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Resumo

As leishmanioses sao infecgbes causadas por protozoarios do género Leishmania, responsaveis
por altas taxas de morbidade e mortalidade em todo mundo. O tratamento esta restrito a um
numero limitado de farmacos com alta toxicidade, variabilidade na eficacia e alto custo. Neste
trabalho foram sintetizados quatro bioisosteros do resveratrol que foram avaliados em formas
promastigotas de Leishmania amazonensis e L. braziliensis associadas a manifestacido
tegumentar da doenga, além da citotoxicidade em macréfagos murinos. Dois dos compostos, 1a e
1b exibiram promissores resultados, com Cls variando de 3,0 a 16,44 uM, e nao apresentaram
toxicidade em macrofagos peritoneais. O composto 1b exibiu o maior indice de seletividade (> 25)
para ambas as espécies. Esses resultados indicam o potencial desta classe de compostos para o
desenvolvimento de novos agentes antileishmaniais e estimulam a realizagdo de estudos em
amastigotas intracelulares e a avaliagdo do seu mecanismo de acao.
Palavras-chaves:Leishmania sp. Bioisosteros. Resveratrol. Tratamento.

Abstract
The leishmaniases are infections caused by protozoa of the Leishmania genus, accountable for
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high levels of morbidity and mortality worldwide. The treatment is restricted to few drugs with high
toxicity, variability in efficacy and high cost. In this work, four resveratrol bioisosteres were
synthesized and evaluated in promastigotes of Leishmaniaamazonensis and L. braziliensis,
associated with the cutaneous form of the disease, and were also assayed for their cytotoxicity in
murine macrophages. The compounds 1a and 1b showed promising results, with ICs, ranging from
3.0 to 16.44 uM, and showing no toxicity in peritoneal macrophages. Compound 1b exhibited the
highest selectivity index (> 25) for both Leishmania species. These results indicate the potential of
this class of compounds in the development of new antileishmanial agents and stimulate the study
of intracellular amastigotes and the evaluation of their mechanism of action.

Keywords: Leishmaniasp. Bioisosteres. Resveratrol. Treatment.

1 INTRODUGAO

As leishmanioses sao infecgbes causadas por protozoarios do género Leishmania,
responsaveis por altas taxas de morbidade e mortalidade em todo mundo. Mais de 20
espécies de Leishmania podem infectar o homem e juntamente com a resposta
imunologica do hospedeiro podem levar a diferentes manifestagbes clinicas,
classicamente divididas em cutanea e visceral (AMEEN, 2010). A leishmaniose cuténea é
a forma mais comum da doencga, com 1,5 milhdes de novos casos por ano (WHO, 2012).
Apesar desta forma clinica ndo estar associada a mortalidade, pode gerar desfiguragdes
graves, ocasionando grande estigma social (AMEEN, 2010).

Nao existe vacina disponivel para estas doencas e o tratamento esta restrito a um
numero limitado de farmacos. Os antimoniais pentavalentes sdo considerados como
primeira linha de tratamento e anfotericina B, pentamidina, miltefosina e paramomicina
sdo considerados como de segunda linha (ULIANA et al., 2018). No entanto, todos esses
medicamentos apresentam diversas limitagdes devido aos graves efeitos adversos,
variabilidade na eficacia e longa duracéo do tratamento (DE MENEZES et al., 2015).
Nesse sentido, o desenvolvimento de novas opcdes terapéuticas € necessario.

O resveratrol (3, 5, 4'-trihidroxiestilbeno) é um composto polifendlico produzido por
variadas espécies de plantas e alimentos, como uva e amendoim (KOUSHKI et al., 2018)
e algumas atividades biolégicas podem ser reportadas, tais como efeitos antioxidantes
(XIA et al., 2017), antiinflamatorios (TUNG et al., 2015) e anticancerigenos (PAREKH et
al., 2011). A atividade antileishmanial do resveratrol e de alguns analogos também ja foi
relatada (FERRREIRA et al., 2014; PASSOS et al., 2015). Recentemente, nosso grupo de
pesquisa reportou a atividade antileishmanial de alguns analogos do resveratrol (DE
PAULA et al.,, 2013; COIMBRA et al., 2016), além da possivel agdo sobre a enzima
tripanotiona redutase (DA SILVA et al., 2018), essencial componente de defesa
antioxidante do parasito (FAIRLAMB et al., 1985).
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O termo bioisosterismo foi introduzido por Friedman, em 1951, como um fenédmeno
observado entre substancias estruturalmente relacionadas que apresentam propriedades
bioldgicas similares ou antagénicas (FRIEDMAN, 1951). Trata-se de uma estratégia da
Quimica Medicinal utilizada para modificagdo estrutural de moléculas com atividade
biolégica (LIMA, 2005). Além da potencializagcdo da atividade farmacolégica dos
compostos, outra vantagem do uso dessa estratégia € o aumento de seletividade com
simultanea diminui¢ao de efeitos adversos (LIMA, 2005).

