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RESUMO

As leishmanioses sdo doencas infecto parasitarias que atingem aproximadamente
12 milhdes de pessoas em 88 paises em todo o mundo, incluindo o Brasil. Esta
doenca é causada por diferentes espécies de Leishmania, as quais invadem e se
multiplicam dentro de macréfagos no hospedeiro vertebrado. Ainda nado existe
vacina e a quimioterapia é baseada principalmente nos antimoniais pentavalentes,
anfotericina B e pentamidina. Entretanto, estas drogas tem uso limitado devido a
toxicidade, longo tempo de tratamento e alto custo. Portanto, existe uma
necessidade urgente de desenvolvimento de novas drogas para as leishmanioses. O
objetivo deste estudo foi avaliar a atividade leishmanicida de 12 derivados de
aminoquinolinas, mais especificamente 4-amino-7-cloro-quinolinas, as quais
apresentam grupos diaminas mono e di substituidas com alquil alcino. Em analise
preliminar os compostos foram testados em formas promastigotas de L.
amazonensis, L. major, L. chagasi e L. braziliensis e a atividade leishmanicida foi
estabelecida pelo método do MTT. Nossos resultados mostraram variada
sensibilidade das espécies de Leishmania aos compostos testados. Derivados com
grupo das aminas-livre demonstraram melhor atividade leishmanicida do que outros
compostos mono e di-alquil alcino substituidos. O composto 3 (4-amina-7-cloro-N-
butilamina)quinolina mostrou o melhor Clso (0,16 uM para L. chagasi) demonstrando
um Clso ainda melhor do que o apresentado pela anfotericina-B (1,90 uM para L.
chagasi). Interessantemente, foi observada relacdo estrutura atividade
principalmente em promastigotas de L. chagasi, sendo importante a presenga do
grupo amino-livre e o numero de atomos de carbono. A maioria dos compostos nao
mostraram citotoxicidade para células de mamiferos, exceto os compostos com
grupo amino-livre. O composto 5 (4-amina-7-cloro-quinolina-N-(prop-2-inil)quinolina
foi escolhido para avaliagéo da atividade em amastigotas intracelulares e a atividade
leishmanicida foi a partir da contagem dos parasitos apos coloragéao por Giemsa. O
tratamento com o composto em macrofagos infectados com L. major e L.
amazonensis ndo demonstrou atividade leishmanicida para a primeira espécie deste
parasito. Em L. amazonensis, o tratamento mostrou significante atividade nas formas
intracelulares, reduzindo o niumero de amastigotas/macréfagos, numero de células
infectadas e a carga parasitdria acima de 90% ap0s 72 horas. O efeito
antiamastigota foi dose e tempo dependente. Nenhuma alteracdo nos niveis de
oxido nitrico pelos macréfagos infectados tanto com L. amazonensis quanto por L.
major foi observada apos tratamento com o composto 5. Entretanto, esta
aminoquinolina significativamente aumentou e inibiu a producdo de TNF-o em
células infectadas com as respectivas espécies. Conjuntamente, estes resultados
sugerem que a atividade leishmanicida do composto 5 pode atuar diretamente no
parasito ou através de mecanismos imunomodulatérios. Este estudo indica que
derivados de aminoquinolinas tem promissoras propriedades leishmanicidas sendo
bons candidatos para alvos de pesquisas para desenvolvimento de novas drogas
anti-protozoarios.

Palavras chave: Leishmania, quimioterapia, drogas, aminoquinolinas, oxido nitrico,
TNF-a.



ABSTRACT

The leishmaniasis are parasitic-infection diseases that affect 12 million people in 88
countries, it remains a serious public health problem worldwide, including in Brazil.
This disease is caused by different Leishmania species, which invade and multiply
within macrophages in vertebrate host. No vaccine exists yet and chemotherapy has
been based mainly in pentavalent antimonials, amphotericinB e pentamidina.
However, these drugs have limited use due to their toxicities, long term treatment
and high costs. Therefore, there is an urgent need for development of new drugs for
leishmaniasis. The aim of this study was to evaluate the leishmanicidal activity in
twelve aminoquinolines derivatives, but specifically, 4-amino-7-chloro-quinoline,
those present diamine with amine-free, mono-alkyne or di-alkyne groups. In a
previous analysis the compounds were tested in promastigote forms of L.
amazonensis, L. major, L. chagasi and L. braziliensis and the leishmanicidal activities
was established by MTT method. Our results showed varied sensibility of the
Leishmania species to the tested compounds. Derivatives with amine-free groups
demonstrated better leishmanicidal activity than the others compounds and the
compound 3(4-amine-7-cloro-N-butilamine)quinoline showed the best ICsq (=0,16 uM
for L. chagasi) displaying an ICs better than anfothericin B (1,90 uM para L. chagasi)
Interestingly, it was observed structure-activity relationships (SAR) mainly in
promastigotes of L. chagasi, being important the presence of amine-free group and
number of carbon atoms. The majority of compounds didn’t showed citotoxicity for
the mammalian cells, except compounds containing amine-free groups. The
compound 5 (4-amine-7- chloro-quinoline-N-prop-2-ynil)quinoline was chosen for
antileishmanial evaluation in an intramacrophage amastigotes model and the
leishmanicidal activity was achieved from the count of parasites after coloration by
Giemsa. The treatment with this compound from infected macrophages with L. major
e L. amazonensis didn't show leishmancidal activity for the first specie of this
parasite. In L. amazonensis, the treatment showed a significant activity against
intracellular forms, reducing the number of amastigotes/macrophage, the infected
cells and the parasite burden above 90% after 72 hours. The antiamastigote effect
was dose and time response. No alteration in nitric oxide levels by infected
macrophages as for L. amazonensis as well for L. major was observed after
treatment with the compound 5. However, this aminoquinoline significantly enhanced
and inhibit the TNF-a production in infected cells with the respective Leishmania
species. Together, these results suggest strongly that leishmanicidal acitivity from
compound 5 can be directly in parasites or through the immune modulatory
mechanism. This study indicate that aminoquinolines have promising leishmanicidal
properties being a good candidates for further research to develop of new anti-
protozoan drugs.

Keywords: Leishmania, chemotherapy, drug, aminoquinoline, nitric oxide, TNF-a..
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infectadas previamente por 4 horas com L. amazonensis na
proporgdo de 1:5 e apoés este tempo as células foram estimuladas
com IFN-y+LPS, ou ndo. ApGs 24 horas houve a coleta dos
sobrenadantes. Os niveis de TNF-a foram mensurados por
ELISA e os resultados foram expressos em pg/ml baseado na
curva padrdo determinada pela citocina recombinante. Houve
diferengca estatisticamente significante entre o0s controles
(p<0,05). One-Way Analise de Varianca (p0s teste
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Figura 22: Quantificacdo dos niveis de TNF-a por macrofagos
peritoneais de camundongos Balb/c tratados com o composto 5.
(A), controle de macréfagos e macrofagos tratados com
diferentes concentracbes do composto 5. (B), controle de
macréfagos infectados com L. amazonensis e macrofagos
infectados e tratados com diferentes concentragcdes do composto
5. (C), controle de macréfagos previamente infectados 4 horas
antes e estimulados com IFN-y+LPS. (D), controle de macréfagos
somente estimulados com IFN-y+LPS e macro6fagos tratados com
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resultados foram expressos em pg/ml baseado na curva padrao
determinada pela citocina recombinante. Na figura 20A nao
houve diferenca nos niveis de TNF-a comparado com o controle.
Nas figuras 21B,C,D houve aumento nos niveis de TNF-a no
tratamento com diferentes concentragcbes do composto 5
estatisticamente significante quando comparada aos controles.
Andlise One-Way Andlise de Varianca (pos teste Dunnet).............

69

70

71

73



Figura 23: Niveis de TNF-a em macrofagos peritoneais de
camundongos Balb/c nos grupos controles. As células foram
infectadas previamente por 4 horas com L. major na proporgao
de 1:10 e apods este tempo as células foram estimuladas com
IFN-y+LPS, ou n&o. Apos 24 horas houve a coleta dos
sobrenadantes. Os niveis de TNF-o foram mensurados por
ELISA e os resultados foram expressos em pg/ml baseado na
curva padrdo determinada pela citocina recombinante. Houve
diferenca estatisticamente significante entre os grupos (**p<0,05).
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BHI: Infuséo de cérebro e coracdo (“brain heart infusion”)
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CD: “cluster” de diferenciacdo
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas infecto-parasitarias, ndo contagiosas, de
transmissao vetorial, causadas por diferentes espécies de protozoarios
flagelados pertencentes ao género Leishmania. Apresentam um amplo espectro
de sinais e sintomas que vao desde a infeccdo inaparente, passando pela
infecgao cutdnea autolimitante, disseminada, difusa, mucocutanea e culminando
com a manifestacdo mais grave, a forma visceral (ASHFORD, 2000; SERENO et
al., 2007; FREZARD, DEMICHELI, RIBEIRO, 2009; CRUZ et al., 2009).

No mundo, as leishmanioses atingem aproximadamente 12 milhdes de
pessoas em 88 paises (http://www.who.int/tdr/diseases/leish/diseaseinfo.htm),
destes, 66 sdo no Velho Mundo e 22 no Novo Mundo (FREZARD, DEMICHELLI,
RIBEIRO, 2009; SHARMA e SINGH, 2009). Sdo endémicas em toda América

Latina, Africa, Asia e sul da Europa. Segundo o mapa geografico (figura 1) 90%

das leishmanioses cutdneas ocorrem em paises como Afeganistdo, Paquistao,
Siria, Arabia Saudita, Ira, Brasil e Peru; 90% das leishmanioses visceral ocorrem
na india, Bangladesh, Nepal, Sudo e Brasil. As leishmanioses apresentam altos
niveis de morbidade e mortalidade, representando um grave problema de saude
publica (BAILEY e LOCKWOOD, 2007; SANTOS et al., 2008; TEIXEIRA et al.,
2008).

Leishmaniose tequmentar

Leishmaniose visceral

Figura 1: Distribuicdo geografica das leishmanioses tegumentar e visceral. As areas afetadas
estdo marcadas em vermelho de acordo com a OMS-Organizagao Mundial de Saude (adaptado
de SANTOS et al., 2008).
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Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), atualmente cerca de
350 milhdes de pessoas vivem em areas endémicas, revelando a importancia

desta doenca (http://www.who.int/tdr/diseases/leish/diseaseinfo.htm)

Estudos epidemiolégicos demonstram que globalmente nas duas ultimas
décadas o0s numeros de casos de leishmanioses aumentaram devido a
ampliacdo de areas endémicas, juntamente com crescimento dos centros
urbanos, desmatamento e aquecimento global. Conjuntamente, estas mudancgas
alteram os habitos do inseto vetor e expandem seu nicho ecolégico, contribuindo
assim para a urbanizagcdo da doencga e abrindo novos focos endémicos (SHAW,
2007; CRUZ et al., 2009, SHUKLA et al., 2009). O Brasil constitui o pais de maior
incidéncia da doenga no continente americano, e ainda esta em franca expansao
geografica, devido ao aumento significativo das leishmanioses em areas
periurbanas (GRIMALDI e TESH, 1993; PONTIN, 2003; AMATO et al., 2008).

Anualmente, a estimativa global € de que 1,5 a 2 milhdes de pessoas
possam desenvolver a doenca na forma cutdnea, mucocutanea e visceral
(MURRAY et al., 2005; PALIT et al., 2008). Entretanto, a incidéncia da infecgao é
substancial quando infeccbes subclinicas séo incluidas, com 70.000 casos de
morte por ano (MURRAY et al.,, 2005, REITHINGER et al.,, 2007). E ainda,
segundo CROFT, SUNDAR, FAIRLAMB (2006) o numero de casos de
leishmanioses no mundo é subestimado, visto que somente 40 dos 88 paises
notificam a doenca.

Considera-se também, como aumento na transmissdo da doenca o
resultado da coinfeccdo com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV)
(REITHINGER et al., 2007; NADERER e MCCONVILLE, 2008). Além disto, a ma
nutricdo também pode estar associada em certos casos de leishmanioses
(BERN, MAGUIRE, ALVAR, 2008). Paralelamente, coinfecgdes tais como malaria
e pneumonia, aumentam os niveis de morbidade e mortalidade da doenca
quando nao diagnosticada a tempo (ROCHA et al., 2005).

Amato e colaboradores (2008) ainda consideram como agravantes das
medidas de controle das leishmanioses, o aumento do turismo em areas
endémicas e transfusdes sanguineas entre individuos positivos assintomaticos.
Além disto, o controle das leishmanioses é prejudicado pela auséncia de uma
vacina. Na pratica ainda ndo existe uma vacina eficaz contra este parasito.

Embora, a infecgdo primaria quando curada, geralmente leva a uma protecao



19

contra futuras infecgdes, sugerindo a possibilidade de se utilizar uma vacina
contra infecgdes por Leishmania, (RODRIGUES, 2005; MURRAY et al., 2005).

Por mais de 60 anos, a quimioterapia para as leishmanioses € baseada
principalmente em medicamentos como os antimoniais pentavalentes (Sb(V),
estibogluconato de sodio (Pentostam®) e o antimoniato de meglumine
(Glucantime®) (CRUZ et al., 2009; FREZARD, DEMICHELI, RIBEIRO, 2009;
PALIT et al., 2008). Uma segunda linha de drogas utilizada sdo a anfotericina B
(AmB), um polieno antifungico, e a pentamidina, um composto aromatico
derivado de diaminas. Entretanto, a eficacia destas drogas esta diretamente
relacionada a efeitos colaterais graves, toxicidade e alto custo do tratamento
(SANTOS et al., 2008, TEIXEIRA et al., 2008, CRUZ et al., 2009).

1.1 Leishmania: o parasito

Leishmania sao flagelados pertencentes a familia Trypanosomatidae,
Ordem Kkinetoplastida, cuja caracteristica principal é a presenga da organela
cinetoplasto, que situa-se a base do flagelo e contém sequéncias repetidas de
DNA, também denominado de cDNA (RODRIGUES, 2005; MISHRA et al., 2009).
Este género compreende varias espécies que infectam o homem e animais.
Entretanto, a classificacao e identificacdo destas espécies sdao complexas, onde
os parametros analisados envolvem caracteristicas intrinsecas, como morfologia,
aspectos bioquimicos e analise do DNA; e caracteristicas extrinsecas como
aparéncia clinica das lesdes e distribuicdo geografica (DINIZ, 2004). Lainson e
Shaw (1987), utilizando os parametros acima citados, propuseram uma tabela de

taxonomia, entretanto ainda n&o existe uma classificacdo adotada por todos.

Atualmente, as espécies que parasitam o homem podem ser subdivididas
em dois subgéneros: Viannia e Leishmania, ou ainda, em dois grandes grupos
geograficos, do Velho Mundo e do Novo Mundo (figura 2). A divisdo dos
subgéneros foi baseada no desenvolvimento das formas promastigotas no
intestino do inseto vetor: 1) subgénero Viannia, para espécies que incluem uma
fase no intestino posterior, com distribuicdo geografica limitada ao Novo Mundo;

2) subgénero Leishmania, para aquelas espécies que se desenvolvem no
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intestino anterior, encontradas também no Novo Mundo e abrangendo todas as
espécies do Velho Mundo (BATES, 2007).

Género
Leishmania

Viannia
Leishmania

L. cutanea

L. cutanea

Visceral

L. mexicana
L. amazonensis

) L. infantum
L. tropica

L. aethiopica

L.braziliensis
L. peruviana
L.panamensis

L. donovani
L. infantum

Figura 2: Classificagdo do género Leishmania, ilustrando 2 subgéneros, incluindo as espécies
mais conhecidas por infectar o homem (adaptado de BATES, 2007).

Neste trabalho, foram utilizadas espécies pertencentes ao género Viannia
e Leishmania; Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (L.) amazonensis, e
Leishmania (L.) chagasi, encontradas no Novo Mundo e Leishmania (L.) major,
no Velho Mundo.

1.2 Manifestagdes clinicas das leishmanioses e espécies envolvidas.

Apesar de algumas espécies de Leishmania serem responsaveis pela
maioria dos casos humanos, uma das caracteristicas mais marcantes deste
género é a diversidade das manifestagdes clinicas (tabela 1). A patogénese das
leishmanioses, suas manifestagdes clinicas e o curso da infeccdo sao
dependentes de complexas interagdes relacionadas a propriedades do parasito
como viruléncia, infectividade e patogenicidade, fatores do hospedeiro, como a
resposta imunolégica (DEANE e GRIMALDI, 1985; GRIMALDI e TESH, 1993;
ASHFORD e BATES, 1998; MURRAY et al., 2005; FERREIRA et al., 2008).
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Tabela 1: Classificagao das espécies de Leishmania e suas manifestagdes
clinicas (adaptada de SAKTHIANANDESWAREN, FOOTE, HANDMAN, 2009).

