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RESUMO

A quimioterapia atual para as leishmanioses esta longe do ideal devido a uma série
de problemas como alto custo e elevada toxicidade. Assim, existe uma necessidade
imediata de obtencdo de novos farmacos para o tratamento da doenca. Neste
contexto, derivados de quinolina tém demonstrado atividade Ileishmanicida
promissora. Neste trabalho, foi avaliada a atividade leishmanicida de duas séries
distintas de quinolinas: seis compostos derivados de 4-aminoquinolinas (4-AMQ) e
seus hibridos com esteroide e nove derivados da amodiaquina (AQ). O efeito dos
compostos foi testado em promastigotas e amastigotas de Leishmania sp e em
macréfagos peritoneais de camundongos. Os resultados mostraram que a
conjugacao de 4-AMQ ao esteroide resultou em aumento significativo da atividade
principalmente para formas promastigotas e amastigotas de L. major. O composto 6
foi 0 mais ativo em amastigota de L. major (Clsp de 1,9 uM), sendo trés vezes mais
efetivo do que a miltefosina. Demonstrou-se neste trabalho que a conjugacdo de
dois grupos de grande aplicacdo biologica, quinolina e esteroide, pode ser uma
estratégia interessante para o desenvolvimento racional de novos farmacos. Em
relacdo aos derivados da AQ, observou-se que a grande maioria dos compostos
foram ativos em promastigotas e amastigotas de Leishmania sp. Dentre os nove
compostos avaliados, seis foram mais ativos em amastigotas de L. braziliensis do
que o protétipo AQ e miltefosina. O composto 8 (Clsp de 0,4 uM) foi cerca de
guatorze vezes mais ativo em amastigota do que a miltefosina. A maioria dos
derivados de 4-AMQ e AQ foram mais seletivos e especificos para amastigotas. A
atividade em potencial dos compostos avaliados pode ser considerada um
importante avanco no estudo desta classe de derivados, visando-se o0
desenvolvimento de novos farmacos leishmanicidas mais eficazes, seletivos e nédo
toxicos para o hospedeiro humano.

Palavras-chave: Leishmania. Quimioterapia. = 4-aminoquinolinas. Esteroide.
Amodiaquina.



ABSTRACT

Current chemotherapy for leishmaniasis is far from ideal due to a number of
problems such as high cost and high toxicity. Thus, there is an immediate need to
obtain new drugs for the treatment the disease. In this context, quinoline derivatives
have shown promising antileishmanial activity. In this study, we evaluated the activity
of two distinct series of quinolines, six 4-aminoquinolines (4-AMQ) derivatives and
their hybrids with steroid and nine amodiaquine (AQ) derivatives in different
Leishmania species. Effect of the compounds was assayed against Leishmania
promastigotes and amastigotes and mouse peritoneal macrophages. Results showed
that the combination of 4-AMQ to the steroid resulted in a significant increase in
activity mainly for L. major promastigotes and amastigotes forms. Compound 6 was
the most active against L. major amastigotes with ICso of 1.9 uM, being three times
more effective than miltefosine. It was demonstrated in this work that the combination
of two groups with large biological application as quinoline derivatives and steroids
may be an interesting strategy for the rational development of new drugs. Regarding
to the AQ derivatives, it was observed that all compounds were most active against
Leishmania promastigote and amastigote forms. Among the nine compounds
evaluated, six were more active against L. braziliensis amastigotes than the
prototype AQ and miltefosine. Compound 8 with 1Csy of 0.4 uM was about fourteen
times more active than miltefosine. In general, the majority of 4-AMQ and AQ
derivatives are more selective and specific for amastigotes of Leishmania sp, forms
clinically relevant. Potential activity of the compounds evaluated can be considered
an important advance in the study of this class of derivatives in order to develop new
leishmanicidal drugs more effective, selective and nontoxic to the human host.

Keywords: Leishmania. Chemotherapy. 4-aminoquinolines. Steroid. Amodiaquine.
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1 INTRODUCAO

1.1 LEISHMANIOSES

Algumas doencas tropicais tém sido reconhecidas como doencas tropicais
negligenciadas (DTNSs), pois acarretam graves problemas de saude publica em
paises em desenvolvimento localizados na Africa, Asia e América Latina; onde
estimativas apontam que 1,2 bilhdes de pessoas vivam em extrema condi¢cdo de
vulnerabilidade econdmica e causando a morte de cerca de 500 mil pessoas a cada
ano (CAVALLI; BOLOGNESI, 2009; HOTES; SAVIOLI; FENWICK, 2012). Apesar
disto, dentre os mais de 1300 novos medicamentos desenvolvidos nos ultimos 25
anos, menos de 1% foram destinados ao tratamento dessas doencas
(KAPPAGODA,; IOANNIDIS; 2012). Este desequilibrio aponta para uma crise na
pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento das doencas
negligenciadas devido a falta de politicas publicas e incentivo econémico
(TROUILLER, 2002; FEASEY et al., 2009).

As DTNs representam um grupo de 17 doencas infecciosas, as quais incluem
onze parasitarias como causadas por protozoarios (leshmanioses, doenca de
Chagas, tripanossomiase Africana) e helmintos (ascaridiase, ancilostomiase,
tricuriase, esquistossomose, cisticercose/teniase, oncocercose, filariose linfatica,
fascioliase, equinococose, dracunculiase) (WHO, 2013). A Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) atualmente considera as leishmanioses como doencas tropicais
negligenciadas de categorial (reemergentes e fora de controle) (VARELLA-M et al.,
2012). Constituem, atualmente, como uma das seis prioritarias pelo programa de
“Pesquisa em Doencas Tropicais” (TDR- “Tropical Diseases Research”) da OMS
(WHO, 2012); haja vista que, nas ultimas décadas, os investimentos em pesquisa
geralmente ndo reverteram em desenvolvimento e ampliagdo do acesso e novos
medicamentos, testes para diagndstico e vacinas para sua prevencao e controle
(BERN; MAGUIRE; ALVAR, 2008; COSTA, 2011).

Segundo dados da OMS de 2010, as leishmanioses ocupam a terceira

posi¢cdo no ranking do “Disability-adjusted life year” (DALY) que avalia o niumero de
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anos de vida saudéaveis perdidos provocados por doencas tropicais negligenciadas.
Estima-se a perda de cerca de 2,4 milhdes de DALY em todo o mundo (VARELLA-M
et al.,, 2012), sendo a segunda causa de morte por doencas relacionadas a
protozoarios, superada somente pela malaria (REITHINGER, 2008).

As leishmanioses apresentam-se amplamente distribuidas geograficamente,
sendo endémicas em 98 paises situados, em sua maioria, na Africa, Asia e América,
onde existem aproximadamente 350 milhdes de pessoas expostas ao risco de
contrair a infeccdo (ALVAR et al., 2012; BEATTIE; KAYE, 2011; DEN BOER et al.,
2011). Estimativas recentes apontam para a existéncia de 14 milhdes de pessoas
infectadas em todo o mundo, com uma incidéncia anual de 2 milhdes de novos
casos e 50 mil mortes por ano relacionadas a leishmaniose visceral (WHO, 2012).

A figura 1 mostra a distribuicdo mundial da leishmaniose cutanea (LC) e
leishmaniose visceral (LV). As areas afetadas estdo marcadas em vermelho de

acordo com a OMS.

Figura 1: DistribuicAo geografica da leishmaniose cuténea (esquerda) e leishmaniose
visceral (direita) (OMS, 2010).

Aproximadamente 90% dos casos mundiais de LV ocorrem em apenas seis
paises: india, Bangladesh, Suddo, Suddo do Sul, Eti6pia e Brasil. A LC é mais
amplamente distribuida, sendo mais prevalente em dez paises: Afeganistdo, Argélia,
Colémbia, Brasil, Ira, Siria, Etidpia, Suddo do Norte, Costa Rica, Peru, os quais
respondem por 70% a 75% da incidéncia global (ALVAR et al., 2012).

O aumento significativo na incidéncia de casos globais de leishmanioses

observado, principalmente, nas duas ultimas décadas € resultante de uma série de
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fatores como o crescimento urbano desordenado, desequilibrio ambiental devido a
mudancas climaticas e interven¢des sistematicas do homem, migracdo de pessoas
para areas endémicas, associacdo com infeccbes oportunistas como o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), controle inadequado de vetores, auséncia de vacina
efetiva e desenvolvimento de resisténcia parasitaria a quimioterapia (READY, 2010;
DEN BOER et al., 2011; FREITAS-JUNIOR et al., 2012).

Entretanto, como a notificacdo para as leishmanioses nao é obrigatéria em
varios paises e levando-se em conta que o diagndstico da doenca ndo é
corretamente realizado em inUmeras situacoes, pode-se afirmar que o numero de
casos globais da doenca ainda seja subestimado (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB,
2006; REITHINGER, 2008).

No Brasil, apesar das séries irregulares de dados, foram registrados uma
meédia anual de 26.021 casos de LC no periodo entre 1988 e 2009, sendo a regido
Norte responsavel por cerca de 37,3% dos casos notificados neste periodo. Em
relagdo a LV, foi documentado um total de 34.583 casos entre 2003 e 2009, sendo
gque a maioria dos casos se concentrou na regido Nordeste, com 47,5%
(MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

1.2 O PARASITO

O género Leishmania inclui protozoarios flagelados pertencentes a ordem
Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae, cuja caracteristica principal é a presenca
da organela cinetoplasto, localizada no interior da mitocondria, que € Unica e possui
regides ricas em DNA (MISHRA et al., 2009). O parasito apresenta duas formas
morfolégicas distintas, promastigotas e amastigotas (Figura 2) cujo processo
evolutivo permitiu a sobrevivéncia do parasito em organismos diversos; estando
estas formas distintas adaptadas as diferentes condicbes de vida que envolve
ambos hospedeiros (ROY et al.,, 2012). A forma promastigota extracelular é
encontrada no intestino médio do inseto vetor. Sdo formas alongadas, com um

flagelo externalizado emergindo do corpo do parasito na sua porcado anterior
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(STUART et al.,, 2008), apresentando nucleo central e cinetoplasto terminal. A
diferenciacdo do estagio de promastigota para a forma amastigota intracelular
obrigatéria ocorre, principalmente, no interior de vacuolos parasitoforos (VPs) de
macrofagos do hospedeiro vertebrado (RUIZ; BECKER, 2007; SHARMA; SINGH,
2008). Os amastigotas apresentam-se tipicamente com formato arredondado e um
flagelo curto, que esta presente na bolsa flagelar, uma invaginacéo da superficie do
parasito, ndo observada sob microscopia éptica (SANTOS et al., 2008; MISHRA et
al., 2009).

E interessante verificar que existe diferenca na formacdo dos vactolos
parasitéforos (VPs) entre as espécies de Leishmania (KIMA, 2007). Estes vacuolos
variam em tamanho e nimero de amastigotas. Espécies pertencentes ao complexo
Leishmania mexicana se desenvolvem em grandes e distendidos VPs. Por exemplo,
na infeccdo pela espécie L. amazonensis observa-se a presenca de VPs contendo
varios amastigotas aderidos a membrana dos mesmos ou soltos em seu interior
(CHANG et al.,, 2003; REAL, POUCHELET, RABINOVITCH, 2008). Para espécies do
complexo Leishmania braziliensis como L. braziliensis também ocorre a formacao de
VPs distentidos que abrigam em seu interior um ou varios amastigotas (figura 2C).
Por outro lado, espécies do complexo Leishmania major (L. major) (figura 2B) e do
complexo Leishmania donovani (L. donovani, L. infantum e L. chagasi) verifica-se a
presenca de VPs pequenos e individualizados, ou seja, contendo um Unico
amastigota (MCCONVILLE et al., 2007).
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(A) (B)

©

Figura 2: Fotomicrografia ilustrativa das formas evolutivas de Leishmania. (A) promastigotas
de L. braziliensis; (B) macréfagos infectados com amastigotas de L. major e (C) macrofagos
infectados com amastigotas de L. braziliensis. As setas em vermelho indicam as diferentes
formas evolutivas do parasito. Aumento de 1000 X. Fonte: Do autor.

Uma das caracteristicas mais marcantes apresentadas pelo género
Leishmania em comparagdo com o0s outros géneros que fazem parte da familia
Trypanosomatidae é a grande diversidade de espécies. Atualmente, as espécies de
Leishmania que provocam infeccdes em humanos estdo englobadas em dois
subgéneros Leishmania e Viannia, 0os quais sao classificados de acordo com a
localizacdo do parasito no intestino do inseto vetor (LAINSON; SHAW, 1987).
Considera-se que mais de trinta espécies de Leishmania podem infectar o homem e
outras estdo em emergéncia, especialmente em associacdo com infeccOes
oportunistas como o virus HIV (SHUKLA et al., 2012).
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Entretanto, o ciclo biolégico € similar para todas as espécies (Figura 3). Os
protozoarios do género Leishmania possuem um ciclo de vida heteroxénico, o qual
se caracteriza pela alternancia de forma parasitaria entre hospedeiros mamiferos,
que incluem humanos, cdes e animais silvestres e hospedeiros invertebrados,
representados por insetos vetores denominados genericamente de flebotomineos
(BURCHMORE; BARRET, 2001; MISHRA et al., 2009). Dois géneros de
flebotomineos sédo responsaveis pela transmissdo natural de Leishmania em
humanos: Phlebotomus no Velho Mundo (Asia, Africa e Europa) e Lutzomyia no
Novo Mundo (América Central e América do Sul) (READY, 2010).

Os parasitos sdo transmitidos ao hospedeiro mamifero durante o repasto
sanguineo das fémeas dos insetos vetores, mediante a inoculagdo na derme das
formas promastigotas metaciclicas acompanhadas de proteofosfoglicanas
imunomodulatérias provenientes do parasito, além de secrecdes da saliva do
flebotomineo. Este repertorio de substancias bioativas exerce um papel fundamental
na fase inicial da resposta imune e inflamatoria pelo hospedeiro (DE MOURA et al.,
2007; KAYE; SCOTT, 2011). Apés a inoculacao, as formas metaciclicas infectantes,
através de diversos receptores celulares, infectam células do sistema fagocitico
mononuclear que sdo recrutadas para o local de infeccdo (KIMA, 2007; FREITAS-
JUNIOR et al., 2012). Os neutréfilos exercem papel importante na fase inicial da
infeccdo pelos promastigotas e, principalmente, os macréfagos por desencadearem
a fagocitose dos neutréfilos apoptoticos infectados (RIBEIRO-GOMES; SACKS,
2012).