Neste trabalho foi avaliada a atividade de bioisésteros do resveratrol em diferentes

especies de Leishmania, bem comoa citotoxicidade em macréfagos murinos.
2 METODOLOGIA

2.1 Compostos quimicos

Os compostos mostrados no Esquema 1 foram obtidos por condensacédo de 2-
aminofenol com quantidade equimolar de 3-hidréxi-4-metoxibenzaldeido e acido 4-
formilbenzoico em etanol. Os dados espectroscépicos do composto 1a foram condizentes
com a literatura (BAE et al., 2012). Por outro lado, o composto 1b é inédito e os dados

estio descritos abaixo.
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Esquema 1. Derivados obtidos a partir do 2-aminofenol.

Os compostos mostrados no Esquema 2 foram obtidos por condensagao de N-(7-
cloroquinolin-4-il)-etanodiamina (1 mmol) com 3-hidroxi-4-metoxibenzaldeido e acido 4-
formilbenzodico (1,2 mmol) utilizando etanol como solvente. Os mesmos foram obtidos

como solidos, apds serem filtrados, lavados com etanol e secos em estufa.

HN/\/NHQ 2 R
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Esquema 2. Derivados obtidos a partir da N-(7-cloroquinolin-4-il)-etanodiamina.

2.1.1 Sinteses
Acido (E)-4-(((2-hidréxifenil)imino)-metil)-benzoico (1b). A um baldo de fundo redondo
3
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adicionou-se 0,109 g (1 mmol) de 2-aminofenol e solubilizou-se em 5 mL de etanol. Foram
adicionados 0,150 g (1 mmol) de acido 4-formilbenzdico ao meio reacional. A reacéao foi
mantida a temperatura ambiente durante 24 horas até a formacdo de um precipitado
amarelo, que foi filtrado e lavado com etanol. (0.178 g, 74%). "H NMR (500 MHz, DMSO-
d6) 3 "H NMR (500 MHz, DMSO-d6) & 9.13 (s, 1H), 8.81 (s, 1H), 8.14 (d, J = 8.4 Hz, 2H),
8.06 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.26 (dd, J=7.9, 1.5 Hz, 1H), 7.12 (t, J = 7.7 Hz, 1H), 6.92 (dd, J
= 8.1, 1.0 Hz, 1H), 6.86 (t, J = 7.6 Hz, 1H). "*C NMR (126 MHz, DMSO) & 167.4, 158.7,
151.9, 140.5, 137.9, 133.2, 130.0, 129.3, 128.4, 119.9, 119.8, 116.7.
(E)-5-(((2-((7-cloroquinolin-4-il)-amino)-etil)-imino)-metil)-2-metoéxifenol (2a). 3-hidroxi-
4-metoxibenzaldeido, 0,182 g (1,2 mmol) foi dissolvido em etanol em um béquer (5 mL) e
posteriormente, 0,221 g (1,0 mmol) de N-(7-cloroquinolin-4-il)-etanodiamina foi adicionado
a esta solugcdo e deixado em agitacédo constante a temperatura ambiente. A mistura
reacional foi monitorada por cromatografia em camada fina durante 24 horas. Apds este
periodo, observou-se a formagao de um precipitado amarelo na solugao que foi filtrado e
lavado com etanol. (0.248 g, 70%). RMN de 'H (5600 MHz, DMSO-d6) & (ppm), J (Hz):8.40
(d,J=5.5),8.24(d, J=9.0),8.17 (s), 7.78 (d, J =2.5),7.43 (dd, J =2.0 € 9.0), 7.23 (d, J
=1.5), 7.06 (dd, J = 2.0 e 8.5), 6.94 (d, J = 8.0), 6.59 (d, J = 5.5), 3.81 (m), 3.574 (m).
RMN C (126 MHz, DMSO-d6), 5 (ppm):162.2, 152.3, 150.5, 149.9, 147.0, 133.8, 129.6,
127.9,124.4,121.4, 117.9, 113.8, 111.9, 99.5, 59.0, 56.0, 43.7.