ESPECIE
SUBGENERO LEISHMANIA

Complexo Donovani
Leishmania (Leishmania) donovani
Leishmania (Leishmania) infantum
Leishmania (Leishmania) chagasi

Complexo L. aethiopica

Leishmania (Leishmania) aethiopica
Leishmania (Leishmania) garnhami

Complexo L. major
Leishmania (Leishmania) major

Complexo L. tropica
Leishmania (Leishmania) tropica

Complexo L. mexicana

DOENCA

visceral
visceral

visceral

cutanea difusa

cutanea

cutanea

cutanealvisceral

Leishmania (Leishmania) mexicana cutanea
Leishmania (Leishmania) amazonensis cutanea/mucosal/visceral
Leishmania (Leishmania) venezuelensis cuténea
Leishmania (Leishmania) pifanoi cutanea
SUBGENERO VIANNIA
Complexo L. braziliensis
Leishmania (Viannia) braziliensis cutdnea/mucosa
Leishmania (Viannia) peruviana cutanea
Leishmania (Viannia) colombiensis cutadnea/mucosa
Complexo L. guyanensis
Leishmania (Viannia) guyanensis cutanea
Leishmania (Viannia) panamensis cutanea
Complexo nao especificado
Leishmania (Viannia) naiffi cutanea
Leishmania (Viannia) shawi cutanea
Leishmania (Viannia) lainsoni cuténea
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1.2.1 Infecgdes subclinicas

As infecgbes subclinicas sdo causadas principalmente por aquelas
especies viscerotropicas, podendo permanecer assintomaticas. Esta observacao
atrai atencao para fatores do hospedeiro como susceptibilidade e expressido da
doenga como: idade, estado nutricional e imunidade (MURRAY et al., 2005). Em
infecgdes subclinicas ou assintomaticas, por definicdo, a resposta do hospedeiro
é efetiva onde os sinais de inflamagdo sdo rigorosamente regulados.
Alternativamente podem ser causadas por espécies avirulentas (MURRAY et al.,
2005).

1.2.2 Leishmaniose cutanea (LC)

A LC é a forma mais comum da doenca, definida pela presenga de
lesbes exclusivamente na pele, que se iniciam no ponto de inoculagao das
formas promastigotas infectantes, através da picada do inseto vetor. A les&o
primaria em geral é unica, embora multiplas picadas do inseto gerem um numero
Leishmaniose cutanea (LC) elevado de lesdes (GONTIJO e CARVALHO, 2003;
DAVID e CRAFT, 2009). Produz lesdes cuténeas, ulcerosas ou nao, porém
autolimitadas em hospedeiros imunocompetentes, embora estes parasitos
possam persistir em pequenas quantidades ao longo da vida (LIESE,
SCHLEICHER, BOGDAN, 2008; PEREIRA e ALVES, 2008).

No Brasil sdo registrados mais de 30.000 casos anualmente, onde as
formas ulceradas sdo as mais comuns. No Novo Mundo é endémica na América
Central e do Sul e as principais espécies que produzem esta forma clinica
pertencem aos complexos L. braziliensis e L. mexicana (LAISON e SHAW, 1998;
BERN, MAGUIRE, ALVAR, 2008). A epidemiologia da leishmaniose cutédnea nas
Américas €& complexa, ocorrendo variagdes no ciclo de transmissao, nos
hospedeiros reservatérios, nos insetos vetores, manifestagdes clinicas e resposta
terapéuticas (BERN, MAGUIRE, ALVAR, 2008).

No Velho Mundo, um exemplo classico de leishmaniose cutanea
localizada é o “Botdo do Oriente”, uma ulcera de pele de cura espontanea,
causada pela L. major em &reas rurais do Oriente Médio, Asia Central e norte da
Africa e pela L. tropica em areas urbanas do Oriente Médio, india e baixo
Mediterraneo (PEARSON, 1993; REITHINGER et al.,, 2007). Apesar de
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raramente associadas com mortalidade, as lesbes s&o geralmente crdnicas e
quando desfigurantes podem aparecer complicagdes psicoldgicas. As
caracteristicas da lesdo dependem da espécie de Leishmania infectante e da
resposta imune do hospedeiro mamifero. Tipicamente, um nédulo se forma no
local da picada do inseto onde as formas promastigotas foram inoculadas e, com
o tempo, pode aparecer sob forma ulcerosa que podera persistir por varios
meses ou anos ou eventualmente curar deixando uma cicatriz leishmaniotica
tipica como evidéncia da doenca.

Embora, tanto no Velho Mundo quanto no Novo Mundo a leishmaniose
cutanea exibe uma diversidade de manifestacbes clinicas. Em pacientes
imunocomprometidos ela € caracterizada pela tendéncia a laténcia, persisténcia
e disseminacao, reativacdo e reinfeccdo. No Novo Mundo, principalmente L.
braziliensis, L. guyanensis e L. panamensis tem uma grande tendéncia a
disseminar-se pela pele em comparacao a outras espécies (MISHRA, SAXENA,
SINGH, 2007).

1.2.3 Leishmaniose cutdneo-mucosa (LCM)

Forma que se complica meses ou anos apds a lesdo inicial primaria, com
o aparecimento de lesdes destrutivas secundarias nas mucosas do nariz, boca e
faringe. E mais comumente relatada no Novo Mundo e tem a L. braziliensis como
principal agente etiolégico (LAINSON e SHAW, 1998; BERN, MAGUIRE, ALVAR,
2008). Entretanto espécies como L. amazonensis, L. major e
L.infantum/L.chagasi podem também estarem associadas a leishmaniose
cutdanea mucosa (REITHINGER et al., 2007). Contudo, ainda lesbes secundarias
podem ocorrer por extensao direta da lesdo primaria, ou mais provavelmente,
através da disseminagdo hematogénica. O primeiro sinal de comprometimento
mucoso manifesta-se por eritema e discreto infiltrado inflamatério no septo nasal,
subsequentemente este se apresenta perfurado, provocando mudanca
anatbmica e aumento do nariz, que se constitui no chamado “nariz de anta”. O
processo ulcerativo pode atingir labios e se propagar pela pele, levando as
graves complicagbes respiratérias por infec¢gdes secundarias, podendo levar o
paciente a obito (AMATO et al., 2008; BERN, MAGUIRE, ALVAR, 2008).
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1.2.4 Leishmaniose cutanea difusa (LCD)

Apresentam-se com lesbes disseminadas, nao-ulcerativas e repletas de
parasitos. No Novo Mundo a doenca é causada por L. amazonensis e L.
mexicana nas Ameéricas Central e do Sul, enquanto que as infecgbes no Velho
Mundo tém sido atribuidas a L. aethiopica (LAINSON e SHAW, 1998). A doenca
usualmente inicia-se com uma lesdo primaria e depois se dissemina, envolvendo
outras areas da pele, mucosa e varios linfonodos, mas sem visceralizagdo. Esta
forma se caracteriza pela anergia da resposta imunoldgica celular e é de dificil
tratamento (LAINSON e SHAW, 1998; REITHINGER et al., 2007).

1.2.5 Leishmaniose visceral (LV)

A leishmaniose visceral ou calazar possui largo espectro epidemiologico,
ocorre em areas tropicais e subtropicais, tem como principais agentes etioldgicos,
as espécies do subgénero Leishmania: L. donovani, L. infantum, L. chagasi,
agrupadas no complexo donovani. No Brasil a L. chagasi tem sido considerada
como o principal agente etioldgico da leishmaniose visceral, onde sao registrados
anualmente cerca de 4000 a 5000 casos (BERMAN, 2006; SANTOS et al., 2008).
Entretanto, em um estudo no estado da Bahia dentre os 46 casos de
leishmaniose visceral, 11 tinham como agente etiolégico a L. amazonensis
(BERMAN, 2006).

A leishmaniose visceral afeta principalmente 6rgaos como baco, figado,
linfonodos, medula éssea e pele, entretanto outros 6rgdos podem eventualmente
serem atingidos, por exemplo, o intestino e os pulmdes. Nos casos nao tratados
os indices de mortalidade alcangam 100% (SHARMA e SINGH, 2008). Os
principais sintomas s&o: febre, emagrecimento, escurecimento da pele e, em
estagio mais avangado, hepatoesplenomegalia, anemia e hipergamoglobulemia
(RICA-CAPELA et al.,, 2003; SANTOS et al., 2008). Entretanto ela pode
permanecer assintomatica ou apdés um periodo de incubagado de 2 a 4 meses
ocorrer os sintomas (MURRAY et al., 2005). Contudo, individuos assintomaticos
apresentam sorologia positiva para Leishmania e para o teste intradermal (GARG
e DUBE, 2006).
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1.3 Espécies utilizadas neste trabalho

Leishmania (L.) amazonensis: faz parte do complexo L. mexicana. Nos
paises da América do Sul, pode causar um largo espectro de manifestacdes
clinicas, indo desde simples lesdes cutaneas até multiplas lesdes, com nddulos
desfigurantes a complicagbes viscerais. Esta espécie €& descrita como unico
agente etiolégico da leishmaniose cutadnea difusa anérgica no Brasil (JI, SUN,
SOONG, 2003). Segundo Santos e colaboradores (2007) e Pereira e Alves
(2008) e estudos recentes indicam que a distribuicdo geografica de L.
amazonensis no Brasil estd aumentando. E também responsavel no homem pela
leishmaniose cutdnea e cutaneo-mucosa (BASANO e CAMARGO, 2004).
Encontram-se distribuida no Brasil, principalmente na bacia amazdnica, em areas
alagadas (Amazonas, Para, Rondénia e sudoeste do Maranhdo), Bahia, Minas
Gerais e Goias. Esta presente em paises como Colébmbia, Paraguai, Bolivia e
Guiana Francesa. Tem como hospedeiros alguns roedores e como principal vetor
o0 Lutzomyia flaviscutellata, um flebotominio de habito noturno (BASANO e
CAMARGO, 2004).

Leishmania (V.) braziliensis: Encontra-se distribuida em todo territério
nacional, além de varios paises da América Central e do Sul. Apresenta como
vetor o Psychodopygus wellcomei que estd se adaptando em areas
peridomésticas e ainda existem vetores de florestas primarias como exemplo Lu.
intermedia, Lu whitmani e outros. Tem como hospedeiros domésticos, cavalos,
caes, jumentos e gatos. Causa no homem a leishmaniose cutanea e a cutaneo-
mucosa (GONTIJO e CARVALHO, 2003; BASANO e CAMARGO, 2004).

Leishmania (L.) chagasi: E considerada endémica na regido nordeste do
Brasil, onde é tipicamente uma doenca de zona rural e mais recentemente areas
periurbanas vem sendo afetadas. Para alguns autores, a espécie L. chagasi é
sinonimia da L. infantum, responsavel pela leishmaniose visceral no Velho Mundo
(Santos et al., 2008), Tem como principal reservatério o cdo doméstico e como
vetor, Lutzomyia longipalpis (BERMAN, 2006).

1.4 Ciclo biolégico

As espécies de Leishmania diferem na viruléncia, nos sintomas clinicos,

na preferéncia dos insetos vetores e na distribuicdo geografica. Entretanto, todas
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tém um ciclo similar, consistindo de uma fase imével, amastigota, encontrada no
hospedeiro mamifero e a forma promastigota flagelada encontrada no inseto
vetor, as quais sao transmitidas por cerca de 30 espécies de Phlebotomineos,
principalmente aqueles pertencentes ao subgénero Lutzomyia no Novo Mundo e
Phlebotomus no Velho Mundo (SAKTHIANANDESWAREN, FOOTE, HANDMAN,
2009; SHARMA e SINGH, 2008).

Phlebotomus argentipes Lurzomyia longipalpis

Figura 3: llustragao dos insetos vetores Phlebotomus e Lutzomyia (SHARMA e SINGH, 2008).

Os protozoarios do género Leishmania possuem ciclo bioldgico
digenético, alternando entre hospedeiros vertebrados e insetos vetores. Em seu
ciclo de vida duas formas sao observadas; a promastigota, encontrada no
intestino médio do inseto vetor (dipteros da sub-familia Phlebotominae, género
Phlebotomus no velho mundo e Lutzomyia no novo mundo (figura 3). Sao
alongadas, com um nucleo central e o cinetoplasto terminal, possuem um longo
flagelo e sdo moéveis. A forma amastigota, caracterizam-se por serem circulares,
com diametro em torno de 2,5 um a 5 um, possuem nucleo, cinetoplasto e um
flagelo rudimentar, sdo imoveis encontradas em vacuolos parasitéforos (VPs), no
interior de macréfagos no hospedeiro vertebrado, ou em outros tipos celulares,
onde se multiplicam por divisdo binaria (SHARMA e SINGH, 2008).

O ciclo se inicia quando formas promastigotas metaciclicas infectantes
sdo inoculadas no hospedeiro vertebrado, pelas fémeas dos insetos vetores
durante o repasto sanguineo (figura 5). Em torno de 1 a 1000 promastigotas sao
inoculadas neste momento (ALMEIDA, BARRAL, BARRAL-NETTO, 2003;
OLIVEIRA e NETTO, 2005). Apds a inoculagao na derme, as promastigotas
metaciclicas, infectam preferencialmente macréfagos e ou células dendriticas,

onde se transformam em parasitos intracelulares obrigatorio, as amastigotas,
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dentro de compartimentos denominados de vacuolos parasitéforos (VPs), (KIMA,
2007; MUKBEL et al., 2007), Entretanto, € bem documentado que outros tipos
celulares incluindo neutrofilos e fibroblastos podem ser infectados por Leishmania
(KIMA, 2007; NADERER e MCCONVILLE, 2008).

Os VPs sao compartimentos os quais sdo acessiveis as Leishmanias sp,.
Os VPs incialmente se formam ao redor dos parasitos ingeridos, sdo delimitados
por membranas derivadas da membrana plasmatica do macréfago. A fusdo deste
compartimento com lisossomos e endossomos modificados, resultando em
compartimento com muitas caracteristicas de um fagolisossomo (BURCHMORE
e BARRET, 2001). Embora Leishmania subverta a via classica de maturagcao do
fagolisossoma, para entdo modificar o seu ambiente, o VP possui o ambiente
acido (pH = 5), hidrolitico e ainda contém hidrolases e proteases. No entanto,
amastigotas sao adaptadas para sobreviverem sob tais condigdes
(BURCHMORE e BARRET, 2001). A morfologia e certas caracteristicas dos VPs
variam entre as diferentes espécies (FORTEA et al., 2007; KIMA, 2007). Estes
vacuolos variam em tamanho e numero de amastigotas (figura 4). Aparentemente
parecem estar cheios de fluidos, turgidos. A aparéncia dos VPs esta diretamente
relacionada com a viruléncia dos parasitos, estdo ausentes com parasitos mortos
ou avirulentos e ainda desaparecem sob terapia leishmanicida (CHANG et al.,
2003).

Figura 4: Macréfagos peritoneais de camundongos Balb/c infectados com L. major (A) e L.
amazonensis (B) sem tratamento e macrofagos infectados com L. amazonensis apos tratamento
(C). As setas mostram os amastigotas dentro do vacuolo parasitéforo. Coloragdo de Giemsa,
microscopia 6ptica aumento 1000x.

Muitas espécies de Leishmania sao abrigadas em pequenos e
“apertados” VPs. Em contraste, parasitos do complexo mexicana cohabitam em

grandes e distendidos VPs. Por exemplo, os VPs produzidos por macréfagos



28

infectados com L. amazonensis sdao enormes (CHANG et al.,, 2003; REAL,
POUCHELET, RABINOVITCH, 2008).

Para sobreviver e se adaptar a este ambiente, as promastigotas sofrem
profundas modificagdes bioquimicas e morfoldégicas (ALEXANDER, SATOSKAR,
RUSSEL, 1999; SARAIVA et al., 2005). Ainda que o parasito seja sensivel a
mecanismos de defesa tais como anticorpos e sistema complemento, o habitat
intracelular oferece uma completa protegdo. Somente se os macrofagos forem
ativados, os parasitos podem ser mortos e entdo degradados pelas células
hospedeiras (KOLODZIEJ e KIDERLEN, 2005). Dentro do VP, as promastigotas
se diferenciam em amastigotas em aproximadamente um periodo de 12 a 24
horas (SHARMA e SINGH, 2008).

