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Ata da 462 (quadragésima sexta) Dissertacdo de Mestrado da aluna do
Programa de Pos-Graduagdo em Biotecnologia ROSALIA SANTOS
FERREIRA candidata ao Titulo de “Mestre” em Biotecnologia, na area de
concentracao Biotecnologia Aplicada a Saude.

As nove horas (09h00) do dia 12 de agosto do ano de dois mil e vinte e cinco
(12/08/2025), via Gogle meet, reuniram-se em carater de Solenidade Publica
os membros da Comissao designada para examinar a aluna Rosalia Santos
Ferreira candidata ao Titulo de “MESTRE” em Biotecnologia. Foram
componentes da Banca Examinadora as professoras doutoras Profa. Dra.
Tatjana Keesen de Souza Lima Clemente (Orientadora) (Universidade Federal
da Paraiba); Profa. Dra. Adna Cristina Barbosa de Sousa (Examinador interno)
(Universidade Federal da Paraiba); Profa. Dra. Camilla Albertina Dantas de Lima
(Examinador externo) (Universidade Federal de Pernambuco) e Profa. Dra.
Juliana Alves Vale (Examinador Externo) (Universidade Federal da Paraiba)
Dando inicio aos trabalhos, a Presidente da Banca professora Tatjana Keesen de
Souza Lima Clemente, ap6s declarar os objetivos da reunido, apresentou a
candidata Rosalia Santos Ferreira, a quem concedeu a palavra para que
dissertasse oral e sucintamente sobre o tema apresentado e intitulado
“Avaliacéo da Atividade Biologica de Compostos Sintéticos sobre Leishmania
infantum”. Ap6s discorrer sobre o referido tema, a candidata foi arguida pelos
examinadores na forma Regimental. Em seguida, passou a Comissdo em
carater secreto, a proceder a avaliacao e julgamento do trabalho, concluindo
por atribuir-lhe o conceito APROVADA. Em face da aprovacao, declarou a
presidente achar-se a examinada Rosalia Santos Ferreira legalmente
habilitada a receber o Titulo de “MESTRE” em Biotecnologia, na area de
concentracao Biotecnologia Aplicada a Saude, cabendo a Universidade Federal
da Paraiba, providéncias, como de direito a expedicdo do Diploma que a
mesma faz jus. Nada mais havendo a tratar, eu, Tania Maria Alves de Araujo,
na qualidade de secretaria, lavrei a presente Ata que submeto a aprovacgéao da
Comissao Examinadora.
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RESUMO

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, ¢ a forma mais grave das
leishmanioses e constitui um sério problema de saude publica em diversas regides do mundo.
A doenga ¢ causada por protozoarios do género Leishmania, sendo Leishmania infantum a
principal espécie nas Américas. Dessa forma, justifica-se a busca de novos compostos
sintéticos para o tratamento dessa doenga infecto parasitaria. Este trabalho teve como objetivo
avaliar a atividade bioldgica in vitro de novos compostos sintéticos sobre a espécie de L.
infantum agente etiologico da leishmaniose visceral. Foram avaliados 65 compostos de duas
classes diferentes (derivados de quinolinas e adutos de Morita-Baylis-Hillman), em formas
promastigotas e amastigotas axénicas, bem como a sua citotoxicidade em eritrocitos e células
mononucleares do sangue periférico (PBMCs) de individuos saudaveis. Inicialmente foram
selecionados dois compostos sintéticos oriundos da reacdo de Morita-Baylis-Hillman (MBH),
estes por apresentarem inibi¢cdo da viabilidade em formas promastigotas (Cls, = 38,45 uM e
Cly, = 16,97 uM) dos adutos de MBH AIMS52 e AICS52 respectivamente, para as formas
amastigotas foi obtido uma inibi¢do mais ativa com CEsy = 4,02 uM (AIM52) e CE5, = 4,24
uM (AIC52) os mesmos nao apresentaram atividade hemolitica na maior concentragdo testada
(CHy, > 400uM), ja em PBMCs a citotoxicidade foi elevada para os dois compostos (CCs, =
4,24 uM e = 10,34 uM), estes com Indice de Seletividade de (IS > 10,40 ¢ 2,57) e (IS > 23,57
e 0,76). Considerando assim estes candidatos promissores, foram realizadas mudancgas
quimicas estruturais, a fim de obter um perfil seletivo maior resultando em oito adutos de
MBH modificados, destes o composto mais ativo e seletivo contra L. infantum foi o AIN41
com Cls, = 8,16 uM e CEs,= 0,85 uM apresentando um Indice de Seletividade de IS >49,01.
Estes adutos possuem a isatina como nucleo que também foi avaliada isolada, mas nao
apresentou atividade anti-Leishmania e citotoxica. Conclui-se que os adutos de
Morita-Baylis-Hillman (MBH), especialmente o composto modificado AIN41, apresenta
potente atividade anti-Leishmania, com alta seletividade e baixa toxicidade hemolitica.
Assim, o aduto AIN41, se destaca como promissor candidato protétipo para o
desenvolvimento de novas terapias contra a leishmaniose visceral, contribuindo para o avango
terapéutico.

Palavras-chave: Leishmaniose. [satinas Cloradas. Atividade anti-Leishmania.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis (VL), also known as kala-azar, is the most severe form of leishmaniasis
and represents a major public health problem in several regions worldwide. The disease is
caused by protozoa of the genus Leishmania, with Leishmania infantum being the main
species in the Americas. Therefore, the search for new synthetic compounds for the treatment
of this parasitic disease is justified. This study aimed to evaluate the in vitro biological
activity of new synthetic compounds against L. infantum, the etiological agent of visceral
leishmaniasis. A total of 65 compounds from two different classes (quinoline derivatives and
Morita-Baylis-Hillman [MBH] adducts) were tested against promastigote and axenic
amastigote forms, as well as for their cytotoxicity in erythrocytes and peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) from healthy donors. Initially, two synthetic compounds obtained
from the MBH reaction (AIMS52 and AIC52) were selected for showing inhibition of
promastigote viability (IC50 = 38.45 uM and 16.97 uM, respectively). Against amastigote
forms, these compounds demonstrated stronger activity (EC50 = 4.02 uM for AIMS52 and
424 pM for AICS52). Both compounds showed no hemolytic activity at the highest
concentration tested (HC50 > 400 uM); however, in PBMCs, they exhibited high cytotoxicity
(CC50 = 4.24 uM and 10.34 uM), with Selectivity Indexes (SI > 10.40 and 2.57; SI > 23.57
and 0.76, respectively). Considering these compounds as promising candidates, structural
modifications were performed to improve selectivity, resulting in eight modified MBH
adducts. Among them, the most active and selective compound against L. infantum was
AIN41 (IC50 = 8.16 uM; EC50 = 0.85 uM), with a Selectivity Index of SI > 49.01. These
adducts share an isatin-based scaffold, which was also tested alone but did not show
anti-Leishmania or cytotoxic activity. In conclusion, Morita-Baylis-Hillman adducts,
particularly the modified compound AIN41, demonstrated potent anti-Leishmania activity,
high selectivity, and low hemolytic toxicity. Thus, AIN41 emerges as a promising lead
compound for the development of new therapies against visceral leishmaniasis, contributing
to therapeutic advancements.

Keywords: Leishmaniasis. Chlorinated Isatins. Anti-Leishmania Activity
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1 INTRODUCAO

A leishmaniose compreende os tipos visceral e tegumentar, incluindo a cutinea e
mucocutanea, causadas por parasitos protozodrios intracelulares obrigatérios, que residem em
macrofagos de seus hospedeiros mamiferos (NEVES, 2016). A leishmaniose visceral (LV),
conhecida também como calazar, ¢ fatal em mais de 95% dos casos quando ndo tratada. A
doenga ¢é caracterizada por episddios irregulares de febre, perda de peso, aumento do bacgo e
figado, além de anemia (PEDROSA, 2017), apresentando um alto potencial de surto e
mortalidade (WHO, 2024). A espécie Leishmania infantum ¢ uma das responsaveis por causar
a leishmaniose visceral, que ¢ a manifestacdo clinica de maior relevancia médica devido a sua

alta taxa de mortalidade quando ndo tratada (BASANO; CAMARGO, 2004; KATO, 2025).

A terap€utica contra a leishmaniose baseia-se na utilizagao de cinco farmacos: os
antimoniais pentavalentes, a anfotericina B e a sua formulagdo lipossomica, a miltefosina, a
paromomicina e a pentamidina. Com excec¢do dos compostos antimoniais, todos os outros
medicamentos nao foram desenvolvidos inicialmente com acdo anti-Leishmania, assim
grande parte desses farmacos causam efeitos colaterais, como altos niveis de toxicidade,
longos regimes de tratamento e altos custos, como também resisténcia ja observada em
algumas espécies, justificando a busca por novos métodos de tratamento (LAMOTTE et al,,
2017; SANTIAGO et al., 2021).Em vista da quantidade individuos infectados ou em risco de
infeccdo por residirem em areas endémicas e de tratamento ndo eficaz, ¢ fundamental
investigar novos compostos com potencial para o tratamento da leishmaniose, com menos
efeitos colaterais e que sejam economicamente viaveis. Portanto, a pesquisa de novas drogas
mais eficazes e com baixa toxicidade € crucial para o controle, tratamento e prevencao dessa

doenca (LAMOTTE et al,, 2017; ALMEIDA et al., 2021).

Atualmente muitos compostos organicos de diferentes classes e estruturas quimicas
estdo sendo sintetizados com atividade antimicrobiana e antiprotozaria, ¢ alguns ja em
desenvolvimento avangado para novos candidatos a farmacos. Assim como os compostos da
classe das quinolinas e cloroquinas que apresentam amplo espectro de atividades bioldgicas ja
descritas como antiproliferativa, antibacteriana, anti-Leishmania, antimalarica e antichagasica
(SOUZA et al., 2009; ARAFA et al., 2013; COA et al., 2015; FERREIRA et al., 2021; JUN et
al., 2023). Além disso, os compostos sintéticos derivados da reagdo Morita-Baylis-Hillman
tétm chamado a atengdo a partir de atividades biologicas ja relatadas, sendo elas

antiproliferativa, antimalarica e anti-Leishmania (LIMA-JUNIOR; VASCONCELOS, 2012).



Portanto, diante da problemadtica apresentada devido a leishmaniose visceral, da
limitacdo dos tratamentos atuais, torna-se essencial a investigacao de novos compostos com
potencial anti-Leishmania. Nesse contexto os compostos sintéticos derivados de quinolinas e
adutos de Morita-Baylis-Hillman, tem despertado interesse por apresentarem inibicdo da

viabilidade de algumas espécies do protozoario do género Leishmania.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade bioldgica in
vitro de novos compostos sintéticos contra formas promastigotas e amastigotas de Leishmania
infantum, analisando também seus possiveis efeitos citotdoxicos em células humanas, a fim de
contribuir para a identificacdo de candidatos promissores ao desenvolvimento de novas

alternativas terapéuticas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos taxonomicos do género Leishmania

As leishmanioses sdo causadas por espécies diferentes de um mesmo género — o género
Leishmania (ROSS, 1903) que fazem parte da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae. Segundo Lainson et al., 1977 esse género pode ser subdividido em dois
subgéneros de acordo com desenvolvimento do parasito no intestino posterior do

flebotomineo (GONTIJO et al., 1995; LAINSON, 2010; AKHOUNDI et al., 2016).

Esses subgéneros incluem o subgénero Leishmania (ROSS, 1903) composto por espécies
encontradas no intestino médio do vetor, e o subgénero Viannia (LAINSON; SHAW, 1987),
constituido por aquelas que se desenvolvem na regido posterior do intestino do inseto vetor. A
taxonomia desse parasito € um processo em constante evolu¢do, com vdrias propostas de
classificagdo para os subgéneros. Essas propostas fundamentam-se em uma variedade de
métodos de caracterizagdo genética, como eletroforese isoenzimatica, analise de DNA, e

também em estudos morfologicos (MARCILI et al., 2014; JORDAO et al., 2021).

No mundo j& foram identificadas 22 espécies patogénicas ao ser humano (Figura 1), 15
dessas estdo presentes nas Américas (OMS, 2020). Tendo como os principais agentes
etioldgicos a Leishmania (Leishmania) major, Leishmania (Leishmania) tropica, Leishmania
(Leishmania) aethiopica, Leishmania (Leishmania) infantum e Leishmania (Leishmania)
donovani nos continentes da Asia, Africa e Europa. J4 no continente americano foram
descritos a Leishmania (Viannia) braziliensis, Leishmania (Leishmania) amazonensis,
Leishmania (Viannia) guyanensis e Leishmania (Leishmania) infantum (GOTO; LINDOSO,
2010). Todos estes parasitos apresentam diferentes manifestacdes clinicas, padroes
epidemiologicos e uma resposta terapéutica. No Brasil, oito espécies catalogadas de
Leishmania sao responsaveis por causar enfermidades em seres humanos. Estas incluem
Leishmania (V) braziliensis, Leishmania (V) guyanensis, Leishmania (V) lainsoni, Leishmania
(L) amazonensis, L.(V) shawi, L. (V) naiffi e L. (V) lindenbergi, as quais estdo associadas a
forma tegumentar da doenga. Além dessas, ha também a Leishmania (L) chagasi/infantum,
que ¢ a causadora da forma visceral (CUPOLILLO et al., 2014; OPAS, 2022; AHMADI et al.,
2024).
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Figura 1. Taxonomia de Leishmania spp.

Familia TRYPANOSOMATIDAE
I
Género Crithidia Leptomonas Herpetomonas Blastocrithidia Leishmania Sauroleishmania Trypanosoma Phytomonas Endotrypanum
I
Subgénero Leishmania Viannia
. |
' } I | } | | i }
|
Complexo L. donovani L. tropica L. major L. aethiopica L. mexicana : L. braziliensis | L. guyanensis
| |
! l l l Jr I v : '
L. archibald/’ L. amazonensis ! L. braziliensis | L. guyanensis
L. chagasi L. killicki L . L. aethiopica L. mexicana | L. peruviana i L. panamemsis
. . . major ) . .
L. donovani L. tropica L. garnhami L. pifanoi i [
L. venezuelensis | !
Leishmania infantum i [
!' |
i = X .
i N&o patogénicas ao homem : I_____‘I'_ _____
1 Velho Mundo: L. arabica, L. gerbilli | | L. lainsoni |
'Novo Mundo: L. aristidesi, L. enriettii, i L onaiffi

! L. deanei, L. hertigi |

Fonte: CUPOLILLO et al., 2014 adaptado. Esquema da classificagdo taxondmica atual dos subgéneros Leishmania e Viannia.
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2.2 Caracteristicas biologicas dos vetores

Os protozoarios pertencentes ao género Leishmania sdao parasitos intracelulares
obrigatorios, caracterizados por apresentarem formas evolutivas distintas (digenéticas) ao
longo de seu ciclo de vida. A fase promastigota (Figura 2A), que ¢ flagelada, ¢ localizada no
intestino médio de insetos vetores, especialmente flebotomineos. Em contraste, a fase
amastigota (Figura 2B), desprovida de flagelo livre, desenvolve-se em células de defesa do
hospedeiro vertebrado (TEIXEIRA et al., 2013). A classificagdo taxondmica dessas formas
leva em consideragdo pardmetros como a exteriorizagdo e o comprimento do flagelo, a
morfologia e as dimensdes celulares, além da posi¢ao do cinetoplasto. O processo reprodutivo
desses protozoarios ocorre por meio de divisdo binaria, contribuindo para a sua persisténcia e

disseminagdo (NEVES et al., 2011).

Figura 2. Formas promastigotas e amastigotas de parasitos do género Leishmania

Legenda: (A) Formas promastigotas (B) Fotomicrografia de macrofago infectado com formas
amastigotas de Leishmania. Fonte: ROCHA, J.C. (2018).

A transmissdo ocorre principalmente através da picada hematofigica realizada por
insetos infectados da ordem Diptera, pertencentes a subfamilia Phlebotominae, chamados de
flebotomineos, apenas as fémeas sdo hematofagas, pois através do sangue elas obtém os
nutrientes necessarios para a maturagao e postura dos seus ovos (Figura 3) (AKHOUNDI et
al., 2016; SOUSA et al., 2020). Existem dois géneros de importancia médica na transmissao
da leishmaniose, o Phlebotomus para os continentes europeu, asidtico e africano; e o género

Lutzomyia no continente americano (KATO et al., 2010; STEVERDING, 2017).
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Figura 3. Flebotomineo fémea transmissor da leishmaniose

Fonte: http://www.raywilsonbirdphotography.co.uk/Galleries/Invertebrates/vectors/sand_fly.html. Espécie
Lutzomia longipalpis (mosquito-palha)

As espécies de Leishmania possuem um ciclo de vida dimoérfico (Figura 4), alternando
entre a fase promastigota (forma extracelular no flebotomineo) presente no intestino médio do
vetor ¢ a fase amastigota (forma intracelular no hospedeiro vertebrado), presente no
fagolisossomo de células fagociticas. Estas mudangas morfologicas estdo associadas as
condi¢des fisiologicas de cada hospedeiro, o que favorece o parasito na evasdo da resposta
imunoldgica do hospedeiro vertebrado (NEVES et al., 2016; MULE et al., 2020; RIOS et al.,
2022).

Durante o repasto sanguineo, insetos flebotomineos fémeas infectadas transmitem os
promastigotas metaciclicos infecciosos ndo replicativas através de sua proboscide para o local
da picada. Esta forma movel (presenca do flagelo) ¢ fagocitada por células fagociticas
mononucleares (macrofagos e neutréfilos). Nos macrofagos, que sdo as principais células
hospedeiras desse parasito, os mesmos se modificam em amastigotas dentro de vaculos
(fagolissomos), onde se replicam e causando assim lise celular, consequentemente sdo
liberados, infectando outras células (reinvasao) causando a doenca (PETERS; SACKS, 2006;
PACE, 2014; AKBARI; ORYAN; HATAM, 2021).
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Figura 4. Ciclo biologico e transmissao dos parasitos do género Leishmania

processo de fagocitose por células

Fonte: (ALMEIDA, 2022). A forma promastigota prociclica de Leishmania spp. se diferencia em
promastigotas metaciclicas infecciosas e nao divisiveis no vetor, localizando-se na valvula estomodeal
para transmissao.