A diferenciagdo de promastigotas em amastigotas ocorre dentro do
compartimento fagossomo, também denominado vacuolo parasitéforo (VP) que sofre
processos de fusdo sucessivos, originando a organela fagolisossomo (SHARMA;
SINGH, 2008; FRANCO; BEVERLEY; ZAMBONI, 2012). Durante este processo,
moléculas de lipofosfoglicano (LPG) presentes na superficie dos promastigotas
desempenham um importante papel na estratégia de sobrevivéncia do parasito,
retardando o processo de fusdo do VP com os lisossomos e promovendo atraso na
acidificacdo e aquisicdo de enzimas hidroliticas lisossomais pelo VP (FRANCO;
BEVERLEY; ZAMBONI, 2012). Na medida em que as formas amastigotas vao se
multiplicando por divisdo binaria, os macrofagos se rompem e liberam os parasitos

gue serdo englobados por novas células hospedeiras, onde continuam a se
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multiplicar, contribuindo para a propagacéo da infeccdo no hospedeiro vertebrado
(LODGE; DESCOTEAUX; 2005; FRANCO; BEVERLEY; ZAMBONI, 2012). A
disseminacdo da infeccdo pode ocorrer por outros macréfagos, além de células
dendriticas, fibroblastos e neutréfilos que também podem funcionar como
importantes células hospedeiras (KIMA, 2007; NADERER; MCCONVILLE, 2008;
KAYE; SCOTT, 2011).

A transmissao para o hospedeiro invertebrado ocorre quando a fémea do
flebotomineo, ao realizar outros repastos sanguineos, se alimenta em um
hospedeiro infectado e ingere macréfagos infectados contendo formas amastigotas
que acompanham o sangue, diferenciando-se posteriormente em formas
promastigotas (ROY et al., 2012). No trato digestivo do inseto vetor, ocorre a lise dos
macrofagos e a liberacdo das formas amastigotas, que se diferenciam inicialmente
em promastigotas prociclicas néo infectivas, multiplicam-se rapidamente e sofrem
modificacdbes morfolégicas denominadas metaciclogénese. Ao final da
metaciclogénese, quando alcancam a fase estacionaria, se diferenciam em
promastigotas metaciclicas infectivas que néo se dividem (REITHINGER et al., 2007,
VAN ASSCHE et al., 2011). Estes promastigotas metaciclicos migram para a
probdscida e continuam a transmissao para o hospedeiro mamifero durante um novo
repasto sanguineo do inseto vetor (BAILEY; LOCKWOOD, 2007; STUART et al.,
2008; MISHRA et al., 2009).



23

Estagio no Inseto Vetor Estagio no Hospedeiro Vertebrado

Fiebotomines infectado
pice o hospedeiro

Figura 3: Ciclo de vida do parasito Leishmania.
Adaptado de ROY et al., 2012.

1.3 MANIFESTACOES CLINICAS

As leishmanioses desencadeiam uma diversidade de manifestagfes clinicas.
Algumas espécies, denominadas dermotrdpicas, apresentam tropismo pelas regides
de pele e mucosas, desencadeando infec¢des cutdneas que variam desde a forma
localizada, disseminada, difusa e mucocutanea. Outras espécies apresentam
tendéncia a proliferar e rapidamente disseminar do sitio inicial de infec¢do na pele

para orgaos viscerais como figado, baco e medula éssea (READY, 2010; BEATTIE;
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KAYE, 2011). Os fatores que determinam esta variedade de formas clinicas
dependem de uma complexa interacdo entre a espécie de Leishmania infectante
com aspectos relacionados ao hospedeiro, dentre eles, o estado de saude do
individuo, além de caracteristicas genéticas e imunes (SANTOS et al., 2008; KAYE;
SCOTT, 2011; FREITAS-JUNIOR et al., 2012).

A leishmaniose cuténea localizada (LCL) é a manifestacdo da doenca mais
prevalente e a mais comumente causada pelas espécies dermotropicas de
Leishmania (SCARISBRICK et al., 2006). As espécies que geralmente provocam
este tipo de manifestacdo s&o: L. mexicana, L. braziliensis ou L. amazonensis em
regides do México, América Central e América do Sul. Em regi6es do Velho Mundo,
tais como a Africa, Asia e Europa, as espécies prevalentes sdo: L. major, L. tropica
ou L. aethiopica (DAVID; CRAFT, 2009). No Brasil, notifica-se anualmente cerca de
28 mil novos casos, sendo a espécie L. braziliensis a mais prevalente (MACHADO et
al., 2010; COSTA et al., 2011). A lesdo priméria €, na maioria das vezes, Unica,
embora, em alguns casos, multiplas picadas do inseto vetor ou a disseminac¢ao local
das formas promastigotas infectantes possam culminar em um numero elevado de
lesBes. A forma mais frequente séo ulceracdes, em geral indolores, bem delimitadas,
apresentando bordas elevadas e com fundo granulomatoso (GONTIJO; DE
CARVALHO, 2003; DAVID: CRAFT, 2009).

A forma disseminada da LC caracteriza-se pelo surgimento de multiplas
lesdes pleomérficas em duas ou mais areas do corpo (GOTO; LINDOSO, 2010). E
relativamente rara, estando associada a infeccfes por espécies encontradas no
Novo Mundo, principalmente L. amazonensis e L. braziliensis. No Brasil, a
frequéncia de casos tem aumentado nas duas Ultimas décadas em areas do
Nordeste, sendo L. braziliensis a principal espécie encontrada (TURETZ et al.,
2002). Também tem sido relatada em paises do Velho Mundo, especialmente em
associacdo com o virus HIV (BAILEY; LOCKWOOD, 2007).

A forma recidiva diferencia-se pelo desenvolvimento de lesGes de aspecto
vesiculares e papulares que se desenvolvem apés a cura clinica ou em torno da
borda de uma leséo cicatrizada apds periodos variaveis de meses a anos (GOTO;
LINDOSO, 2010). As principais espécies associadas sdo: L. tropica e L. braziliensis.
Neste caso, as infec¢cOes tendem a ser resistentes ao tratamento (PISCOPO;
MALLIA AZZOPARDI, 2006; BAILEY; LOCKWOOD, 2007).
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A leishmaniose cutanea difusa (LCD) constitui uma forma clinica rara, porém
de maior gravidade, a qual se caracteriza pela presenca de nédulos ndo ulcerados,
repletos de parasitos que se disseminam do local original de infeccdo atingindo
outras areas da pele, mucosa e linfonodos. Esta manifestacao tipicamente ocorre
em pacientes com anergia e deficiéncia especifica na imunidade celular, sendo
comum em casos de co-infeccdo HIV-Leishmania e € de dificil tratamento
(LAINSON; SHAW, 1998; REITHINGER et al., 2007). No Brasil, casos de LCD tém
sido registrados, principalmente, nas regides Norte e Nordeste e associados
exclusivamente a espécie L. amazonensis (LEON et al., 1990; SILVEIRA; LAINSON;
CORBETT, 2004).

A leishmaniose cutdaneomucosa (LCM), também conhecida como espundia,
caracteriza-se pela capacidade do parasito de alcancar a mucosa de tecidos por
disseminacado linfatica ou hematogénica. A lesdo tipicamente comegca com
inflamagéo nasal e espalha-se, culminando com ulceragdo da mucosa nasal e
destruicdo do septo. Nos casos mais graves, 0 processo ulcerativo pode atingir
laringe, traquéia e palato, resultando em complicacfes respiratorias, dificuldades de
alimentacdo e/ou infeccbes secundarias, podendo levar o paciente a Obito
(REITHINGER et al., 2007; AMATO et al., 2008; BERN; MAGUIRE; ALVAR, 2008).
Em grande parte dos casos, a LCM é resultante da LC de evolucdo crdnica cujo
processo de cicatrizacdo da lesdo primaria lento, juntamente com tratamento inicial
inapropriado pode contribuir para o agravamento do quadro (GONTIJO; DE
CARVALHO, 2003: GOTO, LINDOSO, 2010). O principal agente etiolégico nas
Américas é a espécie L. braziliensis (GUERRA et al., 2011), mas outras espécies
sdo também associadas: L. panamensis e L. guyanensis (RONET; BEVERLEY;
FASEL, 2011). No Brasil, observa-se uma variacdo na frequéncia de casos
dependendo da regido geografica, sendo 0,4% na regido Sul, 1,4% na regiao Central
e 2,7% na regido Nordeste (GOTO; LINDOSO, 2010).

A leishmaniose visceral (LV) ou calazar € a mais severa forma da doenca,
responsavel pela grande maioria dos casos fatais. E causada por espécies
pertencentes ao complexo L. donovani que se divide taxonomicamente e
geograficamente em trés grandes grupos: L. donovani na india, Asia e Africa; L.
infantum na regido do Mediterraneo e L.chagasi na América do Sul (MURRAY et al.,
2005; MALTEZOU, 2008); sendo que L. chagasi tem sido considerada como
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sinonimia de L. infantum (LUKES et al., 2007). A doenca que apresenta evolucéo
cronica tipicamente se manifesta entre 2-8 semanas apoés a infecgdo com quadro de
febre prolongada, perda de peso, hepatoesplenomegalia severa e piora clinica
progressiva do paciente (HAILU et al., 2005; MALTEZOU, 2009). Os principais
orgaos acometidos séo: baco, figado, linfonodos e medula 6ssea (SHARMA; SINGH,
2008). Outros sintomas caracteristicos consistem em anemia severa, leucopenia,
trombocitopenia e hipergamaglobulinemia. Se n&o tratada, pode levar a
complicagcbes como caquexia profunda, sangramentos, trombocitopenia, maior
suscetibilidade a infeccbes secundarias e morte (MURRAY et al., 2005).

A leishmaniose dérmica pos-calazar (LDPC), causada pela espécie L.
donovani, € uma manifestacdo dérmica que ocorre apos a resolucdo do quadro de
LV em uma pequena porcentagem de pacientes da Africa e india (PISCOPO;
MALLIA AZZOPARDI, 2006). O espectro de apresentacdes dérmicas varia desde
multiplas maculas hipocrémicas a papulas eritematosas e nédulos que usualmente
se espalham a partir da regidao oral para outras areas do corpo (SALOTRA; SINGH,
2006; DAVID; CRAFT, 2009). O tratamento farmacoldgico, assim como o controle da
LDPC, é uma importante medida de saude publica para o controle da LV, haja vista
que 0s pacientes sdo importantes reservatérios da infeccdo devido ao numero
elevado de parasito nas lesdes (EVANS; KEDZIERSKI, 2012).

1.4 TRATAMENTO FARMACOLOGICO

Existe uma diversidade de compostos com atividade leishmanicida descrita,
mas apenas alguns sao utilizados como farmacos em humanos (SINGH,;
SIVAKUMAR, 2004; FIDALGO; GILLE, 2011). Dentre estes, nenhum pode ser
classificado como “terapia ideal”, em parte, devido a uma série de limitacdes como o
alto custo, elevada toxicidade e inducéo de efeitos adversos que diminui a adeséo
do paciente e, consequentemente, a eficacia do tratamento (FIDALGO; GILLE, 2011;
ALVIANO et al., 2012). Aliado a isto, tem-se o fato de que a maioria dos farmacos

disponiveis € de administracdo parenteral, com regime terapéutico prolongado e em
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multiplas doses, o que contribui para indmeros casos de abandono do tratamento e
ao surgimento de cepas resistentes (SOARES-BEZERRA; LEON; GENESTRA,
2004; CROFT; OLLIARO, 2011).

A eficacia das drogas para as diferentes formas clinicas da doenca esta
intimamente relacionada a diversos aspectos do parasito e do hospedeiro. Estes
incluem a localizacéo intracelular do alvo terapéutico no baixo pH do compartimento
fagolisossomal de diferentes populagbes de macréfagos, diferencas de
sucetibilidade entre espécies do Velho Mundo e do Novo Mundo e até mesmo entre
cepas da mesma espécie; além da relacdo com a resposta imune do hospedeiro que
em algumas circunstancias torna as drogas ineficazes. Apesar disto, 0s
medicamentos comumente utilizados sdo 0s mesmos para as varias manifestaces
da doenca, ndo levando em conta tais particularidades da biologia do parasito e do
hospedeiro (GOTO; LINDOSO, 2010; CROFT; OLLIARO, 2011).

Na figura 4 estao listados os principais farmacos utilizados no tratamento das

leishmanioses.



Figura 4: Farmacos atualmente empregados na terapia das leishmanioses.
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Desde a década de 1940, o tratamento de primeira escolha para todas as
manifestacdes clinicas das leishmanioses é realizado com 0s compostos antimoniais
pentavalentes disponibilizados sob duas formulacdes: o estibugluconato de sédio
(Pentostan®, Glaxo Smithkline) e antimoniato de meglumina (Glucantime®, Sanofi-
Aventis), que podem ser administrados por via endovenosa ou intramuscular com
igual eficacia (CRUZ et al., 2009; FREZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009;
FREITAS-JUNIOR et al., 2012).

Estudos ja demonstraram que a atividade inibitéria dos compostos envolve
diversos aspectos do metabolismo do parasito. Tem sido sugerido que a forma Sb>*
seja um pro-farmaco que é convertido em Sb*' no interior dos macréfagos,
especialmente nos vacuolos parasitéforos onde os amastigotas residem. Esta forma
trivalente ativa € responsavel por comprometer o potencial redox do tiol, induzindo
um rapido efluxo de tripanotiona e glutationa intracelulares (WYLLIE;
CUNNINGHAM; FAIRLAMB, 2004). Além disto, a forma Sb** inibe a atividade da
tripanotiona redutase, enzima importante na protecdo do parasito contra o dano
oxidativo (HALDAR; SEN; ROY, 2011). O composto também age interferindo nas
enzimas glicoliticas e na oxidacdo de acidos graxos nas formas intracelulares do
parasito, o que resultaria na reducdo dose-dependente da formacédo de adenosina
trifosfato (ATP) e guanosina trifosfato (GTP) (SINGH; SIVAKUMAR, 2004; GOTO;
LINDOSO, 2010). Antimoniais também atuam sobre o DNA do parasito, induzindo
dano no DNA (LIMA et al., 2010) e inibindo a sintese de topoisomerase | (FREITAS-
JUNIOR et al., 2012).

Um dos principais problemas da terapia com antimoniais é a variagdo da
efichcia da droga a depender da regido geogréfica, espécies de Leishmania
envolvidas e apresentacdo clinica da doenca (GOTO; LINDOSO, 2010; CROFT,;
OLLIARO, 2011). Relatos de falha na resposta ao tratamento tém sido
documentados em cerca de 15% dos pacientes tratados com antimoniais, o que
aponta para o surgimento de espécies de Leishmania resistentes, limitando a sua
utilizacdo (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006; SUNDAR et al., 2008; MEHEUS et
al., 2010). Outra probleméatica da terapia com antimoniais € que 0 tratamento
sistémico por um periodo prolongado e o acumulo da forma ativa em diferentes
tecidos resulta em uma elevada toxicidade do farmaco; a qual é acompanhada de

uma série de efeitos adversos como artralgia e mialgia, além de efeitos
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potencialmente mais graves como cardiotoxicidade e comprometimento renal,
principalmente em pacientes idosos. Além disto, o uso deste medicamento ndo é
indicado durante a gravidez (DAVID; CRAFT, 2009; GOTO; LINDOSO, 2010).