Apds sucessivas divisdes, a célula hospedeira se rompe liberando as
amastigotas que serdo fagocitadas por novas células, propagando assim a
infeccao no hospedeiro vertebrado (REAL, POUCHELET, RABINOVITCH, 2008;
DAVID e CRAFT, 2009). As amastigotas sao responsaveis por todas as
manifestagcdes clinicas no hospedeiro vertebrado (GUPTA, GOYAL, RASTOGI,
2001). No caso de leishmaniose cutanea os macrofagos infectados ficam restritos
a pele, conduzindo a formacao ulcerosa ou ainda pode disseminar para outros
orgaos como no caso de leishmaniose visceral ou para mucosa como na
leishmaniose mucocutanea (SHARMA e SINGH, 2008). A ingestdo de
macrofagos periféricos infectados com as formas amastigotas durantes o repasto
sanguineo pela fémea do inseto vetor completa o ciclo biolégico (BATES, 2007).

No interior do intestino do inseto, as amastigotas diferenciam em
promastigotas prociclicas, as quais se dividem rapidamente e se fixam as células
epiteliais do intestino através do flagelo (BATES, 2007). Apds este estagio segue-
se a diferenciacdo de promastigotas-prociclicas para o estagio infectivo,
promastigotas-metaciclicas, os quais sdo liberados do epitélio e migra para a
probdscida do inseto vetor aonde serao inoculados no hospedeiro vertebrado. A
este processo de diferenciagdo denomina-se metaciclogénese, onde é
acompanhado por mudangas na morfologia do parasito, expressdo génica e
modificagdes estruturais. (ALEXANDER, SATOSKAR, RUSSELL, 1999;
SARAIVA et al., 2005).
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Figura 5: Ciclo de vida da Leishmania spp. (1) Inoculagdo das formas promastigotas metaciclias
pelo inseto vetor, (2) fagocitose das formas promastigotas por macréfagos, (3) diferenciagcao das
formas promastigotas em amastigotas nos vacuolos parasitéforos, (4) lise dos macréfagos
infectados e liberagdo das formas amastigotas (5) ingestdao dos macrofagos parasitados pelo
inseto durante o repasto sanguineo, (6) amastigotas diferenciam-se em promastigotas prociclicas,
multiplicam por divisdo binaria e migram para o aparelho sugador do inseto vetor. Adaptado de
(SACKS e NOBEN-TRAUTH, 2002).

Ocasionalmente, o inseto vetor ndo esta envolvido na transmissao do
parasito. A leishmaniose visceral pode ser diretamente iniciada pela forma
amastigota via corrente sanguinea (reutilizacdo de seringas, transfusao
sanguinea, via transplacentaria), ou por transplantes de 6rgéos; ja a
leishmaniose cutdnea pode ser transmitida através de seringas que contém
material infectado (MURRAY et al., 2005).

1.5 Resposta imunoldgica nas leishmanioses

Mais de 17 de espécies de Leishmania sdo conhecidas por infectar o
homem, primariamente conhecidas pelo seu tropismo tecidual (cutaneo,

mucocutaneo e visceral). 90% de todas as infecgbes causadas por Leishmania
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sao restritas a pele, mas esta limitagao é principalmente dependente da resposta
imune do hospedeiro. Até mesmo espécies que normalmente induzem somente
leishmaniose cutdnea, podem promover as mais severas formas da doenca
(crénica, recorrente, disseminada, anérgica e também a forma visceral). Entao,
uma imunidade protetora contra Leishmania sp € critica na defesa do hospedeiro
contra este parasito (STEBULT, 2007).

Fatores do parasito e mecanismos do hospedeiro estdo intimamente
relacionadas a patogenia das leishmanioses. Inicialmente, para estabelecer a
infeccdo, promastigotas entram nos macréfagos silenciosamente para evadir a
resposta imune do hospedeiro, embora, uma progressiva infeccao intracelular
através das formas amastigotas dependa da manutencédo dos macréfagos no seu
estado inativo. Ao mesmo tempo, um hospedeiro imunocompetente pode
responder através dos mecanismos da imunidade inata e imunidade adquirida
(MURRAY et al., 2005).

Atuando em conjunto a imunidade inata e adquirida determinam o
resultado da infecgao, incluindo cura espontanea e prevencédo da reativacao e
ainda determinam a resposta a quimioterapia. No sitio da infeccédo, encontra-se
todo aparato da imunidade inata (neutréfilos, mondcitos, células natural Killer,
macrofagos e células dendriticas), produtos soluveis (sistema complemento,
interleucinas IL-12, fator de necrose tumoral (TNF-o) e anticorpos, entretanto,
estes ndo sao protetores (MURRAY et al., 2005; REITHINGER et al., 2007).

Estudos experimentais em camundongos infectados por L. major
definiram o paradigma de resisténcia e susceptibilidade para infeccao (SACKS e
NOBEN-TRAUTH, 2002). Uma resposta imune celular do tipo Thelper-1 (Th-1)
caracterizada por células dentriticas, células de grupo de diferenciagdo-4 (cluster
of diferenciation CD4 e CD8) e secregédo de citocinas pro-inflamatérias, como
Interferon-gama (IFN-y) IL-12, e TNF-a, as quais favorecem a resisténcia a
infeccdo. Em contraste, a resposta imune celular do tipo Thelper-2 (Th-2)
caracterizada pelas citocinas IL-4, IL-10 e o fator de crescimento e
transformacao-p (TGF-B), as quais sdo aptas a desativar mecanismos
microbicidas dos macrofagos, favorecem a infecgao intracelular (REITHINGER et
al., 2007, STEBULT, 2007). Embora, esta dicotomia Th-1/Th-2 seja bem

estabelecida para infecgbes causadas por L. major, este modelo poderia ndo
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explicar adequadamente a patogenia em infecgcbes murinas causada por outras
espécies de Leishmania (Ql et al., 2004). Considerando que, a maior parte das
espécies do complexo Leishmania divergiu a cerca de 40-80 milhdes de anos
atras, ndo é surpresa que diferentes fatores de viruléncia tenham sido
identificados em diferentes espécies, e consequentemente o crescimento destas
no hospedeiro sdo submetidos a diferentes controles imunolégicos (ALEXANDER
e BRAYSON, 2005; PEREIRA e ALVES, 2008).

Uma resposta do tipo Th-1 sugere uma imunidade protetora durante a
leishmaniose, com IFN-y sendo a principal citocina envolvida na ativacdo dos
macrofagos em associagdo com fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), induzindo
a expressao da enzima oxido nitrico sintase induzivel (iINOS) consequentemente
estimulando assim a sintese de 6xido nitrico (PANARO et al., 1999; BALESTIERI
et al., 2002; MUKBEL et al., 2007; WANASEN e SOONG, 2008).

A ativacdo de macrofagos conduz a um aumento de fungdes efetoras e
regulatorias. A liberagdo de TNF-a € um marco da ativagdo destas células,
envolvendo necessariamente a morte de protozoarios como Leishmania e outros
patdgenos mediada pelo o6xido nitrico (KOLODZIEJ e KIDERLEN, 2005). TNF-a é
considerado uma das mais importantes citocinas pro-inflamatérias da imunidade
inata, juntamente com interleucina-1 (IL-1) que possuem importantes
propriedades bioldgicas. TNF-a € conhecido por estar diretamente relacionado a
inflamacdo e ao choque séptico. A principal fonte de TNF-a em resposta a
produtos microbianos sao macréfagos/mondcitos ativados que se liga a
receptores Toll-like, mas também é produzido por linfocitos e células natural
killer. TNF-a interfere também com o crescimento, diferenciagédo e apoptose de
células do sistema imune e de outros tipos celulares (KOLODZIEJ e KIDERLEN,
2005; JESUS et al., 2008).

O 6xido nitrico (NO) € um importante mediador da atividade microbicida
dos macrofagos (figura 6). Em modelos murinos de leishmaniose o NO tem um
papel crucial na eliminagao destes parasitos in vivo e in vitro (GENESTRA et al.,
2003). A biossintese do NO ocorre a partir da L-arginina em uma reagao quimica
catalizada pela (INOS) em dois estagios de oxidagao, resultando na produgéo de
NO e L-citrulina (BALESTIERI, et al., 2002; GENESTRA et al., 2006, BOGDAN,

2008). Entretanto, o NO é uma molécula muito instavel, possui uma meia vida
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curta, dentro de poucos segundos converte em nitrato (NOE) e nitrito (NOE).

Evidéncias indicam que a atividade antiparasitaria desta enzima envolve a
geracao de intermediarios reativos do nitrogénio tais como NO assim como de
outras moléculas reativas do oxigénio. A producdo de NO durante a atividade
leishmanicida é variavel dependendo da espécie e é estagio-especifica (MUKBEL
et al., 2007). Nas leishmanioses, dependendo da espécie, a produgao de
citocinas pro-inflamatérias resulta em um aumento na sintese de NO e de

especies reativas do oxigénio.

Arginase |
L.citrulina ' NOS II
. . NO*
-arginine .
Ol. 02 > s _ L-argin[neO ;. '
Ny T 02 9%
‘ % r. "; »
-, . ! i e
L] - Fre .- e
- : 3 : "‘.‘ i
B . - - 5 .
Macréfago ativado = Morte Leishmania Macréfago desativado = Sobrevivéncia

Proliferagao
Figura 6: Vias de produgcdo do oxido nitrico (adaptado de HOLZMULLER, GONCALVES,
LESMERE, 2006).

Apesar dos mecanismos leishmanicidas dos macréfagos, Leishmania sp
possui a habilidade para sobreviver e multiplicar-se dentro destas células,
inibindo fungdes importantes, como a microbicida, que envolve producédo de NO e
metabdlitos do oxigénio (ALEXANDER e BRYSON, 2005; MUNIZ-JUNQUEIRA e
PAULA-COELHO, 2008). No intuito de manter a cronicidade da infec¢do, estes
protozoarios desenvolveram mecanismos de escape ao sistema imune que
incluem a inibicdo da apoptose, apresentagao de antigenos por moléculas MHC,

bem como, bloqueio de importantes citocinas e quimiocinas (TUON et al., 2008).

1.6 Quimioterapia nas leishmanioses

As drogas utilizadas nos tratamentos das leishmanioses apresentam os
mais diversos problemas, incluindo alta toxicidade, com consequente abandono
do tratamento pelos pacientes, além de alto custo (SANTOS et al.,, 2008;

TEIXEIRA et al., 2008). Na tabela 2, apresentamos as drogas mais utilizadas no
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tratamento das leishmanioses e na tabela 3, apresentamos as estruturas
quimicas.

Tabela 2: Drogas mais utilizadas no tratamento das leishmanioses e em triagem
clinica (CROFT, SEIFERT, YARDLEY, 2006).

LEISHMANIOSE Droga
Leishmaniose cutanea Estibogluconato de sodio
Drogas 12 escolha Antimoniato de meglumine

Anfotericina-B

Pentamidina

Paramomicina

Triagem Clinica Miltefosina
Paramomicina

Imiquimod

Antifungicos Azois

Leishmaniose visceral Estibogluconato de sodio
Drogas 12 escolha Antimoniato de meglumine
Anfotericina-B

Pentamidina

Triagem clinica Miltefosina
Paramomicina

Sitamaquina

Outras formulagdes de

Anfotericina-B
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Os antimoniais usados na clinica sdo complexos de Sb (V) com N-metil-
D glucamina (antimoniato de meglumina ou Glucantime®) ou com gluconato de
sédio (estibogluconato de sédio ou Pentostam®) (CRUZ et al., 2009; FREZARD
et al., 2009). Embora, os antimoniais pentavalentes sejam considerados primeira
linha de escolha para quimioterapia das leishmanioses, estes apresentam
eficacia variada, com taxas de cura entre 60% a 100%. A via de administracao é
intravenosa ou intramuscular e demonstram similar eficacia quando administrada
em doses equivalentes (TEIXEIRA et al., 2008). S&o considerados tratamentos
lentos, com administragcdo dependente de supervisdo médica e ainda possuem
alta toxicidade, podendo desencadear efeitos colaterais adversos como artralgia,
mialgia, cefaléia, disturbios gastrointestinais, alteragbes eletrocardiograficas
renais hepaticas, pancreaticas, erupcdes cutaneas, disturbios de crase
sanguinea, herpes zoster e outros (MAYRINK et al., 2006). O estibugluconato de
sédio causa além dos varios efeitos colaterais mencionados uma
imunossupressdo aguda em pacientes tratados com estes medicamentos
(ROCHA et al., 2005). Ainda é relatado com maior frequéncia um aumento na
incidéncia de recidivas e resisténcia aos antimoniais (SERENO, HOLZMULLER,
LESMERE, 2000; MAYENCE et al., 2004, RODRIGUES et al., 2006; AMATO et
al., 2008).

Segundo TEIXEIRA e colaboradores (2008), além de todos os obstaculos
apresentados na utilizagdo dos antimoniais, o alto custo é mais um, girando em
torno de 200 US$ por paciente, o que é altamente dispendioso para o sistema de
saude publica de paises em desenvolvimento.

Apesar do avancgo de técnicas para caracterizacdo molecular, a estrutura
exata dos complexos antimonais permanece ainda desconhecida e é assunto de
varias controvérsias (FREZARD et al., 2009). Além disto, o0 mecanismo de agdo
dos antimoniais pentavalentes ndo esta bem esclarecido e ndo se sabe ainda se
o antimonal pentavalente atua como pro-droga, sendo posteriormente reduzido a
trivalente ou se a forma pentavalente atua diretamente no parasito (FREZARD et
al.,, 2009). Considera-se que a atividade leishmanicida dos antimoniais seja
independente da atividade microbicida dos macréfagos, com acédo direta nas
atividades bioenergéticas do parasito, conduzindo a morte (AMATO et al., 2009).
Um dado importante a considerar durante a triagem inicial de novos compostos é

que as formas promastigotas de Leishmania sp sao resistentes a acgao
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leishmanicida dos antimoniais. Entretanto as formas amastigotas sao altamente
susceptiveis (AMATO et al., 2009).

Dependendo da resposta imune de pacientes com leishmaniose, a
eficacia da droga pode ser comprometida, especialmente em pacientes
imunodeprimidos (CROFT, SEIFERT, YARDLEY, 2006). Modelos experimentais
tém demonstrado que o estibugluconato de sodio, assim como a Pentamidina
sdo dependentes de uma resposta celular e que a anfotericina B e mitelfosina
sado independentes, demonstrando que uma imunidade intacta pode ser a chave
para a atividade leishmanicida de varias drogas (CROFT, SEIFERT, YARDLEY,
2006). Outros parametros também devem ser analisados na determinagdo da
eficacia da droga tais como farmacocinética, metabolismo e excregdo (CROFT,
SEIFERT, YARDLEY, 2006).

Pentamidina, anfotericina B e paramomicina sdo consideradas como
segunda escolha de tratamento (SANTOS et al., 2008). A anfotericina-B € um
composto poliénico usado como segunda linha no tratamento da leishmaniose
desde 1960, naqueles pacientes que apresentam resisténcia aos antimonais.
Apesar da anfotericina B apresentar uma excelente atividade leishmanicida com
pequenos numeros de casos de recorréncia e melhor acdo do que os
antimoniais, infortunamente as dificuldades encontradas no uso fora do ambiente
hospitalar e o seu alto potencial nefrotdéxico inibem o seu uso como droga de
primeira escolha (AMATO et al., 2008). Este composto tem atividade seletiva
contra fungos, bem como para Leishmania e Trypanosoma cruzi. A seletividade é
devida a alta afinidade da anfotericina B ao ergosterol da membrana plasmatica
da Leishmania, mas também reconhece o colesterol das células humanas
(CROFT, SUNDAR, FAIRLAMB et al., 2006; AMATO et al., 2008; SANTOS et al.,
2008). Diferencas na sensibilidade das espécies podem ser esperadas devido a
variagdo do tipo e quantidade de esterGis nas membranas destas (CROFT,
SUNDAR, FAIRLAMB et al., 2006). Atualmente existem formulagbes da
anfotericina-B associada a lipideos, visando diminuir efeitos adversos promovidos
por esta ligacdo (SANTOS et al., 2008; CRUZ et al., 2009). Contudo, outras
limitacdes, tais como administracdo parenteral e alto custo, limitam o uso deste
medicamento (DUTTA et al., 2007, SARKAR et al., 2008; CRUZ et al., 2009).