O inseto vetor se alimenta desse sangue infectado, com células contendo as formas
amastigotas ou amastigotas livres que sdo ingeridas. Dentro do intestino do inseto, estas
formas se transformam em promastigotas prociclicas (forma avirulenta), através da
diminui¢do da temperatura e aumento do pH, provocando a modificagdo morfoldgica e o
desenvolvimento do parasito. Os promastigotas prociclicos se movem até o intestino médio
do vetor, onde sofrem metaciclogénese, diferenciando-se em formas infecciosas metaciclicas,
que sdo transmitidas para um novo hospedeiro mamifero durante o repasto sanguineo, por
meio da regurgitacdo (KAUFER et al., 2017). Dentro do intestino do inseto, os amastigotas se
transformam em promastigotas prociclicos, que se multiplicam e migram para o intestino
médio anterior (valvula estomodeal) do inseto, onde sofrem metaciclogénese,
diferenciando-se em formas infecciosas metaciclicas, que sdo pequenas formas de rapida
motilidade. Este processo em Leishmania spp. também ¢ induzido in vitro por baixo pH e

deplecao de nutrientes (BANOTH et al., 2020).
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2.3 Epidemiologia das leishmanioses

As leishmanioses sao um problema de satide publica por sua magnitude e distribuicao
geografica, pela insuficiéncia de recursos no seu controle, diagnostico e tratamento, bem
como sua associacdo com as condi¢des inadequadas de moradia, pobreza e desnutricdo
(ROCHA et al., 2019). Elas estdo entre as dez principais doencas tropicais negligenciadas,
afetando mais de 12 milhdes de pessoas. A doenga € endémica em 99 paises, sendo que 89 sdo
endémicos para a leishmaniose cutanea (LC), 80 para a leishmaniose visceral (LV) e 71 para
ambas as formas clinicas, LC e LV. Dos 9 paises que notificam 85% dos casos de LC, 3 estdo
nas Ameéricas: Brasil, Coldombia e Peru, ja 68% dos casos de leishmaniose visceral (LV), se
concentram na India, Suddo, Brasil e Quénia (BURZA; CROFT; BOELARERT, 2018; WHO,
2023).

Estima-se que 0,7 a 1 milhdo de novos casos de leishmaniose por ano sejam
notificados nos paises endémicos, como no caso do Brasil, leste da Africa e India, que detém
a maioria dos casos de leishmaniose visceral (LV), com estimativas de 50.000 a 90.000 novos
casos por ano em todo o mundo. Cerca de 95% dos casos de leishmaniose cutinea (LC)
ocorrem nas Américas, Mediterraneo, Oriente Médio e na Asia Central, ha estimativas de
600.000 a 1 milhao de novos casos ocorram anualmente no mundo. Mais de 90% dos casos de
leishmaniose mucocutdnea (LM) ocorrem na Bolivia (Estado Plurinacional da), Brasil,

Etiopia e Peru (ALVAR et al., 2012; WHO, 2023).

Nas Américas, Entre 2001 a 2021, um total de 1.105.545 casos de leishmaniose
cutdnea (LC) e mucosa (LM) foram notificados, correspondendo a uma média de 52.645
casos por ano, no mesmo periodo novos casos de leishmaniose visceral (LV) também foram
notificados, com uma média anual de 2.488 casos com taxas de letalidade chegando a 8%,

sendo considerada a mais alta, quando comparada a outros continentes (STEVERDING,

2017; WHO, 2023).

No Brasil, entre 2007 a 2020 foram notificados 48.705 casos novos de leishmaniose
visceral (LV) (Figura 5), com uma maior incidéncia no ano de 2017 (2,15 casos/100.000
habitantes) e com menor incidéncia em 2020 (1,04 casos/100.000 habitantes) devido a
pandemia ocasionada pelo covid-19 muitos casos nao foram notificados devido ao
distanciamento social e a reorganizacdo dos servigos de satide relacionados a vigilancia e ao
controle da LV. Nas regides do Norte e Nordeste, especialmente no Para, Tocantins e Bahia

atingiram uma incidéncia igual ou superior a 50 casos/100.000 habitantes, no Sudeste apenas
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Sdo Paulo e Minas Gerais apresentaram altas incidéncias em determinados triénios,
destacando-se a regido da fronteira Para, Tocantins ¢ Maranhdo com prevaléncia em todos os
anos analisados. Isso se deve a dinamica do desmatamento, uso do solo e vulnerabilidade
social foram associados aos altos numeros de casos (Figura 5) (GRAEPP-FONTOURA et al.,
2020; WHO,2022 ; NINA et al., 2023)

Figura 5. Distribui¢do da incidéncia da leishmaniose visceral (LV) no Brasil entre os
anos de 2007 a 2020

ICLV

B Baixo
Médio
Alto
I Intenso
Il Muito Intenso

Fonte: (NINA et al., 2023).

Na década de 1990, cerca de 90% das notificacdes de leishmaniose no Brasil ocorriam
na Regido Nordeste, devido ao aumento desordenado das periferias em cidades pequenas e
grandes, aliado a falta de infraestrutura adequada e a presenca de caes (principais
reservatorios da Leishmania infantum), forneceram ambientes favoraveis a proliferacao e
adaptacao do vetor (TORRES-GUERREIRO et al., 2017; GRAEPP-FONTOURA et al., 2020;
MEDEIROS et al., 2022). No estado da Paraiba, a leishmaniose visceral ¢ de notificagdo
compulsoéria, ou seja, sua comunicacdo ¢ obrigatdria as autoridades de satde e que de acordo
com a Secretaria de Estado da Satde da Paraiba (2023), a leishmaniose visceral continua a ser
uma preocupacao de satide publica no estado, com 148 notificagdes em 2022, das quais 42
foram confirmadas e resultando em 4 6bitos (Paraiba, 2023). Entretanto, grande parte desses

casos ainda permanecem desconhecidos devido a subnotifica¢do, auséncia de métodos de
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diagnosticos apropriados para cada tipo da doenga como também a limitacdo dos sistemas de

vigilancia epidemiologica que se baseiam em estimativas (ALMEIDA, 2022).
2.4 Manifestacoes clinicas

As leishmanioses sdo antropozoonoses, ou seja, doenca primaria de animais e que podem
ser transmitidas aos humanos, através da espécie do parasito infectante € possivel classificar
suas manifestagdes clinicas, compreendendo as formas visceral e tegumentar (Figuras 6 e 7)

(BRASIL, 2014).

A leishmaniose visceral (LV) ou calazar ¢ uma doenga infecciosa sistémica, considerada a
mais grave dos tipos de leishmaniose, com uma variedade no quadro clinico dos pacientes,
que se manifestam de acordo com a resposta imunoldgica, tendo os sintomas principais: febre
de longa duragdo, aumento do figado e bago (hepatoesplenomegalia) (Figura 6 — A, B e C)
perda de peso; fraqueza; redugdo da for¢a muscular, anemia, aumento dos anticorpos e
alteragdo dos nodulos linfaticos (PISCOPO; MALLIA, 2006; MCGWIRE; SATOSKAR,
2013; NEVES, 2016). A doenga ainda pode progredir de maneira subita ou de forma gradual,
influenciada pela susceptibilidade genética, e pelas caracteristicas da resposta imune mediada
por células do hospedeiro, resultando em assintomatica, aguda e cronica, podendo levar a
morte quando ndo tratada (GRISARD E ISHIDA, 2011; ZIJLSTRA, 2014; PINTO; AKBARI,
ORYAN E HATAM, 2021).

Figura 6. Casos clinicos de Leishmaniose Visceral (LV)

Legenda: Leishmaniose Visceral - (A) Periodo inicial - Febre com duragdo inferior a quatro semanas, fase aguda
jé com a presenga de hepatoesplenomegalia. (B) Periodo de estado - Febre irregular, emagrecimento progressivo,
palidez cutdneo-mucosa e aumento da hepatoesplenomegalia (C) Periodo final - Febre continua, desnutrigdo,
hemorragias, ictericia e ascite. Fonte: (BRASIL, 2014).

No Brasil, a forma de transmissdo ¢ através da picada dos vetores L. longipalpis e L.
cruzi infectados pelo parasito Leishmania infantum. O periodo de incubacdo da doenga €

bastante variavel, que pode ser de 10 dias a 24 meses, com média entre 2 a 6 meses, sendo
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fatal em 2 anos, tendo como resultado infecgdes bacterianas e/ou anemia grave,
principalmente em pacientes imunossuprimidos, como no caso de individuos co-infectados
com HIV, que apresentam maior gravidade da leishmaniose visceral. Visto que, o parasito
atua nas células do sistema fagocitdrio mononuclear (sistema reticuloendotelial), causa uma
supressdo especifica e reversivel da imunidade mediada por células, facilitando a
disseminagdo e multiplicacdo descontrolada do parasito, desregulando o sistema imunolédgico
do hospedeiro (MCGWIRE; SATOSKAR, 2013; BRASIL, 2014; FREITAS et al., 2016;
STEVERDING, 2017; DIRO et al., 2019).

Durante ou ap6s a aparente cura da Leishmaniose Visceral (LV), alguns pacientes podem
desenvolver a leishmaniose dérmica pos-calazar (LDPC), especialmente em areas endémicas
e entre individuos com o sistema imunoldgico comprometido, como ocorre em alguns paises
africanos. Sendo caracterizada por maculas hipopigmentadas, papulas e erup¢des cutaneas,
resultando em uma condicao cronica e desfigurante, com incidéncia mais alta no velho mundo

(GOTO, 2012; MENDES et al., 2023)

Diferentemente do tipo visceral, a leishmaniose tegumentar apresenta alguns subtipos:
leishmaniose cutanea localizada (LCL), leishmaniose cutanea disseminada (LD),
leishmaniose cutanea difusa (LCD) e leishmaniose mucocutanea (LMC). Além disso, ¢
transmitida por varias espécies de um mesmo género de vetores no Brasil: Lutzomyia
flaviscutellata, Lu. whitmani, Lu. umbratilis, Lu. intermedia, Lu. wellcomei ¢ Lu. Migonei
(REITHINGE et al., 2007; SILVEIRA et al., 2009). E uma doenga nao transmissivel entre
pessoas sendo caracterizada pela formacao de tlceras na pele e mucosas, seus principais
agentes etiologicos no Brasil sdo: Leishmania (L.) amazonensis, L. (V.) guyanensis e L. (V.)
braziliensis (BRASIL, 2017; AKBARI; ORYAN; HATAM, 2021).

Este tipo de leishmaniose, ¢ a forma menos grave da doenga, onde a leishmaniose
cutanea localizada (LCL) pode apresentar uma ou mais lesdes dérmicas de bordas
avermelhadas (Figura 7 - A), as quais podem variar de tamanho e aparéncia ao longo da
infeccdo, que surgem de duas semanas a dois meses e tendem a ser indolor, apds a picada do
flebotomineo infectado pela espécie L. brasiliensis (LINDOSO, 2012; BRASIL, 2017;
GOTO).
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Figura 7. Casos clinicos de Leishmaniose Tegumentar (LT)

D §s
Legenda: Leishmaniose Tegumentar - (A) Estdgio inicial da ulceracdo, lesdo cutanea localizada (LCL),
infiltradas com hiperemia ao seu redor. (B) Lesdo ulcerada franca, unica, arredondada, com bordas elevadas,
infiltradas e fundo granuloso. (C) Forma cutanea disseminada (LD) apresentando multiplas lesoes ulceradas. (D)
Leishmaniose mucocutinea (LMC), forma mucosa tardia mucosa oral. (E) LCL- Lesdo no tronco, de aspecto
nddulo verrucoide, com infiltracdo local e descamagdo. (F) LMC- Lesdo vegetante extensa no nariz e noédulo
infiltrativo na face. Fonte: (BRASIL, 2017).

J& a leishmaniose cutanea disseminada (LD), se apresenta de forma progressiva com
varias lesdes em forma de papulas, com pequenas ulceragdes em duas ou mais partes do corpo
do hospedeiro (Figura 7 - B), e estdo associadas a infeccdo causada pelas espécies L.
braziliensis e L. amazonensis. A leishmaniose cutanea difusa (LCD), ¢ um tipo raro causada
pela espécie L. amazonensis, que € caracterizada inicialmente pelo surgimento de macula ou
placa eritematosa de crescimento lento. Apos um periodo de 3 anos, a infecgdo se dissemina,
resultando geralmente na formacgao de nodulos que ndo causam tlcera e nao afetam a mucosa
(BRASIL, 2017; SAMPAIO et al., 2021). A forma clinica da leishmaniose mucocutinea
(LMC), se apresenta comprometendo as membranas de mucosas, principalmente nariz, e que
também pode afetar a cavidade oral e garganta, sendo considerada mutilante entre as formas
tegumentares, causando desde desconforto e dor leve até odinofagia a caquexia, em casos
extremos (Figura 7 - F), geralmente associadas a pacientes que ja apresentaram quadro clinico
da forma cutanea, portanto transmitida por vetores infectados pela espécie L. brasiliensis

(REITHINGE et al., 2007; TORRES-GUERRERO et al., 2017).

O diagnéstico clinico das formas de leishmaniose pode ser evidente, mas

frequentemente ¢ necessario diferenciar de outras condigdes similares, exigindo a realizagdo
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de exames laboratoriais para confirmacdo. Para cada forma clinica da doenca h4 um tipo de
diagnédstico, na leishmaniose tegumentar é realizado por meio de métodos parasitologicos
antes do inicio do tratamento, complementado por pesquisa direta ou IDRM (Teste
intradérmico Intradermorreacdo de Montenegro ou da Leishmania), além disso, através de
amostras de tecido ¢ possivel visualizar o estdgio amastigota no exame microscopico, assim
como diagnéstico molecular através de ensaios de PCR, em casos de leishmaniose cutanea ou
mucocutanea que apresenta carga parasitaria baixa, nos hospedeiros imunossuprimidos
(PACE, 2014; BRASIL 2017). Em casos suspeitos de leishmaniose visceral, o método
sorologico frequentemente utilizado ¢ a imunofluorescéncia indireta (RIFI) e ELISA, mas
também ¢ empregado testes parasitologicos como a observacdo do parasito amostras de
tecido, aspirados da medula 6ssea e do bago para confirmag¢do das formas amastigotas.
Através da confirmagdo laboratorial dos achados clinicos € possivel disponibilizar dados
epidemioldgicos, como a identificacdo da espécie envolvida, a fim de implementar as
estratégias de controle da doenca (PINTO, GRISARD e ISHIDA, 2011; BRASIL, 2014;
ARONSON et al., 2016; CDC, 2024).

2.5 Terapéutica das leishmanioses

O tratamento da leishmaniose ¢ desafiador devido ao niimero reduzido de medicamentos
disponiveis e dos quais j& se tem resisténcia por parte do parasito, como também o tipo de
tratamento de escolha que depende de diversos fatores, como a espécie do parasito e forma
clinica, esquema terapéutico, eficacia, toxicidade e custo (OPAS, 2022). Além disso, a
resposta imunologica do paciente ¢ importante, devido a habilidade do hospedeiro
desenvolver uma resposta imune inata e adaptativa eficaz, sendo influenciada por fatores

genéticos e adquiridos (ALMEIDA, 2020; PICCICA et al., 2021).

Nao ha ainda uma vacina para a leishmaniose e atualmente a abordagem sistémica de
tratamento ¢ composto pelos: antimoniais, Anfotericina B, o isetionato de pentamidina e a
miltefosina Os farmacos antimoniais pentavalentes (SbV), sdo os mais antigos, no Brasil a
unica formulagdo disponivel ¢ o antimoniato meglumina (Figura 8 — A), que tem eficdcia no
tratamento de leishmaniose cutdnea, mucocutdnea e visceral, com capacidade de induzir
respostas pro-inflamatorias, importantes no controle da progressio da forma visceral,
resultando na regressdo rapida das manifestagdes clinicas, contudo devido a administracao de

baixas dosagens e tratamentos descontinuos que acarretam falhas na terapia,
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consequentemente surgimento também das formas resistentes do parasito (ORYAN E

AKBARI, 2016; ARONSON et al., 2016).

Figura 8. Estrutura quimica dos farmacos de primeira e segunda linha utilizados no

tratamento das leishmanioses.
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Fonte: (BASTOS et al., 2016) adaptado. Farmacos de primeira linha antimoniais pentavalentes (SbV):
Antimoniato de meglumina (Glucantime®) e estibogluconato de sodio (Pentostan®) como também a
paromomicina (Humatin®; Farmacos de segunda linha: Anfotericina B (Fungizone®), miltefosina,

pentamidina (Lomidina®) (RATH et al., 2003).

Entretanto, um dos fatores relevantes ¢ a alta taxa de toxicidade desse composto, o que

acarreta doencas cardiacas, hepaticas e toxicidade pancredtica, e que em casos graves leva a

morte, principalmente em pacientes acima de 50 anos de idade, além de sua contra indicagao

para pacientes com insuficiéncia renal e gestantes. Na maioria dos casos no decorrer do

tratamento sdo notificados sintomas como artralgia, dores abdominais, diarreia, aumento da

diurese, erupgdes cutaneas, anemia, nausea € vomito (FREZARD, DEMICHELI E RIBEIRO,

2009; PELISSARI et al., 2011; OPPAS, 2022). Devido a isto, foram empregadas uma segunda

linha de tratamento com os farmacos: Miltefosina, Paramomicina ¢ a Anfotericina B,

utilizadas de forma isolada ou em combinacdo, assim se estabeleceram como o0s
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medicamentos mais utilizados nas ultimas décadas para prevenir o desenvolvimento de
resisténcia, e combater o parasito de maneira eficaz em casos de leishmaniose visceral e

cutanea (SUNDAR E CHAKRAVARTY, 2014).

