresentou maior seletividade
a 0 parasita em comparagao com os outros compostos quinolinicos (COIMBRA et al., 2016).
Quanto a citotoxicidade, o composto AMTAC 11 apresentou com maior seguranca, nao
sendo toxico até a maior concentracdo testada. Alguns pesquisadores mostraram baixa
citotoxicidade de derivados de acridina e quinolinas avaliados em células PBMC (BARROS et
al., 2012; HAMEED et al., 2019). Entretanto, no estudo de Malachowska-Ugarte et al. (2012),
(MALACHOWSKA-UGARTE et al, 2012) com toxicidades de derivados de

nitroacridina/acridona em concentracdes abaixo de 1uM foram relatadas.
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7. CONCLUSAO

No presente trabalho temos que, os derivados de guanidina tiveram baixos valores de
Clso e CEso, indicando o efeito bioldgico sobre as formas promastigotas, como também sobre
as formas amastigotas axénicas de L. infantum. Dentre os derivados de guanidina avaliados
composto contendo o iodo como substituinte (-1), LQOFG-7, obteve o melhor perfil de
atividade anti-Leishmania contra Leishmania infantum, com bom indice de seletividade, baixa
citotoxicidade em PBMCs e inducdo de morte celular por apoptose em amastigotas de L.
infantum.

Os compostos selecionados apresentaram niveis seguros quanto a toxicidade para
eritrocitos humanos, ndo apresentando atividade hemolitica dentro das concentracfes avaliadas.
J& os os derivados de guanidina apresentaram baixa toxicidade para células mononucleares de
sangue periférico humano, tendo assim 6timos indices de seletividade.

Jadentre o grupo das selenoglicolicamidas testadas, o composto MSe 13, tendo isopropil
(-CsHy) e cloro (-Cl) como grupos substituintes foi o mais promissor, obtendo um potencial
perfil de atividade anti-Leishmania. Ocomposto MSe 13 ja apresentou resultados bastantes
promissores no que se diz respeito ao seu possivel mecanismo de acédo, analisado por citometria
de fluxo. Onde o mesmo induziu morte celular por apoptose tardia em amastigotas. Com
porcentagens bem expressivas, sendo mais estatisticamente significativa que o préprio controle
positovo na concentracdo de seu CEso. Também apresentou um pequeno percentual de morte
celular por necrose. Todavia esse composto também induziu apoptose em PBMC’s de doadores
saudaveis nas maiores concentracdes testadas, assim como ofarmaco de referéncia, a
anfotericina B.

Na avaliacdo da produgéo de nitrito, que sinaliza sintese em NO, o conposto LQOFG-7
induziu aumento do nitrito. Aparentemente nao ha estudos anteriores realantando esta atividade
em compostos derivados guanidina na leishmaniose. No entanto, sugere-se um possivel
mecanismo de agdo para este composto. A combinac¢do de quimioterapia e imunoterapia é uma
estratégia que pode ser benéfica para infeccOes intracelulares, como a leishmaniose.. Além de
seu papel bem estabelecido como mecanismo efetor antimicrobiano, o NO, que é produzido
pela NO sintase induzivel (iNOS), fornece feedback imunomodulador critico.

Quanto aos derivados de acridina, em conclusédo, o entendimento das interagdes
farmaco-receptor e os estudos da relacdo estrutura-atividade (SAR) corroboraram com o0s

resultados obtidos in vitro. As interacfes intermoleculares com alvos biologicos foram
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potencializadas ap6s substituicdes na molécula base, principalmente a substituicdo da 4-
dimetilamina no AMTAC 11. O derivado acridinico AMTAC 11 apresentou menor toxicidade
as PBMC’s. A alta seletividade apresentada pelo AMTAC 11 também indica mecanismos
seletivos ao parasita. Os parametros de toxicidade avaliados por PBMC e eritrocitos também
indicaram maior seguranca farmacoldgica quando comparados aos medicamentos padréo.
Portanto, os resultados apresentados nesse trabalho trazem pespectivas promissoras
acerca da investigacdo mais aprofundada de novos candidatos a farmacos para o tratamento da

leishmaniose, validando os possiveis mecanismos de acdo desses compostos..
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HIGHLIGHTS

e Guanidine derivatives showed expressive antileishmanial activity in vitro;
e Guanidine causes cell death by apoptosis in L.infuntum amastigote form;
e Guanidine compounds have a high selectivity index;

e LQOFG-7 appears to have an immunomodulatory effect by increasing NO
production;
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected tropical infectious disease with thousands of cases annually; it is of great
concern to global health, particularly the most severe form, visceral leishmaniasis. Visceral
leishmaniasis treatments are minimal and have severe adverse effects. As guanidine-bearing
compounds have shown antimicrobial activity, we analyzed the cytotoxic effects of several guanidine-
bearing compounds on Leishmania infantum in their promastigote and amastigote forms in vitro, their
cytotoxicity in human cells, and effects on reactive nitrogen species production. LQOFG-2, LQOFG-
6, and LQOFG-7 had ICso values of 12.7, 24.4, and 23.6 uM, respectively, in promastigotes. These
compounds exhibited cytotoxicity in axenic amastigotes at 26.1, 21.1, and 18.6uM, respectively. The
compounds showed no apparent cytotoxicity in cells from healthy donors. To identify mechanisms of
action, we evaluated cell death processes by annexin V and propidium iodide staining and nitrite
production. Guanidine-containing compounds caused a significant percentage of death by apoptosis in
amastigotes. Independent of L. infantum infection, LQOFG-7 increased nitrite production in
peripheral blood mononuclear cells, suggesting a potential mechanism of action for this compound.
Therefore, these data suggest that guanidine derivatives are potential anti-microbial molecules, and
further research is needed in fully understand their mechanism of action, especially in anti-leishmanial

studies.

Keywords: Leishmaniasis. Anti-leishmanial activity. Guanidine compounds. Cell death. Apoptosis.

Nitrite production.
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1. INTRODUCTION

Leishmaniasis is a group of infectious and parasitic diseases caused by trypanosomatid
protozoa of the genus Leishmania and is considered a neglected tropical disease. The three primary
forms of the disease are cutaneous leishmaniasis (CL), visceral leishmaniasis (VL), also known as
kala-azar, and mucocutaneous leishmaniasis (MCL). CL is the most common form, whereas VL is the
most severe. More than 1 billion people live in areas endemic to leishmaniasis and are at risk of

infection, with 30,000 new cases estimated annually (Pace, 2014).

VL is caused b Leishmania donovani, and Leishmania infantum cause VL to form caused by
L. infantum in the Mediterranean basin, China, the Middle East, and South America. It has the highest
prevalence in Brazil, and its main reservoir is dogs. The anthroponotic form caused by L. donovani is
prevalent in eastern Africa, Bangladesh, India, and Nepal (van Griensven and Diro, 2019). Persistent
irregular  fever and  splenomegaly characterize VL. Pancytopenia, hepatomegaly,
hypergammaglobulinemia, and weight loss are common symptoms and are mainly present in the

aggressive stages of the disease (Burza et al., 2018; van Griensven and Diro, 2012).

Successful treatment of leishmaniasis is challenging. For several years, leishmaniasis
treatments have included pentavalent antimony, sodium stibogluconate, and meglumine antimoniate.
In addition to painful intramuscular administration, antimonial is cardiotoxic, and its adverse effects
are particularly evident in HIV-visceral leishmaniasis coinfection. Furthermore, sodium stibogluconate
is no longer recommended in some countries owing to increased drug resistance (Barrett et al., 2019;

Burza et al., 2018).

Amphotericin B (AmB) has become the drug of choice in many countries. It binds to ergosterol,
a sterol found in fungal and leishmanial but not in mammalian membranes. Its liposomal formulation,
AmBisome, is safer than the other non-encapsulated drugs (Barrett et al., 2019; van Griensven and

Diro, 2012). Miltefosine was adopted asine regimen by the Asian Elimination Initiative in 2005.
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However, since then, L. donovani has grown resistant to this treatment, reducing its efficacy (Burza et

al., 2018; Jain and Jain, 2018a).