Pentamidina foi a primeira droga a ser utilizada para pacientes refratarios

do estibogluconato de sédio (MISHRA et al., 2009), uma amidina aromatica,
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apresenta atividade antitripanossomatidea, antifungica, antibacteriana, antiviral e
antitumoral (SOARES-BEZERRA, LEON, GENESTRA, 2004). Nos casos de
leishmaniose tegumentar resistente aos antimoniais, a pentamidina apresenta
bons resultados em pacientes imunodeprimidos, com menos efeitos colaterais do
que os antimoniais. Contudo, para a leishmaniose visceral existe a necessidade
de se administrar altas doses, aumentando assim, em muito a citotoxicidade da
droga (SOARES-BEZERRA, LEON, GENESTRA, 2004).

A paramomicina um antibiético aminoglicosidico, com administragcao
parenteral tem sido utilizado na Europa para tratamento de infeccbes bacterianas
(SOARES-BEZERRA, LEON, GENESTRA, 2004; CRUZ et al., 2009). Contudo,
esta em triagem clinica na india e Africa contra leishmanioses cutanea e visceral.
Apresenta uma variagdo na sensibilidade nas diferentes espécies Leishmania
(CROFT, SUNDAR, FAIRLAMB, 2006). A utilizagdo da paramomicina associada
ao Pentostam apresentou resultados similares a utilizagédo do Pentostam sozinho,
entretanto, o tempo de tratamento foi reduzido (SOARES-BEZERRA, LEON,
GENESTRA, 2004).

Miltefosina (hexadecyfosfocolina-HePC) um analogo estrutural de
compostos alquilfosfocolina, originalmente investigado por sua atividade anti-
neoplasica. Desde 2002, tem sido usado com sucesso para tratamento da
leishmaniose visceral na india (AMATO et al,, 2008; CRUZ et al.,, 2009) e
também como droga alternativa para pacientes com HIV (SANTOS et al., 2008),
além disso, é a primeira droga oral efetiva contra essa doenga com uma taxa de
cura de 98%. Miltefosina também tem sido usada para tratamento de
leishmaniose cutédnea (PARIS et al., 2004; AMATO et al., 2008). Entretanto, tem
um alto custo, é potencialmente teratogénica, ndo recomendada para mulheres
gravidas e possui significantes efeitos colaterais, (SANTOS et al., 2008; SARKAR
et al., 2008; VIEIRA et al., 2008; SHUKLA et al., 2009).

Dentre os mais variados compostos sintéticos que estdo sendo avaliados
atualmente, em geral as pesquisas tém levado em consideragado as formas de
administragdo, como: oral e tdpica, com grandes avangos na imunoterapia,
inibidores da sintese de purinas (alopurinol) e o uso de produtos naturais
(SOARES-BEZERRA, LEON, GENESTRA, 2004).



37

NOME ' . MASSA
ESTRUTURA QUIMICA FORMULA MOLECULAR
estrutural
(g/mol)
COOH COOH - 3Na
-+ 8 HOr
Estibugluconato
de sodio C12H3aNa3026Shy 910.9
OH
Anfotericina B
C47H73NO¢7 924.084
Paramomicina
NH, 0 0 CosHs7N504gS 615.629
m:@,o ‘. LOH
HO' . H,N:O:NH,
-
Pentamidina
H;N NH, C1gH24N405 340.42
NH NH
CH 2NHCH3 CH 20H
|
el
~
Antimoniato de H(I:O \OCI:H GO eNSh 507.01
meglumine HCOH HCOH 142910142 :
| |
HCOH HCOH
| |
CH 20H CH 2NHCH3

Figura 7: Estrutura quimica, formula estrutural e massa molecular das drogas mais utilizadas no
tratamento das leishmanioses adaptado de (CROFT, SUNDAR, FAIRLAMB, 2006).

O desenvolvimento de uma unica droga para todas as manifestagdes

clinicas de leishmaniose esbarra em fatores que devem ser superados: o sitio da

infeccao visceral ou cutanea que impde diferentes farmacocinéticas; variagdes na

sensibilidade da droga nas diferentes espécies de Leishmania infectantes para o

homem e eficacia naquelas espécies que ja adquiriram resisténcia aos



38

antimoniais (CROFT, SUNDAR, FAIRLAMB, 2006). Portanto a necessidade de
encontrar novos compostos ou medicamentos efetivos, de menor toxicidade e
com um baixo custo, que possam ser utilizados nos tratamentos nos casos de
leishmanioses, tornou-se eminente, dando origem a varios trabalhos com

produtos naturais e sintéticos.

1.7 Novos derivados de aminoquinolinas

Um grande numero de compostos naturais e sintéticos vem sendo
testado em ensaios de atividade leishmanicida nitrato (OLMO et al., 2002;
SANTOS et al.,, 2008). As estruturas destes compostos sdo bem variadas,
frequentemente contém nitrogénio heterociclico como, quinolinas, acridinas,
fenotiazinas, piramidinas e purinas (OLMO et al., 2002).

No passado os compostos derivados de quinolinas foram extensivamente
estudados para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos o que levou a
descoberta de algumas drogas, entre as quais a cloroquina e primaquina que tém
sido usados como tratamento de primeira escolha para a malaria durante
décadas (TEKWANI e WALKER, 2006). Substituigdes do grupo no anel da
quinolina com o grupo G6-dietil-aminohexylamino na posicdo 8, produziu
significante diferenga na atividade leishmanicida, dando origem a derivados de 8-
aminoquinolinas (MISHRA, SAXENA, SINGH, 2007). Estes constituem uma
classe versatil de compostos, que em adicdo a atividade contra Plasmodium,
apresentam também relatos na literatura de atividade antileishmania e
anticoccideos (TEKWANI e WALKER, 2006; PALIT et al., 2008). Especificamente
8-aminoquinolinas, tém como droga conhecida a primaquina, muito utilizada
como anti-malarico. Resultados recentes ja em fase de triagem clinica com
algumas 8-aminoquinolinas renovaram o interesse desta classe de compostos
como promissora droga leishmanicida (NANAYAKKARA et al., 2008). Estudos
extensivos realizados em grandes laboratérios nos Estados Unidos levaram a
sintese da WR 238605 (tafenoquina) e WR 6026 (sitamaquina) para o tratamento
de malaria e leishmaniose, respectivamente (TEKUANI e WALKER, 2006). A
sitamaquina, um derivado 8-aminoquinolina, com potencial agao na leishmaniose
visceral, € administrada oralmente, e atualmente esta sendo sintetizada pelo

laboratoério GlaxoSmithKline (GSK, http://www.gsk.com). Apresenta percentual de
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cura na clinica de até 92%, com moderada toxicidade para células humanas
(CROFT, SUNDAR, FAIRLAMB, 2006; CRUZ et al., 2009). Embora, um estudo
em pacientes com leishmaniose visceral no Brasil, a taxa de cura encontrada foi
de 67% na mais alta dose escalar segura utilizada, demonstrou nefrotoxicidade
(SINGH e SINVAKUMAR, 2004).

Estes fatores nos incentivaram a direcionar nossos estudos sobre o efeito
de derivados de aminoquinolinas, especificamente 4-amino-7-cloro-quinolina, em

Leishmania sp.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos citotoxicos de uma série de derivados de 4-amino-7-
cloro-quinolina em diferentes espécies de Leishmania e células de mamiferos,
bem como o envolvimento da citocina TNF-a e do 6xido nitrico (NO) produzidos
por macréfagos, no intuito de melhor esclarecer o mecanismo de agao destes

compostos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1- Avaliar o efeito citotéxico de novos derivados de 4-amino-7-cloro-quinolina,
em diferentes concentragdes, sobre promastigotas de L. amazonensis; L.
chagasi; L. major e L. braziliensis;

2- Estabelecer relagao estrutura-atividade dos compostos;

3- Avaliar o efeito citotdéxico dos compostos em células de mamiferos, utilizando
macrofagos peritoneais de camundongos Balb/c;

4- Selecionar um composto com melhor atividade antipromastigota de
Leishmania e menor citotoxicidade em macrofagos para teste antiamastigota;

5- Avaliar o efeito citotoxico do composto 4-Amino-7-cloro-N-(prop-2-inil)quinolina
(5) nas formas amastigotas de L. amazonensis e L. major, em cinética de tempo
e diferentes concentracoes,

6- Quantificar os niveis de NO e da citocina TNF-a. em macréfagos infectados

com L. amazonensis e L. major e tratados com o composto 5.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Moléculas utilizadas

Foram utilizadas moléculas sintéticas derivadas de 4-amino-7-cloro-
quinolina, provenientes de sintese no nucleo de pesquisas quimicas (NUPEQ)
pelo prof. Dr. Adilson David da Silva, do Departamento de Quimica/lnstituto de
Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Juiz de Fora. A anfotericina B
fabricada pela Cristalia-Sao Paulo, Brasil e foi gentilmente cedida pelo Hospital
Universitario da Universidade Federal de Juiz de Fora. O reagente brometo de 3-
(4,5-dimethyl-tiazol-2-il)-2,5difenil-tetrazdlico (MTT) foi adquirido da Sigma-
Aldrich.

Tabela 3: Estrutura quimica e nome dos compostos derivados de 4-amino-7-
cloro-quinolina.

ESTRUTURA QUIMICA NOME DO COMPOSTO
NN . o
1 4-Amino-7-cloro-N-(etilamina)quinolina
N
| —
Cl N
HN/\/NH2
4-Amino-7-cloro-N-(butilamina)quinolina
2 X
| —
Cl N
3 HNT N, 4-Amino-7-cloro-N-(propilamina)quinolina
X
| —
Cl N
/v\/\/NH2
4 HN
AN 4-Amino-7-cloro-N-(hexilamina)quinolina
| ~

Cl N
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/
5 HN/\/ 4-Amino-7-cloro-N-(prop-2-inil)quinolina
| X
—
Cl N

HN/\/\N/\% 4-amino-7-cloro-N-(2-(prop-2-
! " inilamino)propil)quinolina
| A
~
Cl N

4-amino-7-cloro-N-(2-(prop-2-

H inlamino)hexil)quinolina
9 N
VAN~
HN \/§
[
~
Cl N
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11
— 4-amina-7-N-(3-(di -2-inil)ami il
HN/\/\N/ (3-(di(prop-2-inil)amino)propil)
N quinolina
\ =
/
Cl N
~
12 4-amina-7-N-(4-(di(prop-2-inil)amino)butil)
7
AN quinolina
N
V

3.2 Parasitos

Foram utilizadas cepas de referéncia de Leishmania: L. amazonensis
(cepa IFLA/Br/67/PH8); L. chagasi (cepa MHOM/Br/74/PP75, isolada de paciente
com leishmaniose visceral); L. major (MRHO/SU/59/P) e L. braziliensis
(MHOM/Br/75/M2903), cedidas gentilmente pela profi. Maria Aparecida de
Souza, da Universidade Federal de Uberlandia. As formas promastigotas de L.
amazonensis foram cultivadas em meio Warren (infusdo de coragéo e cérebro -
Himédia/ Mumbai, india, hemina e &cido félico - Sigma Chemical Co. St Louis,
Mo). Promastigotas de L. chagasi foram cultivadas em Meio 199 (Sigma
Chemical Co. St Louis, Mo.). Promastigotas de L. major e L. braziliensis foram
cultivadas em Meio BHI (Infusdo de coragao e cérebro) Em todas as condigbes
foi acrescido 10% de soro fetal bovino (SFB) e os parasitos foram cultivados a 24
°C.

3.3 Manutencéo da infecgcdo de L. amazonensis e L. major em camundongos
Balb/c.

Para manutencao da cepa de L. amazonensis (IFLA/Br/67/PH8) e L. major
(MRHO/SU/59/P) foram utilizados 2 (para cada espécie) camundongos Balb/c
fémeas com 6 semanas de idade. Foi inoculado no coxim plantar esquerdo
2x10%/ml em 100ul de PBS por animal (FIDALGO et al., 2004), apds pequenas
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modificagdes. Para a pungado foi utilizado o coxim plantar esquerdo dos
camundongos Balb/c infectados previamente com as cepas de L. amazonensis e
L. major e apds 6 semanas de infecgdo foram utilizados para puncgao e retirada
das formas amastigotas. Frascos de cultivo celular foram previamente preparados
com os respectivos meios de cultura para cada espécie relacionada (meio
Warren e BHI) e suplementados com 10% de SBP para o recebimento da
puncdo. Para pung¢ao utilizou-se 500 pl de meio Warren e BHI para L.
amazonensis e L. major respectivamente, em uma seringa de 1 ml. Foram
ejetados no coxim plantar direito dos respectivos camundongos infectados 100 ul
deste meio e imediatamente foi realizada a pung¢do destes 100 ul na mesma
seringa, juntando ao meio restante. Posteriormente os 500 ul foram adicionados
ao meio contido nos frascos de cultivo celular. Apos 24 hs, as primeiras formas

promastigotas de Leishmania das respectivas espécies comegaram aparecer.

3.4 Avaliacdo da citotoxicidade dos compostos aminoquinolinicos em

promastigotas de Leishmania.

A atividade anti-promastigota foi realizada em L. amazonensis; L. chagasi;
L. major e L. braziliensis e determinada de acordo com o método colorimétrico do
brometto de 3-(4,5-dimethyl-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolico (MTT), baseado na
reducado do tetrazolio soédico em formazan (residuo solido encontrado apds a
reagcao do quimica MTT) pelas desidrogenases mitocondrais (MOSSMAN, 1983).
As formas promastigotas foram distribuidas na placa de 96 pog¢os na concentragao
de 2 x 10° células/ml para L. amazonensis (Meio Warren), L. major e L. braziliensis
(Meio BHI) e de 3 x 10° células/ml para L. chagasi (meio 199), suplementado com
10% de SFB. As moléculas testadas foram adicionadas em concentracdes variadas
ap6s diluigdo em agua ou DMSO (em concentragdo maxima de 0,8%, nao
citotoxica para os parasitos). Os testes foram realizados em duplicatas, € no
controle ndo houve a adigdo de compostos, apenas de DMSO. Apds trés dias de
incubag&o em estufa a 24 °C, foi adicionado 10 pl de MTT a 5 mg/ml em cada pogo
e incubado durante quatro horas. A reagao foi interrompida pela adicédo de 100 pl
de isopropanol/acido cloridrico (solugédo de isopropanol/HCI a 0,4%) e lida em
espectrofotbmetro a 570 nm (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices). Os
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resultados foram expressos em porcentagem de inibicdo em relagao ao controle e a
partir desse teste de viabilidade sera determinada a concentracao inibitéria (Clsp) de
cada molécula, que representa a concentragdo molar que inibe 50% do crescimento
celular. O Clsp foi calculado com o auxilio do programa GraFit 5 (Erithacus
Software Ltda., Horley, U.K). A anfotericina B foi utilizada como farmaco de

referéncia.

3.5 Avaliacdo da citotoxicidade dos compostos aminoquinolinicos em

macréofagos (M@s) peritoneais de camundongos Balb/c.

Para verificar a citotoxicidade em células de mamiferos, foram utilizados
M@s peritoneais de camundongos Balb/c estimulados com 1 ml de tioglicolato
(3%). Apds obtencao do lavado peritoneais dos camundongos Balb/c, as células
foram centrifugadas por 10 minutos a 1000 rpm (centrifuga clinica), o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em meio RPMI-
1640, sendo retirada uma aliquota para a contagem em camara de Newbauer.
Foram adicionados 100 ul em cada pogo da placa de 96 pogos de uma cultura de 2
x 10° células/ml de meio RPMI-1640 contendo 10% SFB em placa de 96 pogos
que permaneceu por cerca de 1 hora em estufa com 5% de CO; a 37 °C para
aderéncia dos MdJs a placa. Em seguida cada pogo foi lavado com PBS estéril e
adicionado meio RPMI-1640 contendo 10% SBF. Apds 24 horas, foram
adicionadas as moléculas a serem testadas em diferentes concentracdes. Todas
as moléculas que obtiveram atividade antiparasitaria nos testes anti-
promastigotas de Leishmania foram testadas. Apos 48 horas em estufa com 5%
de CO; a 37 °C, foi adicionado 10 ul de MTT (MOSSMAN, 1983) a 5 mg/ml e
depois de duas horas, 100 ul de isopropanol/acido cloridrico foi adicionado em
cada pogo. A leitura foi realizada em espectrofotometro a 570 nm (SPECTRAMAX

190, Molecular Devices). Cada teste foi realizado em duplicata.
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3.6 Avaliacdo do efeito citotoxico em amastigotas intracelulares de L.

amazonensis e L. major.