A Anfotericina B (Figura 8 — C) ¢ um antimicrobiano pertencente a classe dos polienos,
que foi isolado pela primeira vez em 1955 a partir de culturas de Streptomyces nodosus,
atuando como tratamento indispensavel nas infec¢des fungicas. O seu mecanismo de agao
ainda ndo esta completamente elucidado, mas ha evidéncias de que atua diretamente sobre a
membrana celular (formacdo de poros) interagindo com o ergosterol, um esterdide essencial
de membrana em organismos fungicos e de protozoarios como o género Leishmania e
amebas. Agindo também na inducao do estresse oxidativo aumento a formagdo de radicais
livres, com evidéncias na expressdo de genes envolvidos nesse mecanismo, sendo um
medicamento de primeira escolha em casos de leishmaniose visceral (Falci e Pasqualotto,
2015) .Todavia, a terapia com a Anfotericina B convencional e lipossomal tem alto custo e
requer um regime complexo de 15 infusdes lentas em dias alternados, com vérios efeitos
colaterais como febre, calafrios, hipocalemia, nefrotoxicidade e anafilaxia (ROSENTHAL et

al., 2009; BASTOS et al., 2016).

A miltefosina (Figura 8 — D) ¢ um medicamento teratogénico que foi originalmente
desenvolvido para o tratamento de metdstases cutaneas de carcinomas mamadrios, portanto,
seu uso ¢ estritamente proibido em mulheres gravidas ou em mulheres que possam engravidar
dentro de dois meses de tratamento. Foi demonstrado ser o primeiro tratamento oral com
eficacia e seguro para leishmaniose visceral (LV) em outros paises como a india, ja no Brasil
o SUS deliberou como umas das opg¢des de primeira escolha para o tratamento da
Leishmaniose Tegumentar (LT) (CONITEC 2018), em pacientes resistentes aos antimoniais, €
seu mecanismo de acdo compreende a alteragdo das vias de sinalizagdo e sintese da membrana
celular do parasito, induzindo a apoptose. Entretanto, a ndo adesdo ao regime recomendado
também pode levar a resisténcia ao parasito, e seus efeitos colaterais incluem alteracdes
gastrointestinais e alguns relatos de hepatotoxicidade (MARINHO et al., 2011; DORLO et al.,
2012; NAGLE et al., 2014). Ja o farmaco paramomicina (Figura 8 — E) ¢ um antibidtico
pertencente a classe dos aminoglicosideos eficaz no tratamento antibacteriano, e de parasitos
entéricos (Ameba, giardia e ténia) que atua interferindo na sintese proteica e alterando a
fluidez da membrana mitocondrial, o que inibe a respira¢do celular. Em virtude disso, tem
sido empregado tanto no tratamento direto em regides especificas de aplicagdo como na pele

ou em membranas mucosas para tratar casos de leishmaniose cutinea (LC) e de forma
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sistémica em casos de leishmaniose visceral (LV). Os efeitos adversos da terapia topica
incluem dor e queimagdo no local de aplicagdo, além de baixa hepatotoxicidade (NAGLE et

al., 2014)

Outra abordagem terapéutica ¢ a utilizacdo do Isotionato de pentamidina (Figura 8 — F),
sintetizado pela primeira vez em 1930, para o tratamento de leishmaniose visceral (LV),
depois para o tratamento de formas resistentes de leishmaniose tegumentar (LT), atualmente ¢
preconizado pela OMS para casos clinicos de leishmaniose cutinea difusa (LCD), com
administracdo via intramuscular ou infusdo venosa. Havendo como principal mecanismo de
acdo a inibicdo da sintese de DNA do patdgeno, alterando morfologicamente o cinetoplasto,
promovendo a desintegracdo mitocondrial, levando a elimina¢ao do parasito. Seu uso ¢
limitado devido aos seus efeitos adversos como hipoglicemia e hiperglicemia (Quadro 1)
(PICCICA et al., 2021). A terapia combinada desses farmacos € uma opg¢do para aumentar a
eficacia do tratamento, prevenir o desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos, reduzir

a duragao do tratamento e possivelmente diminuir o custo do tratamento (DIRO, et al., 2019).

Quadro 1. Farmacos convencionais usados no tratamento das leishmanioses recomendados

pela Organizacdo Mundial da Satide (OMS).

Medicamento | Eficacia Vantagens Limitagdes Média de
custo
Anfotericina B >95% - Eficaz contra a - A forma desoxicolato R$ 1.246,34 —
(Fungizone®) resisténcia aos requer hospitalizacdo e
. . . . R$ 1.727,84
antimoniais pentavalentes | pode causar miocardite,
(Sbv). hipocalemia, toxicidade
renal e reac¢des no local
da infuséo.
Anfotericina B 100% - Nenhum caso - Alto custo; R$ 21.726,95 —
lipossomal documentado de
(AmBisome®) resisténcia ao farmaco; - Febre e calaftrios R$27.855.06

durante a infuséo;
- Eficaz com baixo perfil

de toxicidade. - Toxicidade renal.
Miltefosina 94-97% - Altamente potente; - Altamente toxico R$ 383,10 —
Primeiro tratamento oral (figado e rins);
eficaz para LV e LC. R$ 1.773,00
- Complicagdes
gastrointestinais;
- Nao ¢ seguro para
pacientes gravidas
(teratogénico).
Sulfato de 95% - Baixo custo - Ototoxicidade RS 54,72 —
* e , z. 0 .
Paromomicina (india); reversivel (2%); RS 75,00

(Humatin®)
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46-85%
(Africa)

- Dor no local da injegdo
(55%);

- Altamente
hepatotoxico (6%)

Pentamidina
(Lomidina®)

70-80%

- Uso potencial em terapia
combinada em baixa

dosagem

- Toxicidade renal,
- Miocardite;

- Diabetes mellitus
insulino-dependente
como efeito colateral

irreversivel (4-12% dos
pacientes);

- Hipoglicemia e
hipotensao
- Febre

R$ 96,90 —
R$ 290,90

Antimoniais
pentavalentes
(SbV)
(Glucantime® ¢
(Pentostan®)

35-95%

- Baixo custo;

- Pode ser usado em
combinagdo com
Anfotericina B em
pacientes gravidas ou
idosos

- Resisténcia a droga na
India (>60%);

- Complicagdes
cardiacas (taquicardia,
fibrilagdo e arritmias
cardiacas fatais);

R$1.246,34 —
R$1.727,84

- Artralgia, mialgia,
pancreatite, enzimas
hepaticas elevadas;

- Maior toxicidade em
pacientes com HIV
Fonte: (RATH et al., 2003; NAGLE et al., 2014; OPPAS, 2022; BRASIL, 2024).

Em um estudo de Purkait et al., 2012, ja foi relatado a resisténcia a Anfotericina B, em
algumas espécies de Leishmania tanto na sua forma promastigota, quanto em amastigota,
sendo assim, se faz necessario e importante combater a crescente resisténcia aos tratamentos
atuais ¢ a limitagdo dos ja disponiveis no mercado. O desenvolvimento de novos
medicamentos deve ser de forma interdisciplinar que integre diversas areas como a biologia,
quimica, farmacocinética entre outras, a fim de implementar novas terapias eficazes, com
baixa toxicidade, com menor custo, ndo teratogénicas para os pacientes em tratamento,

principalmente em areas endémicas (AKBARI; ORYAN; HATAM, 2021; ALMEIDA, 2022).
2.6 Quinolinas e seus derivados

Os compostos heterociclicos sdo fundamentais em diversos processos, bioquimicos, com
uma ampla aplicacdo na industria farmacéutica, principalmente os compostos heterociclicos
nitrogenados, os mesmos ja se encontram em mais da metade dos farmacos aprovados para

diversos tratamentos (VITAKU, SMITH e NJARDARSON, 2014). Particularmente, dentre as
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varias substincias heterociclicas nitrogenadas, as quinolinas destacam-se pelas diversas
propriedades quimicas e bioldgicas, caracterizada pela presenca de um anel benzénico e um

piridinico fundidos (FERREIRA et al., 2021).

Estes compostos se destacam pela variedade de sua atividade biologica, como
antiproliferativa, antibacteriana, leishmanicida, antiviral, antichagasica, antimalarica,
inibitoria de catepsina K*° e inseticida (RODRIGUES et al., 2011; GARUDACHARI ¢
ISLOOR, 2014; MISHRA et al., 2014; VANDEKERCKHOVE e D’HOOGHE, 2015;
NARWAL, KUMAR e¢ VERMA, 2016; FERREIRA et al., 2021). Estas substancias tém agao
através da topoisomerase, interagindo com o DNA para formar complexos que provocam
danos irreversiveis nas células, como o bloqueio da replicagdo celular, levando a indugao da
apoptose (SPENCER e PANDA, 2023). Considerando a importante funcionalidade do anel
quinolinico, foi possivel o desenvolvimento de vérios medicamentos, destacando-se o

cabozantinibe, lenvatinibe, cloroquina, mefloquina, tafenoquina e montelucaste (Figura 9).

Figura 9. Diversidade da atividade bioldgica de compostos heterociclicas nitrogenados
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Fonte: (FERREIRA et al., 2021). Estruturas de alguns farmacos contendo o nucleo quinolinico em azul e
sua fun¢do bioldgica.
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Em um estudo de Molina (2018), foi observado atividade anti-Leishmania de compostos
contendo o nucleo quinolinico, em formas promastigotas e amastigotas in vitro € in vivo em
camundongos, apresentando notavel reducao da carga parasitaria no figado e bago, levando
em consideracdo que parasitos esplénicos, como a espécie Leishmania infantum sao
causadoras da forma mais grave da doenca (Leishmaniose Visceral - LV) (SILVA et al., 2021).
Por tanto, a sintese de novas substincias contendo o nucleo quinolinico vem obtendo o
interesse tanto na quimica medicinal, quanto na biotecnologia, os compostos investigados no
presente estudo tem potencial farmacologico anti-Leishmania e podem ser alternativas

farmacoldgicas promissoras no tratamento das leishmanioses.

2.7 Adutos de Morita-Baylis-Hillman (AMBH)

Nas tultimas décadas, novos compostos sintéticos derivados de novas abordagens de
sintese, vem demonstrando uma variedade de propriedades farmacologicas, obtendo
resultados significativos para o tratamento das leishmanioses, tal como os compostos
sintéticos oriundos da reagdo quimica de Morita-Baylis-Hillman, que se destacam como
candidatos promissores no estudo da atividade bioldgica contra o patégeno do género

Leishmania (ROCHA et al., 2019; VIEIRA et al., 2022).

A reagdo, que forma ligagdes carbono-carbono entre atomos de carbono eletrofilicos sp?
(BASAVAIAH et al., 2010), foi descrita pela primeira vez por Morita, em 1968, por meio de
uma patente envolvendo a reagdo de aldeidos com acrilonitrila ou acrilato de metila contendo
grupos eletrogeradores, utilizando triciclohexilfosfina como catalisador. Posteriormente, em
1972, Baylis e Hillman relataram a reagdo de aldeidos com alcenos ativados (€steres, amidas
ou nitrilas), catalisada por DABCO, uma amina tercidria biciclica. Ambas as reagdes
possibilitaram a obtengdo de compostos polifuncionais com rendimentos variados, devido a
ampla variedade de aceptores de Michael capazes de reagir com carbonos eletrofilicos sp?
obtendo assim abundante quantidade de moléculas desta reacao (LIMA-JUNIOR et al., 2010;
XAVIER et al., 2014; SILVA et al., 2016).

Desde entdo, essa reagdo tem sido aprimorada, por conta de alguns pardmetros como:
temperatura, solventes e catalisadores a fim de obter maior pureza ¢ menor tempo de reagao.
Suas caracteristicas experimentais, como sua elaboragao sintética, seletiva, com baixo custo e

disponibilidade de reagentes, com a possibilidade de ser desenvolvida em meio aquoso ou na
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auséncia de solventes e por ser uma reagdo organica. Evidencia o interesse em aplicacdo
biolégica para o desenvolvimento de novas moléculas (COELHO e ALMEIDA, 2000;
BARBOSA et al., 2009; BASAVAIAH et al., 2010; XAVIER et al., 2016).

Ha varios estudos sobre a bioatividade desses adutos contra diversas doengas
negligenciadas: malaria, doenga de chagas, e as leishmanioses (NARENDER et al., 2005;
SOUZA et al., 2007; KAUR et al., 2011; SANDES et al., 2014). Apresentam também
atividade antifiingica, antibacteriana, anti-inflamatoria e anticancer (NARENDER et al., 2006;
VASCONCELLOS et al., 2006; LIMA-JUNIOR e VASCONCELLOS, 2012;
FAHEINA-MARTINS et al., 2017; VASCONCELOS et al., 2024). Em parasitos do género
Leishmania foram obtidas atividade consideraveis desses adutos, nas espécies de L. donovani
(DA SILVA WAGNER et al., 2016), L. infantum e L. amazonensis (BARBOSA et al., 2009;
LIMA-JUNIOR et al., 2009; JUNIOR et al., 2010; XAVIER et al., 2016; ROCHA et al.,

2019) responsaveis pelas formas clinicas visceral e cutanea da leishmaniose.

O mecanismo de agdo desses compostos ¢ variavel, devido a sua versatilidade em sua
estrutura quimica, como também diferentes rotas metabolicas. Ademais muitos fatores podem
influenciar sua atividade biologica (DEVI et al., 2024), como a lipofilicidade, pois farmacos
tendem a ultrapassar a bicamada lipidica (lipofilica) da membrana plasmatica, o que pode
influenciar no seu efeito biofarmacologico, adicdo ou remoc¢ao de grupos funcionais e grau de
insaturagcdo, o que podemos chamar de Relacdo Estrutura-Atividade (SAR) (SILVA et al.,
2011; LIMA-JUNIOR e VASCONCELOS, 2012) isto indica que compostos com estruturas
quimicas semelhantes apresentar podem atividades semelhantes, importante na otimizagao de

andlogos mais ativos € menos toxicos para células humanas.

Diante da diversidade de seu potencial biologico, evidenciados anteriormente,
justifica-se a busca por novos adutos oriundos desta reacio MBH, contra as formas
promastigotas de Leishmania infantum como também a investigacdo sobre a sua
citotoxicidade sobre eritrocitos humanos, importantes para a pesquisa de novas moléculas
promissoras no desenvolvimento de terapias com menos efeitos colaterais para os pacientes,
assim possibilitando abordagens biotecnoldgicas inovadoras na sintese de novos farmacos

anti-Leishmania.



28

3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

Avaliagdo da atividade bioldgica in vitro de novos compostos sintéticos sobre formas
promastigotas e amastigotas do parasito L. infantum e seus possiveis efeitos citotdoxicos sobre

células humanas.
3.2 Objetivos especificos

* Avaliar a atividade anti-Leishmania (screening) de compostos sintéticos quinolinicos e
Adutos de Morita-Baylis-Hillman (AMBH) sobre formas promastigotas de L.
infantum;

= Analisar o efeito citotoxico dos compostos sintéticos selecionados sobre os eritrocitos
humanos de individuos saudaveis;

= Avaliar a atividade anti-Leishmania de compostos sintéticos selecionados sobre
formas amastigotas axénicas de L. infantum;

= Investigar o efeito citotoxico dos compostos sintéticos selecionados em células
mononucleares de sangue periférico (PBMC) de individuos saudaveis;

* Analisar o efeito inibitorio e citotoxico do nucleo (Isatina) dos compostos sintéticos;

= Determinar o indice de seletividade dos compostos sintéticos selecionados.

4 METODOLOGIA
4.1 Local da pesquisa

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

4.2 Consideracoes éticas

Essa dissertacdo de mestrado faz parte de um projeto maior na area de pesquisa em
leishmanioses, e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisas em Seres Humanos do
Hospital Universitario Lauro Wanderley/UFPB (CAAE: 17813013.8.0000.5183) (ANEXO
A), sendo o projeto intitulado “Leishmaniose Visceral Humana: Estudo de marcadores
imunoldgicos e sua importancia no prognostico de doenga sintomadtica e assintomatica”. Além

disso, Todos os participantes desta pesquisa foram informados sobre a importancia da mesma,
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bem como foram instruidos a assinarem o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE) (APENDICE A) para participacdo voluntaria na mesma.
4.3 Parasitos e manutencio das culturas in vitro

A forma promastigota da Leishmania infantum (cepa de referéncia - BR2000) foram
mantidas in vitro em meio NNN (cultivo de Tripanosomatideos), preparado a partir do agar
base para agar sangue (Blood agar base- Acumedia- cat. 7266a) (Zeledon, 1996), agua
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, Sao Paulo, BRA), 1% de antibiotico (penicilina 200 U/mL e estreptomicina 0.1

mg/mL - Gibco, BR) e 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 biologica de oxigénio (DBO) e repicadas semanalmente, em meio
Schneider suplementado, ndo ultrapassando vinte repiques, para manuten¢do das culturas.
Todos os meios preparados foram realizados teste de esterilidade por no minimo 24 horas

antes do uso.
4.4 Obtencao das formas amastigotas axénicas

As formas promastigotas de L. infantum foram diferenciadas em formas amastigotas
axénicas conforme o protocolo de Debrabant et al., 2004. Primeiramente as formas
promastigotas foram cultivadas até atingirem a fase estaciondria, com base em sua curva de
crescimento, em seguida, as culturas foram centrifugadas por 10 minutos a 2000 rotagdes por
minuto (RPM) e 25 °C. O sobrenadante foi descartado, sendo entdo as células ressuspendidas
em meio Schneider suplementado com pH 5,5 e as células foram incubadas em estufa com
Demanda Biolodgica de CO2 (5%) a 37 + 1 °C por 24 horas para realizar a diferenciacdo das
promastigotas em amastigotas axénicas. A morfologia caracteristica de amastigota foi

analisada sob microscopia Optica antes de cada experimento.
4.5 Compostos quimicos avaliados

4.5.1 Farmaco de referéncia
A Anfotericina B (Anforicin B® — Cristalia, Sdo Paulo, Brasil), ¢ um antimicrobiano
da classe dos polienos, utilizado no tratamento da leishmaniose e foi escolhido como
medicamento de referéncia no presente estudo. Uma solugdo estoque de Anfotericina B,

apresentada na forma de pd liofilizado, foi preparada na concentragdo de 10 mg/mL,
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solubilizada em DMSO. Posteriormente, essa solugdo foi diluida com o meio de cultura
apropriado até a concentracdo necessaria para os testes, garantindo que a concentracao final

de DMSO nas solucdes teste ndo excedesse 0,5%.