Organic compounds that contain guanidine groups can be found in nature, such as arginine and
many natural alkaloids. In recent decades, interest in synthetic molecules and drugs containing
guanidine moieties has increased (Kim et al., 2021a). Many compounds with a guanidine moiety have
been synthesized in the last decade that show potent anti-microbial activity; some compounds have
advanced to further drug developmental stages or to clinical studies (Baugh et al., 2021; Berlinck et
al., 2017; do Espirito Santo et al., 2019; Kim et al., 2021a; Ngernna et al., 2019; Pasero et al., 2018;
Reid et al., 2008). Due to their structural and molecular characteristics, guanidine compounds have
been explored for treating infectious and non-infectious diseases. These compounds have shown potent
activity against multiple pathogens, such as bacteria, by modulating antibiotic resistance in treatment-
resistant Staphylococcus aureus (Dantas et al., 2018), limiting antifungal activity (Baugh et al., 2021;
Manetti et al., 2009), antimalarial activity (Liu et al., 2011), and in vitro anti-parasitic activity against

L. infantum and Trypanosoma cruzi (Martins et al., 2016).

In addition, because of the limitations of current treatments, the search for new drugs with
leishmanicidal activity is critical (Lamotte et al., 2017). Guanidine compounds have already shown
activity in vitro and in vivo in BALB/c mice infected with L. amazonensis (RD et al., 2019). Therefore,
in this study, we investigated the in vitro activity of several guanidine compounds against L. infantum,
a strain that causes visceral leishmaniasis, to study their mechanisms of inducing cell death,

cytotoxicity in human cells, and changes in reactive nitrogen species production.

2. MATERIALS AND METHODS
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2.1 Guanidine compound preparation

Three guanidine compounds (Figure 1) were synthesized according to the protocol described
by Espirito Santo and collaborators (do Espirito Santo et al., 2019). These compounds were diluted in
dimethyl sulfoxide (DMSO) to obtain stock solutions (20 mg/mL). To obtain the final concentrations
of the drugs in the assays, the stock solutions were diluted in a culture medium with a concentration
of up to DMSO 0.5% (vehicle control).
2.2 Reference anti-L. infantum drug

Amphotericin B (Anfotericin B®; Cristalia, Sdo Paulo, Brazil) was used as a positive control as

it is an anti-Leishmania drug. A stock solution10 mg/mL stock solution was prepared in DMSO.

2.3 L. infantum culture conditions

The promastigote forms of Leishmania (Leishmania) infantum
[IOC/L0579(MHOM/BR/1974/PP75)] were cultured in Schneider's medium, pH 7.0, supplemented
with 20% heat-inactivated fetal bovine serum (FBS), 2% male human urine, 100 U/mL of penicillin,
and 100 mg/L of streptomycin, and the parasites were maintained at 26 °C. The procedure to obtain
the extracellular axenic amastigote form of L. infantum was based on methods previously described
(Debrabant et al., 2004) with modifications. The promastigote forms in the stationary growth phase
were differentiated into axenic amastigotes by temperature treatment (37 °C). Parasites were

maintained in culture for no more than 20 passages.

2.4 Anti-L. infantum activity

The promastigote growth inhibition assay was performed as previously described (Rodrigues et
al.,, 2015). Promastigotes were harvested during the exponential growth phase. They were incubated in
the presence and absence of several concentrations of LQOFG-2, LQOFG-6, LQOFG-7 (500 to 7.8
uM), and AmB (10 to 0.078 uM) as the positive control. The plate was incubated at 26 °C for 72 h in
a biological oxygen demand (B.0.D.) incubator. The growth inhibition was evaluated using an MTT

assay kit (Amresco, Ohio, USA) according to the manufacturer’s protocol. After 4 h of incubation,
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10% sodium dodecyl sulfate was added to dissolve the formazan crystals. The absorbance (540 nm)
was measured using a plate reader (Biosystems model ELx800; Curitiba, PR, Brazil). The same
procedure was followed to assess growth inhibition of the axenic amastigote form using these
compounds with the following modifications: the treatment time was shortened to 24 h, and the test

temperature was raised to 37 °C at a pH of 5.5.

2.5 Red blood cell lysis assay

The hemolytic activities of guanidine compounds were measured using human red blood cells
from healthy adults (n = 6) according to methods previously described (Jain et al., 2015). Briefly, 80
uL of a 5% erythrocyte/phosphate-buffered saline (PBS) suspension was mixed with 20 pL of
LQOFG-2, LQOFG-6, LQOFG-7, (1000 to 7.8 pM), and AmB (100 to 0.78 uM). After incubation at
37 °C for 1 h, 200 puL of PBS (1.5 mM KH>PO4, 8.1 mM NaHPO4, 136.9 mM NaCl, and 2.6 mM
KCl, pH 7.2) was added to stop the hemolysis process, and the samples were centrifuged for 10 min at
1,000 xg. The supernatants were collected, and the extent of hemolysis was measured
spectrophotometrically at 540 nm. The hemolysis percentage was determined as [(AbSsam — Abscon)/
(Abstot — Abscon) % 100], where Abssam is the absorbance of the sample, Abscon is the absorbance of the
blank control (without drugs), and Abstot is the absorbance of total hemolysis (replacing the sample

solution with an equal volume of ultrapure water (Direct-Q UV®, France).

2.6 Invitro cytotoxicity in peripheral blood mononuclear cells

In vitro cytotoxicity was evaluated using peripheral blood mononuclear cells (PBMCs)
collected from three healthy volunteers. PBMC were separated by density gradient using Ficoll Paque
PLUS (GE Healthcare, USA), pelleted by centrifugation (400 g for 40 minutes), and resuspended in
RPMI 1640 medium, supplemented with 10% fetal bovine serum and 1% antibiotic solution (penicillin
5000 Units/mL + streptomycin 5000 pug/mL). After 24 h of treatment, cell viability was evaluated by

the modified colorimetric method based on the tetrazolium dye MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
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2,5- diphenyltetrazolium bromide). The MTT assay was used for in vitro cytotoxicity as previously
described with the following modifications: cells were exposed to serially diluted concentrations of
LQOFG-2, LQOFG-6, LQOFG-7 (1000 to 7.8 uM), and AmB (100 to 0.78 uM). The plates were kept
at 37 °C for 24 h. MTT (5 mg/mL) was added and incubated for 4 h at 37 °C, after which the plates
were centrifuged, the supernatant was discarded, and DMSO was added, leaving the plates under
stirring to solubilize the formazan salts. Absorbance was measured at 540 nm using a plate reader
(ELx800; Curitiba, PR, Brazil). The mean percentage of viable cells was calculated relative to the

untreated control.

2.7 Apoptosis/necrosis profiling with annexin V/PI staining in promastigote and amastigote-like
forms

To evaluate both apoptosis and necrosis, promastigote-like forms of L. infantum in the log
phase of growth were incubated at several concentrations based on the ICso values of LQOFG-2 (6.35;
12.7,25.4, and 50.8 uM) LQOFG-6 (12.2, 24.4, 48.8 and 97.6 uM), and LQOFG-7 (11.65, 23.3, 46.6
and 93.2 uM) were used, and AmB (1.5 and 6 pM) was used as the positive control. The plates were
incubated for 24 h at 26 °C = 1 °C in a B.O.D. incubator. After incubation, the promastigotes were
washed three times in cold PBS, resuspended in binding buffer (10-mM HEPES, 140-mM NacCl, and
2.5-mM CaCl2, pH 7.4), and stained using a FITC Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. The stained cells were
diluted and suspended in an annexin V binding buffer (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Annexin
V-FITC/propidium iodide (PI)-stained cells were analyzed using a BD FACSCanto II flow cytometer
(BD Biosciences, San Jose, CA, USA). The raw data were analyzed using FlowJo 10.0.7 software

(TreeStar Inc., Ashland, OR, USA).

To evaluate both apoptosis necrosis of the amastigote-like forms of L. infantum, the (2.8)

protocol was followed. In each well, amastigotes were treated with the guanidine compounds and
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controls. Several concentrations based on the ECso values of LQOFG-2 (13, 26.1, 52.2, and 104.4 uM),
LQOFG-6 (10.5, 21.1, 42.2, and 84.4 uM), and LQOFG-7 (9.3, 18.6, 37.2 and 72.4 puM) were used,

and AmB (0.30 and 1.2 pM) was used as the positive control.

2.9 Preparation of peripheral blood mononuclear cells and infection assay with L. infantum

PBMCs were obtained from five healthy volunteers from Jodo Pessoa, PB Brazil. Briefly,
peripheral blood was diluted 1:1 with phosphate-buffered saline (PBS) and slowly layered over Ficoll®
Paque PLUS (GE Healthcare, USA). Tubes were centrifuged at 400 xg for 40 min at 20 °C. After
centrifugation, PBMC were harvested, washed three times with PBS, and resuspended in RPMI
medium supplemented with antibiotics (penicillin 200 U/ml and streptomycin 0.1 mg/ml), 1 mM I-
glutamine, and 10% inactivated human serum. Cell viability was assessed using a trypan blue dye

exclusion assay. Cells were counted using a hemocytometer. (Viana et al., 2018; Vieira et al., 2013).