Baseado na citotoxicidade dos compostos aminoquinolinicos em formas
promastigotas e na citotoxicidade em células de mamiferos, o composto 5, foi
escolhido como modelo para atividade antiamastigota em L. amazonensis e L.
major.

Os testes biolégicos antiamastigotas foram realizados em Mds
peritoneais de camundongos Balb/c estimulados com tioglicolato (3%) durante 3
dias. Na tentativa de estabelecer mecanismos de acéao, foi realizado o teste
antiamastigota sob duas condigdes: (1) pré-tratamento das células hospedeiras
com o composto 5 em diferentes concentracdes, durante 24 horas e posterior
interacdo de 3 horas das mesmas com promastigotas de L. amazonensis e (2)
tratamento apds interacdo célula-hospedeira/parasitos. Em resumo: sobre
laminula de vidro de 13 mm de didmetro na placa de 24 pogos foram distribuidas
300 pl em cada pogo de uma suspensao de 2,6 x 10° M@s peritoneais /ml meio
RPMI-1640 contendo 10% SFB que permaneceram por 24 horas em estufa com
5% de CO; a 37° C. Apds esse periodo, as células foram tratadas, lavadas com
PBS estéril e adicionado 300 pl em cada poco de uma suspensdo de 10 x 10° de
promastigotas de L. amazonensis e 20 x 10° formas promastigotas de L. major,
na fase estacionaria/ml de meio RPMI-1640 contendo 10% SFB para interagir por
3 horas com as células hospedeiras na razdo de 10:1 parasitos/ MJ (L. major) e
5:1 parasitos/ M@ (L. amazonensis) em estufa de CO, a 37° e 33°C
respectivamente. Em seguida, cada pogo foi lavado com PBS estéril para retirada
dos parasitos que nao foram fagocitados e o composto 5 foi adicionado em
diferentes concentragdes. Apos 24, 48 e 72 horas de tratamento, em estufa de
COg, as células foram coradas com Giemsa. Cada teste foi realizado em duplicata.

O efeito antiparasitario do composto 5 para as formas amastigotas
intracelulares de Leishmania foi avaliado a partir da contagem dessas formas
dentro dos Mds parasitados em relacdo ao controle (MQs infectados sem a

adicdo do composto).
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3.7 Determinacdo dos niveis de Oxido nitrico (NO) em M@s peritoneais de
camundongos Balb/c infectados com L. amazonensis, L. major e L. chagasi.

O NO das formas amastigotas intracelulares de L. amazonensis foi dosado
através da concentrag&o de nitrito (NO ), subproduto estavel da oxidag&o do NO,

usando o reagente de Griess (GREEN et al.,, 1982). Aliquotas de 50 nul do
sobrenadante das culturas infectadas com Leishmania, foram retiradas apds 48
horas de tratamento com os derivados aminoquinolinicos e incubadas com 25 pl
de sulfanilamida (Sigma) a 1% e 25 ul de N-1-diidrocloreto de naftiletilenodiamina
(Sigma) a 0,1% em &cido fosférico a 2,5% (Sigma), sob temperatura ambiente,
por 5 minutos. Posteriormente, a absorbancia foi medida em espectrofotometro a
540 nm (SPECTRAMAX 190, Molecular Devices) e a producdo de nitrito foi
quantificada através da comparacdo com curva padrdo utilizando diferentes
concentracdes de NaNO..

Os controles para este experimento foram: (1) controle positivo de
producdo de NO sem estimulo, constituido de Mds; (2) controle positivo de
producdo de NO com estimulo, constituido de M@s + lipopolissacarideo de
bactéria Scherichia colli (LPS - 1 ug/ml) e IFN-y (0.9 ng/ml). (3) controle de M@s
infectados com Leishmania sem estimulo e com estimulo. Apds a lavagem dos
pocos no decorrer do tempo de 48 horas, sobrenadantes foram coletados para
mensuracdo de NO. A placa de 96 pocos foi utilizada para observagdo da

producao de NO mediante a utilizacdo do composto.

3.8 Dosagem de Citocina (TNF-a) em M@s peritoneais de camundongos

Balb/c infectados com L. amazonensis, L. major.

A concentragdo da citocina TNF-o presente nos sobrenadantes de
suspensao foi determinada pelo método imunoenzimatico (ELISA) usando Kit
comercial (eBioscience) de acordo com as recomendagdes do fabricante. Foram
utilizados os sobrenadantes de MJs tratados ou ndo com os derivados de
aminoquinolinas para dosagem da citocina TNF-a. Placas de 96 pogos Maxishorp
foram sensibilizadas com 50 ul de anticorpo de captura (anti-citocina especifico)

em uma diluicdo de 1:250. No 2° dia, a placa foi lavada 5x com tampé&o de
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lavagem (PBS/ tween 20 (10x). Os pogos foram bloqueados com o diluente e
incubados a temperatura ambiente por 1 hora, e novamente apds este tempo
lavado mais 5x com PBS tween. Foram entdo adicionados mais 50 pl/pogo da
amostra e feita a curva de calibragdo. No 3° dia, a placa com a amostra foi lavada
e adicionado o anticorpo de deteccdo 50 pl/pogo (1:250) e incubado a
temperatura ambiente, lavada mais 5x e adicionada a enzima avidina diluida em
1:250. ApoOs a adicdo da enzima adicionou-se 50ul do substrato/pogo, por 15
minutos, finalizando com 25 ul da solugdo stop/pogo. A leitura foi realizada em
espectrofotometro a 450 nm. A quantidade da citocina foi calculada a partir da

curva padrao, obtida por diferentes concentragdes da citocina recombinante.

4.0 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram representados por média + erro-padrao. Foram utilizados
One-Way Andlise de Varianca para as analises de tratamento com o composto
em diferentes concentracdes e diferentes tempos, seguidos por teste de
comparagdes multiplas de Bonferroni e teste Dunnett para comparagdes entre os
grupos com o grupo controle (GraphPad Prism 5.00). As diferengas foram
consideradas significantes para p<0,05 onde (* p< 0,01; ** p< 0,001; *** p<
0,0001).
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5 RESULTADOS

Os resultados foram divididos em duas sessdes: sessao um, na qual foi feita
a avaliagdo da atividade dos derivados de 4-amino-7-cloro-quinolina em
promastigotas de Leishmania para selecdo de um composto biologicamente ativo e
sem citotoxicidade em células de mamiferos para os ensaios antiamastigota.
Sessao dois, determinagao da atividade antiamastigota de Leishmania e analise do

mecanismo de agao através da avaliagao da produgéao de NO e de TNF-a.

SESSAO UM

5.1 - Avaliagcdo da citotoxicidade de derivados de 4-amino-7-cloro-quinolina nas
formas promastigotas de Leishmania e analise da relagao estrutura atividade. Em
triagem inicial, avaliou-se o efeito antiparasitario, in vitro, dos derivados de 4-amino-
7-cloro-quinolinas em promastigotas de varias espécies de Leishmania (tabela 4).
Para tais ensaios, a viabilidade celular foi analisada apds 72 horas de cultivo através
do teste colorimétrico do MTT.

Foram utilizadas quatro espécies de Leishmania: L. braziliensis, L. major, L.
chagasi e L. amazonensis. Observou-se que houve variagdes de sensibilidade das
formas promastigotas nas diferentes espécies de Leishmania com os compostos
testados e com Clsy variando de 0,16 uM a 87 uM (tabela 4). Em relagdo a L.
chagasi, dentre todos os derivados de 4-amino-7-cloro-quinolinas analisados, a
série (1, 2, 3, 4) demonstrou melhor atividade (Clsp de 7,09 uM, 2,92 uM, 0,16 uM e
13,36 uM, respectivamente). Além disso, verificou-se que, a atividade leishmanicida
inicialmente aumentou com o aumento do numero de atomos de carbono nos
compostos (2, n=2; 1, n=3; 3, n=4) e até um numero de 4 carbonos. Sendo que com
um numero 6 metilenos a atividade diminuiu. Dentro desta série, o composto 3 foi o
que demonstrou melhor atividade leishmanicida em promastigotas de L. chagasi
(Clsp = 0,16 uM), com melhor atividade do que a droga de referéncia anfotericina B
(AmB). Na analise de compostos que apresentam um grupo alcino introduzido na
amina observa-se uma diminuicdo da atividade (tabela 5) com Clsg variando de

18,20 uM a > 87 uM, com exceg¢do do composto 9 (Clsy de 9,43 uM). Verificou-se
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que na série de diaminoquinolinas os compostos (1, 2, 3 e 4) contendo grupos
alcinos resultando nos respectivos derivados mono-alcinos (compostos 6, 7, 8 e 9-
tabela 5) e di-alcinos (compostos 10, 11, 12—tabela 6) apresentavam um decréscimo
na atividade leishmanicida. Isto comprova que em relagdo a estrutura atividade,
observou-se que a presenga do grupamento amino € importante na atividade
leishmanicida, visto que a adigdo de grupos mono e di-alcinos levam a reducgao da
atividade bioldgica.

Para promastigotas de L. major, em geral, compostos contendo o grupo
amino (tabela 4) também mostrou melhor atividade do que as respectivas séries
mono (tabela 5) e di-alcino (tabela 6), exceto o di-alcino 12, com um Clsy de 1,80 uM.

Para promastigotas de L. amazonensis, os compostos diaminoquinolinas 1,
2, 3 e 4 (Clsp> 87,00 uM) nao apresentaram atividade leishmanicida (tabela 4). Os
mono-alcinos e 9 (tabela 5) apresentavam atividade nesta espécie (Clso de 5,27 uM
e 16,71 uM respectivamente).

Em relacdo a L. braziliensis, ndo foi observada relagao estrutura/atividade. O
derivado mono-alcino 5 (tabela 5) apresentou o menor valor de Clsy (5,13 uM).

Derivados di-alcinos (10, 11, 12) nao foram avaliados nesta espécie de Leishmania.
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Tabela 4 - Atividade de diaminoquinilonas em promastigotas de Leishmania.

DIAMINAS Leishmania

7,09 18,70
(£0,01) (+0,39)

>87,00 >87,00

0,16 27,17 >87,00 >87,00
(£0,06) (#2,12)

(4C)

1,90 0,32 0,30 0,40
(£0,25) (+0,09) (+0,09) (£0,05)

AmB

*AmB= Anfotericina B (droga de referéncia)
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Tabela 5 - Atividade de amino e diamino-monoalcinos quinolinas em promastigotas
de Leishmania.

chagasi major braziliensis amazonensis

18,20 20,68 35,88 >87,00
(£ 3,20) (£0,92) (£2,53)

ML.c. = L. chagasi; ®L. m. = L. major; ®)L. braz.= L. braziliensis; L. ama.= L. amazonensis.
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Tabela 6 - Atividade de diamino-dialcinos quinolinas em promastigotas de
Leishmania.

Clso uM
CODIGO ESTRUTURA QUIMICA Leishmania
DI ALCINOS
chagasi major braziliensis amazonensis
10
g 8700 4385 N 87,00
(x0,03)
11
>87,00 20,70 NT* 21,20
(£0,57) (£1,63)
12
>87,00 1,80 NT* 6,40
(£0,20) (£ 0,20)

L. ¢.= L. chagasi; “L. m.= L. major; ®'L. braz.= L. braziliensis; “)L. ama.= L. amazonensis. *NT (N&o
Testada).

5.2 - Citotoxicidade dos compostos aminoquinolinicos em Mds peritoneais de

camundongos Balb/c.

A citotoxicidade em células de mamiferos foi realizada em Mds peritoneais
de camundongos Balb/c, apds 48 horas da adigao dos compostos e a viabilidade foi
analisada pelo método do MTT. Como pode ser verificado na tabela 7, os derivados
de diaminoquinolinas 1, 2, 3 e 4 apresentaram citotoxicidade significativa para as
células de mamiferos, com DLsy variando de 24,83 uM a 32,40 uM. Compostos
contendo grupamentos mono e di-alcinos (7, 9, 8, 6, 5, 10, 11, 12) ndo foram

citotoxicos (Clsp acima de 100 uM).
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Tabela 7: Citotoxicidade dos derivados de 4-amino-7-cloro-quinolina em M@s

peritoneais de camundongos Balb/c.

Composto

DLso (uM) - Dose letal do composto que mata 50% das células

de mamiferos.

1

© 00 N o o B~ w DN

[
R O

12

*DLso (uM)
32,40 £ 0,04
30,84 £ 7,22
29,80 + 7,59
24,83+ 1,08

> 100,00
> 100,00
> 100,00
> 100,00
42,31+ 1,15
> 100,00
> 100,00
>100,00
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SESSAO DOIS:

5.3 Andlise da atividade do composto 5 em amastigotas de L. amazonensis e
L. major e do mecanismo de acdo do mesmo, através da avaliacdo da
producédo de NO e de TNF-a.

Para avaliacdo da citotoxicidade dos derivados de aminoquinolinas em
amastigotas intracelulares de Leishmania, usou-se como pararametros a efetiva
atividade em formas promastigotas (tabelas 4-6) e citotoxicidade em células de
mamiferos (tabela 7). Verificou-se que dentre os compostos testados, 3 e 5
demonstraram a melhor atividade antipromastigota nas varias espécies de
Leishmania testadas, entretanto, este ultimo foi muito citotéxico para os M@s. Assim,
o composto 5, o derivado 4-Amino-7-cloro-N-(prop-2-inil)quinolina foi escolhido para

os testes antiamastigotas de Leishmania.

5.4 Padronizagcdo do modelo de infeccdo de M@s peritoneais de camundongos

Balb/c com promastigotas de Leishmania.

Preliminarmente aos testes de atividade antiamastigota de Leishmania com
o composto 5, padronizou-se o0 modelo de infeccdo Mds/parasitos. Inicialmente,
verificou-se que o trabalho com cepas de Leishmania com passagens sucessivas
por culturas in vitro (n passagens) obtinhamos baixa taxa de infecgéo (< 30%) dos
MQs peritoneais, com consequente reducdo do numero de amastigotas
intracelulares/100 Mds de maneira tempo dependentes (figura 9).

Posteriormente, verificou-se que, independente do numero de passagens da
cepa in vitro (cepa recém-isolada de camundongo ou com n passagens in vitro), o
numero de amastigotas intracelulares decrescia de maneira tempo dependente,
mesmo na auséncia de tratamento (dados n&o mostrados). Estudos prévios
demonstraram a importancia nas diferencas de temperaturas variando de 33°C a
37°C no processo de infeccéo e cultivo de amastigotas para diferentes espécies de
Leishmania em MJs (ZILBERSTEIN e SHAPIRA, 1994; QI et al.,, 2004). Assim,
analisou-se o processo de infecgdao de promastigotas de L. amazonensis nas

temperaturas de 33°C e de 37°C e como pode ser verificado na figura 10, o numero
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de amastigotas/100 Mds foi superior na temperatura de 33°C (estatisticamente
significante, p< 0,05). Verificou-se que o numero de amastigotas/100 M@s infectados
a temperatura de 37°C decaia abruptamente: 24 horas (1.217 amastigotas), 48
horas (127 amastigotas) e 72 horas (14 amastigotas). Entretanto, quando o ensaio
ocorreu a temperatura de 33°C, o numero de amastigotas aumentou de maneira
tempo-dependente: 24 horas (995 amastigotas), 48 horas (1.296 amastigotas) e 72
horas (1.741 amastigotas). Além disto, a taxa de infecgdo dos MOs foi de

aproximadamente 90%.

100]

N° de amastigotas de
L. amazonensis/100M®s - 37°

50
0_'
D passagens |
24 horas 48horas 72 horas
Tempo

Figura 9: Numero de amastigotas intracelulares apds infeccdo dos M@s com promastigotas
provenientes de n passagens in vitro. Os M@s foram infectados com promastigotas de L.
amazonensis (1:10) com n passagens em meio de cultivo. As diferencas entre os tempos foram
estatisticamente significativas (p<0,05) One Way Analise de Varianca (p6s teste Bonferroni).
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Figura 10: Comparagéo entre o niumero de amastigotas intracelulares de L. amazonensis mantidas
em diferentes temperaturas. Os M@s foram infectados com promastigotas de L. amazonensis com no
maximo 4 passagens e mantidos a 37°C a esquerda e 33°C, a direita. Houve diferenca estatistica
dentro dos grupos nos diferentes tempos. Teste One-Way analise de Varianga linha continua onde p<
0,05 (* ** **). Houve diferenga estatistica significante entre os dois grupos. One Way Analise de
Variancga (p6s teste Bonferroni) linha pontilhada.