A anfotericina B € um antibiotico poliénico isolado da bactéria Streptomyces
nodosus utilizado inicialmente como antifungico, principalmente em infeccdes
sistémicas (MONZOTE, 2009; SHAKYA; BAJPAI, GUPTA, 2011). E indicada como
farmaco de segunda escolha para o tratamento da LV e LCM e tem sido a primeira
opcao terapéutica em regides endémicas como no estado de Bihar na india e no
Nepal, devido a perda de efetividade aos antimoniais pentavalentes (MEHEUS et al.,
2010; CROFT; OLLIARO, 2011). O farmaco também é indicado para o tratamento de
pacientes imunocomprometidos, como pacientes HIV positivos (GOTO: LINDOSO,
2012). Seu mecanismo de acdo baseia-se na afinidade ao ergosterol (esterol
encontrado em fungos e parasitos), formando um complexo binario com os esterois
da membrana que resulta na abertura de poros, 0s quais estdo associados a danos
na permeabilidade da membrana e no balango idnico, desencadeando a morte do
parasito (SINGH; SIVAKUMAR, 2004; ROY et al., 2012).

A despeito de sua eficacia no tratamento de pacientes ndo responsivos a
terapia com antimoniais, o farmaco apresenta um alto grau de toxicidade com efeitos
adversos como hipocalemia, febre, cardiotoxicidade, nefrotoxicidade e reagbes
anafilaticas. Esses efeitos potencialmente graves séo explicados pela sua afinidade
pelo colesterol encontrado na membrana da célula humana, além da baixa
solubilidade do farmaco (CROFT; COOMBS, 2003). Além disto, trata-se de um
medicamento caro e que requer um regime de infusdo lento em dias alternados.
Alternativas recentes surgiram com o desenvolvimento de formulacfes lipidicas
como a anfotericina B encapsulada em lipossomas (L-AmB: Ambisome®), dispersdo
coloidal de anfotericina B (ABCD: Anfocil®) e complexo lipidico de anfotericina B,
que sdo mais eficazes e menos toxicas, mas por outro lado torna o custo do
tratamento ainda mais elevado, o que inviabiliza a sua utilizacdo em paises menos
desenvolvidos (MISHRA et al., 2009; DEN BOER et al., 2011).

A pentamidina, um derivado diamidinico aromatico, tem sido utilizada como
farmaco de segunda escolha para o tratamento da LC e LV em casos de resisténcia
a terapia com antimoniais e em pacientes cardiacos (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB,

2006). O mecanismo de acdo do farmaco néo esta totalmente definido, mas a morte
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do parasito € possivelmente desencadeada pela inibicdo da sintese do DNA,
modificacdo da morfologia do cinetoplasto e fragmentacdo mitocondrial (AMATO et
al., 2008; GOTO; LINDOSO, 2010). Efeitos adversos comuns é a hipoglicemia,
diabetes, nefrotoxicidade, taquicardia e dor no local da injecdo (CROFT; SUNDAR,;
FAIRLAMB, 2006; DAVID; CRAFT, 2009).

A paramomicina pertence a classe dos antibidticos aminoglicosideos cuja
atividade leishmanicida tem sido considerada como promissora pela OMS (SHAKYA;
BAJPAI; GUPTA, 2011). Sua eficacia clinica foi comprovada para o tratamento da
LV quando administrada por via parenteral tanto na terapia isolada, quanto em
associacdo com estibogluconato de sodio (NEAL et al., 1995; MELAKU et al., 2007)
ou em combinacdo com miltefosina (SEIFERT; CROFT, 2006). O farmaco também
tem sido utilizado na terapia da LCL por via tépica (EL-ON et al., 1992; ASILIAN et
al., 2003). O tratamento local oferece uma série de vantagens como a facilidade de
administracdo, reducdo de efeitos adversos e melhor custo-efetividade em
comparacdo com a terapia sistémica (SEIFERT, 2011). Trabalhos in vitro
demonstraram que a acdo leishmanicida envolve inibicdo da sintese proteica e
interferéncia na fluidez e permeabilidade da membrana (MALTEZOU, 2010). Edema,
prurido e irritacdo no local da administracdo sdo alguns dos efeitos adversos
associados a terapia com o farmaco (ARMIJOS et al., 2004).

A miltefosina, analogo da fosfatidilcolina, ¢ um farmaco originalmente
desenvolvido como antineoplasico, o qual foi introduzido na ultima década como a
primeira opgao terapéutica oral efetiva para o tratamento da LV na india (SUNDAR
et al., 2002; DE MORAES-TEIXEIRA et al., 2011). Além disto, o farmaco tem sido
utilizado com sucesso no tratamento de pacientes resistentes aos antimoniais
pentavalentes e criancas com LV (CROFT; ENGEL, 2006). Alguns estudos
demonstraram variagcdes na eficacia clinica do farmaco em espécies associadas a
LC no Novo Mundo, desapontando a espectativa do uso da miltefosina na Américas
(YARDLEY et al., 2005; MONZOTE, 2009; MACHADO et al., 2010). Seu mecanismo
de acédo parece estar associado a multiplos alvos, induzindo uma série de alteracdes
celulares tipicas de morte por apoptose em L. donovani, como condensacao do DNA
nuclear, fragmentacdo do DNA e exposicao de fosfatidilserina (PARIS et al., 2004;
VERMA; DEY, 2004; MALTEZOU, 2009; MARINHO et al., 2011). A acdo anti-

Leishmania envolve ainda interacdo com fosfolipideos e esterois da membrana
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plasmética, interferindo com a funcionalidade de diversas enzimas envolvidas no
metabolismo dos fosfolipideos, incluindo proteina cinase C (BARRAT; SAINT-
PIERRE; CHAZALET, LOUSEAU, 2009). O farmaco também estimula a ativacao de
células T com aumento na secrecdo de IFN-y e da capacidade microbicida pelos
macrofagos através da producao de intermediarios reativos do oxigénio e nitrogénio
(PALUMBO, 2008; MISHRA et al., 2009; GRIEWANK et al., 2010).

Apesar dos importantes avangos obtidos com a terapia oral com miltefosina, o
farmaco possui uma série de inconvenientes, dentre eles o alto custo, periodo
prolongado de tratamento, elevada toxicidade, surgimento de cepas resistentes.
Além disto, os efeitos adversos incluem nauseas, vomitos e teratogenicidade, o que
justifica a busca de novos compostos com possibilidade de administracdo por via
oral, seguros e eficazes (MALTEZOU, 2010; TIUMAN et al., 2011).

Diante de todas as consideracdes feitas acima acerca da série de limitacdes
da atual quimioterapia para as leishmanioses e levando-se em conta que néo
existem vacinas disponiveis, existe uma necessidade urgente para o
desenvolvimento de novos farmacos mais seletivos para o parasito, ou seja, que
atuem sobre pontos metabdlicos do parasito diferente do hospedeiro humano, de
baixo custo e seguros para o controle e tratamento desta importante doenca tropical
negligenciada (VERMEERSCH et al., 2009; KEDZIERSKI, 2010).

1.5 QUINOLINAS

As quinolinas representam uma das mais bem-sucedidas classes de drogas ja
descritas em funcdo da ampla atividade biolégica apresentada por estas moléculas.
Compostos heterociclicos contendo a estrutura quinolinica possuem eficacia
antiprotozoaria (FAKHFAKH et al., 2003), antimicrobiana (KAUR et al.,, 2011),
antiinflamatéria (MUKHERJEE; PAL, 2012), antituberculose (VANGAPANDU et al.;
2004; CARMO et al; 2011), antitumoral (DEADY et al., 2000), anti-HIV
(MOUSCADET; DESMAELE, 2010) e antifingica (ZHU et al., 2007). A cloroquina,

uma das mais conhecidas drogas desta série, foi uma das substancias mais
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utilizadas no tratamento e profilaxia da maléria durante décadas, até o surgimento
de resisténcia parasitaria ao farmaco (KAUR et al., 2010).

Em relacdo a Leishmania, diversos estudos demonstram que derivados de
quinolinas também possuem resultados promissores neste protozoario (FOURNET
et al., 1993; PONTE-SUCRE et al., 2007; NANAYAKKARA et al., 2008; MISHRA et
al., 2009; LOISEAU et al., 2011; PALOQUE et al., 2012). Dentre os derivados de
quinolinas, destacam-se as aminoquinolinas (AMQ). Por exemplo, sitamaquina € um
derivado 8-AMQ, que esta sendo avaliado para o tratamento oral da LV na india
(JHA et al., 2005), Quénia (WASUNNA et al., 2005) e Brasil (DIETZE et al., 2001)
sob a responsabilidade da Glaxo Smith Kline. Avaliagdes realizadas no Quénia
mostraram que uma dose de 2 mg/Kg/dia do farmaco administrado por via oral
durante 28 dias foi bem tolerado por 83% dos pacientes. No Brasil, 67% dos
pacientes infectados com L. chagasi foram curados quando tratados com 2
mg/Kg/dia por via oral durante 28 dias (DIETZE et al., 2001). Foi comprovada
também a eficacia das formulacdes topicas em modelos in vitro e in vivo de LC
(CROFT,; SEIFERT; YARDLEY, 2006). Contudo, estudos de fase llb estdo sendo
realizados na tentativa de se verificar a eficacia clinica do esquema de tratamento
para a LV por via oral durante 21 dias (KULSHRESTHA et al., 2011). Trabalhos in
vitro demonstraram que a atividade do composto esta associada a inducdo de
alteracdes morfolégicas em amastigotas intracelulares de L. tropica (SEIFERT,
2011), colapso do potencial de membrana em promastigotas de L. donovani
(VERCESI; DOCAMPO, 1992); bem como acumulo do farmaco no acidocalcisoma,
resultando na alcalinizag&o da organela e morte do parasito (LOPEZ-MARTIN et al.,
2008). Sua atividade anti-Leishmania envolve ainda interacdo com grupamentos
fosfolipidicos ha membrana do parasito e acumulo do farmaco no citosol em um
processo independente de esterol (COIMBRA et al., 2010). As reacdes adversas
desenvolvidas nos pacientes em estudo foram dor abdominal, cefaléia, vomito,
dispepsia e alguns casos de meta-hemoglobinemia (JHA et al.,2005; WASUNNA et
al.,2005).

Outro composto promissor € o0 imiguimod (Aldara®), um derivado
imidazoquinolina, que possui eficacia antitumoral, antiviral e imunomoduladora. Seu
uso foi aprovado para tratamento de infec¢cbes por HPV, verrugas genitais e algumas
condicdes pré-malignas (MINODIER, PAROLLA, 2007). Em avaliagGes realizadas
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em pacientes com LC no Peru, observou-se que a administracdo de imiquimod pela
via topica em associacdo com antimoniato de meglumina pela via intramuscular
resultou em maior rapidez na resolucéo das lesées em comparacdo com antimoniato
sozinho (AREVALO et al, 2001; AREVALO et al, 2007). Diante destas
constatacdes, a OMS recentemente incluiu a terapia combinada de imiquimod com
antimoniato de meglumina como segunda opcao terapéutica para o tratamento da
LC no Novo Mundo (WHO, 2010). Em modelos de infeccdo in vitro e em
camundongos infectadas com L. donovani, a atividade antiamastigota foi associada
a ativacdo de macrofagos resultante da inducdo da expressdo génica de o6xido
nitrico sintase induzivel (INOS) e aumento nos niveis de NO (BUATES,
MATLASHEWSKI, 1999).

Diversos outros estudos confirmam o potencial leishmanicida dos derivados
de quinolinas o que resultou na identificacdo de uma série de moléculas de interesse
com substituicdes em diversas posi¢cdes no anel quinolinico como derivados bis-
quinolinas (PALIT et al., 2008); quinolinas substituidas na posicdo 2 (NAKAYAMA et
al., 2005; DESRIVOT et al.; 2007; VIEIRA et al.; 2008); quinolinas substituidas nas
posicdo 4 (SAHU et al.,, 2002; CARMO et al., 2011); quinolinas substituidas na
posicdo 8 (BERMAN, LEE, 1983; CARVALHO et al., 2010; YARDLEY; GAMARRO,;
CROFT, 2010), dentre outros compostos.

Dentre estes, compostos derivados das 4-AMQ foram extensivamente
estudados para o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos o que resultou na
descoberta da cloroquina, que tem sido utilizada durante décadas para o tratamento
da malaria (GREENWOOD et al., 2005; KAUR et al., 2010). O farmaco também
apresenta eficacia clinica no tratamento da artrite reumatodide e do lUpus eritematoso
sisttmico (MILLER; RANATUNGA, 2012), além de atividade antitumoral
(LOEHBERG et al., 2012). Neste sentido, a atividade leishmanicida de derivados 4-
AMQ também vem sendo alvo de inUmeros estudos em nosso laboratorio. Estudos
in vitro realizados com uma série destes derivados exibiu resultado significativo em
diferentes espécies de Leishmania e Mycobacterium tuberculosis (CARMO et al.,
2011).

Amodiaquina (AQ) também é um farmaco da classe das 4-AMQ introduzido
na terapia antimalarica na década de 1940, cuja terapia isolada para profilaxia ndo é

atualmente recomendada devido aos potenciais efeitos adversos, dentre eles a
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agranulocitose e hepatite (KAUR et al., 2010). A OMS, como parte dos esfor¢cos em
se combater a crescente resisténcia parasitaria, recomenda a terapia combinada de
AQ e artesunato para o tratamento de infec¢cdes por P. falciparum resistentes a
cloroquina (SA; CHONG; WELLENS, 2011). Estudos ja demonstram a atividade de
uma série de derivados estruturalmente relacionados a AQ em formas promastigotas
de L. amazonensis (DE MELLO et al., 2004) e em amastigotas intracelulares de L.
donovani (GUGLIELMO et al., 2009). Recentemente, um trabalho realizado em
nosso laboratério com uma série de analogos da AQ exibiu resultados promissores
em promastigotas de diferentes espécies de Leishmania (COIMBRA et al., 2011).
Dando continuidade aos estudos com esta classe de compostos, 0 objetivo
deste trabalho foi avaliar in vitro o potencial leishmanicida de uma série de derivados
de quinolinas, incluindo 4-AMQ associados com esteroide (ANTINARELLI et al.,
2012) e de derivados heteroaromaticos da AQ (artigo aceito para publicacdo no

Chemical Biology and Drug Design).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a atividade citotoxica de uma série de derivados de quinolinas em
espécies de Leishmania associadas a manifestacdes tegumentares da doenca, bem

como em células de mamiferos.

2.2 ESPECIFICOS

1- Avaliar o efeito citotoxico de derivados de 4-AMQ hibridos com esteroide e de
derivados da AQ em formas promastigotas de L. amazonensis, L. braziliensis e
L.major;

2- Avaliar o efeito citotéxico dos compostos em macrofagos peritoneais de
camundongos BALB/c;

3- Avaliar a atividade dos compostos em amastigotas intracelulares de espécies que
se mostraram sensiveis no item 1 e 2;

4- Determinar o indice de seletividade dos compostos para promastigotas e
amastigotas intracelulares em relagcao a célula hospedeira;

5- Determinar o indice de especificidade dos compostos para os diferentes estagios
do parasito;

6- Determinar a relacdo estrutura atividade das séries de derivados de quinolinas

testadas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COMPOSTOS UTILIZADOS

Os compostos derivados de 4-AMQ descritos neste trabalho foram
sintetizados pelo grupo do Prof. Dr. Adilson David da Silva do Departamento de
Quimica/lnstituto de Ciéncias Exatas da Universidade Federal de Juiz de Fora. A
série de compostos derivados da AQ foi elaborada e sintetizada pelo grupo do Dr.
Marcus Vinicius Nora de Souza do Instituto de Tecnologia em Farmacos-
Farmanguinhos da Fundagdo Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro. Nas Tabelas 1 e 2
dispostas abaixo, estao representadas as estruturas dos derivados de 4-AMQ e seus
hibridos com esteroide e dos derivados da AQ, respectivamente, utilizados neste

trabalho.