4.5.2 Quinolinas e seus derivados

Vinte e quatro compostos quinolinicos foram sintetizados no Laboratorio de Sintese
Organica Medicinal (LASOM-PB) (Figura 10), sob responsabilidade do Prof. Dr. Claudio
Gabriel Lima Junior no Departamento de Quimica do Centro de Ciéncias Exatas e da
Natureza (CCEN) da Universidade Federal da Paraiba — UFPB, estes compostos estudados
estdio sob sigilo de pesquisa (Tabela 1). Todos os compostos foram diluidos em
dimetilsulfoxido (DMSO) para obter solucdes-estoque (10 mg/mL). Para obter as
concentragdes finais dos farmacos nos ensaios, as solugdes-estoque foram diluidas a partir da
solucdo-estoque apropriada e diluida nos meios de cultura apropriados até atingir as

concentragdes finais desejadas, nao ultrapassando a concentracio de 0,5% de DMSO.

Figura 10. Estrutura quimica geral dos derivados de quinolina
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Elaboracdo propria, 2025. Estrutura quimica geral dos compostos derivados quinolinicos, em que um ou dois
carbonos sdo substituidos pelo heteroatomo Nitrogénio (N) e suas respectivas substituigdes (R) no anel
aromatico.

Outros 20 compostos sintéticos (Tabela 2), foram sintetizados e cedidas pelo
Laboratorio de Pesquisa em Bioenergia e Sintese Organica (Figura 11), coordenado pelo Prof.
Dr. Petronio Filgueiras Athayde Filho, da Universidade Federal da Paraiba — UFPB. Os quais
apresentam solubilidade em DMSO a 32 °C. Estes compostos estudados estdo sob sigilo de
pesquisa. Para os testes in vitro as substancias foram solubilizadas em DMSO a fim de se
obter solucdes-estoque de 10 mg/mL. Em cada protocolo, as solugdes-estoque foram diluidas
nos meios de cultura apropriados até atingirem as concentracdes desejadas, ndo ultrapassando

a concentracao de 0,5% de DMSO.

Figura 11. Estrutura quimica geral dos derivados de cloroquina
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Elaboragdo propria, 2025. Estrutura quimica geral dos compostos derivados de cloroquina, em que um dos
carbonos ¢ substituido pelo heterodtomo Nitrogénio (N) e sua respectiva substituigdo (R) no
4-aminoquinolinas de seu anel aromatico.

Tabela 1. Série de compostos derivados quinolinicos avaliados e sua respectiva massa molar

Compostos (Codigo) | Massa Molar (g/mol)
QNX-4-OMe 386,41 g/mol
QNX-Tienil 338,40 g/mol
QNX-4-BR 484,15 g/mol
QNX-4-Me 354,41 g/mol

QLB-2 343,38 g/mol
QLB-1 327,38 g/mol
QNL-2-OH 291,31 g/mol

QNL-3-OMe-4-OC4 377,44 g/mol
QNL-2-AC 333,34 g/mol
QNL-2-NO2 320,30 g/mol

QNL-3-OMe-4-AC 363,37 g/mol
QNL-3,4-OMe 335,36 g/mol
QNL-3-OMe-4-OH 321,33 g/mol
2A 267,26 g/mol

2B 281,29 g/mol

2C 281,29 g/mol

2D 343,36 g/mol

2E 317,32 g/mol

2F 285,25 g/mol

2G 346,16 g/mol

2H 283,26 g/mol

21 283,26 g/mol

2J 297,29 g/mol

2K 311,27 g/mol
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Tabela 2. Série de compostos derivados de cloroquinas avaliados e sua respectiva massa

molar.

Compostos (Codigo)
DOC1
DOC3
DOC2
DOCS
DOC21
DOC22
DOC28
DOC27
DOC30
DOC42
DOC70
DOC71
DOC72
DOC73
DOC74
DOC75
DOC76
DOC77
DOC78
DOC79

Massa Molar (g/mol)

221,68 g/mol
220,70 g/mol
223,65 g/mol
222,67 g/mol
221,68 g/mol
235,71 g/mol
249,74 g/mol
277,79 g/mol
327,76 g/mol
326,78 g/mol
325,79 g/mol
339,82 g/mol
339,82 g/mol
355,82 g/mol
355,82 g/mol
385,84 g/mol
360,23 g/mol
360,23 g/mol
343,78 g/mol
370,79 g/mol

4.5.3 Adutos de Morita-Baylis-Hillman

Inicialmente doze compostos oriundos da reagao de Morita-Baylis-Hillman (MBH),

foram sintetizados no Laboratério de Sintese Organica Medicinal (LASOM-PB), sob

responsabilidade do Prof. Dr. Cldudio Gabriel Lima Junior no Departamento de Quimica do

Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza (CCEN) da Universidade Federal da Paraiba —

UFPB, estes compostos estudados estdo sob sigilo de pesquisa (Tabela 3). Estes compostos

foram solubilizados em DMSO a 25 °C, para os testes a fim de obter solu¢des-estoque de 10
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mg/mL. Em cada protocolo, as solugdes-estoque foram diluidas nos meios de cultura
apropriados até atingirem as concentragdes desejadas, ndo ultrapassando a concentracdo de

0,5% de DMSO.

Figura 12. Estrutura quimica geral dos Adutos de Morita-Baylis-Hillman

HO R3

Elaboragdo propria, 2025. Estrutura quimica geral dos adutos oriundos da rea¢do Morita-Baylis-Hillman, em que
um dos carbonos ¢ substituido pelo heteroatomo Nitrogénio (N) e suas respectivas substituigdes (R) seu anel
aromatico de isatina.

Tabela 3. Série de compostos oriundos da reacdo Morita-Baylis-Hillman (MBH) avaliados e

sua respectiva massa molar

Compostos (Codigo) | Massa Molar (g/mol)

AIMS52 247,25 g/mol
AIM22 291,28 g/mol
AITHO04 402,41 g/mol
AIM41 281,69 g/mol
AIM21 265,24 g/mol
AIMS1 316,13 g/mol
AIMO2 273,29 g/mol
AIM12 287,32 g/mol
AIM23 341,34 g/mol
AIMO03 323,35 g/mol
ANO22 486,13 g/mol
AICS2 309,15 g/mol

Apds a triagem dos doze adutos de MBH foram pré-selecionados os que tiveram uma

atividade de inibi¢cdo da viabilidade em formas promastigotas do parasito, destes ainda foram
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sintetizados mais oito adutos de MBH com modifica¢des estruturais com base nos adutos
pré-selecionados (Tabela 4) para os testes seguintes juntamente com a isatina (nucleo). Estes
compostos também foram solubilizados em DMSO a 25 °C, para os testes a fim de obter
solugdes-estoque de 10 mg/mL. Em cada protocolo, as solugdes-estoque foram diluidas nos
meios de cultura apropriados até atingirem as concentracdes desejadas, ndo ultrapassando a

concentragdo de 0,5% de DMSO.

Tabela 4. Série de compostos modificados oriundos da reacdo Morita-Baylis-Hillman e

nucleo (Isatina) avaliados e sua respectiva massa molar

Compostos (Codigo) | Massa Molar (g/mol)

ISATINA 147,13
AIMS1 316,13
AINS1 283,10
AIMA41 281,69
AIN41 248,66
AIM43 357,79
AIN43 324,76
AIMS3 392,53
AINS3 359,20

4.6 Avaliacdo da atividade anti-Leishmania dos compostos sobre formas

promastigotas do parasito Leishmania 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 pogos, foram adicionados 2x10° promastigotas/pogo contendo 50 uL de meio Schneider
suplementado para o volume final de 100 puL. em cada pogo, e em seguida as solucdes
estoques dos compostos avaliados foram adicionadas as placas, em triplicata, atingindo
concentragoes seriadas de 400 a 3,12 uM e a Anfotericina B como controle positivo, de 10 a
0,07 uM. As placas foram incubadas por 72 horas em estufa de DBO a 26 °C. Ao final da
incubacao, foi adicionado 10 pL. de MTT diluido em PBS (salina fosfatada tamponada) a uma

concentragdo final de 5 mg/mL e incubadas por mais 4 horas em estufa DBO a 26 °C. Em
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seguida foram adicionados 50 pL de dodecil sulfato de sédio (DSS) a 10%. A placa foi
incubada até a dissolugdo completa do formazan e por ultimo, foi realizada a leitura em
espectrofotometro 540 nm em leitor de placa (Biotek modelo ELx800) (RODRIGUES et al.,
2015). Os resultados foram expressos em porcentagem de viabilidade celular e em valores de
concentragdo inibitdria média, onde foi inibido 50% da viabilidade de formas promastigotas
(Cls), 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.
4.7 Analise da citotoxicidade em eritrécitos humanos

Amostras de sangue foram coletadas de voluntarios saudaveis (n = 9), em tubos com
anticoagulante EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético) para os ensaios de citotoxicidade
em eritrocitos humanos do tipo sanguineo O+ (LOFGREN et al., 2008). Apds a coleta, os
eritrocitos foram diluidos em 80 puL de PBS, ajustando a concentragdo do sangue para 5% de
hemécias. Em seguida, foram adicionados os compostos a serem analisados em concentragdes
seriadas de 400 a 3,12 uM para os derivados oriundos da reagdo Morita-Baylis-Hillman como
também para a Anfotericina B, diluidos num volume de 20 uL de PBS. Logo apos, foram
incubados durante 1 hora a 37 °C e a reacao foi interrompida pela adigao de 100 uLL de PBS.
Em seguida, as suspensdes foram centrifugadas a 2000 rpm a 4 °C por 10 minutos. O
sobrenadante foi coletado e transferido para placas de 96 pogos, sendo submetido a
espectrofotometria com comprimento de onda de 550nm para quantificar a atividade
hemolitica. A auséncia (controle negativo) e 100% de hemolise (controle positivo) foram
determinadas, substituindo a solu¢do 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 concentragdo hemolitica média (CHs,), considerando o

controle positivo como 100% de hemolise (JAIN e JAIN, 2018).

4.8 Avaliacio da atividade anti-Leishmania dos compostos sobre formas

amastigotas axénicas do parasito Leishmania infantum

A atividade anti-Leishmania dos compostos nas formas amastigotas, foi avaliada
também pelo método de MTT, para andlise de viabilidade celular. Inicialmente, as culturas
promastigotas de L. infantum foram diferenciadas para formas amastigotas axénicas conforme
protocolo de Debrabant et al., 2004. Em placas de 96 pocos, foram adicionados 50uL. de meio

Schneider suplementado (pHS5,5) em todos os pogos a partir da 2* linha. Posteriormente, os
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pocos da primeira linha foram preenchidos com meio Schneider suplementado e compostos
de interesse previamente calculados e diluidos. Em sequéncia, foi realizada dilui¢@o seriada
das substancias, obtendo assim, as concentragdes de 400 a 3,12 uM. Apods ajuste da
concentragdo, os parasitos foram adicionados aos pogos, € posteriormente as placas foram
incubadas por 24h em estufa de Demanda Bioldgica de CO2 (5%) a 37 °C. Ao final do
periodo de incubagdo, foram adicionados 10 pL de MTT diluido em PBS, atingindo uma
concentracdo final de 5 mg/mL. Em seguida, as placas foram incubadas por mais 4 horas em
estufa BOD a 26 °C, e em seguida, foram adicionados 50uL de SDS a 10% , passando por um
periodo overnight (12 a 16 horas) para dissolu¢do do formazan e, por fim, foi realizada leitura
a 540 nm em leitora de placa (Biotek modelo ELx800). O controle negativo foi mantido na
auséncia dos compostos teste, contendo S0uL de meio Schneider suplementado (pH 5,5) + 50
uL de 1x10° parasitos/pogo. Ja o controle positivo foi realizado na presenca de Anfotericina B
como farmaco de referéncia nas concentra¢des de 10 a 0,078 uM + cultura de amastigota na
concentragdo de 1x10° parasitos/pogo. Os resultados foram expressos em porcentagem de

viabilidade celular e em valores de concentragao efetiva sobre 50% de amastigotas (CEsy).

4.9 Ensaio de citotoxicidade em células mononucleares do sangue periférico

humano

Para a obtencdo das células mononucleares do sangue periférico foram coletados 20
mL de sangue humano de voluntarios saudaveis (n = 3) em tubos anticoagulantes contendo
heparina, o qual foi diluido no mesmo volume em PBS. Montou-se o gradiente para a
centrifugacao utilizando o Ficoll Paque Plus® (GE Healthcare, Chicago, E.U.A), vertendo o
sangue vagarosamente, em tubos conicos de 50 mL contendo o Ficoll Paque Plus®.
Centrifugou-se a 2000 rpm, por 20 minutos a temperatura 20°C. Nesse método de separacao,
as hemadcias e granuldcitos possuem uma densidade maior que o Ficoll Paque Plus ®, ¢
posicionam-se abaixo da camada desse reagente, enquanto que as células mononucleares e as
plaquetas foram coletadas no topo da camada de Ficoll Paque Plus ®, por apresentarem uma
baixa densidade. Assim, os anéis de células mononucleares do sangue periférico (CMSP)
humano, ou human peripheral blood mononuclear cells (PBMCs), foram coletados e
transferidos para um tubo conico de 15 mL estéril, completando o volume com PBS 1x estéril
para lavagem das células, seguido de centrifuga¢do a 1500 RPM por 10 minutos a 4°C,
completando um ciclo de 2 lavagens para retirada de plaquetas residentes. Apos o descarte do
sobrenadante, as células foram ressuspendidas em 1 mL de meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich,

St. Louis, EUA), suplementado com 10% de SBF e 1% de antibiotico (penicilina 200 U/mL e
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estreptomicina 0.1 mg/mL (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA). E a viabilidade destas foi
observada a partir da contagem das células com corante Azul de Trypan 0,4% (dilui¢do 1:20)
no hemocitometro e determinacdo do numero de células vidveis na suspensdo celular
(MACIEL et al., 2014). Ao final desta etapa, a concentragdo de células foi ajustada com meio
RPMI para 1,5x10°. células/mL, ¢ foram adicionados em cada pogo de uma placa de 96
pogos, fornecendo uma quantidade estimada de 150.000 células/pogo. Simultaneamente, os
compostos previamente diluidos foram adicionados a seus respectivos pogos nas
concentragoes de 400 a 3,12 uM, a fim de se obter curva citotdoxica e determinar a
Concentracao Citotoxica Média (CC50) dos compostos em PBMCs. O controle negativo foi
realizado apenas com células + meio RPMI e o controle positivo foi a Anfotericina B nas
mesmas concentragoes de 100 a 0,78 uM. Apos a adicdo dos compostos, foi adicionado meio
para um volume final de 200 puL/pogo. As placas entdo foram incubadas em estufa com
demanda biologica de CO2 (5%), por 24h. Apos o periodo de tratamento, as placas foram
centrifugadas (1500 rpm por 10 minutos a 4°C) e 100 pL/poco dos sobrenadantes
desprezados. Foi adicionado 10 pL. de MTT diluido em PBS 1x a uma concentragao final de 5
mg/mL. As placas foram incubadas por mais 4 horas em estufa a 37°C, CO2 5%, e em
seguida as placas foram centrifugadas novamente para retirada de todo o sobrenadante e
adicionado 200 uL. DMSO em cada poco para solubilizagdo do formazan em agitador de placa
por 15 minutos. Por fim, foi realizada a leitura a 540 nm em leitor de placa (Biotek modelo

ELx800).
4.10 Determinacao do indice de seletividade dos compostos avaliados

O indice de seletividade (IS) € o valor que indica quantas vezes uma substancia ¢ mais
seletiva para o parasito do que para a célula mamifera (PBMC ou eritrdcitos), e foi calculado
a partir dos resultados de Concentracdo Inibitoria 50% (Clsy), Concentragdo Efetiva 50%
(CEsp), Concentragdo Citotoxica 50% (CCs,), Concentracdo Hemolitica 50% (CHs). Dessa
forma o calculo do IS ¢ determinado pela razdo da Cls, ou CEy, por cada CCs, e CHsy,

(LAHLOU et al., 2007; AYKUL et al., 2016; KOUTSONI et al., 2019).
4.11 Analise Estatistica

Todos os ensaios in vitro foram realizados em triplicata, em pelo menos trés
experimentos independentes. O software GraphPad Prism versao 9.0 (San Diego, CA) foi
utilizado para o calculo da CIs,, CEs,, CCs,, CHs, com limite de confianga de 95%. O mesmo

programa foi utilizado para as comparagdes entre os grupos pela andlise de varidncia
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(ANOVA) seguida pelo teste de Tukey. Todas as analises tiveram como nivel maximo

necessario para a significancia estatistica com um valor de p < 0.05%*.

Figura 13. Fluxograma metodoldgico
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5 RESULTADOS

5.1 Atividade anti-Leishmania de derivados quinolinicos sobre as formas

promastigotas de Leishmania infantum

Os compostos QNX-4-BR, QNX-4-Me, QLB-2, QLB-1 apresentaram concentragdes
de inibigdo (Cls,) com Intervalo de Confianca (IC) em 65.31 uM (42,40 - 99,13); 71,33 uM
(43,16 - 117,3); 46,9 uM (31,54 - 70,33); 144,1 uM (112,2 - 190,1) respectivamente (Tabela
5). Enquanto que o Cls, para Anfotericina B, farmaco de referéncia, foi 0,75 uM com
intervalo de confianca (IC) de 0,52 - 1,12. Dessa forma, apds a triagem, observou-se que 0s
compostos dessa classe ndo apresentaram uma atividade satisfatoria de inibigao, sendo assim

nao foram prosseguidos ensaios posteriores.