A partir destes experimentos delineou-se os testes anti-amastigotas com o
composto 5 utilizando cepas recém-isoladas de camundongos (n=4 passagens in
vitro) e a infecgao parasito/M@s foi mantida a temperatura de 33°C, durante todo o

periodo.

5.5 Avaliacédo do efeito citotoxico do composto 5 em amastigotas intracelulares
de L. amazonensis e L. major em 24, 48 e 72 horas de tratamento.

5.5.1 L. amazonensis

Neste ensaio, estabeleceu-se duas condigbes: (1) tratamento prévio das
células hospedeiras com o composto 5 e posterior interacdo de 3 horas das
mesmas com promastigotas de L. amazonensis e (2) tratamento apds interagao
célula-hospedeira/parasitos. Em todos os casos, houve a adigcdo do composto 5 em
diferentes concentragbes (100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM) e a atividade

antiamastigota foi analisada apds 24, 48 e 72 horas de tratamento através da
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contagem do numero de parasitos intracelulares apds coloracdo com Giemsa. O
controle foi Mds sem tratamento.

Quando foi feito o pré-tratamento com o composto 5 das células hospedeiras
e posteriormente feita a interacdo parasito/Mds nao observou-se inibicdo da
atividade antiamastigota de L. amazonensis em nenhum tempo e concentragdes
quando comparados ao controle (sem tratamento), dados nao mostrados.
Entretanto, quando tratamos os Mds apds a interacao e interiorizacdo das formas
promastigotas, verificou-se expressiva atividade antiamastigota, quando comparou-
se com o controle (figuras 11 a 13).

Foi utilizado como controle positivo do tratamento, a anfotericina-B em
diferentes concentracgdes, inibindo o crescimento das amastigotas intracelulas em
72 horas em dose dependente 1 ug/ml (94,77%); 0,5 ug/ml (99,31%); 0,1 ug/ml
(94,11%); 0,05 ug/ml ( 86,78%) e 0,01 ug/ml (83,05%).
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Analisando detalhadamente o efeito do tratamento do composto 5 apds
interacdo MUs-parasitos, verificamos que a carga global de amastigotas
intracelulares de L. amazonensis reduz de maneira tempo e dose dependentes
(figura 11). Em comparagédo com o controle, verificou-se que apds 24 horas de
tratamento houve inibigdo do crescimento das formas amastigotas nas
concentragdes de 100 uM (12,91%), 50 uM (0%), 25 uM (9,94%), 12,5 uM (12,70%),
6,25 uM (19,89%) e em 48 horas também houve inibicdo com valores entre 100 uM
(57,55%), 50 uM (49,38%), 25 uM (36,49%), 12,5 uM (0%), 6,25 uM (0%). O pico de
agao do composto foi atingido apds 72 horas de tratamento, em que ocorreu inibigao
das formas amastigotas superior a 90% em todas as concentrag¢des testadas: 100
uM (98,67%), 50 uM (98,58%), 25 uM (97,26%), 12,5 uM (98,67%), 6,25 uM
(92,87%). Em todos os casos, a inibigdo global do numero de amastigotas

intracelulares foi estatisticamente significativa (p < 0,0001).
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Figura 11: Inibicdo das formas amastigotas de L. amazonensis apés tratamento com o composto 5,
em 24, 48 e 72 horas. Os resultados foram estatisticamente significativos (***p < 0,0001) comparados
com o grupo controle (ns = nao significativo). One Way Analise de Varianga (Teste Dunnett).
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Observou-se que o composto 5 inibia a carga global de amastigotas
intracelulares, resolveu-se verificar se o numero de amastigotas/célula hospedeira
também era reduzido (figura 12). Nos controles observou-se em 24 horas 9,93
amastigotas por MJ, 48 horas 13,96 amastigotas por macrofago e em 72 horas
17,35 amastigotas por macrofago. Apds tratamento observou-se que o n° de
amastigotas decaia em relagdo aos controles correspondentes aos tempos. Em 24
horas a 100 uM o numero de amastigotas foi de (8,66), 50 uM (9,45), 25 uM (8,96),
12,5 uM (8,68), 6,25 uM (7,97). Em 48 horas a 100 uM o numero de amastigotas foi
(5,85), 50 uM (7,06), 25 uM (8,85), 12,5 uM (14,02), 6,25 uM (13,03). Em 72 horas a
100 uM o numero de amastigotas foi (1,76), 50 uM (1,54), 25 uM (2,10), 12,5 uM
(1,9), 6,25 uM (3,12).
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Figura 12: N° de amastigotas de L. amazonensis/macréfago apds tratamento com o composto 5 em
24, 48 e 72 horas. Onde p < 0,01 (**) e p < 0,001 (***) sdo estatiscamente significantes. ns-ndo
significativo. Teste One-Way-Analise de Varianga (Teste Dunnett).



61

Analisou-se também a acdo do tratamento com o composto 5 sobre as
células infectadas e verificou-se que houve reducdo na porcentagem de células
infectadas quando comparamos com os controles (figura 13). Apds 24 horas de
infecgdo, 97,44% dos M@s infectados apresentavam formas amastigotas de L.
amazonensis; apos 48 horas, 75,78% e em 72 horas 85,47%. ApoOs o tratamento
com o composto 5 a porcentagem de células infectadas reduziu: 24 horas a 100 uM
a (75,77%), 50 uM (70,71%), 25 uM (74,07%), 12,5 uM (82,12%), 6,25 uM (73,58%).
Em 48 horas a 100 uM (48,61%), 50 uM (57,33%), 25 uM (50,16%), 12,5 uM
(80,59%), 6,25 uM (68,73%). Em 72 horas a 100 uM (2,53%), 50 uM (2,81%), 25 uM
(4,39%), 12,5 uM (2,24%), 6,25 uM (7,13%).
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Figura 13: Porcentagem de células infectadas com amastigotas de L. amazonensis e tratadas com o

composto 5 apds 24, 48 e 72 horas. Houve diferenga estatisticamente significante em relagao ao
grupo controle, Onde p < 0,01 (**) e p < 0,001 (***) sdo estatiscamente significantes. ns-nao
significativo. Teste One-Way Analise de Varianga (Teste Dunnett’s).
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Quando comparou-se a porcentagem de inibicdo do composto 5 nas formas
promastigotas e nas formas amastigotas em diferentes concentragdes (figura 14)
observou-se principalmente que na menor concentragdo para promastigota 8,8 uM
houve uma inibicdo de (63,68%) e para formas amastigotas na concentragdo de

6,25 uM houve uma inibicdo de (92,97%).
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Figura 14: Porcentagem de inibicdo das formas amastigotas e promastigotas pés tratamento com
diferentes concentragbes do composto 5 apdés 72 horas. A diferengca entre os dois grupos foi
estatisticamente significativa. One Way Analise de Varianga (pds teste de Tukey).
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A figura 15 apresenta resultados representativos da avaliagdo microscépica
dos experimentos em amastigotas intracelulares de L. amazonensis tratados com o
composto 5. Nota-se a redugao do numero de amastigotas e de M@s infectados nos

tratados (1-3 B), quando comparados aos respectivos controles (1-3 A).

Figura 15: Resultados representativos da avaliagdo microscopica de M@s peritoneais de
camundongos Balb/c infectados com L. amazonensis e corados pelo Giemsa. Controle de Mds né&o
tratados, 24 horas (1A), 48 horas (2A) e 72 horas (3A) ou apéds tratamento com o composto 5 na
concentragado de 6,25 uM em 24 horas (1B), 48 horas (2B) e 72 horas (3B). Microscopia optica
(1000X).
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5.5.2 L. major

Para L. major, o composto 5 ndo demonstrou a mesma atividade que teve
em L. amazonensis, como pode ser observado na tabela 8. No controle (sem
tratamento), as células hospedeiras foram eficientemente infectadas com L. major:
24 horas, 556 amastigotas; 48 horas, 787 amastigotas e em 72 horas, 1039
amastigotas a cada 100 Mds infectados a 33°C. De acordo com a tabela 8, pode ser
verificado que o tratamento com o composto 5 n&o inibiu a carga global de
amastigotas intracelulares e nem a quantidade de Mds infectados. Além disto, ndo
houve alteracdo quanto ao numero de amastigotas/ Mds em comparagdo ao
controle.

Tabela 8: Atividade leishmanicida do composto 5 em formas amastigotas de L. major
apods 24, 48 e 72 horas de tratamento.

% de inibicao % de M@s infectados n°amastigotas/
M@3s

Tempo (hs) 24 48 72 24 48 72 24 48 72
Controle - - - 80,64 8810 90,54 556 7,87 10,39
100 uM 2436 37,03 2285 79,05 77,51 91,74 420 495 8,01
50 uM 18,51 15,05 13,03 8298 9345 9132 4,53 6,68 9,03
25 uM 998 393 1505 7968 9345 92,16 516 7,32 8,82
12,5 uM 0 5,97 404 90,90 9345 9478 6,15 6.93 10,69

6,25 uM 0 0,69 2,1 84,74 83,33 98,5 6,50 7,76 9,95



65

5.6 Quantificacdo dos niveis de Oxido Nitrico (NO) em M@s infectados com L.

amazonensis e L. major e tratados com o composto 5.

A atividade microbicida dos Mds infectados com Leishmania tem como um
dos principais caminhos a ativagao dos Mds via producédo de NO. Assim, resolveu-se
verificar se a atividade antiamastigota de Leishmania do composto 5 estava
relacionada a producédo de NO. Para isto, o NO foi dosado através da concentracéo
de nitrito (NOE), sub-produto estavel da oxidagdo do NO, usando o reagente de
Griess (GREEN et al., 1982).

O nitrito foi dosado nos sobrenadantes das culturas infectadas com L.
amazonensis e L. major tratadas com o composto 5 ou ndo (controle), referentes aos
experimentos anteriores. Foi escolhido o tempo de 48 horas, visto que este foi
estabelecido apds experimentos prévios os quais demonstraram ser neste periodo o
pico maximo de produgédo de nitrito (dados ndo mostrados). Como estimulos para
producao de NO, foram usados em todos os experimentos lipopolissacarideo (LPS) +

IFN-y (controle positivo de producédo de NO).
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5.6.1 L. amazonensis

Na figura 16 observamos os controles utilizados durante o experimento.
Como esperado, a ativagdo de MJs peritoneais de camundongos Balb/c com IFN-
y+LPS conduziu a uma producdo de nitrito (27.402 uM). Entretanto, quando as
células foram infectadas com promastigotas de L. amazonensis na taxa de 1:5, 4
horas previamente a ativacgdo, significativa reducdo na producdo de nitrito foi
observada em controle de M@s infectados com L. amazonensis e estimulados com
IFN-y+LPS (10.795 uM). E ainda pode ser observada a produc&o de nitrito no
controle de M@s (5,244 uM) e controle de Mds infectados com L. amazonensis

(0,244 uM); a diferenga entre ambos foi estatisticamente significativa.
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Figura 16: Controles dos niveis de NO por Mds peritoneais de camundongos Balb/c. As células foram
infectadas previamente por 4 horas com L. amazonensis na proporgao de 1:5 e apds este tempo as
células foram estimuladas com IFN-y+LPS, ou ndo. Os controles foram M@ds nao infectados
estimulados e ndo estimulados. Entao, 48 horas apds o sobrenadante foi coletado e a concentragao
de NO foi mensurada pela reacdo de Griess. A producdo de NO em controle de MQJs + L.
amazonensis + IFN-y+LPS foi estatisticamente diferente em relagdo ao controle de M@s + IFN-
y+LPS. A produgédo de NO em controle de M@s + L. amazonensis foi estatisticamente diferente em
relagédo ao controle de MJs. One-Way Analise de varianga (pds teste Bonferroni).
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Na figura 17 quantificamos os niveis de NO apés tratamento com o
composto 5 nos M@s peritoneais infectados com L. amazonensis ou nao,
estimulados com IFN-y+LPS ou ndo. Como pode ser observado na figura 16A,
quando tratamos os Mds, ocorreu inibicdo dos niveis de NO estatisticamente
significativo (p< 0.001), quando comparamos com o controle de Mds (5,244 uM).
Entretanto, tratamento em M@s peritoneais infectados com L. amazonensis nao
houve interferéncia significativa nos niveis de NO (figura 16B). Nas figuras 17C e
17D, verificamos que o tratamento com o composto 5 inibiu de maneira significativa
os niveis de NO, tanto nos Mds peritoneais estimulados com IFN-y+LPS e
infectados com L. amazonensis (figura 17C) quanto nos somente estimulados IFN-
y+LPS (figura 17D).
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Figura 17: Quantificagdo dos niveis de NO por M@s peritoneais de camundongos Balb/c tratados com
o composto 5. (A), controle de MJs e MJs tratados com diferentes concentragdes do composto 5.
(B), controle de Mds infectados com L. amazonensis e Mds infectados e tratados com diferentes
concentracbes do composto 5. (C), controle de Mds previamente infectados 4 horas antes e
estimulados com IFN-y+LPS. (D), controle de M@s somente estimulados com IFN-y+LPS e MJs
tratados com diferentes concentragbes do composto 5 estimulados IFN-y+LPS. Entéo, 48 horas apos
o tratamento com o composto 5 os sobrenadantes foram coletados e a concentracdo de NO foi
mensurada pela reagdo de Griess. A inibicdo dos niveis produgdo de NO no tratamento com
diferentes concentragbes do composto 5 foi estatisticamente significante quando comparada aos
controles nas figuras 16A,C, D (p<0,001). Na figura 16B n&do houve uma diferenga nos niveis de NO
estatisticamente significante (p<0,05). ns-n&o significativo. One Way Andlise de Varianga (pos teste
Dunnet).
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5.6.2 L. major

Como pode ser verificado na figura 18, houve diferenga nos niveis de NO
estatisticamente significante (p < 0,05) quando comparamos os niveis de NO com
controle de MJs (1.466 uM) com MOs infectados com L. major (2.581 uM) Os
controles positivos de producdo de NO, com estimulo (MJds+LPS + IFN-y) e MUJs
infectados com L. major + LPS + IFN-y produziu 2,506 uM e 2,184 uM de de NO,

respectivamente, entretanto ndo houve diferenga estatistica entre eles.
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Figura 18: Controles dos niveis de NO por Mds peritoneais de camundongos Balb/c. As células foram
infectadas previamente por 4 horas com L. major na proporgédo de 1:10 e apds este tempo as células
foram estimuladas com IFN-y+LPS, ou n&o. Os controles foram Mds nao infectados estimulados e
ndo estimulados. Entdo, 48 horas apds o sobrenadante foi coletado e a concentragdo de NO foi
mensurada pela reagao de Griess. Os niveis de NO nas amostras estimuladas em relagao ao controle
nao foram estatisticamente significativas (p<0,05) e para produgdo de nitrito nas amostras nao
estimuladas em relagéo ao controle foi estatisticamente significativas. One Way Analise de varianca
(p0s teste Bonferroni).
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Na figura 19 quantificamos os niveis de NO em Ms peritoneais infectados
com L. major apds tratamento com o composto 5, ndo houve diferenga nos niveis de
NO nas diferentes concentracbes testadas em relacdo ao controle de MJs

infectados com L. major ( 2.581 uM)

Controle de Mds+L. major
100uM

S0uM

25M

12,5uM

6,25uM

BARNENRD

Concentracdo do composto 5

Figura 19: Quantificagdo dos niveis de NO por Mds infectados com L. major e tratados com o
composto 5 em diferentes concentragbes. MJs peritoneais (2 x 10° célula/ml) infectados com
promastigotas de L. major (20 x 10° parasitos/ml) e tratados com o composto 5. Os niveis de NO foi
mensurado apos 48 horas de infecgdo. Os niveis de NO em MJs tratados quando comparado com o
controle M@s infectados nao foi estatisticamente significativo. ns-ndo significativo. One way Analise
de Varianga (p6s teste Dunnet’s).
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5.7 Anélise dos niveis de TNF-a em M@s peritoneais infectados com L.

amazonensis e L. major ap0s tratamento com o composto 5.