Tabela 1: Estruturas quimicas dos derivados de 4-aminoquinolinas e hibridos com esteroide.

Composto Estrutura Quimica Nome do Composto
‘ = N*-(7-cloroquinolin-4-il)-N*-
N \/ (prop-2-inil)etano-1,2-diamina
1
X
Cl N/
HN/\/\H/\ N*-(7-cloroquinolin-4-il)-N>3-
§ (prop-2-inil)propano-1,3-
diamina
2 Cl N/
/\/\/H\/
"I N*-(7-cloroquinolin-4-il)-N*-
AN (prop-2-inil)butano-1,4-diamina
3 Z
Cl N
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(continuacéo)

Cl

Cl

Metil  36-(N-[(7-cloroquinolin-
4- il)amino] etilaminometil)-
1H-1,2,3-triazol-1-il)] 70-
12a-diidroxi-58-colano-24-
oato

Metil 3B-(N-[(7-cloroquinolin-
4- il)amino] propilaminometil)-
1H-1,2,3-triazol-1-il)] 7a-
12a-diidroxi-58-colano-24-
oato

Metil 3B-(N-[(7-
cloroquinolin-4- illamino]
butilaminometil)-1H-1,2,3-

triazol-1-il)] 7a-12a-

diidroxi-58-colano-24-oato
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Tabela 2: Estruturas quimicas dos derivados da amodiaquina.

Composto Estrutura Quimica Nome do Composto
/“ (E)-5-((2-(7-cloroquinolin-4-
0 il)hidrazono)metil)furan-2-
) carbaldeido
M ey
HN
7
S
i
cl N
No: (E)-7-cloro-4-(2-((5-
? h nitrofuran-2-
8 I N illmetileno)hidrazinil)
quinolina
\\
=
] N
7 \ (E)-7-cloro-4-(2-(tiofen-2-
U MNs N illmetileno)hidrazinil)
9 HH quinolina
m
=
Cl N
Moz (E)-7-cloro-4-(2-((5-
7 3 nitrotiophen-2-
10 RN ijmetileno)hidrazini)
guinolina
Ty
L
a N
th 3 (E)-7-cloro-4-(2-1H-pirrol-2-
1 HN/N\ S illmetileno)hidrazinil)

3

Cl

quinolina
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12

13

(=]

14

cl

15

m\x
e

ﬂ
\ -\
N

/O\/Jj
/
cl N

(continuac&o)
(E)-7-cloro-4-(2-(1H-
imidazol-2-
illmetileno)hidrazinil)
quinolina

(E)-7-cloro-4-(2-(piridin-2-
illmetileno)hidrazinil)
quinolina

(E)-7-cloro-4-(2-(piridin-3-
illmetileno)hidrazinil)
quinolina

(E)-7-cloro-4-(2-(piridin-4-
ilhmetileno)hidrazinil)
guinolina

3.2 CULTIVO DOS PARASITOS

As formas promastigotas de L.amazonensis (cepa IFLA/Br/67/PH8) foram

mantidas em meio Warren (Infusdo de coracao e cérebro-BHI), suplementado com

hemina (Sigma, USA) e &cido félico (Sigma, USA). Formas promastigotas de L.
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major (MRHO/SU/59/P) e L. braziliensis (MHOM/Br/75/M2903) foram cultivadas em
meio BHI (Infusdo de coracdo e cérebro) (Himédia, india), suplementado com L-
glutamina (Vetec, Brasil). Todas as culturas foram suplementadas com 10% de soro
bovino fetal (SBF, Cultilab, Brasil), 10% de urina humana estéril como fonte de
hipoxantina (PACIENZA-LIMA, 2012), 100 ug/mL de estreptomicina associada a 100
Ul/mL de penicilina (Cultilab, Brasil) e mantidas em estufa a 25°C. Os parasitos
foram constantemente isolados a partir de lesdo de camundongos e o0s
promastigotas foram mantidos em cultura axénica em estufa a 25°C. Repiques foram
realizados em intervalos de trés a quatro dias, até o maximo de quinze passagens

para evitar perda da infectividade.

3.3 INFECCAO DE CAMUNDONGOS COM L. braziliensis, L. amazonensis E L.
major

No sentido de manter a infectividade das cepas, promastigotas em fase
estacionaria de crescimento, foram obtidas em meio de cultura e contadas em
camara de Neubauer. O inéculo de 2x10° promastigotas de L. major e L.
amazonensis foi injetado por via subcutdanea no coxim plantar de camundongos
BALB/c com idade aproximada entre 6 a 8 semanas. Pelas dificuldades em se ter
sucesso no desenvolvimento de lesdo na pata em infeccbes por L. braziliensis,
utilizou-se o modelo de infeccdo na orelha que melhor mimetiza a infeccdo natural
pela espécie (DE MOURA, 2005). O inéculo de 10x10° promastigotas de L.
braziliensis em fase estacionaria foi injetado por via intradérmica na orelha de
camundongos BALB/c com idade aproximada entre 6 a 8 semanas. Formas
amastigotas foram isoladas por aspiracdo na pata infectada no segundo més de
infeccdo para as espécies L. amazonensis e L. major e na orelha infectada no
terceiro més de infecgéo para L. braziliensis. Ambas foram adicionadas em frasco de
cultivo celular de 25 cm? contendo meio de cultura especifico para a espécie de

Leishmania, suplementado com 20% de SBF e mantidas em estufa a 25°C. Apos 24
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horas, as formas promastigotas comecgaram a surgir na cultura e foram mantidas

viadveis através de repiques em intervalos de trés a quatro dias.

3.4 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS COMPOSTOS EM PROMASTIGOTAS
DE Leishmania

Os ensaios antipromastigotas foram realizados pelo método do 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2-5 difenil tetrazdlico ou MTT (Sigma Chemical Co- St. Louis, MO,
USA) que consiste em um ensaio colorimétrico no qual o sal tetrazolium de cor
amarela e soltvel em agua é convertido em formazan, produto insoltvel e de cor lilas
pela atividade das desidrogenases mitocondriais das células vivas, tornando-se
posteriormente solivel com a adicdo de solucdo de isopropanol/acido cloridrico
(MOSMMAN, 1983). Formas promastigotas na fase logaritmica da curva de
crescimento foram contadas em camara de Neubauer e incubadas em placas de
cultura de 96 pocos em estufa a 25°C na concentracdo de 2x10° células/mL para L.
amazonensis e 3x10° células/mL para L. major e L. braziliensis. Os compostos foram
adicionados em concentracbes seriadas, ap6s sucessivas diluicbes em
dimetilsulféxido (DMSO obtido da Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) e agua
deionizada. Em alguns pocos nao houve adicdo de compostos (controle negativo), 0s
qguais permaneceram incubados com meio de cultura. Apés 72 horas de incubacéo
em estufa a 25°C, a motilidade e morfologia dos promastigotas foram avaliadas sob
microscopio o6tico invertido e, na sequéncia, adicionou-se 10 uL de MTT & 5mg/mL em
cada poco e a placa permaneceu incubada por mais quatro horas sob as mesmas
condicdes. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 100 pL de isopropanol/acido
cloridrico (solucdo de isopropanol/HCl a 0,4%) e o material dissolvido foi lido em
espectrofotbmetro de microplacas a 570 nm (Multiskan EX-Thermo Electron
Corporation, Vantaa, Finlandia). Os resultados foram expressos em porcentagem de
inibicdo em relag&o ao controle. A partir do teste de viabilidade celular foi determinada
a concentracao inibitoria (Clsp) para cada composto que representa a concentracéo
molar que inibe 50% do crescimento parasitario. Os valores de Clso foram estimados a

partir dos valores médios de trés experimentos independentes, realizados em
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duplicata, por interpolacdo grafica, utilizando-se os programas estatisticos Grafit 5
(Erithacus Software Ltd., Horley, U.K) e Probit (FINNEY, 1978). Anfotericina B
(Cristalia-Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda, Brasil) e Miltefosina (Cayman
Chemical Company, Michigan, USA) foram utilizados como farmacos de referéncia e
controles positivos. Amodiaquina foi adquirida comercialmente da Ellipse

Pharmaceuticals (Pessac, Franca).

3.5 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DOS COMPOSTOS EM CELULAS DE
MAMIFEROS

Camundongos BALB/c foram previamente estimulados com 2 mL de meio
tioglicolato (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) a 3% estéril. Apos 72 horas, 0s
animais foram sacrificados e 5 mL de meio 199 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
foi injetado no periténio dos camundongos. Apos massagem do local e aspiracdo do
meio 199 contendo as células residentes do peritdnio, as células foram centrifugadas
por 10 minutos a 1000 rpm (centrifuga clinica, FANEM Mod. 204N). O sobrenadante
foi descartado e o precipitado ressuspendido em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), sendo retirada uma aliquota para a contagem em camara de
Neubauer. Em seguida, adicionou-se 100 pL de uma suspenséo de 2x10° células/mL
em meio RPMI-1640 suplementado com 10% SBF em cada poco da placa de 96
pocos que permaneceu por 16 horas em estufa com 5% de CO, a 37°C para a
adesdo dos macrofagos na placa. Posteriormente, cada poco foi lavado com 100 pL
de PBS estéril para retirada das células ndo aderidas; adicionou-se meio RPMI-1640
contendo 10% SBF e, na sequencia, foram realizadas diluicbes seriadas dos
compostos, utilizando-se a concentracdo maxima de 200 pM. As células foram
incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO,. Apos 72 horas de tratamento, a
viabilidade dos macrofagos foi determinada pela adicdo de 10 uL de MTT
(MOSSMAM, 1983) a 5 mg/mL e confirmada pela comparacdo da morfologia dos
macrofagos tratados com o grupo controle nao-tratado, via microscépio Optico
invertido (NIKON Eclipse TS100). Apos 2 horas, a reacao foi interrompida pela adigao

100uL de isopropanol/acido cloridrico (solucéo de isopropanol/HCI a 0,4%) e lida em



44

espectrofotbmetro de microplacas a 570 nm (Multiskan EX-Thermo Electron
Corporation, Vantaa, Finlandia). Cada concentracdo dos compostos foi avaliada em
duplicata. Em alguns pocos ndo houve adicdo de compostos (controle negativo), os
quais foram plaqueados com 100 puL de meio RPMI-1640 suplementado com 10%
SBF. A concentracdo do composto que reduziu 50% da viabilidade dos macréfagos
em comparagéo com o controle sem tratamento (CCsp) foi calculada pelo programa
estatistico Probit considerando a média de dois experimentos independentes

realizados em duplicata.

3.6 AVALIAQAO DA CITOTOXICIDADE DOS COMPOSTOS EM AMASTIGOTAS
INTRACELULARES DE Leishmania

Os ensaios antiamastigota foram realizados com macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c obtidos como descrito no item 3.5 e infectados com L. major para
0s compostos derivados 4-AMQ e L. braziliensis para os derivados da AQ. Em cada
poco da placa de 24 pocos contendo laminulas de vidro (13 mm de diametro),
adicionou-se 300 pL de uma suspensdo de 2x10° células/mL em meio RPMI-1640
contendo 10% SBF. A placa foi incubada em estufa a 37°C com 5% de CO, durante
16 horas para a adesdo dos macréfagos. Posteriormente, as células foram lavadas
com 300 puL de PBS estéril para retirada das células ndo aderidas e adicionou-se em
cada poco 300 pL de uma suspensdo de 20x10° promastigotas em fase
estacionaria/mL em meio RPMI-1640 suplementado com 10% SBF. Ap6s um
periodo de 4 horas de interagdo em estufa a 33°C com 5% CO,, cada poco foi
lavado seis vezes com 300 pL de PBS estéril para retirada dos promastigotas nao
fagocitados. Os compostos a serem testados foram adicionados em diferentes
concentracdes e apds 72 horas de tratamento em estufa a 33°C com 5% de CO,, as
células foram fixadas com etanol absoluto, submetidas a desidratacdo em solugdes
contendo acetona e xilol em diferentes proporgbes (primeiro acetona pura, na
sequencia 90% acetona/10% xilol, 50% acetona/50% xilol, 90% xilol/10% acetona e por

ultimo xilol puro) e coradas com Giemsa. Ao final, as laminulas foram montadas com
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balsamo do Canada sobre lamina de vidro e analisadas em microscopio. A carga
parasitaria global foi avaliada pela contagem por microscopia de luz (OPYMPUS
BX41) do numero de amastigotas intracelulares e macréfagos infectados e néao-
infectados (total de 100 células infectadas). Os resultados foram expressos de duas
maneiras:

1) A partir da carga parasitaria global foi determinada a concentracéo
necessaria para inibir 50% do crescimento parasitario (Clsg) por
extrapolacdo gréafica da curva dose-resposta. A analise foi realizada pelo
programa estatistico Probit que considerou a média de dois experimentos
independentes realizados em duplicata. Anfotericina B e miltefosina foram
utilizadas como farmacos de referéncia e controles positivos.

2) % de inibicdo do Numero de amastigotas/macrofagos: Foi obtido dividindo-
se 0 numero de amastigotas por macréfagos (total de 100 células
infectadas) e calculado o efeito do tratamento em relagdo ao controle. Os
dados foram demonstrados em % de inibi¢ao.

3.7 INDICE DE SELETIVIDADE E INDICE DE ESPECIFICIDADE DOS
COMPOSTOS

O indice de seletividade (IS) determina a relacdo entre citotoxicidade dos
compostos para células de mamiferos e sua atividade leishmanicida. Foi calculado a
partir da razdo entre a citotoxicidade para macrofagos (CCso) e a atividade contra
promastigotas e amastigotas (Clsp). Valores de 1S>1,0 indicam que o composto foi
mais toxico para o parasito em relagdo a célula hospedeira. Valores de 1S<1,0
demonstram toxicidade do composto para macrofagos (TEMPONE, DE OLIVEIRA,
BERLINCK, 2011).

O indice de especifidade (IE) estabelece a especificidade dos compostos para
as formas promastigotas e amastigotas. Foi calculado pela raz&o entre o Clsp em

promastigota e o Clsp em amastigota. Valores de IE> 2,0 indicam que o composto foi
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mais ativo para amastigotas. Valores de IE inferiores a 0,4 sugerem que o composto foi
mais efetivo em promastigota. Compostos com valores de IE entre 0,4 e 2,0 foram

considerados ativos para ambos os estagios (DE MUYLDER et al., 2011).