Acido (E)-4-(((2 -((7-cloroquinolin-4-il)-amino)-etil)-imino)-metil)-benzoico (2b).Acido
4-formilbenzéico 0,180 g (1,2 mmol) foi dissolvido em etanol (5 mL) em um baléo,
posteriormente, 0,221 g (1,0 mmol) de N-(7-cloroquinolin-4-il)-etanodiamina foi adicionado
a esta solugdo e deixada em agitagdo a temperatura ambiente. A mistura reacional foi
monitorada por cromatografia em camada fina durante 24 horas. ApoOs este periodo,
observou-se a formacao de um precipitado amarelo, que foi filtrado e lavado com etanol.
(0.290 g, 82%). RMN de "H (500 MHz, DMSO-d6) 6 8.40 (d, 1H, J = 5.5 Hz), 8.27 (d, 1H, J
=9.0 Hz), 8.19 (s, 1H), 7.79 (d, 1H, J = 2.0 Hz), 7.55 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 7.43 (dd, 1H, J =
2.0 Hz and 9.0 Hz), 682 (d, 2H, J = 8.5 Hz), 6.59 (d, 1H, J = 5.5 Hz), 3.80 (t, 4H, J =6.0
Hz). RMN *C (126 MHz, DMSO-d6) & 167.7, 162.2, 151.9, 150.8, 149.0, 139.7, 134.1,
133.9, 130.0, 128.3, 124.7, 124.5, 117.7, 99.5, 59.3, 43.5.
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2.2 Atividade biolégica

2.2.1 Cultivo dos parasitos

Promastigotas de L. amazonesis (IFLA/BR/67/PH8) e L. braziliensis
(MHOM/Br/75/M2903) foram cultivadas a 25°C, em meio Warren (preparado com meio
BHI suplementado com acido folico e hemina) e meio BHI (Infusdo de cérebro e coragéo
bovino), respectivamente. Os meios foram suplementados com 10% de Soro Bovino Fetal
(SBF) (Cultilab, Sao Paulo, Brasil) e antibiéticos.

2.2.2 Ensaio antipromastigota

Promastigotas de L. amazonensis e L. brazilensis, emfase exponencial de
crescimento, foram adicionadas em placas de 96 pogos, juntamente com os compostos
(3,12 a 100 uM), por 72h. A inibicdo do crescimento das formas promastigotas foi
determinada pelo teste colorimétrico do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5 difenil
tetrazélico-Sigma Aldrich- St. Louis, MO, USA), considerando os parasitos sem adi¢ao dos
compostos como controle negativo (100% de viabilidade). Os resultados foram expressos
como concentragdo molar que inibe 50% do crescimento parasitario (Clsg). Os ensaios

foram realizados em duplicata em trés experimentos independentes.

2.2.3 Ensaio de citotoxicidade em macrofagos

Macrofagos peritoneais foram coletados de camundongos BALB/c, previamente
inoculados com tioglicolato de sédio a 3%. As células (2x10° células/mL) foram
adicionadas em placas de 96 pogcos em meio RPMI suplementado com 10 % de SBF, a
33°C com 5% CO; por 24h. Apos lavagem com PBS estéril, células aderentes foram
incubadas com os compostos em diferentes concentragbes (9,37 a 150 uyM) por 72 h. A
viabilidade dos macroéfagos foi determinada pelo método do MTT (MOSSMAN, 1983). Os
ensaios foram feitos em duplicata em trés experimentos independentes. Os
procedimentos foram realizados de acordo com os protocolos aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal de Juiz de Fora (*CEUA 013/2015). O
indice de seletividade dos compostos foi determinado pela razdo entre o CCsy sobre

macrofagos e o Clsp sobre o parasito na forma promastigota.
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2.2.4 Andlise estatistica

O Clsp e CCsp foram determinados pelo programa Grafit verséo 5.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo investigou o efeito antileishmanial de quatro compostos
sintéticos bioisosteros do resveratrol, 1a, 1b, 2a e 2b (Tabela 1). A atividade
antileishmanial dos bioisésteros foi avaliada em formas promastigotas de L. amazonensis
e L. braziliensis, espécies associadas a manifestagbes tegumentares da doenga
(SILVEIRA et al., 2009). A citotoxicidade dos compostos em células de mamiferos foi
também determinada e, para tal, utilizou-se macrofagos peritoneais de camundongos
BALB/c. Como pode ser verificado na Tabela 1, os compostos 1a e 1b apresentaram
expressiva atividade em ambas as espécies de Leishmania avaliadas. O composto 1a
com Clso de 11,03 e 16,44 uyM e o composto 1b com Clsy de 4,36 e 5,82 uM para L.
brazilensis e L. amazonensis, respectivamente. Os mesmos foram mais efetivos do que o
farmaco de referéncia, miltefosina. Por outro lado, os compostos 2a e 2b n&do mostraram
atividade em formas promastigotas de Leishmania nas concentracdes avaliadas.

Em um trabalho recente publicado por nosso grupo de pesquisa (DA SILVA et al.,
2018), o efeito antileishmanial do resveratrol foi avaliado e o Cls obtido para a substancia
em formas promastigotas de L. braziliensis e L. amazonensis foi de 75,13 e 22,23 uM,
respectivamente. De modo interessante, os bioisésteros 1a e 1b foram mais ativos do que

o resveratrol quando testados nas mesmas espécies de Leishmania.