Os niveis da citocina TNF-a presente nos sobrenadantes das culturas de
M@s peritoneais infectados e tratados ou ndo com o composto 5, em diferentes
concentragdes, foi determinado pelo método imunoenzimatico ELISA. A partir de
testes iniciais no laboratério, verificamos que o pico de producdo de TNF-a ocorria
nas primeiras 24 horas (dados ndo mostrados). Assim, estabelecemos uma curva de
producado da citocina TNF-a em diferentes tempos (12, 18 e 24 horas) e verificamos
que nao houve diferenca significativa entre eles (figura 20). Estabelecemos como
parametros para analise da producdo de TNF-a de acordo com a curva o tempo de

coleta de 24 horas.
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Figura 20: Niveis de TNF-a em diferentes tempos (12, 18 e 24 horas). Os niveis de TNF-o foram
mensurados por ELISA e os resultados foram expressos em pg/ml baseado na curva padrado
determinada pela citocina recombinante. N&o houve diferenca estatisticamente significante entre os
tempos (p<0,05) ns-nao significativo. One Way Analise Varianca (p6s teste Bonferroni).
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Na figura 21 observamos os controles usados no ensaio de avaliagdo do
TNF-a.. Observamos que houve diferenga estatistica significante quando comparada
com os controles estimulados (M@s + IFN-y+LPS — 361.765 pg/ml) e controle MJs +
L. amazonensis + IFN-y+LPS — 482.028 pg/ml). Quando ndo houve estimulo, a
producado de TNF-a foi menor (MQs - 49.886 pg/ml; Mds + L. amazonensis (96.709
pg/ml).
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Figura 21: Niveis de TNF-o. em Mds peritoneais de camundongos Balb/c nos grupos controles. As
células foram infectadas previamente por 4 horas com L. amazonensis na proporgcao de 1:5 e apods
este tempo as células foram estimuladas com IFN-y+LPS, ou ndo. Apds 24 horas houve a coleta dos
sobrenadantes. Os niveis de TNF-a foram mensurados por ELISA e os resultados foram expressos
em pg/ml baseado na curva padrao determinada pela citocina recombinante. Houve diferenca
estatisticamente significante entre os controles (p<0,05). One Way Andlise de Varianga (pds teste
Bonferroni).
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5.7.1 L. amazonensis

A producédo de TNF-a foi mensurada através da coleta dos sobrenadantes
das culturas de Mds peritoneais infectados com L. amazonensis e tratados com o
composto 5 em 24 horas apos tratamento. Como pode ser verificado na figura 22A
nao houve diferenga nos niveis TNF-a, em Mds tratados com o composto 5. Figura
22B, houve aumento estatisticamente significativo (p<0,05) nos de TNF-a, quando
tratamos com o composto 5 (M@s + L. amazonensis +composto 5) nas diferentes
concentragbes testadas (100 uM , 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM) quando
comparamos com o controle MJs + L. amazonensis (96.709 pg/ml). M@s
estimulados e tratados com diferentes concentracbes do composto 5 apresentaram
significativa producdo de TNF-a (Mds + IFN-y+LPS = 361.765 pg/ml).
Interessantemente, Mds peritoneais tratados com o composto 5 e posteriormente
estimulados com IFN-y+LPS houve significativa produgcao de TNF-a (figura 22C). O
mesmo foi observado para os M@s peritoneais infectados e tratados com o
composto 5 e posteriormente estimulados com IFN-y+LPS houve significativa
producéo de TNF-a (figura 22D).



73

A o B »
ns 4007 ‘
80+ T 1 3 Controle de MJs
€ . 100uM 201 =1 Controle Mds+L. amazonensis
S 60 m 50.M € - 100M
3
Y 7 25M : i zg“M
= / & 125M = M
0] 625,M = 72 125M
" 6,25:M
o 7,
: I ]
T T T T T T ! T !
Concentragdo do composto 5 concentracéo do composto 5
C - D
Fokk
1
175 = Controle de MZsHFN-+LPS
=3 controle de MZsHFN-+LPS
. 100M 15004 +L. amezonensis
E150] . 100M
. 50 > = HENHLPS
m 25M 21000 50uM
4
A 125M L 0 m 25M
6,25}JM [l m - : A 12,5},LM
2504 6,25,M
f | o f i
T T T T T T T
Concentragdes do composto 5 MJs+L.amazonensistcomposto SHFNy+LPS

Figura 22: Quantificagdo dos niveis de TNF-a. por Mds peritoneais de camundongos Balb/c tratados
com o composto 5. (A), controle de MJs e MJs tratados com diferentes concentragdes do composto
5. (B), controle de M@s infectados com L. amazonensis e MJs infectados e tratados com diferentes
concentragbes do composto 5. (C), controle de M@s previamente infectados 4 horas antes e
estimulados com IFN-y+LPS. (D), controle de M@s somente estimulados com IFN-y+LPS e Mds
tratados com diferentes concentragées do composto 5 estimulados IFN-y+LPS. Os niveis de TNF-a
foram mensurados por ELISA e os resultados foram expressos em pg/ml baseado na curva padrao
determinada pela citocina recombinante. Na figura 22A n&ao houve diferenga nos niveis de TNF-a
comparado com o controle. Nas figuras 22 B,C,D houve aumento nos niveis de TNF-a no tratamento
com diferentes concentragbes do composto 5 estatisticamente significante quando comparada aos
controles. Analise One Way Andlise de Varianga (pés teste Dunnet’s).
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5.7.2 L. major

Na figura 23 observamos os controles usados no ensaio de avaliagdo dos
niveis de TNF-a infectados ou ndo com L.major. Observamos que houve diferenca
estatistica significante quando comparada com os controles estimulados M@s + IFN-
v+LPS (361.765 pg/ml) e controle Mds + L. major + IFN-y+LPS (482.028 pg/ml).
Para células ndo estimuladas, os niveis de TNF-a foram (49.886 pg/ml) e MJs + L.
major (252.153 pg/ml).
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Figura 23: Niveis de TNF-a. em M@s peritoneais de camundongos Balb/c nos grupos controles. As
células foram infectadas previamente por 4 horas com L. major na proporcdo de 1:10 e apos este
tempo as células foram estimuladas com IFN-y+LPS, ou ndo. Apds 24 horas houve a coleta dos
sobrenadantes. Os niveis de TNF-a foram mensurados por ELISA e os resultados foram expressos
em pg/ml baseado na curva padrdo determinada pela citocina recombinante. Houve diferenga
estatisticamente significante entre os grupos. One Way Analise de Varianca (pds teste Bonferroni).
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Os niveis de TNF-o foram mensurados através da coleta dos sobrenadantes
das culturas de Mds peritoneais infectados com L. major e tratados com o composto
5 em 24 horas apos interacao (figura 24). Estabelecemos como parametros para
analise da producdo de TNF-a de acordo com a curva o tempo de coleta de 24
horas. Para 100 uM (168.886 pg/ml), 50 uM (234.393 pg/ml), 25 uM (252.153 pg/ml),
2,5 uM (209.710 pg/ml), 6,25 uM (206.250 pg/ml). Controle M@s + L. major (252.153

pg/ml)
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Figura 24: Niveis de TNF-a apés tratamento com o composto 5. Mds peritoneais de camundongos
Balb/c (2x106 /ml) foram infectados com L. major (20x106 /ml) e tratados com diferentes concentragdes
do composto 5. Apds 24 os sobrenadantes das culturas foram coletados e os niveis de TNF-a foram
mensurados por ELISA e os resultados foram expressos em pg/ml baseado na curva padrédo
determinada pela citocina recombinante. Houve diferenca estatisticamente significante quando
comparados com o controle nas concentragbes de 100 uM, 12,5 uM e 6,25 uM (p<0,05). Andlise
estatistica One-Way Analise de Variancga (pds teste Kruskal Wallis).
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6 DISCUSSAO

Neste estudo foram testados 12 compostos derivados de aminoquinolinas,
especificamente 4-amino-7-cloro-quinolina, em promastigotas de diferentes espécies
de Leishmania (tabelas 4-6). Nossos resultados corroboram com dados obtidos de
varios autores, os quais relatam as diferencas intrinsecas de sensibilidade entre
diferentes espécies deste protozoario frente a varios compostos (ESCOBAR et al.,
2002; ALVES et al., 2003; ROBERT et al., 2003; MACHARIA et al., 2004; CROFT,
SEIFERT, YARDLEY, 2006; SERENO et al., 2007). Utilizamos quatro espécies de
Leishmania, responsaveis por variadas manifestacbes clinicas que vao desde a
simples forma cutédnea a grave forma visceral. L. major, responsavel por
manifestacbes cutdneas; L. braziliensis, implicada nas manifestacdes cutanea
simples e de mucosa; L. amazonensis, classicamente responsavel pela forma
cutanea-difusa e L. chagasi, pela leishmaniose visceral (ESCOBAR et al., 2002;
CROFT, SUNDAR, FAIRLAMB, 2006; CRUZ et al., 2009). E interessante ressaltar
que até mesmo a anfotericina B, droga controle usada neste trabalho, também
demonstrou diferengas de atividade leishmanicida, com Clsg variando de 0,27 uM a
1,90 uM para promastigotas nas diferentes espécies testadas (tabela 4). Escobar e
colaboradores (2002) demonstraram diferengas de sensibilidade analisando
mitelfosina, primeira droga oral no tratamento das leishmanioses, e também
edelfosina e anfotericina B em diferentes espécies de Leishmania. Estes autores
verificaram que nas espécies testadas, a anfotericina B demonstrou variada
sensibilidade, com Clso de 0,037 uM a 0,27 uM. Além disto, observaram que as
formas promastigotas e amastigotas de L. panamensis, L. mexicana e L. major
possuem menor sensibilidade a mitelfosina e edelfosina do que L. tropica, L.
aetiopica, L. panamensis, L. mexicana e L. donovani, sendo que L. donovani
mostrou ser a espécie mais sensivel as drogas analisadas.

Mais de 20 espécies de Leishmania s&o reconhecidas como infectantes para
o homem em diversos paises (CROFT, SEIFERT, YARDLEY, 2006; CRUZ et al.,
2009). Cada uma das espécies de Leishmania tem caracteristicas bioquimicas e
moleculares especificas nas quais podem refletir a sensibilidade das espécies a uma
grande variedade de drogas (ESCOBAR et al, 2002). As diferencas de
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sensibilidades entre o género Leishmania acentuam a importancia desta avaliagcao
no tratamento das leishmanioses, pois somente a leishmaniose cutanea americana
estd associada a 14 espécies de Leishmania patogénicas para o homem com
variagbes bioquimicas e moleculares (ESCOBAR et al.,, 2002; BAILEY e
LOCKWOOD, 2007).

Na andlise da relacdo estrutura/atividade dos compostos testados
verificamos que: (1) os compostos mais ativos apresentam grupo amino livre e a
troca de um dos hidrogénios por um grupo alcino (propargil) diminui a atividade
leishmanicida, observada principalmente em promastigotas de L. chagasi e L. major.
Assim, a série de diaminoquinolinas testadas (compostos 1, 2, 3, 4) apresentou
melhor atividade antipromastigota de Leishmania sendo que o composto 3 obteve o
menor Clsp (0,16 uM); (2) A troca do segundo hidrogénio pelo grupo propargil,
diminuiu ainda mais a atividade bioldgica, salvo poucas excecgdes; (3) O aumento da
cadeia carbdnica entre os dois grupos aminos da série de diaminoquinolinas levando
ao aumento da lipofilia, aumentou a atividade biolégica, porém a atividade
leishmanicida ideal foi obtida com quatro carbonos. Este fato foi mais evidente em L.
chagasi, onde as variagdes de Clsp foram mais relevantes, demonstrando que a
atividade leishmanicida inicialmente aumentou com o numero de atomos de carbono
nos compostos (1 n=2; 2 n=3; 3 n=4) e posteriormente a atividade caiu no composto
(4, n=6), com Clso de 7,09 uM, 2,92 uM, 0,16 uM e 13,36 uM, respectivamente.
Varios autores discordam quanto ao numero ideal de carbonos na cadeia amina.
Segundo Costa e colaboradores (2008) a lipofiia € uma caracteristica a ser
considerada no desenvolvimento de novos compostos antiparasitarios, porque a
cadeia hidrofébica pode interagir com a membrana lipidica da célula alvo, a
penetracdo do composto pode interferir com a via do metabolismo do parasito.
Nakayama e colaboradores (2005) mencionam em seus estudos com derivados de
quinolinas, que um 6timo numero de carbonos para obter uma maxima atividade
leishmanicida ndo deve exceder a 5 carbonos. Embora, Costa e colaboradores
(2008) demonstraram em derivados de etilenodiaminas e propanoaminas que a
atividade leishmanicida dependia do tamanho da cadeia de carbonos e os melhores
resultados foram obtidos com 10 e 12 carbonos.

Em relacdo a citotoxicidade dos derivados de aminoquinolinas em
macrofagos, células hospedeiras da Leishmania foram verificadas que dentre os 12

compostos analisados, todos os pertencentes a série de diaminos que possuem
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grupo amino livre foram toxicos (tabela 7). Foi interessante observar que, se por um
lado, o grupamento amino livre era importante na atividade leishmanicida, o mesmo
revelou citotoxicidade para as células de mamiferos, independente do numero de
carbonos.

Na segunda etapa deste trabalho, realizou-se testes in vitro antiamastigotas
de Leishmania, utilizando promastigotas em fase estacionaria de crescimento para a
infeccdo de macréfagos peritonais de camundongos. Durante o cultivo in vitro das
formas promastigotas de Leishmania, dois tipos principais ocorrem na cultura: os
promastigotas prociclicos e os promastigotas metaciclicos (CYSNE-FINKELSTEIN et
al., 1998). Promastigotas prociclicos sao formas mais alongadas, nao infectivas para
o hospedeiro mamifero e que replicam ativamente, sendo predominantes na fase
exponencial de crescimento in vitro. In vivo, prociclicos sdo encontrados no intestino
meédio do vetor flebotominio, onde se multiplicam e se diferenciam para as formas
infectivas metaciclicas. Promastigotas metaciclicas sédo definidas como formas
pequenas, delgadas, com flagelo relativamente longo e que ocorrem em grande
numero em uma populacéo de fase estacionaria in vitro. In vivo, formas metaciclicas
sdao encontradas no intestino anterior do flebotomineo e sao infectivas para o
hospedeiro mamifero (CYSNE-FINKELSTEIN et al., 1998). Segundo BATES (2007),
na fase estacionaria de crescimento in vitro, as formas promastigotas metaciclicas
existem em maior proporgao.

Além da necessidade do uso de promastigotas metaciclicas de Leishmania
no processo de infecgao, varios outros fatores podem interferir, entre eles, o tempo
de manutengéo da cultura in vitro, tempo de interacdo e numero de promastigotas
por célula hospedeira durante o processo e temperatura (BATES, 2007). Durante a
padronizagao dos ensaios antiamastigota de Leishmania, verificamos que apesar de
utilizarmos promastigotas na fase estacionaria de crescimento, nem sempre
obtinhamos sucesso na infecgdo. Parte do insucesso foi proveniente do uso de
promastigotas mantidos ha muito tempo em cultura (n passagens) onde obtivemos
uma taxa de infecgdo dos macrofagos inferior a 30%, o que € considerado para
alguns autores como muito baixo. Segundo Buffet et al. (1995), quando o numero de
parasitos esta restrito a poucos macrofagos infectados, uma quantificagcdo Optica
nao é considerada real. Ayres e colaboradores (2007) e SILVA (2008), consideram
uma boa porcentagem de infecgcdo um indice que varia de 30-60%. Assim, quando

usamos parasitos recém-isolados de camundongos (n= 4 passagens) obtivemos
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uma excelente taxa de infeccdo em torno de 90%. Segundo Cysne-Finkelstein e
colaboradores (1998), o numero de passagens em cultura in vitro esta diretamente
relacionado ao processo de metaciclogénese de diferentes espécies de Leishmania,
ou seja, quanto mais tempo de passagem in vitro menos formas promastigotas
metaciclicas sdo encontradas no meio de cultivo. E ainda correlacionou o numero de
promastigotas metaciclicas com a habilidade de gerar, a partir desta cultura, uma
alta porcentagem de amastigotas.

Além disto, verificamos que mesmo com o uso de parasitos recém isolados
de camundongos, ocorreu um significativo decréscimo no numero de amastigotas
intracelulares em macréfagos infectados a 37°C sem nenhum tratamento especifico
(figura 10). Este problema foi contornado utilizando a temperatura de 33°C e nossos
dados corroboram com aqueles previamente descritos (ZILBERSTEIN e SHAPIRA,
1994; CHANG et al.,, 2003; QI et al., 2004; SILVA, 2008). Considerando-se a
infeccdo humana por Leishmania dermotrépicas, verifica-se que as lesbes se
desenvolvem geralmente na pele, onde a temperatura corporal é inferior a 37°C,
demonstrando que estes parasitos sdo termosenssiveis. A utilizagdo de termoterapia
no tratamento de lesées de pacientes sem a utilizagado de farmacos leishmanicidas e
a consequente cura clinica das lesdes, corrobora esta hipotese (REITHINGER et al.,
2005; AMEEN, 2007; SILVA, 2008).