Promastigotes were prepared as previously described (Viana et al., 2018). Briefly, the L. infantum
promastigotes were labeled with carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE) (CellTrace
™ CFSE Cell Proliferation Kit; Eugene, Oregon, U.S.A.). The suspension was incubated for 15 min
at 5% CO2, 37 °C, and washed three times with PBS containing 10% inactivated FBS, producing
CFSE-labeled L. infantum, which was added to whole blood monocytes. The Infection ratio was set at
1:10 (monocyte: L. infantum) for 3 h. After the infection period, cells were washed three times with
PBS supplemented with 10% FBS. After obtaining PBMC, the cells were plated and incubated with
LQOFG-7 and AmB at a concentration of 1x the EC50 value, with media or lipopolysaccharide (LPS)
stimulus (lipopolysaccharide derived from Escherichia coli, Sigma-Aldrich O111:B4) at 100 ng/mL

(Bartosh and Ylostalo, 2014; Lapara and Kelly, 2010; Schildberger et al., 2013).

The plates were incubated for 24 h in a 5% CO2 incubator at 37 °C. The plates were centrifuged
at 200 xg for 8 min at 4 °C, and the supernatant was collected to measure reactive nitrogen production.

CD14 surface antibody (PERCP-Cy5.5; clone M®P9) was used for monocyte labeling. After adding
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the antibody, the plate was incubated at 4 °C for 15 min, protected from light. The cells were washed
with ice-cold PBS buffer. The plate was centrifuged at 200 xg again for 10 min at 4 °C. The
supernatant was removed, the cells were resuspended in 100 pL of PBS buffer and 100 pL of 4%
formaldehyde solution, then read on a flow cytometer (BD FACSCanto II, BD Biosciences, San Jose,
CA, USA). FlowJo v.10.8.1 software was used to analyze the raw data (Magalhées et al., 2015)

(Supplementary Figure 1).

2.10 Nitrite Assay
The culture supernatants from (2.10) were evaluated for the stable end-product of reactive nitrogen
species (NO, nitrates, and nitrites) using the Griess reaction, according to the Cayman Chemical
instruction manual (Cayman Chemical, USA). The nitrite level was determined by measuring the

absorbance at a wavelength of 540 nm using a microplate reader (BioTek-ELx800). (Reza et al., 2019).

2.11 Data analysis and statistics

The 50% inhibitory concentration (ICsp), 50% effective concentration (ECso), 50% cytotoxic
concentration (CCso), and 50% hemolytic concentration (HCso) values were calculated using the
software GraphPadPrism® program (version 6.0; San Diego, CA, USA). Unless otherwise noted, the
assays were performed in triplicates and three independent experiments. We used FlowJo 10.0.7 for
the Flow cytometry data analysis. Statistical differences among treatments were assessed by analysis
of variance (ANOVA) with the post hoc Tukey test at a significance level of 0.05. The data represent

the mean =+ standard error (SEM).
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Fig. 1. Molecular structure of guanidine derivatives. (Z) —N-((benzylamine)((4-
bromophenyl)amino)methylenc)benzamide (LQOFG-2). (Z) —N-((benzylamine)((4-(tert-
butyl)phenyl)amino)methylene)benzamide (LQOFG-6). (Z) —N-((benzylamine)((4-

iodophenyl)amino)methylene)benzamide (LQOFG-7). (RD et al., 2019)

2.12  Ethics statement

All experiments were performed in compliance with the relevant laws, institutional guidelines,
and ethical standards of the Declaration of Helsinki. Written informed consent was obtained from all
patients, and the Ethics Committee approved the study at the Federal University of Paraiba, Brazil

(process number: 2.560.067 and CAAE:82944118.5.0000.5188).

3. RESULTS

The half-maximal inhibitory concentrations (ICso) of LQOFG-2, LQOFG-6, and LQOFG-7 were

12.7 uM, 24.4 uM, and 23.6 uM, while ICso for amphotericin B was 1.5 uM (Table 1).

At the highest concentration tested (1000 pM), none of the guanidine-containing compounds were
toxic to human red blood cells; therefore, it was not possible to calculate the selectivity index (the ratio
HCs0/ICs0). However, AmB presented an HCso of 7.10 + 2.09 uM, producing a selectivity index of

4.73, which matches the already known cellular toxicity of AmB (Brajtburg et al., 1985).
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224 Table 1. The half-maximal inhibitory concentration of the growth of /. infantum promastigotes (ICso) (reated with
225 guanidinc-derived compounds and amphotericin B as a positive control for 72 h of treatment, toxicity to red blood cells

226  (HCso), and the sclectivity indices (ST, HCso/ICso).

Compounds ICso (M) HCso (uM) SI
LQOFG-2 12.7+0.25 >1000 Nd
LQOFG-6 24.4+0.76 >1000 Nd
LQOFG-7 23.6x£0.64 >1000 Nd
Amphotericin B 1.5+0.23 7.10+2.09 4.73

227  Nd = not determined.

228 LQOFG-2, LQOFG-6, and LQOFG-7 showed cytotoxic activity in axenic amastigotes at values of
229  26.1+£1.22uM,21.1 +1.13 uM, and 18.6 + 1.23 uM, respectively. AmB had an ECso value of 0.30
230  +1.29 uM) (Table 2; Figure 2). At the concentration of 31.2 uM, LQOFG-2, LQOFG-6, and LQOFG-
231 7 presented growth inhibition of 57.71%, 59.88%, and 58.02%, respectively, compared to the

232  control(untreated).
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Fig. 2. Cell viability % of axenic amastigotes treated with LQOFG-2 (a); LQOFG-6 (b); LQOFG-7 (¢) = SEM from three

independent experiments in triplicate. **** P < 0.0001 vs. control (untreated) by Analysis of Variance (ANOVA) with

the post hoc Tukey test.

Table 2. Half-maximal effective concentration (ECso) of axenic amastigotes treated with LQOFG-2, LQOFG-6, LQOFG-

7, and AmB as the positive control, cytotoxicity in PBMC cells (CCso), and the selectivity index (SI, CCso/ECso)

Compounds ECso (uM) CCso (uM) SI
LQOFG-2 26.1+1.22 313.1+3.23 12.00
LQOFG-6 21.1+£1.13 Nd Nd
LQOFG-7 18.6 £1.23 7455 £3.58 39.54
Amphotericin B 0.30 £1.29 533 +3.59 177.6
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LQOFG-2, LQOFG-6, and LQOFG-7 had a CCso of 313.1 + 3.23, > 1000, and 745.5 + 3.58,
respectively, while amphotericin B had a CCso of 53.88 + 3.59 (Table 2; Figure 3). AmB showed more
significant toxicity; however, its lower EC50 had a better selectivity index than guanidine compounds.
In contrast, the compound LQOFG-2 had the highest toxicity to PBMC among the guanidine

derivatives, but it was less toxic than AmB.
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Fig. 3. PBMC % viability after LQOFG-2, LQOFG-6, LQOFG-7, and AmB treatment. Data are mean + SEM from three
independent experiments in triplicate.  (control): represents untreated control. * P<0.05, “P<0.01, ***P

<0.0017"P <0.0001 by Analysis of Variance (ANOVA) with the post hoc Tukey test.

Flow cytometry with annexin V-FITC and PI staining was used to identify cell death stages
and pathways in parasites after treatment with LQOFG-2, LQOFG-6, and LQOFG-7. Annexin V and
PI discriminate between early- (AV+, PI-) and late-apoptotic cells (AV+, PI+) as well as necrotic

(AV—, PI+) and live cells (AV—, PI-) (da Camara Rocha et al., 2019; Karampetsou et al., 2021).
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There were no statistically significant changes for the guanidine compounds. Amphotericin B
induced late-apoptosis at the rates of 4.30 = 0.28% at 1x the ICso and 65.83 + 1.85% at 4x the ICso.
The necrotic cell percentage (AV—, PI+) was 7.64 + 1.17% at 1x the ICso and 33.10 + 1.90% at 4% the

ICso concentrations (p < 0.0001, Supplementary Table 1; Figure 4).

Control DMSO0 0.5%

LQOFG2 |

Amphotericin B 1x ICs0

LQOFG-6 !