3.8 CONSIDERACOES ETICAS

Camundongos da linhagem BALB/c foram obtidos do Centro de Biologia da
Reproducdo (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). Todos os
protocolos utilizados neste trabalho foram aprovados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEEA) da UFJF (Protocolos N° 059/2011, 060/2011,
015/2012 e 017/2012).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os valores de Clsy para os derivados 4-AMQ obtidos nos ensaios
antipromastigota foram determinados graficamente a partir de uma curva de
regressao nao linear, estabelecendo o nivel em alfa em 5% (p=0,05) e o intervalo de
confianga em 95% utilizando o programa GraFit versao 5 (Erithacus Software Ltd.,
Horley, U.K). Para os derivados da AQ, os valores de Clsy obtidos nos ensaios
antipromastigota foram calculados por extrapolacdo grafica da curva dose-resposta
por analise pelo programa estatistico Probit (FINNEY, 1978), o qual utilizou o
método proposto por Litchtfiet e Wilcoxon, considerando a média de dois
experimentos independentes realizados em duplicata.

Para os ensaios antiamastigotas e de citotoxicidade em macrofagos, 0s
valores de Clsp e CCso, respectivamente, foram determinados pelo programa
estatistico Probit. Para os resultados de % de inibicAio do numero de

amastigotas/macrofago infectado, as andlises estatisticas foram realizadas pelo
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programa Graph Pad Prism. Os dados foram comparados por andlise de variancia
teste One-way-ANOVA com poés-teste de Dunnett. Valores de P menores que 0,0001

(***), 0,001 (**) e 0,01 (*) foram considerados estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS

Para facilitar a apresentagcéo dos resultados, os mesmos foram divididos em
dois subitens: no primeiro seréo apresentados os resultados referentes a derivados
4-aminoquinolinicos (4-AMQ) conjugados a esteroide. Compostos 4-AMQ foram
previamente sintetizados e testados quanto a atividade leishmanicida (CARMO et al.
2011). No intuito de dar continuidade aos estudos com esta classe de derivados,
foram sintetizados compostos hibridos de 4-aminoquinolinas conjugados a esteroide
(acido colico), na tentativa de potencializar o efeito leishmanicida anteriormente
observado. Os resultados obtidos foram publicados no Organic and Medicinal
Chemistry Letters (apéndice A). No segundo subitem serdo apresentados os
resultados referentes aos compostos sintéticos derivados da amodiaquina (AQ)
cujos resultados foram publicados no Chemical Biology and Drug Design (apéndice
B).

4.1 COMPOSTOS SINTETICOS 4- AMINOQUINOLINAS E HIBRIDOS COM
ESTEROIDE

A atividade dos compostos foi testada em formas promastigotas de trés
espécies de Leishmania: L. amazonensis, L. braziliensis e L. major relacionadas
principalmente a manifestacdes tegumentares (GOTO; LINDOSO, 2010). A atividade
foi avaliada apds 72 horas de tratamento com os compostos, através do método
colorimétrico do MTT.

A Tabela 3 mostra a atividade antipromastigota dos derivados de 4-AMQ e
seus hibridos com esteroide. Dentre as espécies testadas, L. major mostrou maior
sensibilidade aos compostos relacionados. Destes, cinco apresentaram atividade
antipromastigota, tendo sido observado uma nitida relacédo estrutura atividade. Em

relacdo aos derivados de 4-AMQ, observou-se que a adi¢cdo de grupamento metilico
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(n) a cadeia carbbnica lateral entre as aminas resultou num decréscimo da atividade
leishmanicida, haja vista que os valores de Clso apresentados foram 20,6 e 45,0 uM
para os compostos 1 (n=2) e 2 (n=3), respectivamente, sendo que o composto 3
(n=4) ndo apresentou atividade na concentragdo maxima testada (87 uM).

Na sequéncia, testou-se a atividade dos hibridos de 4-AMQ com esteroide e,
em comparacdo0 com 0s precursores, verificou-se que a adicdo de esteroide
potencializou a acdo leishmanicida. Nesta série, observou-se também maior
sensibilidade de L. major para estes compostos. Igualmente aos resultados obtidos
com os precursores 4-AMQ, a adicdo de grupamento metilico (n) a cadeia lateral
resultou em reducdo da atividade leishmanicida de modo que a atividade dos
compostos apresentou-se da seguinte maneira: Clso de 10,6; 21,2 e 25,6 uM para os
compostos 4 (n=2), 5(n=3) e 6 (n=4), respectivamente.

Miltefosina e anfotericina B foram utilizadas como controles positivos e vale a
pena ressaltar que o composto 4, o mais ativo da série em L. major, mostrou
atividade mais expressiva do que a miltefosina (Clsp de 20,0 uM). E importante
também acrescentar que o esteroide sozinho (acido cdlico) ndo possui atividade

antipromastigota efetiva (Cl50>87,0 uM).
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Tabela 3: Valores de Clsy (UM) dos derivados de 4-aminoquinolinas e hibridos com
esteroide em promastigotas de diferentes espécies de Leishmania.

Compostos Estrutura L.a® L.m.®@ L.b.®

>87,0 206+09 359+25
1*
>87,0 45,0+ 0,8 >87,0
2*
>87,0 >87,0 >87,0
3*
4 37,0+02 106+1,6 >87,0
c >87,0 21,2+ 0,01 >87,0
6 >87,0 256+29 13024
Acido Célico >87.0 >87.0 >817,0
AmB 0,1+ 0,02 0,07+0,02 0,3+0,04
Miltefosina - 22,0+ 0,5 20,0 +0,2 26,4 +0,4

o M

P,
J Ho @
D N N e N

*Resultados obtidos em nosso laboratério, os quais fizeram parte de publicagdo anterior (CARMO et
al., 2011) e utilizados apenas para comparacao.

L.a.Y=L. amazonensis; L.m.?=L. major; L.b.®=L. braziliensis

Acido colico: esteroide usado na sintese dos compostos hibridos de 4-aminoquinolinas com
esteroide.

AmB (Anfotericina B) e miltefosina foram utilizados como farmacos de referéncia.
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Para verificar a citotoxicidade em macrofagos, as células foram tratadas com
diferentes concentragcdes dos compostos por 72 horas e a viabilidade celular foi
avaliada pelo método colorimétrico do MTT. Como pode ser observado na Tabela 4,
nenhum dos derivados de 4-AMQ (compostos 1, 2 e 3) apresentou efeitos toxicos
sobre as células de mamiferos na maxima concentracdo testada (100 pM). Em
contrapartida, a reacdo de adi¢do do acido célico aos derivados de 4-AMQ resultou
em toxidez para macréfagos quando comparados a miltefosina e anfotericina B.
Observou-se uma correlacéo direta entre o nimero de grupamentos metilicos (n) na
cadeia carbbnica lateral e os efeitos tdxicos sobre os macrofagos, com CCsg
variando de 15,2 (n=2), 19,7 (n=3) e 37,1 pM (n=4) para os compostos 4, 5 e 6,

respectivamente.

Tabela 4: Citotoxicidade dos derivados de 4-aminoquinolinas e hibridos com esteroide em
macroéfagos.

Compostos Macréfagos
CCso (UM)
(95% 1.C.)%

>100,0
>100,0
>100,0

15,2 (13,0-17,8)

19,7 (16,6-23,5)

37,1 (30,8-44,7)

Acido Colico >100,0

AmB 122,7 (98,4-153,1)
Miltefosina 99,8 (85,6-116,3)

o 01~ WN B

%l.C.=Intervalo de Confianca calculado pelo método de Litchtfiet e Wilcoxon.
AmB (Anfotericina B) e miltefosina utilizados como farmacos de referéncia.

No intuito de avaliar a seletividade dos compostos entre macrofagos e
promastigotas de Leishmania, foi calculado o indice de Seletividade (IS), como descrito

em material e métodos. Valores para IS maiores do que 1,0 indicam que o composto
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foi mais téxico para as formas promastigotas, enquanto valores abaixo de 1,0
demonstram maior toxicidade do composto para macréfagos (TEMPONE, DE
OLIVEIRA, BERLINCK, 2011). Como pode ser verificado na Tabela 5, os compostos
1, 2 e 3 foram mais téxicos para promastigotas de todas as espécies de Leishmania,
com IS acima de 1,0. Em relacdo aos compostos 4, 5 e 6 houve variacbes na
seletividade entre as diferentes espécies de Leishmania, sendo que todos os

compostos foram mais toxicos apenas para promastigotas de L. major.

Tabela 5: Seletividade dos derivados de 4-aminoquinolinas e hibridos com esteroide para
promastigotas de diferentes espécies de Leishmania.

Compostos I.S.* I.S.* I.S.*
L.amazonensis L.major L.braziliensis
1 - >4,8 >2.8
2 - >2,2 -
3 - - -
4 0,4 14 <0,2
5 <0,2 1,0 <0,2
6 <0,4 14 2,8
Acido Cdlico - - -
AmB 1227,0 1752,8 409,0
Miltefosina 4,5 5,0 3,8

*|.S.=indice de Seletividade foi calculado pela raz&o entre CCs, para macréfagos e Cls, para
promastigotas.
AmB (Anfotericina B) e miltefosina foram utilizados como farmacos de referéncia.



53

Para os ensaios de atividade nas formas intracelulares de Leishmania foi
escolhida a espécie L. major, pelo fato de ter sido a espécie com resultados mais
expressivos no ensaio antipromastigota e, além disto, com valores de IS acima de
1,0 para todos os compostos. O efeito dos compostos foi analisado apos 72 horas
de tratamento, como descrito no material e métodos. Foi observada uma excelente
taxa de infeccdo com aproximadamente 82% das células do controle infectadas e
obtendo-se, em média, nove amastigotas por macréfago infectado. Dentre os sete
compostos testados, trés exibiram valores de Clsp menores que 5 UM, sendo mais
efetivos que a miltefosina cujo Clsg foi de 6,2 uM (Tabela 6). Diferentemente do que foi
verificado nos ensaios em promastigotas e em macréfagos, a adicdo de grupamento
metilico (n) na cadeia carbbnica lateral resultou em aumento da atividade
antiamastigota. Os compostos 5 e 6, hibridos com esteroide, foram os mais ativos com
Clsp de 2,9 e 1,9 uM, respectivamente. O acido colico ndo foi ativo até a maxima

concentracao testada (50 pM).

Tabela 6: Atividade antiamastigota em L. major dos derivados de 4-aminoquinolinas e
hibridos com esteroide.

Compostos Clso (UM)
(95% 1.C.)?
1 14,7 (7,7-28,1)
2 9,5(8,5-10,7)
3 4,8 (3,9-5,9)
4 >15,0
5 2,9 (2,3-3,7)
6 1,9(1,3-2,8)
Acido Célico >50,0
AmB 0,06 (0,05-0,08)
Miltefosina 6,2 (4,9-7,8)

4l.C.=Intervalo de Confianca calculado pelo método de Litchtfiet e Wilcoxon.
AmB (Anfotericina B) e miltefosina foram utilizados como farmacos de referéncia.
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Quando comparado ao controle, foi verificado também que apds 72 horas de
tratamento com os compostos 4-AMQ e hibridos esteroides houve reducéo
estatisticamente significativa do nimero de amastigotas/macréfagos para todos os
compostos avaliados (Figura 5). Contudo, esta atividade foi mais significativa para os
hibridos com esteroide (compostos 4, 5 e 6). O composto 4, por exemplo, reduziu em
torno de 32% o numero de amastigotas na concentracdo de 15 pM enquanto que o
precursor 1 para esta mesma concentracao reduziu apenas 13%. Os compostos 5 e 6
foram os que tiveram uma atividade ainda mais significativa, de modo que o tratamento
com o composto 5 na concentracao de 15 uM resultou em uma reducéo nestas formas
intracelulares de cerca de 79%. Em contrapartida, o seu precursor 2 inibiu apenas 32%
para esta mesma concentracdo. Da mesma forma, o composto 6 quando testado na
concentracao de 15 pM inibiu 0 nimero de amastigotas em torno de 78%, sendo que o
precursor 3 reduziu em aproximadamente 51% o0 nimero de amastigotas intracelulares

na concentragéo de 15 pM.
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Figura 5: Atividade dos derivados de 4-aminoquinolinas (compostos 1, 2 e 3) e hibridos com
esteroide (compostos 4, 5 e 6) na reducao do n° de amastigotas intracelulares de L. major/macréfago
infectado. Resultados mostram a porcentagem de inibicdo em relacdo ao controle de macrofago
infectado. Todos os resultados foram estatisticamente significativos (***p<0,0001).
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A figura 6 ilustra a atividade antiamastigota dos compostos 5 e 6 na
concentracdo de 5 pM (figuras 6B e C, respectivamente) que foram, entre os
compostos testados, os mais ativos nas formas intracelulares de L. major quando
comparados ao controle (figura 6A). Outro aspecto importante é que, observacdes
das laminas ao microscopio revelou que os compostos nao induziram efeito toxico
aparente sobre a viabilidade dos macrofagos como arredondamento das células e

perda de aderéncia dos macrofagos as laminulas.
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Figura 6: Fotomicrografia ilustrativa da atividade antiamastigota em L. major dos hibridos com
esteroide apds 72 horas de tratamento. (A) macréfagos infectados com L. major (controle), (B)
macréfagos infectados e tratados com o composto 5 na concentracao de 5 uM e (C) macréfagos
infectados e tratados com o composto 6 na concentracdo de 5 uM. As setas em vermelho indicam as
formas amastigotas de L. major. Aumento de 1000X.
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Tendo em vista a significativa atividade antiamastigota em L. major, tentou-se
verificar a seletividade dos compostos para amastigotas quando comparados a
citotoxicidade em macrofagos. Através do indice de Seletividade (IS), pode-se observar
gue, com excecdo do composto 4, todos os outros exibiram valores de seletividade
acima de 1,0 (Tabela 7). O composto 6 e seu precursor 3, por exemplo, foram cerca de
19,5 e no minimo 20,8, respectivamente, mais toxicos para a forma intracelular do
parasito. Portanto, € importante ressaltar que apesar dos hibridos com esteroide terem
apresentado evidente toxicidade para macréfagos, a série se mostrou muito mais
toxica para a forma intracelular, o que demonstra uma o6tima seletividade sobre o

parasito.

Tabela 7: Seletividade dos derivados de 4-aminoquinolinas e hibridos com esteroide em
amastigotas de L. major.

Compostos 1.S.
1 >6,8
2 >10,5
3 >20,8
4 <1,0
5 6,8
6 19,5
Acido Colico >2,0
AmB 2.045,0
Miltefosina 16,1

’I.S.=Indice de Seletividade foi calculado pela razéo entre CCs, para macréfagos e Clso para amastigota.
AmB (Anfotericina B) e miltefosina foram utilizados como farmacos de referéncia.
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A tabela 8 fornece informagdes acerca da especificidade dos compostos para as
formas intracelulares e extracelulares de L. major que foi calculada através do indice
de especificidade (IE), razéo entre o Clso em promastigota e o Clsp em amastigota de L.
major. Dentre os seis derivados de 4-AMQ avaliados, os compostos 3 e 6

apresentaram os maiores valores de IE (>18,1 e 13,5 vezes, respectivamente).