O derivado  4-Amino-7-cloro-N-(prop-2-inil)quinolina  (composto  5),
demonstrou melhor atividade em formas promastigotas de Leishmania e baixa
citotoxicidade em células de mamiferos. Por isto, foi escolhido e testado em
amastigotas intracelulares de L. amazonensis e L. major. O composto 5 mostrou
significativa atividade em amastigotas de L. amazonensis de maneira dose e tempo
dependentes, alcangando em 72 horas de tratamento inibicao da carga global das
formas amastigotas superior a 90%, para todas as concentragdes testadas (figura
11). Em adigao, inibiu o numero de amastigotas por macrofago e a porcentagem de
células infectadas também de maneira dose e tempo dependentes (figuras 11, 12 e
13). Este efeito antiamastigota do composto somente foi observado quando os
macrofagos foram infectados e posteriormente tratados. O tratamento prévio dos
macréfagos e posterior infecgdo ndo demonstraram atividade leishmanicida
sugerindo que o composto deve atuar diretamente sobre o parasito (dados né&o

mostrados).
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Para amastigotas de L. major o composto 5 ndo demonstrou a mesma
atividade leishmanicida observada com L. amazonensis, obtendo um pico maximo
de porcentagem de inibicdo abaixo dos 37% em 48 horas a 100 uM (tabela 8). Estes
dados ressaltam intrinsecas variagdes de sensibilidade as drogas entre formas
amastigotas de diferentes espécies de Leishmania.

Em formas promastigotas de L. amazonensis, o Clso do composto 5 foi 5,13
uM e foi interessante notar que na menor concentragdo utilizada nos testes
antiamastigotas (6,25 uM), observamos 90% de inibicdo dos amastigotas
intracelulares (figura 14), sugerindo que o composto atuou de maneira mais efetiva
nas formas intracelulares de L. amazonensis. Este efeito pode ser devido a varios
fatores: (1) diferencas metabodlicas e bioquimicas entre os dois estagios de
Leishmania, resultando no aumento da sensibilidade em formas amastigotas ou
maior seletividade do composto a estas formas (PONTE-SUCRE et al., 2007); (2) o
fluxo do composto pode ter sido favorecido nos macréfagos, aumentando a
concentragdo intracelular do mesmo em niveis de vacuolo parasitéforo e (3), o
composto pode ter sido biotransformado dentro dos macréfagos originando um
composto ainda mais ativo (NAKAYAMA et al., 2007). Um dos mecanismos de agao
proposto para a atividade leishmanicida dos antimoniais pentavalentes é de que o
mesmo atue como pro-droga, sendo posteriormente biotransformado (FREZARD et
al., 2009).

E bem documentado que macréfagos sdo as células alvo na terapia
leishmanicida visto que s&o essenciais na eliminagao de parasitos intracelulares
(MUKBEL et al., 2007; KRAM et al., 2008; PALIT et al., 2008). A persisténcia de
Leishmania sp. dentro dos macrofagos € determinada pelo balango na habilidade da
resposta imune ser suficientemente ativada pelos macrofagos infectados versus a
habilidade do parasito resistir aos mecanismos citotoxicos dos macréfagos ativados
(BALESTIERI et al., 2002; MUKBEL et al., 2007). Consequentemente, macrofagos
constituem ambos hospedeiros e células efetoras em infec¢gdes causadas por
Leishmania sp. (FERREIRA et al., 2008; KRAM et al., 2008). Como célula efetora,
estas determinam um papel importante no controle dos parasitos intracelulares via
producao de citocinas e de metabdlitos reativos do nitrogénio e oxigénio (PONTE-
SUCRE et al., 2007). O NO é um dos principais intermediarios reativos do nitrogénio

e sua produgdo € catalisada pela enzima oxido nitrico sintase induzivel (iINOS), a
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qual é induzida pela ativagao in vitro através de estimulos como o IFN-y, TNF-a e
LPS, ou ambas citocinas (BALESTIERI et al.,, 2002, QI et al., 2004; WALLACE,
2005; WANESEN et al.,, 2007). Estudos prévios em modelos experimentais
demonstram que o NO induz morte celular programada ou apoptose em amastigotas
intracelulares de macroéfagos infectados, constituindo um dos mecanismos de agao
do NO (ZANGGER, MONTTRAM, FASEL, 2002). Dependendo da espécie de
Leishmania a ser considerada os mecanismos microbicidas inatos podem ser
suficientes para controlar a infeccdo ou entdo suplementados com outros
mecanismos da imunidade adquirida e também por quimioterapia (HOLZMMULLER,
BRAS-GONCALVES, LESMERE, 2006).

Obeservou-se que durante a infeccdo de macrofagos infectados com L.
amazonensis e estimulados com IFN-y+LPS ou ndo, os niveis de NO estavam
reduzidos significativamente quando comparados aos respectivos controles (figura
16). Nossos resultados corroboram com dados prévios que demonstram que a
infeccdo por L. amazonensis inibi a produ¢cdo de NO tanto em células estimuladas
quanto nado estimuladas (BALESTIERI et al., 2002; Ql et al., 2002; JI, SUN, SOONG,
2003). Balestieri e colaboradores (2002) e Genestra e colaboradores (2006),
sugerem que a inibicdo da produgado de NO estaria relacionada a mecanismos de
evasdao de L. amazonensis. Genestra e colaboradores (2006) e Kima (2007)
sugerem que 0s mecanismos pelos quais L. amazonensis pode modular a produgéo
de NO estariam relacionados a redugao da atividade da iINOS, ou pela alteracéo
das vias de sinalizagcdo que induzem a producao de NO, que estariam relacionadas
a fosforilagdo da tirosina em macrofagos peritoneais infectados. Este efeito é
independente das citocinas IL-4, IL-10 ou TNF-a , contudo, € um evento poés-
transcripcional ao mMRNA da iNOS, onde os niveis ndo foram reduzidos, podendo
assim serem revertidos na presenca de IFN-y (PEREIRA e ALVES, 2008).

Segundo Bogdan (2008), a producao de NO ¢é a via efetora na eliminagéo
das amastigotas de L. major em todos os modelos de infecgéo, apesar de considerar
que o NO nao deve ser necessariamente suficiente para controlar a infeccdo em
certas cepas de L. major. Em nossos experimentos observamos que houve aumento
nos niveis de NO em macréfagos infectados com L. major sem tratamento quando

comparados com o controle (figura 18).
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Quando correlacionou-se os niveis de NO apds o tratamento com o
composto 5 em macrofagos infectados com L. amazonensis (figura 17B) ou L. major
(figura 19) com as atividades antiamastigotas, as quais resultaram na morte e
sobrevida dos amastigotas respectivamente, verificamos que ndo houve significativa
alteracao nos niveis de NO. Sugerimos entdo que o composto 5 possa estar atuando
por outra via microbicida além da via do NO, por exemplo, através de espécies
reativas do oxigénio, também conhecido como ROS (HOLZMULLER, BRAZ-
GONGCALVES, LESMERE, 2006; WANASSEN et al., 2007). Outra hipétese para
explicar a atividade antiamastigota do composto 5 seria o efeito direto sobre os
parasitos intracelulares. Estudos desenvolvidos por Tempone e colaboradores
(2005) e Sucre e colaboradores (2007) também demonstraram que alguns derivados
de quinolina apresentaram atividade antiamastigota de Leishmania efetiva e esta
ocorria independente da produgao de NO.

O composto 5 nao alterou os niveis de NO em macrofagos infectados,
independente da espécie de Leishmania envolvida. Entretanto, os niveis de NO
foram alterados durante o tratamento inibindo claramente a produg¢ao desta molécula
(células nao infectadas e tratadas; células infectadas com L. amazonensis, tratadas
e estimuladas; células estimuladas e tratadas - figuras 17A, 17C, 17D,
respectivamente), demonstrando o papel imunomodulador deste composto.

O TNF-a é uma citocina proé-inflamatéria, produzida por macrofagos
ativados, linfécitos ou mondcitos e esta intimamente relacionada a processos
inflamatérios. Além disto, o TNF-a pode promover a quimiotaxia de células
inflamatdrias no sitio da infeccdo. O aumento da liberagdo de TNF-a € um marcador
de ativacdo de macrofagos e necessariamente esta envolvido na morte de
Leishmania sp. e outros patdégenos, mediada pelo NO (KOLODZIEJ e KIDERLEN,
2005).

Em relagdo a participacdo do TNF-a na infecgao por L. amazonensis e L.
major, verificamos que o parasito induziu a produgao desta citocina pro-inflamatoéria
por macréfagos peritoneais infectados (figuras 21 e 23). A produgdo desta citocina
em macrofagos infectados com Leishmania é contraditéria. Chakour e colaboradores
(2003) e Gomes e colaboradores (2003) quantificaram os niveis de TNF-a em
macrofagos infectados por estas espécies de Leishmania e sugeriram que o papel

do TNF-a € minimo no controle da infeccdo. Wanasen e colaboradores (2007)
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demonstraram que infecgao in vitro de macréfagos por L. amazonensis nao produziu
TNF-a, entretanto macréfagos infectados com L. major produziram TNF-a. Segundo
Balestieri e colaboradores (2002), macrofagos derivados da medula Ossea e
infectados in vitro com L. major ndo produzem TNF-a.

A correlagdo dos niveis de TNF-o apos o tratamento com o composto 5 em
macrofagos infectados com L. amazonensis (figura 22B) ou L. major (figura 24) com
as atividades antiamastigotas, nas quais resultaram em sucesso ou insucesso no
controle das amastigotas, respectivamente, demonstram que: no primeiro caso
ocorreu aumento significativo nos niveis desta citocina, enquanto que no segundo
caso, houve inibicdo. Provavelmente o derivado de quinolina desempenha um papel
importante no mecanismo imunorregulatério do TNF-a e o consequente aumento
nos niveis de TNF-a favoreceu a redugao da infeccdo por L. amazonensis in vitro.
Ou, alternativamente e/ou simultaneamente, altos niveis de TNF-a imunomodularam
positivamente a acdo microbicida do composto.

Quando analisou-se os niveis de TNF-o. em macrofagos tratados com o
composto 5, verificamos que houve deteccao desta citocina na auséncia de estimulo
por IFN-y+LPS, mas sem diferenga significativa quando comparada ao controle
(figura 21A). Nakayama e colaboradores (2005) e Palit e colaboradores (2008)
concluiram em seus estudos que poucas quinolinas sdo capazes de induzir in vitro e
in vivo a producéo de citocinas tais como IFN-y e outras. Quando os macrofagos
estavam estimulados por IFN-y+LPS, houve significativa produ¢cédo de TNF-a (figuras
22C). Kolodziej e Kiderlen (2005) verificaram que a atividade leishmanicida de
polifendis estava relacionada a alteragdes nos niveis de NO e de citocinas em
macrofagos ativados, mas ndo em macrofagos nao infectados e sugerem que este
efeito poderia ser benéfico para o hospedeiro, ja que o sistema imunoldgico nao é
permanentemente ativado, mas somente sensibilizado a reagir efetivamente quando
necessario. Estes dados reforcam o conceito de que o estado imune do hospedeiro
pode afetar a eficacia da droga (MUNIZ-JUNQUEIRA e PAULA-COELHO, 2008).

A ativacdo de macréfagos usualmente &€ um evento polifenotipico
conduzindo a um aumento de funcdes efetores e regulatérias (KOLODOZIEJ E
KIDERLEN, 2005). A liberagdo precoce do TNF-o. & essencial na cascata de
sinalizagdo que conduz a producdo do NO. Foi interessante verificar que o

tratamento com o composto 5 de macrofagos peritoneais infectados com L.
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amazonensis nao influenciou diretamente na producao de NO, entretanto, teve um
efeito significativo no aumento da produgdo de TNF-a. O conjunto de dados nos
permitiu formular varias hipoteses sobre o mecanismo de ag¢ao leishmanicida deste
composto: além do efeito direto sobre o parasito, pode haver a modulacdo da
citocina proé-inflamatoéria TNF-a.. O composto induz a produgao de TNF-a em células
infectadas e esta citocina se liga diretamente aos receptores de morte no parasito,
induzido-os a apoptose (CARSTEN, LUDER, LOPES, 2001). Além disto, a citocina
TNF-a ou o proprio composto poderia também estar atuando como indutor de outros
mecanismos microbicidas além do NO, que ndo mensurados nestes estudos, por
exemplo, ROS (MUKBEL et al., 2007). O efeito direto do composto 5 nas formas
amastigotas de L. amazonensis pode ser também indutor de apoptose levando-se
em conta que as moléculas do composto pode servir como ligantes para os
receptores de morte TNF-a (TNFR1) ou Fas (CD95). Sucre e colaboradores (2007)
sugeriram a morte por apoptose como possivel mecanismo de agdo para os
compostos derivados de quinolinas. Kolodoziej e Kiderlen (2005) e Kram e
colaboradores (2008) sugerem que uma droga ideal deveria ter ambos os efeitos

leishmanicida direto e seletivo bem como a habilidade para ativar o sistema imune.
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7 CONCLUSOES

s Foram testados 12 derivados de 4-amino-7-cloro-quinolina e alguns deles
demonstraram notavel atividade em formas promastigotas de L. chagasi, L.
amazonensis, L. major, corroborando com dados da literatura sobre a atividade
leishmanicida de derivados de quinolinas;

s  Foi verificada importante relagdo estrutura/atividade, observada
principalmente com L. chagasi, onde houve grande variagdo entre os Clsy: 0s
compostos mais ativos apresentam grupo amino livre e a troca de um dos
hidrogénios por um grupo propargil diminui a atividade leishmanicida; a troca do
segundo hidrogénio pelo grupo propargil, diminui ainda mais a atividade bioldgica; o
aumento da cadeia carboOnica entre os dois grupos aminos levando ao aumento da
lipofilia, aumentando a atividade bioldgica. A atividade leishmanicida ideal foi obtida
com quatro carbonos.

s> O grupamento amino, importante na atividade leishmanicida, revelou
citotoxicidade para as células de mamiferos, independente do numero de carbonos.

s Entre os 12 derivados de aminoquinolinas, o composto 5 (4-Amino-7-cloro-
N-(prop-2-inil)quinolina, demonstrou melhor atividade em formas promastigotas de
Leishmania, baixa citotoxicidade em células de mamiferos. Baeseado nestes
resultados este foi escolhido para testes em amastigotas intracelulares de L.
amazonensis e L. major, demonstrando:

(1) Superior atividade nas formas intracelulares de L. amazonensis quando comparadas
as formas promastigotas, reforcando diferengas metabdlicas e bioquimicas entre os
dois estagios de Leishmania.

(2) Efetiva atividade em amastigotas de L. amazonensis, contrario ao observado na
infeccao por L. major, sugerindo intrinsecas variagdes de sensibilidade as drogas
entre formas semelhantes de diferentes espécies de Leishmania.

(3) Em relagdo ao mecanismo de agdo antiamastigota do composto 5 sugeriu-se: além
do efeito leishmanicida direto sobre o parasito também deve ocorrer ativacdo de
fungdes microbicidas dos macréfagos via citocina TNF-o, de maneira independente
de NO.

52 O composto 5 possui acao imunomodulatéria sobre os niveis de NO e de

TNF-o. em macrofagos peritoneais de camundongos, visto que inibiu a producéo de



86

NO em macréfagos estimulados ou n&o; néao interferiu nos niveis de TNF-a em
macrofagos sem estimulos, entretanto levou a um importante aumento dos niveis
quando estes estao estimulados.

O conjunto de resultados obtidos neste trabalho demonstrou que: nosso
objetivo de obter derivados de aminoquinolinas com atividade leishmanicida foi
alcangado, conduzindo a varias moléculas com atividade biolégica em diferentes
espécies de Leishmania. Além disto, observagdes preliminares em relacdo a
estrutura atividade revelaram diferentes perfis entre as espécies de Leishmania, nas
quais determinaram a importancia dos conjugados diaminas/quinolinas e
dialcinos/quinolinas na atividade leishmanicida e seletividade em células de
mamiferos. Resultados obtidos com o derivado 4-Amino-7-cloro-N-(prop-2-
inil)quinolina forneceu dados para melhor entendimento sobre 0 mecanismo de agao
das aminoquinolinas sobre Leishmania. Este estudo abre perspectivas para
utilizagcao destas moléculas como drogas anti-protozoarios ou modelo estrutural para

otimizagao da sintese de outras moléculas.
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