Amphotericin B 4x ICs0

PI (%)

LQOFG-7

R R

Annexin V (%)

Fig. 4. Analysis strategy of the representative dot plots showing staining of L. infantum promastigotes. L. infantum
promastigotes were incubated at 26 °C for 24 h in the absence or presence of the LQOFG-2, LQOFG-6, LQOFG-7, or
AmB at concentrations of 0.5x, 1x, 2%, or 4% the ICso. Annexin V/ PI (propidium iodide) staining was performed, and the
samples were analyzed by flow cytometry. Q1: Early-Apoptosis (AV+, PI-); Q2: Late-Apoptosis (AV+, PI+); Q3:
Necrotic Cells (AV-, PI+); Q4: Live Cells (AV-, PI-).

The same assay parameters were used for the axenic amastigotes of L. infantum in the stationary
phase: 24 h of treatment at 0.5%, 1%, 2x, and 4x the ECso. The data for these experiments can be found

in Table 3 and Figure 5.
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Fig. 5. Cell death of axenic amastigotes following LQOFG-2, LQOFG-6, LQOFG-7, and AmB treatment. (a) Percentage
of cell death by late-apoptosis of axenic amastigotes. (b) Representative dot plots showing staining of L. infantum axenic
amastigotes. Axenic amastigotes were incubated in the absence or presence of LQOFG-2, LQOFG-6, LQOFG-7, or AmB
at concentrations of 0.5%, 1x, 2x, or 4x the ECso. Annexin V/PI (propidium iodide) staining was performed, and the samples
were analyzed by flow cytometry. * P < 0.05 vs. untreated control, * P < 0.01 vs. untreated control, © P < 0.001 vs. untreated
control,* P <0.0001 vs. untreated control, by Analysis of Variance (ANOVA) with the post hoc Tukey test compared to

the untreated control.

The results for the parasite cell death type are presented in Table 3. There was no statistical
difference between the negative control (untreated) and vehicle control (DMSO 0.5%). LQOFG-2
showed statistically significant results in late-apoptosis (AV+, PI+) at all tested concentrations. For
LQOFG-6, early- and late-apoptosis (P <0.0001) were statistically significant at 4x the ECso.
LQOFG-7 treatment produced statistically significant cell death (P < 0.05 to P <0.0001) at all tested
concentrations (Figure 5). Only AmB at 4x the ECso showed a significant difference in the necrotic
profile (AV—, PI+) compared to the control. AmB showed a percentage of late-apoptosis of 57.50 +

1.72% at 1x the ECso concentration and 97.87 = 1.01 at 4% the ECso.
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287  Table 3. Percentage of cell death by apoplosis/necrosis of L. infuntum axenic amastigotes treated with LQOFG-2, LQOFG-

288 6, LQOFG-7, or AmB for 24 h

% Cells (amastigote)

Early apoptosis (AV+, PI-)

Late Apoptosis (AV+, PI+)

Necrosis (AV-, PI+)

Cells
DMSO 0.5%
LQOFG-2 0.5x ECso
LQOFG-2 1x ECso
LQOFG-2 2x ECso
LQOFG-2 4x ECso
LQOFG-6 0.5x ECso
LQOFG-6 1x ECso
LQOFG-6 2x ECs
LQOFG-6 4x ECso
LQOFG-7 0.5x ECso
LQOFG-7 1x ECso
LQOFG-7 2x ECso
LQOFG-7 4x ECs
Amphotericin B 1x ECso

Amphotericin B 4x ECso

1.99£0.29

3.99+0.48

5.68 +0.29
8.13 = 0.84¢
7.68 £ 0.394
7.55+1.184
3.62+0.39

4.05+022

5.72 +0.20°

9.06 +0.704
5.56 £ 0.46°

5.84+0.57°
10.02 + 1.53¢
8.01+0.149
473+097

0.60 +0.42

12.63 £ 0.68
19.20 + 0.55
31.43+0.03"
33.23+0.73¢
56.27 +1.514
67.50 + 2,054
17.10 £ 0.80
20.00 = 1.74
25.50 =0.80
4547+ 1304
3553 £3.13¢
4420+1.014

36.70 + 10.35¢
63.27 +0.59¢
57.50 + 1.72¢

97.87 +1.01¢

1557033
13.00 +£2.26
13.20£1.62
11.97 £ 0.66
15.93 £ 1.02
13.80 = 1.47
13.20+1.62
6.57+1.20
7.15+0.21
8.14+£0.78
9.83+1.27
13.53 +£0.32
5.63+£1.24
12.27+£0.48
11.52+1.89

0.96 +0.334

289 Percentage of cell death by apoptosis/necrosis of axenic amastigote forms £ SEM from three independent experiments in
290  triplicate.® P < 0.05 vs. untreated control, ® P < 0.01 vs. untreated control, ¢ P < 0.001 vs. untreated control, ¢ P < 0.0001

291 vs. untreated control, by Analysis of Variance (ANOVA) with the post hoc Tukey test, compared with the untreated control.

292

293 As LQOFG-7 was the most active compound based on its anti-Leishmanial activity, low toxicity
294  in human PBMCs, and ability to induce death by apoptosis in L. infantum amastigotes, we selected

295  this compound to investigate whether guanidine-containing compounds can affect infectivity and

296  production of reactive nitrogen species.
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To determine the infection rate after 24 h, we treated PBMCs with LQOFG-7 and the controls.
There were no significant differences in infectivity rates between the untreated control cells and

infected cells treated with LQOFG-7, AmB, or LQOFG-7 + AmB.

We also investigated whether LQOFG-7 can increase reactive nitrogen species production in
human monocytes. A significant increase in nitrite production can be seen in monocytes treated with
LQOFG-7 (10.5 + 3.58 uM) compared with the untreated control group (3.81 + 1.36 uM) (p < 0.05).
There was no significant difference between the LPS-treated cells and LQOFG-7 treatment under both
conditions. This assay found that the guanidine derivative LQOFG-7 induces nitrite production in

PBMCs.

Little additional nitrite was produced by monocytes infected with L. infantum (0.367 = 1.48 pM)
(Figure 6). LPS-activated monocytes produced nitrite at a concentration of 8.67 + 1.23 uM. LQOFG-
7 treatment significantly increased nitrite production (13.5 + 1.30 uM) in inactivated monocytes (P <
0.05). There was a decrease in nitrite production (2.43 £1.36 uM) in LPS-activated-infected monocytes
treated with LQOFG-7 compared to uninfected monocytes. Statistical data analysis showed no
differences in nitrite production between infected monocytes treated with LQOFG-7 and the LPS

control.
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Fig. 6. Nitrite levels produced by monocytes infected with L. infantum treated with LQOFG-7, AmB, or LPS. The
Griess reaction measured nitrite levels from supernatants collected from the L. infantum monocyte infection rate assay in
PBMCs. Cells were cither infected or not infected. * P < 0.05. The graph represents the mean £ SEM. One-way ANOVA
followed by post hoc Tukey's test was performed to compare groups with the respective untreated controls.

We also evaluated the effect of AmB treatment (ECso) on nitrite production. There was no
significant increase in nitrite production in infected monocytes treated with AmB. However, LPS-
activated monocytes exhibited a significant increase in nitrite production (13.6 +4.25 uM) (p < 0.05)
compared to untreated infected cells (0.367 £ 1.48 uM). In addition, we evaluated whether there is a
combination effect between AmB and LQOFG-7 treatment. We found an increase in nitrite production

(p <0.05; 13.0 = 1.04 uM) in the LPS-activated monocytes.
4. DISCUSSION

Previous studies on the anti-Leishmanial activity of guanidine derivatives have yielded favorable
results (Berlinck et al., 2017; Kim et al., 2021b). Of the guanidine compounds, LQOFG-2 reduced

promastigote cell viability in the MTT assay the most. Previous reports indicated that LQOFG-2 (-Br)
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and LQOFG-7 (-I) had better anti-Leishmanial activity against Leishmania amazonensis(RD et al.,
2019). The anti-promastigote data (ICsodata, Table 1) suggested that the substituent -Br may contribute
to this action. Previous research has shown that halogen substituents, such as -Cl and -Br, show
promising effects in this area (Dantas et al., 2018). The compounds we studied did not show toxicity
to human red blood cells and should be the focus of future preclinical studies. AmB showed
cytotoxicity in healthy human donor red blood cells at 7.10 + 2.09 uM. This drug is used to treat
leishmaniasis and has limitations, such as nephrotoxicity and other adverse effects, warranting the

development of new medicines against leishmaniasis(Brajtburg et al., 1985; Jain and Jain, 2018b).