Tabela 5. Concentragdo inibitoria de 50% da viabilidade de formas promastigotas (Cls,) de
Leishmania infantum apo6s 72h de incubagdo com os compostos quinolinicos ¢ farmaco de

referéncia

Compostos IC Cl5, (uM)

QNX-4-OMe - > 400

QNX-Tienil - > 400

QNX-4-BR (42,40 - 99,13) 65,31

QNX-4-Me (43,16 - 117,3) 71,33

QLB-2 (31,54 -70,33) 46,93

QLB-1 (112,2 - 190,1) 144,1

QNL-2-OH - > 400

QNL-3-OMe-4-OC4 - > 400

QNL-2-AC - > 400

QNL-2-NO2 - > 400

QNL-3-OMe-4-AC - > 400

QNL-3,4-OMe - > 400

QNL-3-OMe-4-OH - > 400

2A - > 400

2B - > 400

2C - > 400

2D - > 400

2E - > 400

2F - > 400

2G - > 400

2H - > 400

21 - > 400

2J - > 400
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2K - > 400
Anfotericina B (0,52 -1,12) 0,75
Fonte: Elaboragdo propria, 2025. Os valores representam o intervalo de confianga (IC) de 95%, obtido através de
regressdo nao-linear com o programa GraphPad Prism 9.0. Cl5,> 400 = composto ndo obteve atividade na maior
concentragdo testada.

5.2 Avaliacio da atividade anti-Leishmania de compostos derivados de

cloroquinas sobre as formas promastigotas de Leishmania infantum

Dos 20 compostos testados apenas dois apresentaram atividade de inibi¢ao, sendo o
DOC27 e DOC75 com concentragdes de inibi¢ao (Cls,) e intervalo de confianga (IC) em
66,14 uM (35,24 - 135,7) e 53,94 uM (32,07 - 88,53) respectivamente (Tabela 6), Enquanto
que o Cls, para Anfotericina B, firmaco de referéncia, foi de 0,75 uM (0,52- 1,12). Dessa
forma, apos a triagem, observou-se que os compostos dessa classe também ndo apresentaram
uma atividade satisfatéria de inibi¢do, sendo assim ndo foram prosseguidos ensaios

posteriores.
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Tabela 6. Concentracdo inibitoria de 50% da viabilidade de formas promastigotas (Cls,) de
Leishmania infantum apo6s 72 h de incubacdo com os compostos derivados de cloroquina e

farmaco de referéncia

Compostos IC Cls, (uM)
DOC1 - > 400
DOC3 - > 400
DOC2 - > 400
DOC5 - > 400

DOC21 - > 400
DOC22 - > 400
DOC28 - > 400
DOC27 (35,24 - 135,7) 66,14
DOC30 - > 400
DOC42 - > 400
DOC70 - > 400
DOC71 - > 400
DOC72 - > 400
DOC73 - > 400
DOC74 - > 400
DOC75 (32,07 - 88,53) 53,94
DOC76 - > 400
DOC77 - > 400
DOC78 - > 400
DOC79 - > 400
Anfotericina B (0,52 -1,12) 0,75

Fonte: Elaborag@o propria, 2025. Os valores representam o intervalo de confianca (IC) de 95%, e o Clj,, obtidos
através de regressdo ndo-linear com o programa GraphPad Prism 9.0. Cls, > 400 = composto ndo obteve

atividade na maior concentracdo testada.

5.3 Avaliacdo da atividade anti-Leishmania de Adutos Morita-Baylis-Hillman sob

as formas promastigotas de Leishmania infantum

Os compostos AIMS52, AIMS51, AIMO03, ANO22 ¢ AICS52 avaliados mostraram
atividade de inibi¢do da viabilidade (Cly,) com Intervalo de Confianca (IC) em 20,89 uM
(14,02 - 32,16); 37,04uM (24,90 - 59,46); 62,94uM (27,47 - 176,8); 34,42uM (15,64 - 77,69);

12,87uM (7,62 - 20,13) respectivamente (Tabela 7), enquanto que o Cls, para Anfotericina B,
farmaco de referéncia, foi de 0,75uM (0,52 - 1,12).
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Tabela 7. Concentragdo inibitoria de 50% da viabilidade de formas promastigotas (Cls,) de
Leishmania infantum ap6s 72 h de incubacdo com os compostos derivados de Adutos
Morita-Baylis-Hillman e farmaco de referéncia

Compostos I1C Cl5, (pM)
AIMS2 (14,02 - 32,16) 20,89
AIM?22 - > 400
AITH04 - > 400
AIMA41 - > 400
AIM21 - > 400
AIMS51 (24,90 - 59,46) 37,04
AIMO2 - > 400
AIM12 - > 400
AIM23 - > 400
AIMO03 (27,47 - 176,8) 62,94
ANQO22 (15,64 -77,69) 34,42
AICS2 (7,62 - 20,13) 12,87
Anfotericina B (0,52 -1,12) 0,75

Fonte: Elaboragédo propria, 2025. Os valores representam o intervalo de confianga (IC) de 95%, obtido através de
regressdo nao-linear com o programa GraphPad Prism 9.0. Cls,> 400 = composto ndo obteve atividade na maior

concentragdo testada.

Portanto, apds a triagem, observou-se que os compostos AIMS2 e AICS52

apresentaram melhor atividade inibitoria (Figura 14) e assim foram selecionados para

continuar os testes.
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Figura 14 - Atividade dos adutos de Morita-Baylis-Hillman (AIMS52, AIM51, AIMO3,
ANO22 e AIC52) sob a inibicdo de viabilidade dos parasitos, apds 72h de tratamento em

formas promastigotas de Leishmania infantum
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Fonte: Elaboragdo propria, 2025. A analise representa o intervalo de confianca a 95% da média de cada
experimento, considerando o controle negativo (CTL). Foi realizado One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de
Tukey para comparagao entre os grupos, sendo *p<0,05 em comparagdo ao controle.
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A figura 1 mostra a atividade anti-Leishmania sob formas promastigotas dos Adutos
de Morita-Baylis-Hillman (AMBH) apds 72h de tratamento, em porcentagem de inibicao da
viabilidade do parasito, € os seus respectivos valores de Cls, na Tabela 7. Esses adutos
apresentaram uma inibicdo nas concentragdes analisadas, quando comparadas ao controle
(100% de viabilidade celular). Comparando-se a porcentagem de inibicdo de viabilidade de
promastigotas, observou-se que os compostos AIM52 e AIC52, obtiveram melhor atividade
inibitoria nas concentragdes apresentadas (3,12 a 400 uM) (Figura 14A e 14E), sendo estes
valores bem inferiores as concentragdes testadas dos demais derivados AIMS51, AIMO3,
ANO22 (50 a 400 uM) (Figura 14-B, 14C e 14-D). Em 12,5 pM, para o composto AIM52
(Figura 14A), foi observada uma inibi¢do de 14,02 - 32,16 (p<0,05) enquanto o composto
AIC52 (Figura 14-E) na concentragdo de 3,12 alcangou uma menor inibigdo de 7,62 - 20,13
(p<0,05). Ja para os compostos AIM51 e ANO22 (Figura 14-B e 14-D), na concentragdo de
50 uM a porcentagem de inibicdo da viabilidade foi de 24,90 - 59,46 e 15,64 - 77,69
respectivamente, enquanto o composto AIMO03 (Figura 14-C), na concentragdo de 100 uM

obteve uma inibi¢ao de 27,47 - 176,8.

5.4 Atividade anti-Leishmania dos compostos selecionados AIM52 e AIC52 sobre

as formas promastigotas de Leishmania infantum

Os adutos de Morita-Baylis-Hillman que obtiveram melhor indice inibitério de
viabilidade das formas promastigotas de L. infantum, foram a AIM52 e AIC52, juntamente
com o farmaco de referéncia Anfotericina B. Dessa forma, foi possivel determinar em
porcentagem a concentragao inibitoria (Clyy), apds 72h de tratamento, a partir de ensaios in
vitro pelo método de MTT. Esses compostos apresentaram uma inibicdo de maneira
dependente de concentracao para as concentragdes analisadas, quando comparadas ao controle
(Figura 15). Foi observado um perfil inibitorio de menor valor do CIs, (10,12 - 29,90) para o
composto AIC52 na concentracdo de 16,97 uM, ja o composto AIMS52 obteve um Cls, de
26,61 - 55,19 na concentragdo de 38,45 uM, para as formas promastigotas de L. infantum em
comparag¢do ao controle (0% de inibicdo de viabilidade). O farmaco de referéncia utilizado
Anfotericina B foi obtido um Cls, de 0,52 - 1,12 na concentra¢ao de 0,75 uM demonstrando

também a sua atividade anti-Leishmania (Figura 15).
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Figura 15 - Concentragdo de inibi¢do dos adutos de Morita-Baylis-Hillman (AIM52, AIC52)
e farmaco de referéncia Anfotericina B sob a inibi¢do da viabilidade de formas promastigotas
apos 72h de tratamento
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Fonte: Elaboragdo propria, 2025. A andlise representa o intervalo de confianga a 95%.

5.5 Citotoxicidade dos compostos AIMS52 e AICS52 em eritrocitos humanos

A citotoxicidade em relacdo aos eritrocitos humanos dos adutos de
Morita-Baylis-Hillman (AIMS52 e AIC52) foi avaliada in vitro e os resultados estdo descritos
na Tabela 8. Os ensaios da atividade hemolitica demonstraram que os adutos de MBH nao
alteram a viabilidade celular em nenhuma das concentracdes testadas, ou seja, ndo causam a
lise de hemacias na maior concentra¢ao observada, tendo uma Concentragdo Hemolitica CHs,
> 400uM, com o controle sendo considerado com 100% de viabilidade celular. Em

contrapartida o farmaco de referéncia avaliado, Anfotericina B, apresentou atividade
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hemolitica com um CHs, de 193,4 uM, ocorrendo assim uma diminui¢do na viabilidade dos

eritrocitos pelo indice de toxicidade desses compostos como pode ser observada também na

figura 16.

Tabela 8. Concentracdo capaz de lisar 50% das hemacias (CHs)) dos adutos de

Morita-Baylis-Hillman (AIM52, AIC52) e farmaco de referéncia

Compostos IC CH;, (uM)
AIMS2 - > 400
AICS52 - > 400

Anfotericina B (156,6 - 244.6) 193.,4

Fonte: Elaborag@o propria, 2025. Valores em pM apresentam a média da CHs, (Concentragdo Hemolitica) com
intervalo de confianga (IC) de 95%. CHs, > 400 = composto ndo obteve atividade de lise na maior concentragédo

testada.
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Figura 16 - Concentragdo Hemolitica média (CHs,) dos adutos de Morita-Baylis-Hillman
(AIMS52 e AIC52) e farmaco de referéncia Anfotericina B sobre a lise de eritrocitos humanos
apos 1h de incubacao

% Lise de eritrocitos

A AIM52 B
CHsy =400 pM AICS2
CHsy =400 uM
ll *
100 100
z
£
50 < 50
2
N
0——F T —T——TTTTTTT
’ N I O O O N PN B ) O O O .x
6\\'595‘}' NZ P SO o @0&\’ (‘,\V"b:\ oY XV DN P 596\\’
(nM] M|
Anfotericina B
CH50=193,4
100
*
il
50—

% Lise de Eritrocitos

Fonte: Elaboragdo propria, 2025. Intervalo de confianga a 95% considerando o controle negativo. Foi realizado
One-way ANOVA seguido pelo pods-teste de Tukey para comparacdo entre os grupos, sendo *p<0,05 em
comparagao ao controle.

Estes resultados indicam que os adutos de Morita-Baylis-Hillman (AIM52 e AICS52)

apresentaram uma atividade de inibicdo significativa para o parasito L. infantum e que diante

dos valores de Cls, apresentam seletividade, por apresentarem uma toxicidade maior para o
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parasito do que para os eritrocitos humanos, observado assim nas maiores concentragdes

usadas nos testes avaliados.

5.6 Atividade anti-Leishmania dos adutos AIM52, AIC52 e Anfotericina B sobre

as formas amastigotas axénicas de Leishmania infantum

Estes adutos de MBH também foram avaliados em formas amastigotas axénicas de L.
infantum, juntamente com o farmaco de referéncia (Tabela 9). Dessa forma, foi possivel
determinar em porcentagem a Concentragdo Efetiva média (CEs,) capaz de inibir em 50% a
viabilidade do parasito, ap6s 24h de tratamento, a partir de ensaios in vitro pelo método de
MTT. Os compostos (AIM52 e AIC52) também foram testados em concentragdes de 3,12 a
400uM em contrapartida a Anfotericina B foi testada em concentragdes ja preestabelecidas de

0,07 a 10 uM, a fim de obtermos a curva de inibicao.

Tabela 9. Concentracdo capaz de lisar 50% das hemacias (CHs)) dos adutos de
Morita-Baylis-Hillman (AIM52, AIC52) e farmaco de referéncia

Compostos IC CE5, (uM)
AIMS2 (3,77 - 4,90) 4,02
AIC52 (2,85 - 8,65) 4,24

Anfotericina B (0,17 -0,53) 0,32

Fonte: Elaboragdo prépria, 2025. Valores em puM apresentam a média da CEs, intervalo de confianga (IC) de
95%.

Os adutos apresentaram uma inibicdo de maneira dependente de concentragdo para as

concentragdes analisadas, quando comparadas ao controle (100% de viabilidade) (Figura 17).
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Figura 17 - Concentragdo Efetiva (CEs)) dos adutos de Morita-Baylis-Hillman (AIM52 e
AIC52) e farmaco de referéncia Anfotericina B sobre a inibicdo da viabilidade de formas
amastigotas axénicas apds 24h de tratamento
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Fonte: Elaboragdo propria, 2025. A andlise representa o intervalo de confianca a 95% da média das trés
triplicatas de cada experimento, considerando o controle negativo (CTL). Foi realizado One-way ANOVA
seguido pelo pos-teste de Tukey para comparagdo entre os grupos, sendo *p<0,05 em comparagdo ao controle. ns
= diferenca entre os grupos comparados ndo foi estatisticamente significativa.

Foi observado um perfil inibitoério semelhante entre os dois compostos testados sendo
o menor valor do CEs, (3,77 - 4,90) para o composto AIM52 na concentragdo de 4,02 uM
(Figura 17-A), ja o composto AIC52 obteve um CEs, (2,85 - 8,65) na concentragdo de 4,24
uM (Figura 17-B), para as formas amastigotas axénicas de L. infantum. O farmaco de

referéncia utilizado Anfotericina B foi obtido um ClIs, (0,17 - 0,53) na concentracao de 0,32
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uM (Figura 17-C) demonstrando também a sua atividade anti-Leishmania (Figura 17). Estes
dados nos indicam que s3o compostos potencialmente ativos, embora menos potentes que a

Anfotericina B.

5.7 Citotoxicidade dos adutos AIMS52, AIC52 e Anfotericina B sobre células

mononucleares do sangue periférico (PBMC)

Como parte da investigagdo da atividade citotoxica dos compostos selecionados
(AIMS52 e AICS52), foi avaliado nas mesmas concentragdes (3,12 a 400 uM) em células
mononucleares do sangue periférico humano (PBMC), simultaneamente com a Anfotericina B
em concentracdes de 0,78 a 100 uM ja preestabelecidas (Figura 18). Apos a extragdao das
PBMC de doadores voluntérios saudaveis, seguindo o protocolo descrito no topico 4.9, onde
essas células incluem linfocitos (células T, células B e células NK), monocitos e células

dendriticas.

Essa avalia¢do faz-se necessaria devido ao ciclo de vida dimorfico do parasito que ao
infectar o hospedeiro vertebrado afeta principalmente células do sistema imune, como 0s
monocitos. Foi observado que nestas células os adutos em investigagdao apresentaram
citotoxicidade elevada comparadas ao farmaco de referéncia (Tabela 10).

Tabela 10. Concentracdo Citotdoxica média (CCsy)) dos adutos de Morita-Baylis-Hillman
(AIMS52, AIC52) e farmaco de referéncia

Compostos IC CCs (M)
AIMS2 (8,21 - 12,86) 10,34
AICS2 (1,85-4,22) 3,23

Anfotericina B (19,15 - 53,48) 29,91

Fonte: Elaborag@o propria, 2025. Valores em pM apresentam a média da CCs,, com intervalo de confianga (IC)
de 95%.

Onde o aduto AIMS52 apresentou uma Concentracao Citotoxica média (CCsy) nas
células em 10,34 uM com intervalo de confianga de 8,21 - 12,86 inibindo assim a viabilidade
dessas células, quando comparado ao controle (100% de viabilidade) (Figura 18-A), ja o
aduto AICS52 obteve uma toxicidade ainda mais elevada, em 3,23 uM inibindo mais de 50%
da com intervalo de confianca de 1,85 - 4,22 (Figura 18-B). Em contrapartida, a Anfotericina
B apresentou uma menor citotoxicidade comparada aos compostos em avaliagdo, mas com
inibi¢do acima de 50% nas concentragcdes de 50 ¢ 100 uM com CCs, de 29,91 uM (Figura
18-C).
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Figura 18 - Concentragdo Citotoxica (CCs,) dos adutos de Morita-Baylis-Hillman (AIM52 e
AICS52) e farmaco de referéncia Anfotericina B sobre a viabilidade de células mononucleares
do sangue periférico ap6s 24h de tratamento
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Fonte: Elaboragdo propria, 2025. A analise representa o intervalo de confianca a 95% da média das trés
triplicatas de cada experimento, considerando o controle negativo (CTL-). Foi realizado One-way ANOVA
seguido pelo pos-teste de Tukey para comparagdo entre os grupos, sendo *p<0,05 em comparacdo ao controle.

Apesar de apresentarem citotoxicidade elevada em PBMC comparando ao farmaco de
referéncia (AmB), os compostos AIM52 e AIC52 ainda se enquadram dentro de uma faixa de
atividade considerada promissora para moléculas em estagio inicial de testes, sobretudo
quando considerados aspectos como toxicidade, seletividade e potencial para modificagdes

estruturais que aumentem a sua eficacia e diminuam sua toxicidade.
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5.8 Analise da atividade anti-Leishmania dos adutos de Morita-Baylis-Hillman
modificados dos compostos AIM52 e AIC52 em formas promastigotas e amastigotas

axénicas de Leishmania infantum

Conforme os resultados obtidos dos dois compostos selecionados (AIM52 e AIC52)
foram sintetizadas com base nestes adutos, oito compostos com variacdes na estrutura

quimica (Tabela 11), a fim de otimizar o perfil de inibicao e citotoxicidade em (PBMC).