Tabela 8: Especificidade dos derivados de 4-aminoquinolinas e hibridos com esteroide para
as formas evolutivas de L.major.

Compostos I.LE.% (forma biolégica do parasito
de atuacdo do composto)®

1 1,4 (promastigota e amastigota)
2 4,7 (amastigota)
3 >18,1 (amastigota)
4 <0,7 (promastigota e amastigota)
5 7,3 (amastigota)
6 13,5 (amastigota)
Acido Colico -
AmB 1,4 (promastigota e amastigota)
Miltefosina 3,2 (amastigota)

%.E.=indice de especificidade foi calculado pela razdo entre o Cls, para promastigota e o Cls, para
amastigota intracelular.

®Valores de IE>2,0 indicam que o composto foi mais ativo para amastigotas; inferiores a 0,4 foi mais ativo
em promastigota e entre 0,4 e 2,0 ativos para ambos os estagios (DE MUYLDER et al., 2011).

AmB (Anfotericina B) e miltefosina foram utilizados como farmacos de referéncia.
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Numa comparacao entre a estrutura quimica dos compostos versus atividade
em L. major foi possivel observar que, no geral, a introducdo do grupamento esteroide
(compostos 4, 5 e 6) aos derivados 4-AMQ (compostos 1, 2 e 3) levou ao expressivo

aumento da atividade tanto em promastigotas quanto nas formas intracelulares do

parasito (Figura 7).
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Figura 7: Atividades antipromastigota e antiamastigota comparativas em L. major entre os derivados
de 4-aminoquinolinas (compostos 1, 2 e 3) e hibridos com esteroide (compostos 4, 5 e 6).
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4.2 COMPOSTOS SINTETICOS DERIVADOS HETEROAROMATICOS DA
AMODIAQUINA (AQ)

Foram testados nove compostos, os quais foram denominados derivados
heteroarométicos da AQ com anel de cinco membros (7-12) e derivados
heteroaromaticos da AQ com anel de seis membros (13-15).

A atividade leishmanicida dos derivados da AQ foi inicialmente avaliada em
formas promastigotas de trés espécies de Leishmania relacionadas a manifestacoes
tegumentares (Tabela 9). Como pode ser verificado, os compostos 8, 9, 10 e 11
exibiram um amplo espectro de atividade, com valores de Clso mais baixo do que a
miltefosina para todas as espécies avaliadas. Os compostos 12, 13, 14 e 15 nao
tiveram atividade em nenhuma das espécies, até a maxima concentracdo testada
(200 pM).

Dentre as espécies de Leishmania sp testadas, promastigotas de L.
braziliensis mostrou maior sensibilidade aos compostos avaliados. Destes, cinco
foram ativos, sendo o composto 9 o mais ativo com Clso de 1,5 uM e 0 composto 7 0
menos ativo apresentando um Clsp de 25,4 uM.

Comparando-se os derivados heteroaromaticos de cinco membros que foram
ativos (7-12), observa-se que a presenca do atomo de enxofre resultou em um
composto (9) com melhor atividade que o derivado oxigenado (7). No entanto, a
introducdo do grupamento nitro na posicdo Z dos derivados 7 e 9 foi vantajosa
somente para o derivado nitrofurano (8), uma vez que o precursor tiofeno (9) foi
ainda mais ativo que o seu derivado nitrotiofeno (10). Além disto, a introducéo do
atomo de nitrogénio no anel de cinco membros, também resultou em um derivado
(11) com expressiva atividade nas trés espécies analisadas com Clso de 10,7; 2,9 e
3,1 UM (L. amazonensis, L. braziliensis e L. major, respectivamente). Contudo, a
presenca de um segundo atomo de nitrogénio no anel de cinco membros originou
um composto (12) sem atividade para todas as espécies avaliadas. Nenhum dos
derivados heteroaromaticos com anel de seis membros (compostos 13, 14 e 15)

exibiu atividade antipromastigota para as trés espécies de Leishmania sp estudadas.
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Tabela 9: Valores de Clsy (UM) dos derivados heteroaromaticos da amodiaquina em
promastigotas de diferentes espécies de Leishmania.

Z
g
\ H T S |‘|f
m/N\ xﬁ_\' ““/ x/

S ey Ty
ol & u’/ el u/
7-12 13-15
Compostos X Y Z L. amazonensis L. braziliensis L. major
7 O CH H >200,0 25,4 (21,2-30,1) 125,3 (92,9-169,0)
8 O CH NO; 7,6 (6,4-9,1) 4,8 (3,8-6,0) 1,9 (1,5-2,4)
9 S CH H 10,3(8,8-12,1) 1,5 (1,2-1,7) 1,7 (1,4-2,1)
10 S CH NO, 28,0(22,2-35,2) 6,8 (5,4-8,7) 6,9 (5,9-8,0)
11 NH CH H 10,7 (9,5-12,1) 2,9 (2,6-3,3) 3,1(1,9-2,5)
12 NH N H >200,0 >200,0 >200,0
13 N CH CH >200,0 >200,0 >200,0
14 CH N CH >200,0 >200,0 >200,0
15 CH CH N >200,0 >200,0 >200,0
AQ 49,4 (41,3-59,3) 17,7 (15,2-20,8) 59,6 (50,9-70,0)
AmB 0,11 (0,09-0,12) 0,12 (0,09-0,14) 0,10 (0,09-0,11)
Miltefosina 34,6 (30,7-55,7) 25,5 (22,1-29,7) 21,6 (18,6-24,8)

Os valores entre parénteses correspondem ao intervalo de confianca calculado pelo método de

Litchtfiet e Wilcoxon.
AQ=Amodiaquina

AmB (Anfotericina B) e miltefosina foram utilizados como farmacos de referéncia.
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Em relacdo a citotoxicidade dos derivados heteroarométicos da AQ em
macréfagos, somente os compostos 9, 10 e 11 foram mais toxicos do que 0s
farmacos de referéncia AQ, miltefosina e anfotericina B que apresentaram CCsp de
58,7; 99,8 e 122,7 uM, respectivamente. Todos os demais compostos exibiram
valores de CCsp superiores a 200 uM (Tabela 10).

Analisando-se a relacdo entre a estrutura quimica e a citotoxicidade dos
compostos, foi possivel observar que a presenca do atomo de enxofre na posi¢cdo X
(compostos 9 e 10) pode estar associada a efeitos toxicos para macréfagos. Desta
forma, os compostos 9 e 10 foram os mais toxicos da série com CCsy de 11,8 e 28,2
UM, respectivamente. Demais substituigdes resultaram na reducédo do efeito toxico
observado nos compostos 9 e 10.



Tabela 10: Citotoxicidade dos derivados heteroarométicos da amodiagquina em
macrofagos.

z
i
M ' !
m/"‘\\\/L“\“‘:r s \x/
S S R
cl "/ N/ cl II/
7-12 13-15
Compostos X Y Z CCso (MM)
(95% 1.C.)?
7 O CH H >200,0
8 O CH NO; >200,0
9 S CH H 11,8 (7,6-17,7)
10 S CH NO; 28,2 (14,7-54,4)
11 NH CH H 36,9 (19,2-70,5)
12 NH N H >200,0
13 N CH CH >200,0
14 CH N CH >200,0
15 CH CH N >200,0
AQ 58,7 (50,3-68,3)
AmB 122,7 (98,4-153,1)
Miltefosina 99,8 (85,6-116,3)

%l.C.=Intervalo de Confianca calculado pelo método de Litchtfiet e Wilcoxon.
AQ=Amodiaquina.
AmB (Anfotericina B) e miltefosina foram utilizadas como farmacos de referéncia.
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No que se refere a seletividade dos derivados heteroaroméaticos da AQ, pode-
se verificar que todos os compostos foram mais toxicos para promastigotas de todas
as espécies de Leishmania sp avaliadas, com IS superiores a 1,0 (Tabela 11). Além
disto, os compostos 9, 10 e 11 apesar de terem apresentado toxidez para
macrofagos, com CCsg inferiores a 40 pM, os mesmos mostraram valores de IS
superiores a 1,0 para promastigotas das trés espécies de Leishmania sp avaliadas,
0 que demonstra a seletividade para o estagio promastigota. No geral, na
comparacao entre os valores de IS para as diferentes espécies, pode-se verificar
que promastigotas de L. braziliensis foram mais sensiveis aos efeitos toxicos dos

compostos exibindo os valores de IS mais elevados.

Tabela 11: Seletividade dos derivados heteroaromaticos da amodiaquina para
promastigotas de diferentes espécies de Leishmania.

Compostos .S.* .S.* .S.*
L.amazonensis L.braziliensis  Lmajor
7 >1,0 >7,9 >1,6
>26,3 >41,7 >105,3
1,1 7,9 6,9
10 1,0 4,2 4,1
11 3,4 12,7 11,9
12 - - -
13 - - -
14 - - -
15 - - -
AQ 1,2 3,3 1,0
AmB 11154 1022,5 1227,0
Miltefosina 2,9 3,9 4,6

'I.S.=iIndice de Seletividade calculado pela razéo entre CCs, para macréfagos e o Clsy para amastigota.
AQ=Amodiaquina.
AmB (Anfotericina B) e miltefosina foram utilizadas como farmacos de referéncia.
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Os ensaios nas formas intracelulares de Leishmania foram realizados com a
espécie L. braziliensis, pelo fato de ter sido a mais sensivel aos compostos nos
ensaios antipromastigotas. Além disto, todos os compostos apresentaram valores de
IS superiores a 1,0 para esta espécie e, dentre os compostos que foram ativos em
promastigotas de L. braziliensis, todos tiveram valores de Clsp menores do que a
miltefosina. Foi observada uma eficiente taxa de infeccdo dos macréfagos com
amastigotas de L. braziliensis, visto que o controle (sem adicdo dos compostos)
apresentou aproximadamente 72% das células infectadas e, em média, cinco parasitos
por célula infectada.

Em relagéo a atividade antiamastigota dos compostos heteroarométicos de AQ,
dentre os nove derivados avaliados, seis apresentaram Clsp abaixo de 5 pM (Tabela
12). Os derivados 7, 8 e 10 com substituicbes no anel de cinco membros foram os
mais ativos com Clsy abaixo de 2 pM. A substituicdo com grupo nitro na posicédo Z
(compostos 8 e 10) favorece a atividade leishmanicida, comprovada pela baixos
valores de Clso. Convém ressaltar que o composto 8, o mais ativo da série (Clso de 0,4
pUM), foi cerca de quatorze vezes mais efetivo do que a miltefosina e AQ (Clsp de 5,9 e
5,6 UM, respectivamente). Dentre os derivados com substituicdes no anel de seis
membros foi possivel observar que a presenca do grupo imina em diferentes posicdes
(X, Y e Z) interfere na atividade leishmanicida como, por exemplo, na posicdo X
resultou no composto menos ativo da série com Clso de 103,5 pM. Outra consideracéo
importante foi que seis dos compostos avaliados foram mais ativos em amastigotas do

gque a AQ e miltefosina.
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Tabela 12: Atividade antiamastigota em L. braziliensis dos derivados
heteroaromaticos da amodiaquina.

’ -
8 gy
m/"\\)k\hhv R N
RN T
[~ ] / N/ cl Il/
7-12 13-15
Compostos X Y Z Clso (MM)
(95% 1.C.)?
7 O CH H 1,2 (0,8-1,9)
8 O CH NO, 0,4 (0,2-0,7)
9 S CH H 2,5(1,8-3,4)
10 S CH NO, 1,2 (0,8-1,6)
11 NH CH H 2,4 (1,6-3,4)
12 NH N H 27,1 (21,4-34,2)
13 N CH CH 103,5(75,3-142,3)
14 CH N CH 3,5 (2,4-8,5)
15 CH CH N 6,7 (3,0-14,8)
AQ 5,6 (4,7-6,8)
AmB 0,06 (0,05-0,08)
Miltefosina 5,9 (5,0-7,1)

%l.C.=Intervalo de Confianga calculado pelo método de Litchtfiet e Wilcoxon.
AQ=Amodiaquina.
AmB (Anfotericina B) e miltefosina foram utilizadas como farmacos de referéncia.
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Analisando-se se atividade dos compostos quanto a reducdo do numero de
amastigotas/macrofagos, foi possivel verificar que, para todos os compostos testados,
houve uma reducdo estatisticamente significativa no numero de amastigotas
intracelulares apds 72 horas de tratamento. Além disto, para a maioria dos compostos
foi observado um efeito dose-dependente (Figura 8). O Composto 8 apresentou maior
efeito sobre a reducdo do numero de amastigotas visto que até mesmo em
concentracdes abaixo de micromolar (0,3 puM) inibiu em aproximadamente 48% o
namero de amastigotas intracelulares. Vale a pena destacar também a expressiva
atividade do composto 14 que reduziu em 100% o numero de amastigotas/macréfagos
guando avaliado nas concentracbes de 160, 80 e 30 puM. A miltefosina na
concentracdo de 25 pM inibiu em somente 53% o0 numero de amastigotas
intracelulares. Dentre os derivados, o composto 13 foi 0 menos ativo reduzindo em
apenas 42% o numero amastigotas/macréfago infectado na mais alta concentracéo
avaliada (160 pM).
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Figura 8: Atividade dos derivados heteroaromaticos da amodiaquina na reducéo do n® de amastigotas
intracelulares de L. braziliensis/macréfago infectado. Resultados mostram a porcentagem de inibigéo
em relacdo ao controle de macroéfago infectado. Todos os resultados foram estatisticamente

significativos (***p<0,0001).
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A figura 9 exibe resultados representativos da atividade em amastigotas
intracelulares de L. braziliensis dos compostos 7, 8 e 10, 0os mais ativos da série com
Clso abaixo de 2 uM. Pode ser observado que macrofagos infectados e tratados com
0s compostos na concentracdo de 3 M apresentaram tanto reducdo no numero de
amastigotas intracelulares quanto na porcentagem de macréfagos infectados, sem
apresentar alteracfes tipicas de toxicidade as quais podem ser observadas ao

microscopio, como perda de adeséo as laminulas e arredondamento celular.

(A) (B)

(© (D)

Figura 9: Fotomicrografia ilustrativa da atividade antiamastigota de L. brazilensis dos derivados
heteroaromaticos da amodiaquina apds 72 horas de tratamento. (A) macrofagos infectados com L.
braziliensis (controle), (B) macrofagos infectados e tratados com o composto 7 na concentracéo de 3
UM, (C) macréfagos infectados e tratados com o composto 8 na concentracdo de 3 pM e (D)
macrofagos infectados e tratados com o composto 10 na concentracdo de 3 pM. As setas em
vermelho indicam as formas amastigotas de L. braziliensis. Aumento de 1000X.
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Diante dos resultados obtidos nos ensaios antiamastigota em L. braziliensis, foi
determinado o Indice de Seletividade (IS) no intuito de se verificar a seletividade dos
compostos para amastigotas quando comparados a citotoxicidade em macréfagos.
Analisando-se a tabela 13 pode-se verificar que todos 0os compostos apresentaram
valores de IS superiores a 1,0. Os derivados 7, 8, 14 e 15 foram no minimo 166,7;
500,0; 57,1 e 29,8 vezes, respectivamente, mais toxicos para amastigotas em relagédo

a macrofagos.