Guanidine-bearing compounds are more toxic to the amastigotes rather than the promastigotes.
The LQOFG-7 derivative presented a better cytotoxic activity profile at micromolar values (18.6 uM)
with PBMC safety. However, the cytotoxic activities of the three compounds against amastigotes were
similar. Their substituents, halogens and a #-butyl group (Figure 1), favor cytotoxic activity with

positive lipophilic effects (Craig, 1971).

In the present study, the guanidine compounds had low toxicity to human PBMC with high
selectivity indices for LQOFG-6 and LQOFG-7. AmB was more cytotoxic to red blood cells and
PBMCs but had a higher selectivity index owing to its low ECso value. However, previous research on
anti-Leishmanial drugs on primary human immune cells reported that 20 uM AmB induced cell death
by mitochondrial membrane depolarization, indicated by phosphatidylserine exposure (André et al.,

2020).

Significant changes occur in the plasma membrane during cell death. Phosphatidylserine (PS)
externalization is one of the main changes in the plasma membrane during apoptosis because cells
identify PS as a marker for needed phagocytosis. (El-Hani et al., 2012; Karampetsou et al., 2021;
Menna-Barreto, 2019). In early apoptosis, the plasma membrane integrity excludes PI; therefore,

annexin V staining is a marker of early apoptosis. PS exposure is a good marker for apoptosis.
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However, because Leishmania spp. use apoptotic mimicry to invade phagocytic cells; studying cell
death mechanisms in pathogenic organisms is essential. In amastigotes, apoptotic mimicry is the ability
to expose PS without death; this ability is critical as exposed PS plays a role in phagocytosis cell
recognition and engulfment, which has been observed in vivo (Jiménez-Ruiz et al., 2010; Karampetsou
et al., 2021). Through this process, parasites, especially amastigotes, inhibit host macrophage pro-
inflammatory responses and induce anti-inflammatory cytokines to allow for parasite proliferation and
disease progression (El-Hani et al., 2012; Scariot et al., 2019; Wanderley et al., 2006). In contrast to
the in vivo data, our in vifro data demonstrated that the guanidine compounds induce cell death by

apoptosis in amastigote-like forms of L. infantum.

Different toxicity outcomes are possible in other protozoan life stages, with an increase, decrease,
or even loss of harmful activity. For example, Martins et al. (Martins et al., 2016) studied the in vitro
antiparasitic activity of synthetic analogs of guanidine alkaloids from a marine sponge against Z.
infantum and 7. cruzi. They reported that some compounds had the highest selectivity index for the
amastigote forms of L. infantum. Our results showed no statistically significant effect of guanidine
derivatives on cell death in promastigotes. In contrast, AmB demonstrated an apparent apoptotic
impact similar to that observed in previous studies(Mendonga et al., 2019; Shadab et al., 2017).
However, LQOFG-2 and LQOFG-6 treatment resulted in a gradual increase in late-apoptotic axenic
amastigotes cells. These results indicate that increasing drug concentrations significantly affect

parasites (Table 3; Figure 3).

AmB induced significant levels of necrosis in all the assays; of note, the main target of AmB is the
cell membrane sterol ergosterol, which results in the loss of cell barrier protection (Basmaciyan and
Casanova, 2019; Brajtburg and Bolard, 1996). Guanidine compounds induced early apoptosis (AV+,
PI-) in amastigote forms at similar levels to vehicle control. L. infantum axenic amastigotes cell death
was induced by the guanidine compounds. There have been no studies on how guanidine compounds

induce apoptosis in cells. However, other researchers have reported that guanidine analogs affect
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mitochondrial membrane potential depolarization and increase the levels of reactive oxygen species

and the plasma membrane permeability in Leishmania parasites (Martins et al., 2016).

To investigate the possible immunomodulatory mechanisms by LQOFG-7, nitrite production was
evaluated in human PBMCs following infection with L. infantum. Reactive nitrogen species levels are
essential as these species control pathogen infection, mainly intracellular amastigotes in leishmaniasis.
Nitric oxide synthase (NOS) expression and NO production are characteristic of immune cell
responses; in particular, innate immune cells are essential sources of NO, mainly in dendritic cells and
monocytes/macrophages, but also in natural killer cells, eosinophils, mast cells, and neutrophils (Ibiza

and Serrador, 2008; Thwe and Amiel, 2018).

In our study (Figure 6), L. infantum infection in monocytes decreased nitrite production in the
absence of treatment, which is consistent with previous reports (Wanderley et al., 2006). Previous
researchers studied PBMCs from patients with visceral leishmaniasis and reported reduced NO
production and higher expression of 1L-10 and TGF-§ (Kupani et al., 2020). These cytokines have

been noted to be involved in how Leishmania evades host macrophages.

After treating infected monocytes with LQOFG-7 at the ECso value, NO production was
significantly increased. Adding LPS stimulus with LQOFG-7 treatment did not affect nitrite
production. We also observed a slight increase in NO production in uninfected monocytes after
treatment with LQOFG-7. Thus, LQOFG-7 modulates the immune response in PBMCs of healthy
individuals. No studies have reported this activity of guanidine-containing compounds in
leishmaniasis. However, we suggest a possible mechanism of action for this compound. Combining
chemo- and immunotherapy is one strategy that may be beneficial for intracellular infections, such as
leishmaniasis. (Akbari et al., 2021). In addition to its well-established role as an anti-microbial effector
mechanism, NO, produced by inducible NO synthase (iNOS), provides critical immunomodulatory

feedback (Formaglio et al., 2021). NO is a crucial inter- and intracellular messenger molecule that
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maintains vascular tone, neuronal signaling, and the host response to infection(Mansuy and Boucher,

2004).

In VL infection, the phagosome membrane is an additional barrier to prevent drugs from entering
macrophages. Amastigotes residing in phagosomes also interfere with host defense mechanisms by
inhibiting macrophage iNOS as part of its survival strategy(Pandya et al., 2016). Cytokines, such as
IFN-y, induce macrophages to produce NO, which can eliminate these intracellular amastigotes. A
group evaluated the expression of TLR2 and TLR4 receptors with cytokine and NO production in the
PBMCs of patients with VL before and after treatment with meglumine antimoniate and AmB. They
found that non-stimulated cells produced significantly lower NO levels than the cells post-treatment,
indicating lower levels of phagocyte-residing parasites(Gatto et al., 2015). LPS stimulation increased
NO levels compared to unstimulated cells in pre- and post-treatment patients and control individuals.
Here, we found that nitrite production increased in infected cells after treatment with AmB, LPS-

stimulation, and LPS + LQOFG-7 (P < 0.05) (Figure 6).

Considering the present limits in treating leishmaniasis, several studies have sought to find
immunological strategies to prevent and treat leishmaniasis. In one attempt, immunotherapy alone or
with chemotherapy was developed to treat leishmaniasis infection and avoid the side effects of
conventional treatment regimens. Immunotherapy aims to accelerate the patient’s targeted and specific
response to the parasite, and this treatment results in effective reactions in patients without using

conventional drugs (Akbari et al., 2021).

In conclusion, visceral leishmaniasis is a neglected tropical disease, and the current treatments have
severe adverse effects. Furthermore, new, effective, and accessible therapies are limited. In the present
study, we demonstrated that the guanidine-bearing compound, LQOFG-7, had the best activity profile
against L. infantum, featuring a good selectivity index and low cytotoxicity in PBMCs, and is capable

of inducing apoptosis in amastigotes. In addition, LQOFG-7 appears to modulate the immune response
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with a cellular activation profile through reactive nitrogen species. However, further studies are
required to characterize LQOFG-7 in an environment with an effector or immunological response to

better determine its response against L. infantum.
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Supplementary material

Supplementary Table 1. Percentage of cell death by apoptosis/necrosis of promastigote forms of

Leishmania infantum (reated with guanidine derivatives and the reference drug amphotericin B for 24h.