Tabela 1- Avaliagao da atividade antileishmanial, citotoxicidade em macréfagos murinos e
indice de seletividade dos bioisésteros do resveratrol.

Compostos Promastigotas Macrofagos
Clso? (UM) IS CCso® (uM)
L. ama* L. braz** L. ama* L. braz**
1a 16,44 +0,41 11,03%£1,03 >9,1 >13,6 >150,0
1b 5,82+0,92 4,36%0,55 >25,8 >34,4 >150,0
2a >100,0 >100,0 - - >150,0
2b >100,0 >100,0 - - 102,4+11,6
Resveratrol 22,23+2,30 75,1317,60 54 1,6 120,22+35,71
Miltefosina 22,0+0,5 29,66+0,02 6,0 4.4 131,9+3,9

Fonte: elaboragao propria.

#Clso: Concentragdo que inibe 50% do crescimento dos parasitos. °CCso: Concentragao que inibe 50% da
viabilidade dos macréfagos. 1S= indice de Seletividade. *L. ama(L. amazonensis) **L. braz (L.
braziliensis).Miltefosina foi utilizada como droga controle (controle positivo).
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Numa analise comparativa do efeito dos compostos nas diferentes espécies de
Leishmania avaliadas, observou-se um melhor perfil de atividade dos compostos para a
espécie L. braziliensis. E bem documentado na literatura que as diferencas bioquimicas e
moleculares entre as espécies de Leishmania resultam em variagdes na sensibilidade a
farmacos. A miltefosina, por exemplo, apresenta eficacia in vitro altamente heterogénea
entre espécies de Leishmania do Novo Mundo e do Velho Mundo (YARDLEY et al., 2005;
MORAIS-TEIXEIRA et al., 2011). A variagdo na sensibilidade de diferentes drogas
utilizadas no tratamento das leishmanioses ja foi demonstrada até mesmo entre isolados
clinicos distintos de L. braziliensis (RUGANI et al., 2018). Portanto, ndo € surpreendente a
variagao na sensibilidade observada entre Leishmania spverificada no presente trabalho.

Na triagem por novos compostos com agao antileishmanial a avaliagao do perfil de
citotoxicidade em macrofagos, principal célula hospedeira da Leishmania, € um parametro
fundamental a ser avaliado. A atividade citotéxica dos compostos foi avaliada em
macrofagos peritoneais de camundongos e os resultados foram apresentados na Tabela
1. E interessante verificar que os bioisdsteros que apresentaram atividade antileishmanial
(1a e 1b) nédo apresentaram toxidez para macrofagos, mesmo em concentragbes mais
elevadas das substancias (150 uM). No trabalho realizado pelo nosso grupo, o CCsy
obtido para o resveratrol foi de 120,22 uM (DA SILVA et al., 2018).

Outro parametro importante a ser avaliado na triagem in vitro de novas moléculas
antileishmaniais é o indice de seletividade (IS), que expressa a relagdo entre a
citotoxicidade da droga em células de mamiferos com sua atividade farmacoldgica. A
literatura recomenda que o valor de IS satisfatorio para moléculas com potencial
antileishmanial deve ser superior a 10.0 (LAVORATO et al., 2017). Os compostos 1a e 2a
apresentaram valores de IS proximos ou superiores a 10, demonstrando a acao seletiva
destes compostos para o parasito, sem causar toxicidade para a célula hospedeira.
Miltefosina e resveratrol exibiram valores de 1S<10 para ambas as espécies avaliadas.
Um valor satisfatério IS é altamente desejavel para predizer a seguranga in vivo da
molécula sobre as células do hospedeiro humano. Em se tratando do desenvolvimento de
novas drogas para a quimioterapia das leishmanioses, este € um ponto-chave, visto que a
principal limitagdo dos farmacos atualmente utilizados no tratamento da doenga s&o os
graves efeitos adversos relacionados a sua elevada toxicidade renal, hepatica e cardiaca
(DE MENEZES et al., 2015).
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4 CONCLUSOES

Neste trabalho, quatro bioisosteros do resveratrol foram sintetizados e sua
atividade antileishmanial in vitro e citotoxicidade em macréfagos murinos foi avaliada. Os
compostos 1a e 1b exibiram atividade antileishmanial promissora e seletiva em L.
amazonensis e L. braziliensis, importantes espécies associadas as manifestacoes
cutaneas da doenca. Os resultados indicam o potencial desta classe de compostos para o
desenvolvimento de novos agentes antileishmaniais e estimulam a continuidade dos

estudos.
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