Tabela 13: Seletividade dos derivados heteroarométicos da amodiaquina para
amastigotas intracelulares de L. braziliensis.

Compostos  I.S°
7 >166,7
8 >500,0
9 4,7
10 23,2
11 15,4
12 >7.4
13 >1,9
14 >57,1
15 >29,8
AQ 10,5

AmB 2045,0

Miltefosina 16,9

®| S =indice de seletividade calculado pela razéo entre 0 CCsy para macrofagos e Clsg para amastigotas.
AQ=Amodiaquina
AmB (Anfotericina B) e miltefosina foram utilizadas como farmacos de referéncia.
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Em relacdo a especificidade dos compostos para as formas intracelulares e

extracelulares de L. braziliensis, dentre os noves derivados avaliados, 0s compostos

7, 8, 14 e 15 apresentaram os maiores valores de IE (21,2; 12,0; >57,1 e >29,8,

respectivamente) (Tabela 14).

Tabela 14: Especificidade dos derivados heteroarométicos da amodiaquina para as formas

evolutivas de L. braziliensis.

Compostos

IE? (forma biol6gica do parasito de

atuacdo do composto)®

10
11
12
13
14
15

AQ

AmB

Miltefosina

21,2 (amastigota)
12,0 (amastigota)
0,6 (promastigota e amastigota)
5,7 (amastigota)
1,2 (promastigota e amastigota)
>7,4 (amastigota)
>1,9 (promastigota e amastigota)
>57,1 (amastigota)
>29,8 (amastigota)
3,2 (amastigota)
2,0 (promastigota e amastigota)

4,3 (amastigota)

®lE=indice de especificidade foi calculado pela razdo entre o Cls, para promastigota e Cls, para

amastigota intracelular.

®Valores de IE>2,0 indicam gue o composto foi mais ativo para amastigota; inferiores a 0,4 foi mais ativo
em promastigota e entre 0,4 e 2,0 ativos para ambos os estagios (DE MUYLDER et al., 2011).

AQ=Amodiaquina

AmB (Anfotericina B) e miltefosina foram utilizadas como farmacos de referéncia.
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Numa comparacdo entre a atividade dos derivados heteroaromaticos da AQ
em promastigotas e amastigotas de L. braziliensis pode-se inferir que, de modo
geral, os compostos foram mais ativos para as formas intracelulares. A figura 10
compara os valores de Cls, dos compostos que foram mais ativos em ambas as
formas evolutivas de L. braziliensis.

30 B Promastigota
Bl Amastigota

gzo
3
N—r
o
o
O 10
0
A ® > SN <& ,\(\fo
&
- A\
N\ (4
S N
&N
v
Compostos

Figura 10: Atividades antipromastigota e antiamastigota comparativas em L. braziliensis de alguns
derivados heteroaroméaticos da amodiaquina.
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5 DISCUSSAO

A atividade leishmanicida de todos os compostos testados neste trabalho foi
inicialmente determinada em formas promastigotas de diferentes espécies de
Leishmania. Ensaios com promastigotas apresentam-se como uma alternativa de
baixo custo para a triagem inicial de compostos devido as dificuldades existentes na
realizacdo dos testes in vitro nas formas intracelulares (SIQUEIRA-NETO et al.,
2010; DE MUYLDER et al., 2011, TEMPONE; DE OLIVEIRA; BERLINK, 2011). A
facilidade de manutencédo dos promastigotas em cultura e a existéncia de ensaios de
viabilidade precisos, rapidos, reprodutiveis e de baixo custo permitem a triagem de
um elevado numero de compostos (BUCKNER; WILSON, 2005; TEMPONE; DE
OLIVEIRA; BERLINK, 2011). Entretanto, como promastigotas sdo as formas do
parasito encontradas no inseto vetor, 0s mesmos nao representam o melhor alvo na
busca por farmacos leishmanicidas (CALLAHAN et al., 1997; FUMAROLA, SPINELI,
BRANDONISIO, 2004; VERMEERSCH; 2009). Estudos ja apontam para a falta de
correlacdo entre a atividade de compostos testados axenicamente em cultura de
promastigotas em relacdo aos testes em amastigotas intracelulares. Além disto,
ensaios com promastigotas ocorrem na auséncia de células imunes do hospedeiro,
gue sao importantes para a ativacdo dos mecanismos microbicidas de eliminagéo do
parasito (OSORIO et al., 2011). Outra desvantagem da triagem com promastigotas é
a possibilidade de oxidacdo do substrato MTT na presenca de determinados
grupamentos quimicos dos compostos, resultando em falso-negativos (TEMPONE;
DE OLIVEIRA; BERLINCK, 2011). Apesar das desvantagens citadas, ensaios com
promastigotas continuam sendo amplamente utilizados em diversas areas, incluindo
estudos acerca da biologia, genoma e bioquimica do parasito (SARDAR et al., 2013,
imunologia e mecanismo de acdo dos compostos (RIBEIRO, 2011).

Embora os ensaios realizados em amastigotas sejam mais dificeis de serem
padronizados e com manipulacdo em varios dias, existe um consenso entre diversos
autores sobre a necessidade de que os testes in vitro nas formas intracelulares de
Leishmania sejam consideradas como padrdo-ouro e que O0s testes com

promastigotas sejam utilizados apenas como preliminares (VERMEERSCH et al.,



75

2009; TEMPONE; DE OLIVEIRA; BERLINCK, 2011). Ensaios em amastigotas
fornecem informacbes acerca da capacidade do composto de atingir em
concentracbes adequadas o vacuolo parasitoforo, mantendo seu efeito
leishmanicida, permitindo também avaliar a atividade citotdxica do farmaco sobre a
célula hospedeira (CHANG, 1980; MORISHIGE et al., 1995).

Em relacéo a atividade antipromastigota de Leishmania, observou-se que as
diferentes espécies apresentaram variacdes de sensibilidade em todos os
compostos testados. Dentre a série dos derivados de 4-AMQ, os compostos foram
mais ativos em L. major, principalmente os hibridos com esteroide, se comparados a
L. braziliensis e L. amazonensis (Tabela 3). Ja a série dos derivados da AQ foi mais
ativa em promastigotas de L. braziliensis (Tabela 9). Para ambas as séries, a
espécie L. amazonensis foi a menos sensivel. A diversidade de espécies associadas
a infeccdes em humanos tem importante implicagdo no tratamento e as diferencas
de sensibilidade entre cada espécie devem ser consideradas tanto na triagem in
vitro quanto no estudo clinico (ESCOBAR et al., 2002; CROFT; OLLIARO, 2011).

Em relacdo aos compostos 4-AMQ, foi interessante verificar que a conjugacao
com grupamento esteroide resultou em compostos com melhor atividade
leishmanicida que os anteriormente publicados (CARMO et al. 2011). No geral,
relacionando-se estrutura quimica versus atividade biolégica pode se verificar que a
conjugacdo de derivados de 4-AMQ ao grupo esteroide resultou em aumento
significativo da atividade em ambas as formas promastigotas e amastigotas de L.
major (Tabelas 3 e 6, respectivamente). Neste sentido, vale a pena ressaltar a acéao
dos compostos 5 e 6, hibridos de 4-AMQ com esteroide, os quais foram cerca de
trés vezes mais ativos em amastigotas de L. major do que seus precursores 2 e 3,
respectivamente (Tabela 6). Em relacdo a citotoxicidade em macrofagos, os
compostos 5 e 6 foram cerca de 7 e 19 vezes, respectivamente, mais toxicos para
amastigotas do que para macrofagos (Tabela 4). Estes compostos foram também
mais ativos em amastigotas do que a miltefosina, primeiro farmaco oral para o
tratamento da LV e principal avango na terapia das leishmanioses nas Ultimas
décadas (SINGH; KUMAR; SINGH, 2012).

Assim, neste trabalho, demonstrou-se que a conjugacédo de dois grupos de
grande importdncia e aplicacdo biolégica como os derivados quinolinicos e

derivados esteroidais como o acido coélico, resultou numa série com atividade
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leishmanicida mais expressiva do que seus precursores isolados. A associagcao de
dois grupos farmacoféricos de diferentes moléculas numa mesma estrutura
configura-se como uma importante estratégia para o desenvolvimento racional de
novos farmacos (VIEGAS JUNIOR et al.,, 2009). A conjugacdo de grupamentos
numa mesma molécula pode levar ao desenvolvimento de novas estruturas hibridas
que mantém as caracteristicas farmacolégicas da molécula original e permite torna-
la mais ativa e direcionada para alvos especificos e, desta forma, aumentar sua
atividade especifica, minimizando seus efeitos adversos (SAADEH; MOSLEH,;
MUBARAK, 2009).

Esta nova estratégia tem recebido diferentes denominagbes como
“combinacgao de terapias”, “drogas hibridas” ou “ligantes direcionados para mdultiplos
alvos” (“Multi-target-directed ligants”, MTDLs). A respeito desses “hibridos”; a
literatura descreve varios prototipos, com destaque para a combinagado entre grupos
ativos da cloroquina e da imipramina numa droga hibrida que apresentou resultados
mais expressivos em P. falciparum do que as respectivas estruturas precursoras
isoladas (MUSONDA et al.,, 2009). Saadeh e colaboradores (2009) também
desenvolveram uma nova molécula hibrida resultante da combinacdo entre
grupamentos farmacoféricos do metronidazol e da cloroquina com atividade
antiparasitaria ainda mais significativa se comparado aos farmacos isoladamente.

Diversos estudos ja estabeleceram que a membrana de Leishmania é
formada por microdominios lipidicos ricos em esteroide; o que abre perspectivas
para a investigacdo do mecanismo de acédo de compostos leishmanicidas (ALVES et
al., 2003; BEHROUZI-FARDMOGHADAM et al., 2008). O processo de interacéo
droga-membrana € um pré-requisito para a absorcao do farmaco antes da molécula
ativa atingir o alvo intracelular (SAINT-PIERRE-CHAZALET et al., 2009) e qualquer
modificacdo na composi¢ao ou dinamica da membrana exerce um impacto direto na
interacdo droga-membrana, especialmente quando o farmaco necessita ser
solubilizado pela bicamada lipidica antes de alcancar o alvo (MANZANO et al, 2011).
Portanto, o aumento da lipofilicidade com a introducdo do grupamento esteroide aos
derivados 4-AMQ sugere um aumento da afinidade dos compostos pela membrana
parasitaria, resultando na ampliacdo da atividade leishmanicida. Além disto,
derivados de esteroide tem sido utilizados como aceptores e carreadores de uma

variedade de analogos, exibindo natureza anfifilica devido ao grupamento polar



77

situado em uma extremidade da molécula e ao radical metil de carater hidrofébico no
outro extremo (PORE et al., 2006).

Outro aspecto relevante € que a reacdo de conjugacdo obtida resultou na
formacdo de um heterociclo triazélico de grande interesse, uma vez que S&o
estaveis a degradacdo metabdlica (PORE et al., 2006). Derivados triazolicos tém
sido associados a diversas atividades farmacologicas, como antifngica,
antituberculose, antiviral, anti-hipertensiva, antiinflamatéria, antidepressiva,
antioxidante, antimalarica, dentre outras (KHARB; SHARMA, YAR, 2011). Destacam-
se também como farmacos de alta eficacia para o tratamento de doencas de grande
impacto econdmico e social, como HIV, céncer, Mal de Alzheimer e Mal de
Parkinson (MELO et al., 2006). Resumindo, os hibridos de 4-AMQ com esteroide
acumularam numa mesma estrutura quimica, trés importantes grupos com amplo
valor biolégico, como os derivados quinolinicos, grupo esteroidal (derivado do acido
cOlico) e triazol.

Diversos trabalhos ja descreveram a atividade leishmanicida de compostos
relacionados ao farmaco antimalarico amodiaquina (AQ). Em 2004, De Mello e
colaboradores, testaram a atividade de uma série de derivados estruturalmente
relacionados a AQ em formas promastigotas de L. amazonensis, com 0 composto
mais ativo exibindo um Clso de 0,12 puM. Guglielmo e colaboradores (2009) também
avaliaram a atividade de analogos da AQ em formas intracelulares de L. donovani e
em P. falciparum, tendo a maioria dos compostos exibido expressivo perfil de
atividade em ambos protozodrios, sendo que o composto mais ativo em Leishmania
apresentou Clsp de 1,9 pM. Nosso grupo recentemente demonstrou a atividade
antipromastigota de uma série de analogos da AQ tendo o composto mais ativo
exibido um Clsg de 2,4; 4,1; 4,0 e 19,1 pg/mL em L. amazonensis, L. braziliensis, L.
chagasi e L. major, respectivamente, sendo mais efetivo do que a AQ e miltefosina
(COIMBRA et al.,, 2011). Assim, ndo ha duvidas sobre a importancia das
propriedades bioldgicas da AQ, abrindo perspectivas interessantes para o estudo do
potencial dos derivados da AQ ndo somente como agentes antimalaricos, mas
também como leishmanicidas.

Neste trabalho, derivados de AQ mostraram atividade em formas
promastigotas e amastigotas de Leishmania sp (Tabelas 9 e 12, respectivamente).

Em relagcéo a atividade em amastigotas intracelulares de L. braziliensis, dentre os
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nove compostos avaliados, seis foram mais ativos do que o protétipo AQ e
miltefosina. Os ensaios nas formas intracelulares de Leishmania foram realizados
em L. braziliensis, espécie de maior importancia epidemiolédgica para a leishmaniose
tegumentar no Brasil (COSTA et al., 2011). Este € o primeiro trabalho a descrever a
atividade da AQ e de compostos estruturalmente relacionados ao farmaco em L.
braziliensis.

E interessante ressaltar que, embora a espécie L. braziliensis seja a mais
prevalente nas Américas e 0 mais importante agente etiolégico da LC e LCM no
Brasil (ZAULI et al., 2012), modelos experimentais in vitro com esta espécie sdo
normalmente mencionados pela dificuldade em se avaliar criteriosamente a eficacia
de compostos. Isto decorre da baixa capacidade da espécie em infectar macréfagos;
além do fato de que as células hospedeiras, quando infectadas, apresentam
pequenos vacuolos parasitoforos contendo um ou poucos amastigotas por vacuolo
(ZAULI-NASCIMENTO et al., 2010). Espécies do subgénero Viannia caracterizam-se
também pela baixa capacidade replicativa em meios de cultura axénicos se
comparados a outros subgéneros (SOARES et al., 2005). Ensaios preliminares
realizados em nosso laboratério (dados ndo mostrados) nos levaram a estabelecer a
taxa de 10:1 para infeccdo e avaliacdo da atividade dos compostos nas formas
intracelulares de L. braziliensis, uma vez que com esta razao (parasitos/macrofago)
foi possivel obter, em média, cinco amastigotas por célula infectada com
aproximadamente 72% das células infectadas apos 72 horas da infeccéo.