% Cells (promastigote)

Early apoptosis (AV+, PI-) Late Apoptosis (AV+, PI+) Necrosis (AV-, PI+)

Control 0.89+0.15 0.25+0.07 0.71+£0.09

DMSO 0.5% 0.62 +0.06 0.60 +0.08 0.83+0.01
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LQOFG-2 0.5x ICso 0.27+0.09 0.55+0.04 1.69 +0.28
LQOFG-2 1x ICso 0.12+0.02* 041+0.14 2.07+0.23
LQOFG-2 2x ICso 0.35+0.01 0.78£0.15 1.52+0.24
LQOFG-2 4x ICso 0.34 £ 0.09 0.63+£0.12 1.79+£0.59

LQOFG-6 0.5x ICso 0.65+0.19 0.18+0.01 0.85+0.09
LQOFG-6 1x ICso 0.46+0.13 0.20+0.03 1.47+0.21
LQOFG-6 2x ICso 0.51+0.08 0.32+0.06 1.37+£0.22
LQOFG-6 4x ICso 091+£0.34 0.20+0.03 1.06 £0.07

LQOFG-7 0.5x ICso 0.28 £ 0.05 047 £0.07 0.87+0.17
LQOFG-7 1x ICso 0.77 £0.04 041+0.08 1.19+£0.12
LQOFG-7 2x ICso 0.76 £ 0.10 0.26 £0.09 1.37+£0.22
LQOFG-7 4x ICso 0.39 +0.08 0.18 +0.07 1.06 £0.07

Amphotericin B 1x ICso 0.67+0.27 4.30+0.28¢ 7.64+1.17¢
Ampbhotericin B 4x ICso 0.27+0.09 65.83 £1.85¢ 33.10+ 1.90¢
47 Percentage of cell death by apoptosis/necrosis of promastigote forms of = SEM from three independent
48  cexperiments in triplicate. ® P < 0.05 vs. untreated control, ¢ £ < 0.0001 vs. untrcated control, by Analysis
49 of Variance (ANOVA) with the post hoc Tukey test, compared with the untreated control.
50
51
52
53
54
55

56

183



57
58

59
60
61
62
63
64
65

No infection
" “T =
s on
- - 1
= rrscre
P g S U o I
f w g o i
- — s}
s
» : s 0
- 7
) e [
T anas L ARG AR Aaae T . ™ v ™
HIMF A AR AR AR R A AR AR AR PR
rsoa i
CFSE
e
Infection with L. infantum
= q N
L a2
o3 s
- wd
Wy
L oo -l
. - 3
f g S|
“] e o
" e s
= @4 o' 4
. = £ o
%, o 12 oo
AR ARG AR A HEMF A AR AR A ey
W
oA Pica
CFSE
B mm cells
80, =3 LQOFG7
= LQOFG-7 + AmB

=3
o

m AmB

% CFSE + in monocytes
~n -
o o

o

& ooé”\ ¥ ¥

x
v

VOOQO?\

Supplementary figure 1. Analysis strategy and determination of infection intensity of monocytes derived
from human peripheral blood mononuclear cell (PBMC) using carboxyfluorescein diacetate succinimidyl
ester (CFSE)-labeled Leishmania infantum. (A) The PBMC cells were visualized on FSC vs. SSC and a
wide gate was performed around the monocyte population, excluding most debris and lymphocytes. The
cells were visualized on the FSC-H x FSC-A plot in single cells format. These cells were then visualized
on the CD14 (PERCP) vs granularity (SSC) plot by selecting only the monocyte population. Finally, CD14+
cells were visualized on the CFSE vs. plot. CD14+, thus identifying monocytes infected by Leishmania sp.

(B) Represents the frequency (%) of infected monocytes after 24h of treatment with or without the
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guanidine compound (LQOFG-7) and Amphotericin B (AmB) determined by CFSE+ in monocytes. Results
are expressed as mean = SEM, using paired one-way analysis of variance test with Tukey correction for

multiple comparisons.
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Structure activity relationship

Leishmaniasis is an infectious disease with several limitations regarding treatment schemes. This work reports
the anti-Leishmania activity of spiroacridine compounds against the promastigote (ICsg = 1.1 to 6.0 pg / mL) and
amastigote forms of the best compounds (EC50 = 4.9 and 0.9 pg / mL) in Leishmania (L.) infantum and proposes
an in-silico study with possible selective therapeutic targets for L. infantum. The substituted dimethyl-amine
compound (AMTAC 11) showed the best leishmanicidal activity in vitro, and was found to interact with TryR -
and LdTopol. comparisons with standard inhibitors were performed, and its main interactions were elucidated.
Based on the biological assessment and the structure-activity relationship study, the spiroacridine compounds

appear to be promising anti

leishmania chemotherapeutic agents to be explored.

Leishmaniasis is a Neglected Tropical Diseases caused by intracel-
lular protozoa of the genus Leishmania. There are around 12 million
people infected worldwide and around 350 million of people at risk of
being contaminated by this parasites, often occurring mainly in rural
areas and in some urban environments of Africa, Asia and Latin Amer-
ica.' Visceral leishmaniasis is the most serious and can be fatal in over
95% of cases if untreated; it is characterized by irregular bouts of fever,
weight loss, enlargement of the spleen and liver, and anemia.' ™

Pentavalent antimonials (SbV) are the first-choice drugs for therapy,
of which meglumine antimoniate (Glucantime®) and sodium stibo-
gluconate (Pentostan®) are often used. However, these medications can
cause several side effects and present toxic effects such as high car-
diotoxicity and nephrotoxicity.”” The second line of treatment includes

liposomal amphotericin B. Nevertheless, amphotericin B deoxycholate is
very expensive and is often associated with serious adverse effects such
as renal tubular damage.” ®

Acridine compounds have drawn attention of researchers because of
their chemical and biological diversity. Various acridine derivatives,
which have shown a strong anti-proliferative activity in transformed
human cells, have been considered promising as antitumor agents and
used for antiparasitic therapy.” ' It has been established for many years
that the planar structure of tricyclic rings conferred the acridine de-
rivatives the ability to intercalate into DNA and to interfere with various
metabolic processes in both prokaryotic and eukaryotic cells.'*'” %%
However, their mechanisms of action toward protozoa are still poorly
understood, rendering necessary the synthesis of new acridine

* Corresponding author at: Centro de Ciéncias Biologicas e da Saide, Universidade Estadual da Paraiba, Campina Grande, PB 58429-500, Brazil. Tel./Fax:

+558333153300.
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derivatives and the study of their antiparasitic profile.

Currently, research aimed at finding new targets for leishmaniasis is
oriented towards rational drug development, where the design of spe-
cific inhibitors is directed to specific metabolic activities as possible
means of controlling the parasite without damaging the host. Among the
most important leishmanicidal targets, we can highlight trypanothione
reductase (TryR), which keeps the intracellular redox balance of the
parasite,””’ DNA topoisomerases (LdTopol), participating in the
regulation of DNA supercoiling'*'****! and enzymes involved in
ergosterol  biosynthesis, 14-alpha-ester-demethylase
(CYP51)."* **

Spiroacridine compounds are little known in the literature and this is
the first work to report antileishmanial activity of these compounds.
Also, the spiroacridine compounds investigated in this research have
already been described by Almeida 2016 and Gouveia 2018, with po-
tential antitumor action and topoisomerase inhibitors, which encour-
aged us to test them against promastigote and amastigote forms, as well
as to understand, through in silico study, their possible mechanism of
action, with respect to fundamental targets for parasite survival, namely
CYP51, TryR and LdTopol.'%*1%¢

In search for potential leishmanicidal targets, spiroacridine com-
pounds (Fig. 1 and Table 1) were tested in vitro for their activity against
the promastigote form of Leishmania infantum, which causes the most
aggressive form of leishmaniasis in the New World.

AMTAC 01 and AMTAC 11 showed the highest in vitro leishmanicidal
activity (Table 1). AMTAC 01, which is the base structure for the syn-
thesis of the other compounds with different substituents at different
positions on the benzylidene ring, showed a high rate of growth inhi-
bition. This molecule had previously been described as an inhibitor for
human topoisomerase II'*, thus becoming a potential agent for the
treatment of cancer due to this mechanism.

As for AMTAC 11, it showed the most potent inhibition of growth of
all compounds studied (ICsp = 1.109 pg/mL), being the most promising
derivative, followed by AMTAC 01. We can conclude that the addition of
the group 4-dimethylamine favored greatly in its activity, possibly due
to its electronic donor effect. As for the structural analysis of AMTAC 11,
a strong positive mesomeric effect can be suggested for the aromatic
ring, as well as a voluminous group, which could favor stronger in-
teractions with different regions of the target molecule, possibly justi-
fying its greater activity.

Applying Craig’s Diagram (1971), who presents structural de-
scriptors of hydrophobicity (n) and electronic effects (¢) in the com-
pounds with meta and aromatic para-substitution, we can observe that
the negative electronic effects, mainly of AMTAC 11 and the lipophilic
positive effect (—c +n), implies in the improvement of the biological
activity.””