Tabela 11. Concentracdo inibitoria (Cls)) e Concentracdo Efetiva (CEs)) de 50% da
viabilidade em formas promastigotas e amastigotas axénicas de Leishmania infantum apés 72
h e 24h de incubacgao

PROMASTIGOTA AMASTIGOTA
AMBH IC CI,, IC CE.,
MODIFICADOS (Cly,) (uM) (CEs) (LM)
AIM51 (7,98-16,54) | 11,58 | (4,95-1525)| 9,48
AIM41 (17,27-38,99) | 2538 | (8,40-19,86) | 13,15
AIM43 (41,41-80,63) | 57,89 | (11,33-24.21)| 16,95
AIMS53 - >400 | (333,6-467,9 | 383,6
AINS1 (14,54-2955) | 1991 | (226-8,90) | 4,48
AIN41 (6,26-10,86) | 8,16 (0,09-2,78) | 0,85
AIN43 - > 400 - > 400
AINS3 (8,01-1855 | 12,05 | (6,41-2434) | 11,46

Fonte: Elaborag@o propria. Os valores representam o intervalo de confianga (IC) de 95%, e o Cls, (Concentracao
Inibitéria de 50% da viabilidade celular) em formas promastigotas e a Concentracdo Efetiva (CE5)) em formas
amastigotas axénicas, pelo teste de MTT apds 72 horas e 24h de tratamento respectivamente, obtidas através de
regressdo nado-linear com o programa GraphPad Prism 9.0. Cls, e CEsy> 400 = composto ndo obteve atividade
na maior concentragao testada.

A figura 6 mostra a atividade anti-Leishmania sobre as formas promastigotas dos
Adutos de MBH modificados do composto AIMS52, apos 72h de tratamento, em porcentagem
de inibi¢do da viabilidade do parasito, e os seus respectivos valores de Cls, (Tabela 11). Esses
adutos apresentaram uma inibi¢do nas concentracdes analisadas de 3,12 a 400 pM, quando
comparadas ao controle (100% de viabilidade celular). Comparando-se a porcentagem de
inibicdo de viabilidade em promastigotas, observou-se que os compostos AIM51 (7,98 -
16,54) em 11,58uM e AIM41 (17,27 - 38,99) em 25,38 uM, obtiveram uma melhor atividade
inibitéoria em relagcdo a AIMS2 (26,61 - 55,19) com 3845uM (Figura 6-A,C,D),
diferentemente dos compostos AIM43 (41,41 - 80,63) com 57,89uM e AIM53 >400uM que

nao obteve atividade de inibi¢do na maior concentracao testada. Em contrapartida, podemos
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observar a inibicdo do farmaco AmB (0,52 - 1,12) em 0,75uM sendo este um valor bem

inferior as concentragdes testadas (Figura 19-B,E,F).
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Figura 19 - Concentragdo de Inibi¢ao (Cls,) dos adutos de MBH modificados do composto
AIMS52 sobre a viabilidade dos parasitos, apos 72h de tratamento em formas promastigotas de
Leishmania infantum
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Fonte: Elaboragdo propria, 2025. A andlise representa o intervalo de confianca a 95% da média de cada
experimento, considerando o controle negativo (CTL). Foi realizado One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de
Tukey para comparagdo entre os grupos, sendo *p<0,05 em comparacdo ao controle. ns = diferenca entre os
grupos comparados ndo foi estatisticamente significativa.
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Ja os adutos modificados de MBH do composto AIC52 (Tabela 11), conseguiram
obter uma atividade de inibicdo maior nas formas promastigotas em 8,16 uM para a AIN41
(6,26 - 10,86) e 12,05uM para a AIN53 (8,01 - 18,55) (Figura 20-J,L), quando comparadas
com o derivado AIC52 (10,12 - 29,90) que obteve um Cls, de 16,97uM. Diferentemente dos
compostos AINS1 (14,54 - 29,55) com 19,91uM (Figura 20-I) e AIN43 > 400uM (Figura
20-M), que ndo obteve atividade de inibi¢do na maior concentragdo testada. Podemos
observar também a inibi¢ao do farmaco AmB (0,52 - 1,12) em 0,75uM sendo este um valor

bem inferior as concentragdes testadas (Figura 20-H).
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Figura 20 - Concentragdo de Inibi¢ao (Cls,) dos adutos de MBH modificados do composto
AICS52 sobre a viabilidade dos parasitos, ap6s 72h de tratamento em formas promastigotas de

Leishmania infantum
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Fonte: Elaboragdo propria, 2025. A analise representa o intervalo de confianca a 95% da média de cada
experimento, considerando o controle negativo (CTL). Foi realizado One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de
Tukey para comparagdo entre os grupos, sendo *p<0,05 em comparagdo ao controle. ns = diferenga entre os
grupos comparados ndo foi estatisticamente significativa.

Os mesmos adutos de MBH modificados (Tabela 11), também foram testados nas
mesmas concentragoes (3,12 a 400uM) nas formas amastigotas axénicas, apenas o farmaco de
referéncia AmB foi testado em concentragdes preestabelecidas de 0,07 a 10uM para obtengao
das curvas de inibi¢cdo. Foi possivel observar que nenhum dos derivados da AIMS52 obteve
uma inibicdo menor nas formas amastigotas em comparacdo da mesma, que inibiu em
4,02uM com um intervalo de confianga de 3,77 - 4,90 (Figura 21-A), onde foram verificadas
as concentracdes de 9,48uM para AIMS51 (4,95 - 15,25) (Figura 21-C); 13,15uM para AIM41
(8,40 - 19,86) (Figura 21-D); 16,95uM para AIM43 (11,33 - 24,21) (Figura 21-F). Em
contrapartida a AIM53 (333,6 - 467,9) (Figura 21-E), apresentou atividade apenas em
concentracgoes elevadas de 383,6 uM. Podemos observar também a inibi¢ao do farmaco AmB
(0,17 - 0,53) em 0,32uM sendo este um valor bem inferior as concentragdes testadas (Figura

21-H).
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Figura 21 - Concentragdo Efetiva (CEs;) dos adutos de MBH modificados do composto
AIMS52 sobre a viabilidade dos parasitos, apds 24h de tratamento em formas amastigotas de

Leishmania infantum
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Fonte: Elaboragdo propria, 2025. A analise representa o intervalo de confianca a 95% da média das trés
triplicatas de cada experimento, considerando o controle negativo (CTL). Foi realizado One-way ANOVA
seguido pelo pos-teste de Tukey para comparagdo entre os grupos, sendo *p<0,05 em comparagdo ao controle. ns
= diferenga entre os grupos comparados ndo foi estatisticamente significativa.

Ja os adutos de MBH modificados do composto AIC52 em amastigotas (Tabela 11),
foram testados em diluicao seriada de 3,12 a 400uM. Os adutos AIN51 e AIN41 obtiveram
uma inibicdo elevada e a curva de dilui¢do seriada foi testada nas concentragdes de 0,78 a 100
uM, apenas o farmaco de referéncia AmB foi testado em concentragdes preestabelecidas de
0,07 a 10uM para obten¢do da curva de inibi¢do. Foi possivel observar que os derivados da
AIC52 modificados obtiveram uma inibi¢do da viabilidade maior nas formas amastigotas em
comparacdo das mesmas testadas nas formas promastigotas do parasito. Foram obtidas
inibi¢des na viabilidade na concentragdo de 0,85 uM para AIN41 (0,09-2,78) (Figura 22-J)
em comparagdo ao composto AIC52 (2,85 - 8,65) com 4,24uM (Figura 22-G), ja os outros
compostos obtiveram inibi¢do em 4,48uM para AINS1 (2,26 - 8,90) (Figura 22-1); 11,46uM
para AINS5S3 (6,41-24,34) (Figura 22-L), em contrapartida a AIN43 > 400uM nao obteve
atividade na maior concentracao testada (Figura 22-M). Podemos observar também a inibi¢ao
do farmaco AmB (0,17 - 0,53) em 0,32uM sendo este um valor bem inferior as concentragdes

testadas (Figura 22-H).



60

Figura 22 - Concentragdo Efetiva (CEs)) dos adutos de MBH modificados do composto
AIC52 sobre a viabilidade dos parasitos, apos 24h de tratamento em formas amastigotas de
Leishmania infantum
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Fonte: Elaboragdo propria, 2025. A analise representa o intervalo de confianca a 95% da média das trés
triplicatas de cada experimento, considerando o controle negativo (CTL). Foi realizado One-way ANOVA
seguido pelo pos-teste de Tukey para comparagdo entre os grupos, sendo *p<0,05 em comparagdo ao controle. ns
= diferenga entre os grupos comparados ndo foi estatisticamente significativa.

5.9 Avaliacido da citotoxicidade dos adutos modificados de Adutos de
Morita-Baylis-Hillman derivados dos compostos AIMS2 e AICS52 em eritrocitos

humanos e células mononucleares do sangue periférico

Os adutos de MBH modificados foram testados igualmente em concentragdes de 3,12
a 400uM a fim de verificar a citotoxicidade em relacdo a células humanas. Os ensaios da
atividade hemolitica demonstraram que os adutos de MBH modificados também nao alteram
a viabilidade celular em nenhuma das concentracdes testadas, ou seja, ndo causam a lise de
hemacias na maior concentragdo observada (Tabela 12) , tendo uma Concentragdo Hemolitica
CHs, > 400uM, com o controle sendo considerado com 100% de viabilidade celular. Em
contrapartida o farmaco de referéncia avaliado, Anfotericina B, apresentou atividade
hemolitica com um CHs, de 193,4 uM, ocorrendo assim uma diminui¢do na viabilidade dos

eritrocitos pelo indice de toxicidade.

Tabela 12. Concentracdo Hemolitica (CHs,) ¢ Concentragao Citotoxica (CCsy) de 50% da
viabilidade em eritrocitos humanos e células mononucleares do sangue periférico apos 1h e

24h de incubacgao
ERITROCITOS PBMC

AMBH IC CH,, IC CC;,
MODIFICADOS (CHs) (LM) (CCs) (LM)
AIM52 - >400 (8,21 - 12,86) 10,34
AIMS51 - >400 (9,79 - 17,97) 13,33
AIM41 - >400 [ (36,58 - 82,34) 54,30
AIMA43 - >400 | (108,0 - 143,2) 1243
AIMS53 - >400 [ (181,8-250,5) 238.5
AICS2 > 400 (1,85-4,22) 3,23
AINS1 - >400 [ (23,45-39,62) 30,52
AIN41 - > 400 (9,56 - 18,75) 13,41
AIN43 - >400 - >400
AINS3 - >400 (8,43 - 14,63) 11,11
Anfotericina B (156,6 - 244,6) | 193,4 (19,15 - 53,48) 29,91

Fonte: Elaboragdo propria, 2025. Os valores representam o intervalo de confianga (IC) de 95%, ¢ o CHj,
(Concentragdo Hemolitica de 50% da viabilidade celular) em eritrécitos humanos e a Concentragdo Citotdxica
(CCsy) em PBMC. CH;ye CCyy> 400 = composto ndo obteve atividade na maior concentragao testada.
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Semelhante aos resultados descritos no topico 5.5 os adutos de MBH modificados
(AIMS51, AIM41, AIMA43, AIMS53, AINSI, AIN41, AIN43 e AINS3) apresentaram uma
atividade de inibi¢do significativa para o parasito L. infantum e que diante dos valores de Cl;,
e CE5yapresentam seletividade, por apresentarem uma toxicidade maior para o parasito do que
para os eritrocitos humanos, observado assim nas maiores concentragdes usadas nos testes

avaliados como podem ser observados no figura 23.

Prosseguindo com a investigacdo da atividade citotoxica desses compostos,
modificados dos adutos AIM52 e AIC52 que obtiveram uma concentragao citotdxica (CCsg)
de 10,34 uM e 3,23 uM respectivamente, sugerindo assim uma toxicidade elevada para as
células, foram obtidas inibi¢ao da viabilidade celular em células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) de 238,5 uM para o composto AIMS53 (181,8 - 250,5) representando o
maior valor de CCs, indicando baixa citotoxicidade para PBMC, seguido por AIM43 (108,0 -
250,5) com 124,3 uM e AIM41 (36,58 - 82,34) com 54,30 uM, esses trés adutos modificados
mostraram um reduzido potencial citotoxico, sugerindo um menor perfil de citotoxicidade,
quando comparados a Anfotericina B que obteve uma inibicdo da viabilidade celular em
29,91 uM. Outros compostos obtiveram uma concentragao citotoxica média de 30,52 uM para
AINSI1 (23,45 - 39,62); 13,14 uM AIN41 (9,56 - 18,75) ; 13,33uM AIMS51 (9,79 - 17,97) e
11,11 uM para AINS53 (8,43 - 14,63). Em contrapartida, o aduto AIN43 nao apresentou
atividade citotoxica na maior concentragdo testada sendo o CCs, > 400 uM, o que pode

indicar baixa interagdo com as células humanas (Tabela 12).
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Figura 23. Concentracio Hemolitica média (CHs,) dos adutos de MBH modificados dos
composto AIM52 e AIC52 sobre a lise de eritrocitos humanos ap6s 1h de incubagao
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Fonte: Elaboracdo propria, 2025. A andlise representa o intervalo de confianca a 95% da média das trés
duplicatas de cada experimento, considerando o controle negativo. Foi realizado One-way ANOVA seguido pelo
pos-teste de Tukey para comparag@o entre os grupos, sendo *p<0,05 em comparagdo ao controle.
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5.10 Avaliacdo da atividade do nucleo (Isatina) dos adutos de

Morita-Baylis-Hillman sobre o parasito Leishmania Infantum e Células humanas

Seguindo os mesmos protocolos dos adutos selecionados e seus respectivos compostos
modificados, foram feitos testes apenas com a isatina (nucleo) nas mesmas concentragdes
testes a partir de 3,12 a 400 uM. Foi observado que a mesma, nao apresentou atividade de
inibicao na maior concentragdo, apos 72h de tratamento, indicando Cls, > 400 uM (Figura 24
-A). Da mesma forma, também nao obtivemos atividade anti-Leishmania contra as formas
amastigotas axénicas do parasito, mesmo com uma reducdo significativa de viabilidade na
maior concentragdo de 400 uM, ainda nao ¢ suficiente para estimar um CEs, confiavel

estatisticamente (CEs, > 400 uM) como pode ser observado no figura 24-C.

Igualmente foi feita a investigagdo do potencial citotdéxico da isatina em eritrocitos
humanos e em células mononucleares do sangue periférico (PBMC). Foi observada auséncia
de hemolise em todas as concentragdes testadas, em comparagao ao controle positivo (CTL+),
100% de lise, sugerindo um CHs, > 400 uM (Figura 24-B). J& em PBMC, foi obtido uma
inibi¢do na viabilidade celular conforme o aumento da concentragdo do nucleo, sugerindo um

efeito citotoxico moderado de um CCsy = 195,4 uM (Figura 24-D).
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Figura 24. Inibicdo das formas promastigotas, amastigotas e citotoxicidade em células
humanas do nticleo (Isatina) de adutos de Morita-Baylis-Hillman
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Fonte: Elaboragdo propria, 2025. A analise representa o intervalo de confianca a 95% da média de cada
experimento, considerando o controle negativo (CTL). Foi realizado One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de
Tukey para comparagdo entre os grupos, sendo *p<0,05 em comparagdo ao controle. ns = diferenca entre os
grupos comparados ndo foi estatisticamente significativa.
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5.11 Determinacio do indice de seletividade dos Adutos de

Morita-Baylis-Hillman

O indice de seletividade (IS) indica quantas vezes uma substancia ¢ mais seletiva para
o parasito (L. infantum) do que para as células humanas (Eritrocitos e PBMC), esta avaliagdo
¢ fundamental na triagem de candidatos a farmacos, pois permite estimar a capacidade
citotoxica desses compostos. Com base na razdo entre CHs, e Cls,, destacaram-se os adutos
AIN41 (IS > 49,01), AMS1 (IS >34,54) e AINS3 (IS > 33,19) os quais apresentaram uma
seletividade satisfatéria em relagdo aos adutos pré-selecionados AIMS2 (IS > 10,40) e AIC52
(IS > 23,57). Em contrapartida o farmaco de referéncia Anfotericina B apresentou uma
seletividade maior para o parasito do que para os eritrocitos com um indice de seletividade de
IS > 257,8 vezes, vale ressaltar que nenhum dos adutos obtiveram atividade hemolitica até na
maior concentracdo testada (CHs, > 400uM), porém a Anfotericina B apresentou lise de

eritrocitos partir de 100 uM (CHs, = 193,4).

Quanto a relagdo entre o CCsye CE5, a Anfotericina B novamente apresentou o maior
indice de seletividade (IS > 93,46), no entanto um dos adutos modificados obeteve uma
seletividade consideravel de IS > 15,77 vezes mais seletiva para as formas amastigotas
axénicas, do que para as células mononucleares do sangue periférico, comparados com os
adutos AIMS2 (IS > 2,57) e AIC52 (IS > 0,76), fica evidente um equilibrio relevante entre sua
inibi¢do. Outros compostos como AIM43 (IS > 7,33), AIM41 (IS >4,12) e ANS51 (IS > 3,18)

demonstraram uma seletividade baixa, o que indica risco de toxicidade.

Ainda assim, quando analisamos a razdo entre a Concentracdo Hemolitica média e a
Concentracao Efetiva média (CHs,/CEs,), o aduto AIN41 (IS > 470,5) novamente se destaca
com um indice de seletividade superior aos demais compostos testados, reforcando o seu
potencial como candidato seletivo frente as formas amastigotas axénicas do parasito. Esses
resultados, em conjunto, indicam que dentre todos os compostos e seus derivados
modificados, o mais promissor ¢ o aduto AIN41, para futura otimizacdo estrutural visando

menor citotoxicidade (Tabela 13).



Tabela 13. indice de Seletividade (IS) dos Adutos de MBH e Anfotericina B

COMPOSTOS | PBMC | ERITROCITO PROMASTIGOTA AMASTIGOTA

CCy CH;, Cly, I8 IS CE; IS IS
(uM) (uM) (uM) | (CCyx) | (CHy) | (uM) | (CCs) | (CHyp)
ATMS2* 10,34 =400 3845 | 026 | =1040 | 4.02 2,57 | 299.50
AIMS1 13,33 =400 11,58 | 1,15 | =34,54 | 9.48 1,40 | =42,19
ATM41 54.30 = 400 2538 | 2,13 | =15,76 | 13.15 | 4,12 | =3041
AIM43 124.3 =400 57.89| 2,14 | =661 | 1695 | 733 [ =23.59
AIMS3 2385 =400 >400| 0.59 =1 3836 | 0,62 | =1.04
AICS2* 3,23 =400 16,97 | 0.19 | =23,57 | 4.24 0,76 | =94.33
AINS1 30,52 =400 19.91 L5 | >=20,09 | 4.48 3,18 | =89.28
AIN41 13.41 =400 8.16 1,64 | =49,01 | 0.85 | 15,77 | =470.5

AIN43 > 400 = 400 =400 =1 >1 > 400 >1 =1
AINS3 11.11 > 400 12,05 | 092 |=33,19 | 1146 | 0,96 | =34.90

ISATINA 195.4 =400 =400 | 0.48 =1 =400 | 048 =1
AmB 2991 193.4 0.75 | 39.88 | 257.8 0,32 | 9346 | =604.3
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Fonte: Elaborag@o propria, 2025. CH;,(Concentracdo Hemolitica média), Cls, (Concentracao Inibitoria média) e
CE,, (Concentracdo Efetiva média). O indice de seletividade (IS) dos compostos foi calculado pela razdo entre a
citotoxicidade em eritrocitos (CHs,/Cls) e a atividade inibitoria das formas promastigotas, o mesmo célculo para
PBMC (CCsy/CEs). A anfotericina B (AmB) foi utilizada como controle positivo. Compostos marcados com (*)
sd0 os adutos pré-selecionados (AIMS52 ¢ AICS2).



68

6 DISCUSSAO

As inumeras atividades farmacoldgicas desses adutos, ja foram relatadas em varios
estudos, desde 1999 por Kundu er al. (1999), que realizaram a sintese de alguns AMBH
contra Plasmodium falciparum, causador da malaria obtendo resultados satisfatorios de
atividade contra esse patogeno, a partir de entdo outras funcionalidades desses compostos
foram relatados, antimaldrica, anti-chagasica (NA RENDER et al., 2005; SOUZA et al.,
2007; KAR et al., 2011; SANDES et al., 2014), apresentando também atividade antifingica,
antibacteriana, anti-inflamatoria e anticancer (NA RENDER et al., 2006; VASCONCELLOS
et al., 2006; FACHEIA-MARTINS et al., 2017; LIMA-JUNIOR E VASCONCELLOS, 2012;
COELHO et al., 2023; VASCONCELOS et al., 2024).

Em parasitos do género Leishmania causador da leishmaniose foram obtidas atividades
consideraveis desses adutos, nas espécies de L. donovani (DA SILVA WAGNER et al., 2016),
L. infantum, L. amazonensis e L. braziliensis (BARBOSA et al., 2009; LIMA-JUNIOR et al.,
2009; JUNIOR et al., , 2010; AMORIM et al., 2012; XAVIER et al., 2016; ROCHA et al.,
2019; FERNANDES et al., 2020; VIEIRA et al., , 2022; FERREIRA et al., 2023). Estes
artigos fortalecem que adutos de MBH, podem ser inéditas e promissoras moléculas com
atividade anti-Leishmania. No entanto, dos 12 adutos investigados, oriundos da reagdo de
Morita-Baylis-Hillman, apenas cinco apresentaram perfil de inibicdo da viabilidade do
parasito nas concentracdes de 3,12 a 400 uM, sendo possivel o calculo da Cls, desses
compostos. Desses, apenas duas moléculas (AIMS52 e AIC52) apresentaram maior inibi¢ao de
viabilidade com menor valor de Cls,de 38.45 uM (26.61 - 55.19) ¢ 16.97 uM (10.12 - 29.90)
respectivamente para as formas promastigotas do parasito, ¢ Anfotericina B com 0.75 uM
(0.52 - 1.12) farmaco de referéncia, demonstrando sua atividade inibitoria em formas

promastigotas de L. infantum.

Em formas amastigotas axénicas do parasito conseguimos uma inibicdo da viabilidade
ainda menor com valores de CEs, de 4,02 uM para o aduto AIM52 e 4,24 uM para AICS52,
indicando uma potente atividade proxima. Estes dois adutos possuem um nucleo indol,
contido na isatina que ¢ um excelente bloco sintético de moléculas bioativas, importante no
desenvolvimento de novos compostos potencialmente ativos (PERVEZ et al.,, 2013;
PAKRAVAN et al., 2013; GUO, 2019; VARUN; SONAM; KAKKAR 2019; CHEKE et al.,
2022). Os adutos de MBH e seus respectivos compostos modificados, possuem diferentes
padrdes de substituigdo com um ou dois halogénios (-Cl), com substituicdes na posi¢ao N1

por cadeia alilica e grupos aromaticos, sao heterodimeros de isatinas cloradas, e quando
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comparadas estruturalmente podemos observar que o aduto AIMS52 apresenta um grupo
substituinte, o elemento e éster (R-COOR'), diferentemente do aduto AIC52 que apresenta o
elemento nitrila (R—-C=N) em sua estrutura quimica, esta molécula por sua vez obteve uma
melhor atividade inibitoria, reduzindo a viabilidade celular em formas promastigotas quanto

em amastigotas axénicas avaliadas pelo ensaio de MTT, resultando em um baixo valor da Cly,

Resultados semelhantes foram observados por Sabt et al. (2022), que sintetizaram alguns
hibridos com nucleo de isatina contendo cloro, obtiveram também uma atividade de inibicao
in vitro contra formas promastigotas e amastigotas axénicas em L. major, com Cls, variando
entre 0,51 e 5,95 uM, demonstrando um melhor desempenho quando comparados com o
farmaco de referéncia miltefosina (7,90 puM). Outros compostos, como os derivados
tiazolil-isatina, foram sintetizados e obtiveram atividade anti-Leishmania com Cls, entre 7,97
a 6,04 uM para as formas promastigotas em espécies de L. amazonensis e L. infantum
respectivamente, por sua vez demonstrando uma alta seletividade quando comparados com a

miltefosina (FREITAS et al., 2021).

Outro parametro fundamental na triagem de novas moléculas candidatas a farmacos, ¢ a
determinagdo de seu potencial citotoxico frente a células humanas e consequentemente sua
seletividade. A citotoxicidade desses compostos (AIM52 e AIC52) nos revelaram seguranga
onde obtivemos uma concentragdo hemolitica CHs, > 400 pM para as duas moléculas
investigadas, esses valores estdo em concordancia com Rocha et al., 2019 em que adutos da
reacdo de MBH também ndo apresentam lise de eritrdcitos nas mesmas concentracoes
testadas, refor¢cando o promissor potencial anti-Leishmania desses compostos € sua
seletividade para os eritrdcitos humanos, o que nos permite observar os seus efeitos sobre a
estabilidade mecanica da membrana plasmatica do eritrocito, o que podem gerar poros e
rupturas causando a morte celular (Golubeva et al., 2023). A Anfotericina B também avaliada
nas mesmas concentracdes (3,12 a 400 uM) e apresentou toxicidade sob os eritrdcitos na
concentracdo hemolitica (CHsy) de 193.4 uM (156.6 - 244.6), o que restringe o seu uso na
terapéutica das leishmanioses, sendo considerada uma droga de segunda escolha (Barbosa et
al., 2009; Bastos et al., 2016), evidenciando a lise dessas células, e consequentemente
levando a nefrotoxicidade, ja relatada em outros estudos, tornando-se indispensavel a busca
por novas drogas anti-Leishmania (Lofgren et al., 2008; Jain; Jain, 2018; Almeida et al.,
2021). Ja& estes mesmos adutos nas mesmas concentragdes testadas apresentaram uma
citotoxicidade elevada em células mononucleares do sangue periférico (PBMC), em que

observamos uma Concentragdo Citotoxica média (CCs,) de 10,34 uM e 3,23 uM para AIMS52
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e AIC52 respectivamente, enquanto a Anfotericina B obteve um CCs, de 29,91 uM,
indicando uma menor toxicidade para as PBMC’s. Embora o fairmaco de referéncia nesse
estudo, tenha se mostrado menos toxico a estas células em relacdo aos adutos de MBH
analisados, ¢ importante ressaltar que os compostos demonstraram atividade anti-Leishmania
eficaz em concentragdes significativamente baixas, principalmente na forma clinicamente
mais relevante da infec¢do (forma intracelular), que sdo as amastigotas axénicas representadas

esse estudo.

Conforme discutido em outro estudo, essa citotoxicidade pode estar relacionada a
substituicdo na regido do atomo de nitrogénio presente no anel heterociclico da molécula de
isatina, em que grupos de retirada (Indutivo e ressonante) podem fornecer propriedades
toxicas para as células, halogenos como os 4atomos de cloro (—Cl), ciano grupo de nitrila
(—=CN) e carbonila como os ésteres (R-COOR') parecem influenciar a atividade citotdxica
(HASSANZADEH et al., 2024). Entdo esta inibi¢do da viabilidade celular em PBMC pode
estar atrelada aos grupos farmacoforicos metil-éster (AIMS52) e nitrila (AIC52) nas estruturas
quimicas, principalmente em grupos nitrilas por serem mais ativos e citotdxicos, o que
possivelmente inibe eficientemente enzimas como as tirosina-quinases e inibidores de
DHFR-TS (dihidrofolato redutase-timidilato sintase) e PTRI1 (pteridina redutase 1)
importantes no funcionamento do metabolismo do parasito (JUNIOR et al.,, 2010;

LIMA-JUNIOR et al., 2016; SABT et al., 2023; BETHENCOURT-ESTRELLA et al., 2024).

Apos ser determinada a atividade anti-Leishmania dos adutos de MBH sob formas
promastigotas e amastigotas da espécie Leishmania infantum, € seus efeitos citotoxicos em
eritrocitos humanos e em PBMC’s, foi possivel calcular o Indice de Seletividade (IS) desses
compostos junto ao farmaco Anfotericina B. O IS é um pardmetro que avalia a seletividade do
composto teste para o parasito do que para as células humanas e revela o nivel de seguranca in
vitro dessas substancias Cls, (promastigota) sob CHys, (eritrocitos) e CEs, (amastigota) sob
CCs, (PBMC). Os dois adutos apresentaram um IS > 10,40 e IS > 23,57 para AIM52 e AIC52
respectivamente, sugerindo que AIC52 ¢ 23,57 vezes mais seletiva para o parasito do que para
os eritrocitos humanos, ndo obtemos um valor exato do CHs, pela auséncia de atividade
hemolitica, consequentemente ndo conseguimos obter um valor exato. Mas quando
observamos a seletividade dessas mesmas moléculas na razao de CHs, (eritrécitos) sob CEs
(amastigota) observamos um aumento dessa seletividade de IS > 99,50 para AIMS52 ¢ IS >

94,33 para AIC52 sobre a citotoxicidade em eritrocitos humanos. A proximidade nos valores
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sugere que ambos os compostos possuem bom perfil de ag¢do in vitro contra o parasito L.

infantum tais analises sdo essenciais para estimar a eficacia e seguranca destes compostos.

Embora esses resultados sejam relevantes, principalmente sobre a inibi¢do da viabilidade
das formas amastigotas axénicas, ¢ importante reconhecer que comparado ao fairmaco de
referéncia (Anfotericina B) que obteve uma seletividade de 257,8 vezes para as formas
promastigotas do que para os eritrocitos humanos como também obteve um IS > 604,3 para as
formas amastigotas axénicas do que para as células mononucleares do sangue periférico
(PBMC), isso nos mostra que os adutos de MBH com nucleo de isatina clorados selecionados
previamente estdo abaixo de um indice de seletividade aceitavel, por sua elevada

citotoxicidade em (PBMCs).

Diante disso, visando ampliar a compreensdo dos efeitos estruturais sobre a atividade
biologica e citotoxica desses adutos, a proxima etapa envolveu compostos com modificagdes
quimicas direcionadas em regides estratégicas, fornecendo a partir desses, novos compostos
modificados a fim de obtermos uma molécula mais seletiva. Foram avaliados 8 compostos
modificados, sendo quatro destes (AIMS51, AIM41, AIM43, AIMS53) do aduto AIMS2 e
outros quatro (AIN51, AIN41, AIN43, AIN53) do aduto AIC52, como também avaliamos o
nucleo (Isatina) sem nenhuma modificagdo quimica estrutural, a fim de validar sua

contribuic¢ao na citotoxicidade sobre PBMCs.

Dentre todos estes compostos avaliados foi possivel obter através destas modificagdes
menores valores de Concentragdo Inibitoria média (Clsy) para as formas promastigotas do
parasito, em que observamos que comparando a AIMS52 (Cly, = 38,45uM), o composto
AMS51, obtivemos um Cls, = 11,58 puM, seguido do AM41 com um Cls, = 25,38 uM,
entretanto para as formas amastigotas axénicas a inibi¢ao foi menor comparado ao composto
AIMS52 (CEsy = 4,02uM), em que o aduto modificado AIMS51 inibiu a viabilidade apenas em
9,48 uM e 13,15 pM para AIM41 respectivamente. Desta série de derivados com grupo
metileno ativado, nenhum causou lise da membrana dos eritrocitos humanos na concentragao
mais elevada (CHs,> 400uM), ja em PBMCs houve uma baixa reducao na citotoxicidade em
que o composto AIMS51 inibiu a viabilidade celular em 13,33 uM, diferentemente observamos
um significativo aumento da redu¢do dessa toxicidade celular em 54,30 uM para AIM41, com
relacdo ao indice de seletividade podemos destacar dessa série de moléculas o aduto AMS51
(IS > 34,54) na razao de (CHsy/Cls,) sendo mais seletivo para as formas promastigotas do que

para os eritrocitos, porém na razao (CCsy/CEs,) ndo obtivemos um perfil de seletividade
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consideravel (IS = 1,40). Esses dados demonstram que estes compostos possuem uma

atividade anti-Leishmania relevante, porém limitada a citotoxicidade.

Da mesma forma foi possivel obter valores ainda mais baixos da série de derivados
nitrilados modificados, comparando com o composto AIC52 (Cls, = 16,97uM e CEs, =
4,24uM), dentre os quatro avaliados trés obtiveram atividade consideravel, AIN53 (Cls, =
12,05 uM e CEs, = 11,46 uM), AINS1 (Clsy = 19,91 uM e CEs, = 4,48 uM), foi visto uma
inibicdo significativa para AIN41, obtendo o melhor desempenho dentre todos os compostos
testados, para as formas amastigotas axénicas obtendo um CEs, = 0,85 uM, e para as formas
promastigotas do parasito Cls, = 8,16 uM, quanto a citotoxicidade em eritrocitos foi obtido
para todos os compostos testados (CHsy> 400 uM), ou seja, auséncia de atividade hemolitica,
entretanto em PBMCs obtivemos valores distintos e um pouco mais elevado comparado a
AIC52 (CCsy= 3,23 uM) em que obtivemos as seguintes concentragoes AIN53 (CCy,= 11,11
uM), AIN41 (CCsy= 13,41 uM) e com uma concentragdo citotoxica razoavel o aduto AINS1
(CCsp = 30,52 uM). Quanto ao melhor perfil de seletividade, mesmo com uma alta
concentragdo citotoxica do composto AIN41 o mesmo se mostra 49,01 vezes mais seletivo na
razdo de (CH,y/Clsy) e 15, 77 vezes mais seletivo para as formas amastigotas axénicas do que

para PBMCs (CCsy/CEs), seguido do AIN53 (IS > 33,19) apenas na razio (CHy/Clsy).

Esses dados sugerem uma forte influéncia dessas modificagdes quimicas, como a adigdo e
remocdo de halogénios como o cloro (-Cl) no anel benzénico da isatina, nas posi¢des C-5 e
C-7, que sdo substituintes -eletroretiradores que podem influenciar no aumento da
lipofilicidade, uma melhor penetracdo na membrana do parasito e at¢ mesmo modular a
afinidade por enzimas-alvo. Estes resultados corroboram com outros estudos, onde grupos
eletronegativos no anel aromatico melhoram atividade, mas aumentam a citotoxicidade, em
que foi visto no estudo de sintese de compostos de benzoilguanidinas, a obten¢ao de um Clj,
= 9,8 uM em L. amazonensis, mas com um indice se seletividade de 5,5 (SILVA, 2019), da
mesma forma foi observado em derivados de Alquilamino-1,2,3,4-tetrahidroacridinas, em que
grande parte dos compostos sintetizados demonstraram alta toxicidade, mas permitindo
avancos em modificagdes estruturais, que resultou em uma atividade de inibicdo em
promastigotas 6tima (Cls, = 0,60 uM) em parasitos da espécie L. infantum e uma
citotoxicidade moderada levando assim a um indice de seletividade mais elevado (IS = 19,48)
(SILVA et al., 2023). Outra série de andlogos com grupos retiradores de elétrons, foram
avaliados por Batista (2022), os derivados nitroheterociclicos: 1,2,4-nitrotriaz6is, com

destaque para um deles, com Cls, = 4,7 uM e IS > 21 em L. amazonensis. Semelhante aos
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resultados obtidos neste trabalho, uma série de compostos com o grupo cloro (-Cl) também
obteve uma inibicdo da viabilidade em L. amazonensis de Cly, = 4,7 uM com uma
seletividade moderada de IS = 6,4, em que o carater eletronico do aril e lipofilia influenciaram
em sua atividade (LAVORATO et al, 2017), mostrando que as substitui¢des com -CI e -NO:
aumentam a atividade anti-Leishmania em testes in vitro (KAMDEM et al., 2021;

ABDELAHI et al., 2021; HUANG et al., 2021).