As for compounds 06, 08 and 10, we can continue to establish the
structure-activity relationship (SAR), where the addition in orto (R1 =
Cl; R = Cl) and substitution for orto were observed to potentiate the
anti-Leishmania activity. The two substitutions in orto (AMTAC 10) with
the chlorine atom, can have positive implications, electronic and lipo-
philic, however the steric effects can influence this response, since in this
empirical SAR studies we cannot efficiently predict the effects of ortho

such as

Electron-withdrawing groups decrease activity AMTAC R' R*  R® R*
H 01 H H H H

2 ’ 06 H H a H

Ortho S_l{bsli(ull(l!\b favor activity o7 H H F i
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H

Fig. 1. Chemical structure of AMTACs.
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Table 1
Inhibitory concentration of 50% of the growth (ICsg) of
L. infantum promastigotes of spiroacridine derivatives.

Compounds ICgo (pg/mL)
AMTAC 01 2.039 = 0.06
AMTAC 06

AMTAC 07

AMTAC 08

AMTAC 10

AMTAC 11

AMTAC 13

AMTAC 14 5.331 = 1.47
AMTAC 16 6.058 = 1.10
Amphotericin B 0.90 £ 0.11

substituents. Thus, hypothesize that the positive mesomeric effect con-
tributes positively to the leishmanicidal activity, also as there are steric
effects in the molecule that can influence as the nesting position in the
target receptor.

A series of twelve 2- and 3-arylaminoquinoline derivatives as anti-
leishmanial agent were evaluated in Leishmania mexicana considering
principles of medicinal chemistry such as ring transformation or inclu-
sion of suitable groups and the authors concluded that substitution by
the introduction of halogen atoms increase potency of those
compounds.’’

Remaining in the same understanding, in the AMTAC 13 and 14
compounds, the ortho position change of the nitro group to the para
position resulted in a decrease of its activity, even being the same sub-
stituent with the same electrostatic effects by electron withdrawer nitro
group. Compounds that contain strong electron withdrawing nitro group
exhibited potent anti-amastigote activity in L. donovani.”!

As for the toxicity evaluation in red blood cells, this method observes
the action of these substances on the mechanical stability of the eryth-
rocyte plasma membrane. The changes on the membrane, leading to cell
death due to modifications of permeability such as the formation of
pores or total rupture of the membranes. The evaluation of cytotoxicity
in the hemolytic activity of the compounds under study showed that
none of the spiroacridine derivatives presented cytotoxicity to human
erythrocytes up to the highest concentration studied (HCso > 400 pg/
mL), which allows us to state that these compounds have very low in
vitro red blood cell toxicity. The amphotericin B, as a reference drug, had
an HCsg of 10.72 + 0.7 pg/mL.

From the interesting results in promastigotes for the studied com-
pounds, we proposed to evaluate a possible mechanism of action for this
class of compounds. In most cases, anti-leishmania compounds induce
parasites death by apoptosis, through one or more biological targets.
Even though multi-target mechanisms are very interesting in terms of
activity, it requires greater attention in terms of safety."“""\‘

Leishmania is still a disease with indefinite mechanisms, and the
mechanism of anti-leishmania activities reported in vitro and / or in vivo
are rarely elucidated. In this context, bioinformatics strategies can be
used to suggest possible targets, and to enhance the development of new
biologically active compounds.”’” "7 We used the GOLD (Genetic Opti-
mization for Ligand Docking) software Cambridge Crystallographic Data
Centre (CCDC) to perform the molecular docking of acridine analogues.
The screening of possible biological targets for this study was done on
the PDB (Protein Data Bank) platform. Targets such as glycosomes,
acidocalcisomes, enzymes involved in metabolism, such as TryR and
ornithine decaboxylase (ODC), DNA replication and repair mechanisms,
translation and intrinsic characteristics of the cell cycle, make up the
fronts studied and known for the chemotherapeutics of Leishmania
Infantum.”*171750 After the initial screening of the mentioned
mechanisms, docking studies indicated some possible mechanisms for
this class of compounds. The crystallographic data of the targets used in
this screening, as well as the methodology used, are found in the com-
plementary material, Tables S1 to S3.
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The fitness scores, by the ChemPLP function in GOLD 2020.2, are
shown in Table 2. In each study, a score scale provides a guide to how
good the pose is, the higher the score, the better the docking with the
target. Interactions such as hydrogen bonds, multiple linear potentials to
model van der Waals and repulsive terms are considered.”’"

As presented, TryR is a highly reported target for Leishmania, given
its importance, five TryR targets were selected, according to year of
publication, resolution and complex ligand, all targets used are
described in the supplementary material. Reproducibility is an impor-
tant feature for virtual screenings, as well as the proposed validations for
this tool, such as the one used in this study, redocking enables the
validation of the target for docking, RMSD (Root Mean Square Devia-
tion) < 2.0 Aare required for this.”” Known selective inhibitions for this
enzyme are mepacrine (ICso = 19 uM,” score 4APN = 62.04), perphe-
nazine (ICsy = 4.88 uM, score 4APN = 63.85), and clomipramine (ICgq
=3.80 uM,T’ score 4APN = 60.03), and were used as comparison for the
AMTAGs, due to their structural similarity. For all the TryR targets used,
AMTAC-11 (score 4APN = 65.45) had better affinity scores, corrobo-
rating the idea of a possible mechanism associated with the activity
found in promastigote.

Leishmania’s TryR enzyme is essential for the parasite’s survival in
the host. It is a dimer with two active sites, which contain a flavin-adenin
dinucleotide (FAD) cofactor and a glutathione molecule that are con-
nected by hydrogen bonds and interactions with different enzyme resi-
dues. For chain B, hydrogen bonds with the Lys-61 residue, and
hydrophobic interactions among the Val-58, Leu-62, Cys-52, and Cys-57
residues are reported to be essential for the enzyme.”*”” The main TryR
interactions with a diarylpirrole derivative are shown in Fig. 2, The
molecular docking study is applied first to sample different conforma-
tions of the target receptor in the free form of ligand. The possibility of
comparing the coupling forms, available in mini-libraries of drug-like
molecules, to a large set and variable of biological receptors enhance
the identification of possible new inhibitors.”® Genetic difference of
approximately 75%, between human CYP51 and that of leishmania,
corroborates its importance in the development of more selective
drugs.”**" Table 2 shows the results for the molecular docking of
AMTACs with the CYP51 target, co-crystallized with Fluconazole (PDB
= 3L4D). Unlike TryR, the best score for the CYP51 target was AMTAC-
01. Taking AMTAC 11 as a parameter, in which the dimethylamine
radical affects the structure with an electronic profile and a volume
different from AMTAC 01, this difference in the interaction profile with
the target is justified.

Substantial differences between trypanosomal DNA topoisomerase
1B and leishmania compared to their mammalian counterparts justify its
wide use in the design of new compounds.”””’ Camptothecin (CPT)
(LDTopl ECs5( = 0.7 uM, 61 score 2B9S = 53.29) and diflomotecan (DFT)
(score 2B9S = 56.10) are known inhibitors of Topoisomerase I and have
been used as standards in docking studies.”’** CPT is a non-competitive
inhibitor that, when covalently bound to DNA, traps the enzyme in an
immobile ternary complex, preventing the DNA reconnection step.

Table 2
Results of target-receptor interaction using the GOLD program, based on sug-
gested targets for Leishmania infantum.

Compounds 4APN (TryR) 3L4D (CYP51) 2B9S (TOPO 1)
AMTAC 01 51.19 75.39 45.19
AMTAC 06 58.23 56.73 57,04
AMTAC 07 60.39 62.62 57,02
AMTAC 08 60.49 64.00 48,50
AMTAC 10 58.09 59.85 49.92
AMTAC 11 65.45 45.40 62.99
AMTAC 13 58.67 61.79 51,46
AMTAC 14 55.12 60,68 59.28
AMTAC 16 60.63 61.53 55.59
Ligand 67.58 68.11

RMSD 0.91 0.82 -
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Pharmacophore modeling, crystallographic X-ray investigation of CPT
and its molecular docking studies of the ternary CPT-LdTopl-DNA
complex indicate a very polar active site, with emphasis on the in-
teractions of residues Lys-211 and Arg-190, hydrogen bonding, as shown
in Fig. 3. The scaffold of AMTACs favors a great possibility of inhibiting
topoisomerases as previously described. Characteristics such as
planarity and high points of polar interactions, corroborate this propo-
sition. The carbonyl group fragment stands out as the main point of
interaction, functioning as acceptor of hydrogen bonds. Knowing that
the lower the energy value, the more stable is the interaction between
the biological target and the bond, AMTAC 11 again showed the best
interaction value, this time with LdTop1-DNA (PDB: 2B9S). Its better
electronic distribution and greater planarity, in comparison to the other
compounds, associated with the dimethylamine radical as a substituent,
favored these physical-chemical properties to the structure and
contributed to the results obtained.

Selectivity is an indispensable parameter in the development of
compounds with greater potency and pharmacological safety. As pre-
sented above, the AMTACs showed, in general, an affinity for all targets
studied in silico, these are targets with intrinsic characteristics to the
parasite. The compounds with the highest activity against the promas-
tigote forms of L. infantum were evaluated against the axenic amastigote
form of the parasite. From the experiments with the promastigote forms
of L. infantum, we obtained the effective dose capable of eliminating
50% of the parasites (Table 3; Graph 1).

In Table 3, the calculated values of the effective concentration of the
compounds studied, obtained from 3 independent experiments per-
formed in triplicate, along with the reference drug, Amphotericin B
(1.597 + 0.26 pg / mL) can be observed. AMTAC 11 presented a
significantly lower ECsg of 0.974 + 0.2 pg/mL compared to the reference
drug.

The evaluation in axenic amastigote by AMTAC 01 and AMTAC 11
showed that the steric and electronic effects of dimethyl amine group
contribute more to anti-leishmanial activity.

It is interesting to highlight that electron-donor substitutions con-
tributes more to the activity than hydrogen ring. Bulky groups and
electron donor groups on para position is favorable to antileishmanial
activity.”"" For example, according to Coimbra et al (2016) in their
study with quinolinic derivatives for L. amazonensis, the amino-
substituted compound presented a higher selectivity to the parasite
compared to the other quinolinic compounds.”’

The results are represented as the means + S.E.M. of three experi-
ments performed in triplicate (p < 0.0001).

PBMC cytotoxicity studies were performed with the compounds
AMTAC 01 and AMTAC 11 which had better activities against
L. infantum in its promastigote and amastigote forms. These compounds
were tested at different concentrations (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13,
1.56 and 0.78 pg/mL). AMTAC 01 showed toxicity of 44.16 ug / mL with
an SI of 8.9, however AMTAC 11 showed no toxicity at the highest tested
concentration (100 pg / mL) (table 3; Graph 2), consequently a high
selectivity index for the parasite cells. Furthermore, the Amphotericin B
showed a high toxicity, with CCs, at 7.634 + 1.88 pg / mL, and 4.78 for
the selectivity index.

Some researchers showed low cytotoxic of acridine derivatives and
quinolines evaluated in PBMC cells.”%° However, in the study by
Malachowska-Ugarte et al. (2012)°°, with nitroacridine / acridone de-
rivatives toxicities at concentrations below 1 pM were reported.

The results are represented as the means + SD. of three experiments
performed in triplicate. p < 0.001 for AMTAC 01 and p = 0.0146 for
AMTAC 11 of significance; NC is the negative control; PC is the positive
control (DMSO 20%).

The AMTAC 01 and 11 compounds inhibited the growth of pro-
mastigotes forms of L. infantum inversely proportional to the concen-
tration of the compound (Graph 1) up to 6,25 pg/mL (~65% inhibition,
the maximum inhibition observed). Further increases to 12.5 ug/mL did
not result in increase of inhibition of parasite viability.

189



F.S. Almeida et al. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters 49 (2021) 128289

MET:113
\

\
N e

N LE339 p

Fig. 2. Docking of AMTAC 01 and AMTAC 11 with TryR (PDB ID: 4APN). The ligands are shown in stick forms. In white, a TryR inhibitor (IC5o = 13.8 uM), initially
complexed in the PDB, used as a comparison for AMTACS; in yellow, conformation found for AMTAC 01; in magenta, we present the pose with the best score after the
docking study, indicating the geometric complementary for AMTAC 11 at the active site of the enzyme. Known TryR inhibitors were evaluated in the docking and
presented similar poses to AMTAC 11, in the active site of the enzyme. Mepacrine, in orange, and perphenazine, in blue, had similar interactions in the study. The
main amino acid residues that make up the active site for the complexed ligand are indicated in the image by their respective three-letter codes, as well as the
distances for their polar interactions with the targets, highlighted in predominant color of the structure in question, the remaining residues presented make up the
active site with hydrophobic and Van der Waals interactions.
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Fig. 3. On the left, docking of AMTAC 01 with CYP51 (PDB ID: 3L4D). The ligands are presented in stick form, in white we have a CYP51 inhibitor fluconazole, used
as comparison for AMTACs; in yellow, the conformation with the best score found for AMTAC 01. On the right, docking of AMTAC 11 with LDTOPO I (PDB ID: 2B9S).
The ligands are presented in stick form, in white we have an LDTOPO T inhibitor or CPT (EC50 = 0.7 uM), used as a comparison for AMTACS; in magenta the best
conformation found for AMTAC 11. The main amino acid residues that make up the active site for the complexed ligand are indicated in the image by their respective
three-letter codes, as well as the distances for their polar interactions with the targets, highlighted in predominant color of the structure in question, the remaining
residues presented make up the active site with hydrophobic and Van der Waals interactions.

Table 3
Anti-Leishmania activity and cytotoxic effects against PBMC cells and the
selectivity index for AMTAC 01, AMTAC 11 and amphotericin B.

H AMTAC 01 (ugimL)
B8 AMTAC 11 (ngimL)

Compounds ECs (ug/mL) CCs (ug/mL) SI

AMTAC 01 4.964 £ 0.6 44.16 8.90
AMTAC 11 0.974 + 0.2 =100 >102.67
Amphotericin B 1.597 + 0.26 7.634 + 1.88 4.78

Sl (selectivity index for PBMC) = CCs/ECso. Mean =+ standard error.

The smallest concentration of AMTAC 11 tested (0.78 pg/mL) was
capable of decreasing 33.2% of the parasite growth in comparison with
the negative control (0% of inhibition), and was more effective than
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compound 01, which inhibited 21.7% the growth of the parasite. We can
conclude that the addition of the group 4-dimethylamine significantly
favored its activity, possibly due to its electronic donor effect in para

Concetrations (ug/mL)

Graph 1. Inhibition of cell viability of L. infantum axcnic amastigote forms by
AMTAC 01 and AMTAC 11.
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Graph 2. Cell viability of PBMC treated with AMTAC 01 and AMTAC
11 compounds.

position.

In conclusion, the understanding of drug-receptor interactions in a
three-dimensional form and studies of the structure-activity relation-
ship (SAR) corroborated with the results obtained in vitro. The possibility
of multi-targets was confirmed by the study of molecular docking, its
main conformations were confronted with existing drugs, and their
intermolecular interactions with biological targets were enhanced after
substitutions in the base molecule, especially the 4-dimethylamine
substitution in AMTAC 11. The high selectivity shown by AMTAC 11
also indicates mechanisms that are selective to the parasite. The toxicity
parameters evaluated by PBMC and erythrocytes also indicated greater
pharmacological safety when compared to standard drugs. The scaffold
of spiros-acridines is very promising for Leishmania infantum treatment.
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Abstract

This study is a report on the anti-Leishmania activity of Morita-Baylis-Hillman (MBH) homodimers adducts against
the promastigote and axenic amastigote forms of Leishmania (Leishmania) infantum and Leishmania (Leishmania)
amazonensis and on the cytotoxicity of these adducts to human blood cells. Both studied homodimers, MBH | and
MBH 2, showed activity against the promastigote forms of L. infantum and L. amazonensis, which are responsible for
visceral and cutaneous leishmaniasis, respectively. Additionally, the homodimers presented biological activity against
the axenic amastigote forms of these two Leishmania species. The adducts exhibited no hemolytic activity to human
peripheral blood mononuclear cells or erythrocytes at the tested concentrations and achieved higher selectivity indices
than amphotericin B. Evaluation of cell death by apoptosis revealed that the homodimers had better apoptosis/necrosis
profiles than amphotericin B in the promastigote forms of both L. infantum and L. amazonensis. In conclusion, these
Morita-Baylis-Hillman adducts had anti-Leishmania activity in an in vitro model and may thus be promising molecules
in the search for new drugs to treat leishmaniasis.

Keywords Leishmania spp. - Anti-Leishmania activity - Treatments - Morita-Baylis-Hillman
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