Ampliando um pouco mais a investigacdo desses adutos de MBH modificados,
analisamos o seu nucleo isolado (Isatina) (Bergman, Lindstrom e Tilstam, 1985), a fim de
obtermos informagdes de sua interferéncia na bioatividade citotdéxica em células humanas,
assim como os outros compostos, foi testada entre 3,12 a 400 pM sob as formas
promastigotas e amastigotas axénicas como também nos eritrocitos € em PBMC, como
resultado observamos que ndo ha atividade inibitoria do nicleo isolado na maior concentragao
testada (Cls, > 400 uM e CEsy > 400 uM) como também nos eritrocitos (CHs, > 400 uM),
entretanto foi verificado uma leve citotoxicidade em PBMC (CCs, = 195,4 uM), ¢ importante
reconhecer que mesmo com essa leve toxicidade, a presenca do nucleo de isatina nao ¢
suficiente para conferir a alta atividade citotoxica em células humanas, e nos leva novamente
aos grupos adicionados em sua estrutura em posi¢des especificas, que podem ter interagdo

com enzimas-chave da vida redox do parasito.

Embora os resultados obtidos sejam relevantes, quando comparados ao farmaco de
referéncia Anfotericina B (CCs, = 29,91uM) ainda ha limita¢des quanto a citotoxicidade, e
seu indice de seletividade (IS = 257,8 e IS = 93,46) se destaca frente as moléculas sintéticas
testadas, dentre todos os adutos de MBH pré-selecionados (AIM52 e AIC52) e modificados,
somente os adutos modificados AIM41 (CCsy = 54,30 uM) e AINS1 (CCsy = 30,52uM)
obtiveram uma menor citotoxicidade quando comparados a AmB, levando em consideracao
que estes compostos demonstram uma atividade inibitéria considerdvel nas formas
promastigotas e amastigotas axénicas do parasito. Contudo, vale ressaltar que os compostos
sintéticos ndo apresentaram nenhuma toxicidade hemolitica e que as modifica¢des estruturais
ndo interferiram nessa baixa toxicidade e isto representa uma base importante no

desenvolvimento futuro de uma seletividade eficaz.

Os alvos terapéuticos desses novos adutos de MBH ainda nao foi identificado e podem ser
diversos de acordo com a estrutura quimica de cada composto (relagdo estrutura-atividade),

como também de diferentes rotas metabolicas, alguns estudos relatam morte celular por
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apoptose desses adutos de MBH, enquanto a Anfotericina B causa apoptose e necrose
(ROCHA et al., 2019; FERREIRA et al., 2023). Alguns trabalhos apontam mecanismos e
alvos moleculares promissores para o desenvolvimento de novos compostos com atividade
anti-Leishmania. Dentre eles, a tripanotiona redutase (TR) uma flavoproteina homodimérica
exerce papel central na defesa contra o estresse oxidativo, mantendo a trypanotiona (T(SH)\2)
em sua forma reduzida (GONZALEZ-MONTERO et al., 2024). Esse ciclo redox ocorre pela
transferéncia de elétrons do NADPH, via FAD, para a ponte dissulfeto da trypanotiona
(COMINI e FLOHE 2013). Diferentemente de mamiferos, o parasito Leishmania nio possui a
catalase nem o sistema tioredoxina-redutase, tornando a TR o seu principal mecanismo de
protecdo contra espécies reativas de oxigénio (ROS) (TURCANO et al., 2018). Os
antimoniais pentavalentes exploram essa vulnerabilidade, uma vez reduzidos a antimdnio
trivalente dentro do parasito, eles inativam a TR e elevam o estresse oxidativo
consequentemente interrompem a homeostase celular (SOLOMON et al., 2022; ZHANG et
al., 2025). Da mesma forma, em testes in vitro com parasitos da espécie Leishmania infantum
foram observados a inibi¢do dessa enzima por uma nova série de derivados de
3-amino-1-arylpropan-1-ona, que se ligam ao sitio de entrada do NADPH onde reduziram a
atividade enzimatica abaixo de 75 % (Madia et al., 2023), em concordancia, outro derivado o
diaryl  sulfeto RDS 777  (6-(sec-butoxy)-2-((3-chlorophenyl)thio)pyrimidin-4-amine)
estabeleceu forte ligagdo ao sitio catalitico da enzima por hidrogénio com os residuos
Glu466', Cys57 e Cys52, que impediram o ciclo redox, obstruindo o acesso ao cofator
NADPH, levando a inibigdo eficaz da enzima (COLOTTI et al., 2019; SACCOLITI et al.,
2017). Resultados semelhantes foram observados em Leishmania donovani por novos
derivados de chalcona que apresentaram atividade inibitoria na faixa de 3,0 a 21,5 uM, com

alta afinidade a tripanotiona redutase (TR) (ORTALLI et al., 2018).

Outro tipo de mecanismo importante que pode ser o alvo dos adutos de MBH dessa
investigacdo sdo os componentes que formam a membrana plasmatica do parasito, como
proteinas e esterdis que desempenham fungdo na patogénese em espécies do género
Leishmania, um dos mais descritos na literatura ¢ o metabolismo do ergosterol, pois a
biossintese de esterdis € essencial para a sobrevivéncia do parasito (GOAD, et al., 1984;
BATES, 2018). Nas formas amastigota e promastigota de Leishmania, os principais esterois
identificados  incluem  ergosta-5,7,24(28)-trieno-3B-ol,  ergosta-7,22-dieno-3p3-ol e
estigmasta-7,24(28)-dieno-3p-ol, que representam a maior parte da composicao esteroidal

(SAKYTI et al.,, 2021). Diferentemente das células de mamiferos, esses organismos nao



75

possuem as enzimas necessarias para a biossintese de colesterol, embora sejam capazes de
incorpora-lo do meio externo, onde ele ¢ detectado em pequenas quantidades. Em um estudo
de Yao e Wilson (2016), foi observado que o pasocanazol um composto antifingico inibidor
da enzima esterol 14a-desmetilase (CYP51) que ¢ uma enzima importante na conversao de
lanosterol em ergosterol, reduziu a viabilidade em formas promastigotas e amastigotas de
Leishmania, pelo acimulo de esterdis anormais, interferindo na integridade da membrana
celular do parasito, além de respostas oxidativas e alteragcdes morfoldgicas levando assim a

morte celular programada (SOUZA E RODRIGUES, 2009; SAKYT et al., 2021).

Além disso, em outro estudo foram testados compostos inibidores dessa enzima
mostrando uma atividade significativa, em L. donovani com alelos do gene CYPS51 deletados,
ou seja, a reducao da expressdo da CYPS1 obteve uma diminui¢do nos niveis de ergosterol
(MCCALL et al., 2015). A enzima CYP5122A1 também foi identificada, como um
componente essencial no metabolismo de esterois de L. donovani, especificamente atuando na
oxidacdo do grupo metil na posi¢do C4 do lanosterol, onde sua superexpressdo afeta o
crescimento celular, a resposta ao estresse e a expressao de glicoconjugados importantes para
a infeccdo. Outro aspecto relevante foi de que essa enzima influencia diretamente a eficacia
de azo6is antifingicos, sugerindo que inibidores com agdo combinada sobre a CYP5122A1 e a
CYP51 podem oferecer maior efic4cia terapéutica contra a leishmaniose visceral (JIN et al.,

2024).

H4é evidéncias de que a CYP51 dependente da presenca da redutase de citocromo P450
(CPR1) em L. donovani, onde a delecdo do gene CPR1 resultou na perda da atividade da
CYP51, levando a interrup¢do da sintese de ergosterol e ao acumulo de intermediarios
esteroidais, impactando na viabilidade do parasito (KEIGHOBADI et al., 2018; TULLOCH et
al., 2024). Em L. major foi demonstrado que a enzima C24-esterol metiltransferase (SMT) ¢
essencial para a sintese de ergosterol, funcionamento mitocondrial e viruléncia. Parasitos
SMT-nulos apresentaram alteracdes na bioenergética, acimulo de ROS e perda de
infectividade em modelo murino (MUKHERIJEE et al., 2018). Esses achados reforgcam a SMT

como alvo terap€utico promissor para o combate a leishmaniose.

Do mesmo modo, o firmaco de segunda linha a Anfotericina B tem alta afinidade pelo
ergosterol, sendo essa interacdo mais intensa do que com o colesterol em células do
hospedeiro mamifero. Isso ocorre, por meio de interagdes, como ligacdes de hidrogénio e

forcas de van der Waals, atuando de forma eficiente contra Leishmania devido a alta afinidade
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pelo ergosterol das membranas do parasito, além dessas interagdes especificas a estrutura da
AmB com o ergosterol especialmente nas regidoes das duplas ligagdes C7, C22 e na metilagao
do carbono C24 da cadeia lateral, leva a formagdo de canais i6nicos ou agregados lipidicos,
causando desestabilizagdo osmotica e colapso da homeostase i0nica, o que causa a morte do

parasito, através desses poros (RODRIGUES, 2018).

Entretanto, nas ultimas décadas foram observados resisténcia por esse farmaco, e até
mesmo pela adi¢ao de outro, a miltefosina, onde foi visto mutagdes pontuais no transportador
do mesmo, em linhagens resistentes a AmB, além da resisténcia cruzada entre esses dois
farmacos, sendo observadas alteracdes na composicao lipidica da membrana desses parasitos
(FERNANDEZ-PRADA et al., 2016). Associados a mutagdes de genes envolvidos na sintese
de ergosterol, como 24-esterol metiltransferase (SMT), C5-desaturase (SC5D) e CYPS5I
(140-desmetilase), que reduzem a afinidade da AmB, e consequentemente a sua eficécia,
outros genes como o MDRI1 sdo superexpressos promovendo o efluxo de farmacos
contribuindo assim para a resisténcia ja observada em algumas linhagens do género

Leishmania.

O desenvolvimento e a descoberta de novos medicamentos eficazes para as leishmanioses
sdo desafiadores, devido as varidveis formas clinicas da doenga, espécie do parasito,
resisténcia as drogas, alta toxicidade entre outros fatores (ANDREWS, FISHER E
SKINNER-ADAMS, 2014). As moléculas oriundas da reacdo de MBH utilizadas neste
trabalho sdo inéditas, baseadas em estratégias da quimica medicinal e sintética, associadas a
inovacdo. Apesar das limitagdes em desenvolver um aduto com uma toxicidade baixa e um
perfil seletivo maior, comparado ao farmaco de referéncia utilizado atualmente no tratamento
desta infeccdo, foi possivel selecionar e analisar uma nova série de moléculas com uma
atividade anti-Leishmania promissora em formas promastigotas e amastigotas axénicas de L.
infantum (Clsy = 8,16 e uM CE5, = 0,85 uM) e com um indice de seletividade moderado entre
> 49,01 e 15,77 vezes na razdo CH,y/Cls, e CCs/CEs, respectivamente, possuindo assim um

perfil citotoxico manejavel para o aduto de MBH AIN41.

Deste modo, investigagcdes adicionais sdo necessarias para possibilitar um perfil seletivo
maior, assim, através da biotecnologia poderemos ampliar e possibilitar abordagens de
nanoencapsulamento em lipossomas podendo contribuir na diminui¢ao da citotoxicidade em
células humana, como também identificar o mecanismo alvo desses adutos no parasito o que

contribuird para a validagdo dessa classe de moléculas bioativas, testes de toxicidade em
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outras linhagens celulares (macréfagos) in vitro, e em modelos animais in vivo justificando a

continuidade dessa avaliacao futura.

7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos ao longo deste estudo demonstram o potencial promissor dessa
nova classe de compostos sintéticos, especialmente o derivado AIN41 modificado com nucleo
de isatina obtido da reagdo de Morita—Baylis—Hillman, frente as formas promastigotas e
amastigotas axénicas de Leishmania infantum. Observou-se que todos os compostos de MBH
apresentaram efeito inibitorio significativo aliado a auséncia de citotoxicidade em eritrocitos
humanos e citotoxicidade moderada em cé€lulas mononucleares de sangue periférico,
indicando um perfil de seletividade promissor. A andlise do ntucleo isatina (isolado)
evidenciou seu potencial como farmacoforo relevante para o desenvolvimento de derivados
bioativos. Dessa forma, os achados deste estudo reforgcam a importancia da triagem de novos
compostos sintéticos como candidatos a agentes terapéuticos contra a leishmaniose visceral,
destacando a necessidade de investigacdes adicionais, como in vitro € in vivo, para elucidar
mecanismos de a¢do, otimizar estruturas quimicas e validar a eficacia em modelos

experimentais.
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I. Esclarecimentos

Estamos convidando vocé para participar como voluntdrio de uma pesquisa sobre calazar ou
leishmaniose visceral. Esta é uma doencga que afeta milhares de pessoas por ano, principalmente
populagdes de baixa renda vivendo em dreas de risco. Devido a isso, a falta de politicas piblicas e o
desinteresse da indidstria em investir no combate a leishmaniose levam a baixa disponibilidade de
terapéuticas mais eficientes presentes no mercado, levando-se em conta que os atuais firmacos de
referéncia disponiveis para o tratamento dessa patologia apresentam altas taxas de toxicidade para o
corpo.

Em face do exposto, nessa pesquisa nés pretendemos realizar o estudo in vitro (sem aplicagio
de compostos em seres vivos) de potenciais férmacos anti-Leishmania que possam atuar no tratamento
da leishmaniose visceral. Para isso, iremos realizar a coleta de sangue de individuos sauddveis no intuito
de ver a atuagdo dessas moléculas testes sobre células sanguineas de humanos e avaliar o grau de
toxicidade tanto para glébulos vermelhos, nossas famosas hemdcias, responsiveis pelo carregamento de
oxigénio para as nossas células, quanto para glébulos brancos, que sido nossos Leucdcitos, principais
componentes do nosso sistema imunoldgico. Ambos os tipos celulares sio imprescindiveis para a
saudabilidade do nosso corpo ¢ a procura de moléculas que tratem a doenga sem atacar essas células é de
suma importancia.

Caso vocé aceite em participar do estudo vocé deverd permitir a coleta do seu sangue para a
realizacio dos experimentos.

Vamos a seguir, explicar a vocé para que usaremos cada material coletado e os riscos e
desconforto que poderio existir.

Na coleta de sangue, serdo coletados por uma pessoa treinada aproximadamente 20 mL de
sangue, usando-se material estéril e descartdvel. Os riscos e desconfortos que vocé correrd nessa coleta
sa0 minimos e poderd ser desmaio, sangramentos, manchas arroxeadas ou infec¢ao no local da coleta.
Iremos minimizar este risco com cuidados na realizacdo deste procedimento, que sio a limpeza no local
da coleta usando-se dlcool e pressionando o local de coleta por alguns minutos, depois da retirada da
agulha. Com o sangue iremos utilizar parte deste de forma total (sangue total), para a realizagio dos
testes de atividade hemolitica sobre as suas hemadcias (eritrécitos), em que suas células serdo expostas
aos compostos em teste para avaliarmos seus efeitos de toxicidade. Ademais, a outra e maior parte do
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sangue serd submetida a extracdo de Células Mononucleares de Sangue Periférico (PBMC), basicamente
seus Leucdcitos do tipo linféceitos e mondcitos, que assim como as hemdcias, porém, através de outros
processos de tratamento de amostra, também serdo expostos as moléculas em teste, para avaliacdo dos
indices de toxicidade sobre tais células.

Todos os materiais bioldgicos utilizados neste trabalho (sangue periférico) serdo utilizados
somente para pesquisa.

Sua participagdo é voluntiria, o que significa que vocé poderd desistir a qualquer momento,
retirando seu consentimento, sem que isso lhe traga nenhum prejuizo ou penalidade.

Os beneficios da sua participaciio nesta pesquisa é que vocé ird facilitar a busca pela melhoria
dos estudos na pesquisa de novos farmacos que sejam capazes de combater a leishmaniose de forma
mais segura e eficaz, podendo no futuro contribuir com informagoes que poderio ser utilizadas na busca
da melhoria no tratamento da doenca e/ou da cura.

Garantimos que todas as informagoes obtidas serdo sigilosas e seu nome ndo serd identificado
em nenhum momento. Os dados serdo guardados em local seguro e a divulgagio dos resultados sera feita
de forma a ndo identificar os voluntdrios. Caso vocé tenha interesse nos resultados da pesquisa basta
solicitar ao pesquisador responsdvel.

Sua participac@o nesta pesquisa € voluntdria, vocé ndo serd pago por participar do estudo. No
entanto, caso vocé tenha algum gasto que seja devido a sua participagiio na pesquisa, vocé serd
ressarcido, e se vocé sofrer algum dano comprovadamente decorrente desta pesquisa, vocé terd direito a
indenizagao.

Vocé ficard com uma cdpia deste documento e toda divida que vocé tiver a respeito desta
pesquisa, poderd entrar em contato com a Dr* Tatjana Keesen de Souza Lima, no Centro de
Biotecnologia, Departamento de Biologia Celular e Molecular da Universidade Federal da Paraiba,
Cidade Universitiria- Joao Pessoa - PB - Brasil - CEP: 58051-900 Fone: (83) 3216-7173.

Diividas a respeito de questdes éticas desta pesquisa poderio ser esclarecidas junto ao Comité
de Etica em Pesquisa da UFPB do hospital universitdrio Lauro Wanderley (CEP/HULW)- Endereco:
Hospital Universitario Lauro Wanderley-HULW- 4°andar.Campus 1-Cidade Universitdria-Bairro:
Castelo Branco-CEP:58059-900-Jodo Pessoa-PB- FAX (083) 32167522- CNPJ:24098477/007-05-
Telefone: (083) 32167964- E-mail:comitedeetica@hulw.ufpb.br.

Consentimento Livre e Esclarecido

Declaro que compreendi os objetivos desta pesquisa, como ela serd desenvolvida, os riscos e
beneficios envolvidos, bem como os meus direitos, ¢ concordo em participar voluntariamente do estudo
“Leishmaniose Visceral Humana: Estudo de marcadores imunolégicos e sua importincia no prognostico
de doenga sintomdtica e assintomdtica” autorizando o uso do meu sangue para a realiza¢io deste estudo.

Participante da pesquisa:

data / /

Voluntario

data / /

Pesquisador
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