Outro aspecto importante em relagcdo a L. braziliensis esta relacionado a
quimioterapia, visto que o seu tratamento apresenta maior tendéncia a falha
terapéutica quando comparado a outras espécies (ROMERO et al., 2001; AREVALO
et al., 2007). O tratamento da LC causada por L. braziliensis com antimoniais
pentavalentes tem sido acompanhado de crescentes variagcdes na taxa de cura em
regides rurais endémicas do Brasil (GUIMARAES et al., 2009). Da mesma forma, a
terapia da LC com miltefosina também tem sido relatada como insatisfatoria em
diferentes paises, incluindo o Brasil (MACHADO et al., 2010). Trabalhos recentes
sugerem uma forte relacdo entre a heterogeneidade genética intraespécie com a
falha terapéutica associada ao tratamento de infec¢des causadas por L. braziliensis
(MACHADO et al., 2010). Vale a pena ainda acrescentar que, dentre as espécies do

subgénero Viannia, L. braziliensis tem grande importancia devido ao seu alto grau
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de polimorfismo genético e fenotipico (SCHRIEFER et al, 2004). Em 2007, a espécie
tornou-se a Unica do subgénero a ter o seu genoma totalmente sequenciado, o0 que
abre perspectivas para o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos com
atividade em genes especificos da espécie (PEACOCK et al., 2007).

No que diz respeito aos efeitos toxicos dos derivados heteroaromaticos da AQ
sobre a célula hospedeira de Leishmania, a maioria dos compostos apresentou
baixa toxidez para macrofagos peritoneais até a maxima concentracdo avaliada de
200 uM (Tabela 10). Além disto, mesmo os compostos 9, 10 e 11 que exibiram
efeitos toxicos para macréfagos, foram ativos em amastigotas de L. braziliensis em
concentracbes muito mais baixas (Tabela 12), o que resultou em valores IS superior
a 1,0 (Tabela 13) demonstrando seletividade parasitaria. Um trabalho anterior
realizado por nosso grupo também comprovou que analogos da AQ exibiram melhor
perfil de atividade antipromastigota em diferentes espécies de Leishmania, sendo
menos toxicos para macrofagos do que o prototipo AQ (COIMBRA et al., 2011).
Sanchés-Moreno e colaboradores (2011) demonstraram que o glucantime, farmaco
de primeira escolha para o tratamento das leishmanioses, exibiu valores de IS de
apenas 0,5 em amastigotas intracelulares de L. braziliensis.

No tratamento da malaria, a toxicidade da AQ tem sido associada a
presenca do radical 4-hidroxilinino que sofre oxidagdo pelo citocromo P-450
(CYP450) hepatico, formando o metabdlito amodiaquino quinoneimino (AQQI) que é
responsavel pela mielotoxicidade do farmaco (O'NEIL et al., 1994). O CYP450 sao
hemoproteinas que catalisam uma variedade de reagfBes quimicas incluindo
biotransformac¢des de drogas, bioconversdo de xenobidticos e sintese de compostos
importantes como acidos graxos e esteroides (BERNHARDT, 2006). Em L. donovani
foi descrito o CYP450-like, o qual esta relacionado a importantes funcdes do parasito
como crescimento, infectividade e respostas a drogas (VERMA; MEHTA; SHAHA,
2011). Uma indicagéo de que o CYP450 est4, de fato, envolvido na sobrevivéncia da
Leishmania resulta de estudos em que inibidores do CYP450 como os antifungicos
azolicos (cetoconazol, fluconazol e itraconazol) tém sido utilizados com sucesso
como farmacos leishmanicidas (ROBERTS et al., 2003). Neste caso, pode ser
sugerido que a AQ e os derivados utilizados neste trabalho, atuem de maneira direta
sobre as fungbes do CYP450 de Leishmania ou nas vias metabolicas como, por

exemplo, na biossintese do ergosterol, componente primario da membrana do
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parasito e responsavel pela manutencdo da integridade da membrana e protecao
contra o estresse celular (GALEA; BROWN, 2009).

Diversos outros mecanismos de acdo das quinolinas em Leishmania ja foram
propostos. Por exemplo, um estudo sugere que a atividade inibitoria de quinolinas
pode estar relacionada a GDP-manose pirofosforilase, um sistema enzimatico
responsavel pela sintese de glicoconjugados ricos em manose que sdo essenciais
para a sobrevivéncia e viruléncia dos amastigotas, estagio clinicamente relevante do
parasito. Contudo, esta enzima ndo € essencial para a sobrevivéncia dos
promastigotas (LACKOVIC et al., 2010). A atividade dos derivados de quinolinas em
Leishmania também tem sido relacionada a interferéncia no transporte de elétrons
inibindo o funcionamento da cadeia respiratéria mitocondrial e producdo de radicais
oxidativos letais; além da inibicdo de genes da familia das cisteinas proteases,
importantes para a viruléncia do parasito (KOYAMA, 2006).

Neste trabalho, foi demonstrado que tanto compostos 4-AMQ, quanto derivados
da AQ demonstraram auséncia de correlagéo entre a atividade antipromastigota e em
amastigotas intracelulares de Leishmania sp, reafirmando as diferencas de
sensibilidade entre as formas evolutivas do parasito. Em um trabalho recente, De
Muylder e colaboradores (2011) estabeleceram um cut-off relacionando a
especificidade dos compostos para as diferentes formas evolutivas do parasito. Neste
trabalho, a grande maioria dos compostos avaliados apresentou valores de IE maiores
que 2,0 (Tabelas 8 e 14), sendo, portanto, considerados mais ativos para a forma
intracelular do parasito. A maioria, inclusive, exibiu valores de IE maiores do que os da
anfotericina B e miltefosina. Estes resultados demonstram a elevada especificidade
dos derivados de 4-AMQ e da AQ para a forma responséavel pelas manifestacoes
clinicas da doenca, a qual pode estar associada a uma série de fatores: (1)
diferencas metabdlicas e bioquimicas entre as duas formas evolutivas de
Leishmania, o que pode resultar em maior especificidade do composto para
amastigotas (PONTE-SUCRE et al., 2007); (2) o fluxo do composto pode ter sido
favorecido pela membrana plasméatica dos macrofagos, aumentando a concentracéo
intracelular do mesmo em niveis de VP; (3) o composto pode ter sido
biotransformado dentro dos macroéfagos, originando um metabdlito ainda mais ativo
(NAKAYAMA et al., 2007), ou ainda, (4) o macrofago sozinho possa ser o alvo de

acao direto, resultando na inibicdo da multiplicacdo do parasito (VERMEERSCH et
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al., 2009; DE MUYLDER et al., 2011). Além disto, estes resultados indicam que a
triagem com promastigotas falha na identificacdo de todos os compostos ativos
como anteriormente descrito por De Muylder e colaboradores (2011). Um composto,
para ser ativo em amastigota, deve atravessar pelo menos trés importantes barreiras
celulares formadas pela membrana plasméatica do macréfago, membrana do VP e
membrana do parasito, além de manter sua estabilidade em condi¢cbes de pH &cido
e na presenca de espécies reativas do oxigénio e do nitrogénio encontradas no
fagolisossomo. No ensaio antipromastigota, contudo, o parasito €& exposto
diretamente a acdo do composto (SIQUEIRA-NETO et al., 2010).

Ensaios futuros serdo realizados em nosso laboratorio no intuito de se

elucidar o mecanismo de agéo dos derivados de 4-aminoquinolinas.
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6 CONCLUSOES

A partir deste trabalho foram possiveis as seguintes conclusoes:

1- A maioria dos derivados de 4-AMQ e AQ testados possuem um amplo
espectro de atividade contra diferentes espécies de Leishmania associadas a
manifestagbes tegumentares;

- Em relacdo aos seis derivados de 4-AMQ avaliados foi possivel verificar que
a conjugacao com o grupo esteroide resultou em aumento significativo da atividade
para formas promastigotas e amastigotas de L. major;

- Em relagdo aos nove derivados da AQ avaliados, cinco compostos exibiram
atividade em promastigotas de Leishmania sp, com valores de Clsp mais expressivos
do que a miltefosina. Seis compostos foram mais ativos em amastigotas de L.
braziliensis do que o prototipo AQ e miltefosina.

2- A maioria dos derivados de 4-AMQ e AQ foram mais seletivos e especificos

para amastigotas intracelulares.

Juntos, o0s expressivos resultados obtidos em formas promastigotas e
amastigotas Leishmania sp abrem perspectivas para a continuidade do estudo com
estas classes de compostos no sentido de se determinar a sua eficacia em modelos
de infecgéo in vivo, bem como da elucidacdo do seu mecanismo de agcao. Neste
caso, espera-se avaliar mecanismos sugestivos de morte por apoptose e ensaios
bioquimicos envolvendo enzimas importantes de Leishmania sp, visando-se o
desenvolvimento de novos farmacos mais seletivos e nao téxicos para o hospedeiro

humano.
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Abstract

Ba deground: Aminoquinolinefstensid conjugates were syntheszed based on the fact that steroid transporters have
been shown to accept and carry a variety of drugs. 5o, in continuing our research of antileishmanial and
antituberoular drugs, aminoquinalineftercid conjugates (12, 13, and 14} were regiosseledt e ly synthesized via

1, 3-dipolar oydoaddition of alkynes 3, 5, and 7 with aside 12 The aminoguinolinestercids conjugates were evaluated
in vifm against Leishmania major and Myoobacfenium tuberculbsis.

Results: Regicssladive synthesic of the novel aminoquinaline/steroid conjugates was achieved in wery high
wielkd All aminoquinoline/&tersid conjugates (1.2, 13, and 14) exhibited bed results against Leishmania and M.
fuberouloss than the respedive alkyne intermediate structures (3, 5, and 7, respedtivelyd. Among them, the

compound 12 exhibited the best activity for M. tuberculosis (MIC = B8 pM). This result i comparable to drugs
commonty used in tuberuloss treatment. Alo, for antikishmanial assay, the aminoquinaline’sterid conjugates
demarstrated a significant acthvity againg promastigote and amastigote forme of L. major.

Condusions: Addition of a steroid group to aminoguinoline molecules enhanced the leishmanicidal and
antitubercular activities. These results highlight the importance of saoids 2 amer.

Keywords: Antikeizhm anial drugs, Antituberculosis drugs, Qick chemistry, Quinoline, SEenoid

Background

(uinolines are among the most important antmaldal
drugs ever used [12]. In addiion, quinoline derivatives
have also demonstrated a variety of biological properties
that includes antiviral, anti-infammatory, antitnbercular,
and antileishmanial activities [2-5]. Leshmaniags is a dis-
ense caused by parmsitc protoroans of the genus Leigh-
mnkt. (wver 20 different Leishruania species can infect
humans and cause a wide spectrum of symptoms. It has an
estimated prevalence of 12 million cases worldwide, which
i continuing to increase, with 1.5-2 million new cases
each year [6]. With no available vacrine, the chemotherapy
s @ major control for the disase However, the treatment
options are severely limited and first line treatment is based
on pentavalent antimonials that have been used in thera-
peutics for mome than half a century [7]. Tuberculoss (TE
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i another important neglected disease. TB b more preva-
lent in the world today than at any other time in human
history. Mycobacteriom tubercuiogs (MTB), the pathogen
resporcible for TB, uses diverse strategies to aurvive in a
variety of hogt lesions and to evade immune surveillance
[7.8. The last 20 years have seen the worddwide appearance
of multidmg-resistant TE, followed by extensively drug-
resistant T, and most recently, strains that are resistant to
all antituberculods drugs [9]. Since the discovery of rifam-
picin (1960}, no new drugs have been developed specifically
against mycobacterta [10]. Also, only within the st few
vears some promising drug candidates have emerged [11].
Considerng the inefficacy and the high toxicity of the cur-
rently used drugs for the treatrnent of these infectious dis-
eases, as well as the emergence of drug-resistant strains of
the causative organisms, the development of new leishima-
nicidal and antitubercular agents is extremely important.
Bioconjugation has emerged as a fast growing technol-
ogy and aims at the ligation of two or mare maolecules to
form new complexes with the combined propertes of
their individual components [12]. To make this linkage,

M2 B ox al; liconsoe Spinger. This & an Oypon oo armd e dismibuted undor the tenms of the Choadve Commons
Amibassion Lioense (e am comimaons. ongf i consos e 1, which pormmits: e s oo use; o s budon, and reprodlacdion
im any modum, provided the ongiral work & popny doed

105



Mntirarelli et ol Grganicand Medicinag! Chemistry Letters 2012, 2-16
ity araras nagmesdichemibett comdicon et 21/16

the 1,23-triazole maoleties are attective as connecting
units, since they are stable to metabolic degradation and
capable of hydmogen bonding, which can be favorable in
binding to biomolecular targets and also improves solu-
bility [13]. Although the 1,23-triazole structural molety
does not occur in mture, the synthetic molecules con-
taining the 1.2,3-triazole unit show diverse biological ac-
tivities  including antibacterial, herbicidal, fungicidal
anti-allergic, and ant-HIV [14]. Aminoguinolinefchalic
acid conjugates were synthesized based on the fact that
steroid transporters have been shown to accept and
carry a varlety of drugs [15]. Cholic acid is the most
common form of the sterold and its dedvatives are
known to echibit antmicroblal acivities [16]. Bile acids
are amphiphilic molecules which may mepresent alterna-
tives for chemotherapeutic agents by acting synergistically
with antibiotics a5 membrane permeabilizers [17-21).
Maoreover, several bile acid/drug conjugates are shown to
possess better activity than the precusor [22.23).

In a previous study, we demonstrate that 4-amino-
7-chloroquinoline derivatives showed an interesting
antileishmanial and anti-MTB activities [24]. In con-
tinuation of this study were synthesized aminoguino-
line conjugate with steroids in the expectation of
improving its biological activity.

Methods

General experdmental techniques and apparatus

TLC was performed on precoated silica gel F254 plates
{025 g E. Merck). Infrared spectra were recorded on
Schimadzu 8400 series FTIR instrument. ' H NME gpec-
tra were recorded on a Bruker AC-300 and 500 spectro-
meters at 30013 and 500.13 MHz and “C NMR spectra
were recorded on a Bruker AC-300 at 75 MHz The
chemical shifts are given in parts per million relative to
tetramethykilane. Mass spectra were recorded on LC-
MS/MS-TOF APl OQSTAR PULSAR spectrometer, and
samples were introduced by infusion method using Elec-
tro spray lonization Technigue. Standard work up: after
extraction of all the reactions, the organic extracts were
washed with water and brine and dried over anhydrous
Ma,50, and concentrated in vacuum.

Synithesis of terminal acetylenes

General synthetic procedure for N-{7-c hioro quin olin -4yl
alkyl-diamine) (2, 4, and &)

A mixture of 4,7-dichloroquincline (20 g, 101 mmol)
and the corresponding diamines (0.0 mmal), ethane-
1.2-diamine, propane-13-diamine, or buthane-14-di-
amine, was heated at 80°C for 1 h without stirring for
1 h and then at 1 10°C for 4—6 h with continued stirring
to drive the reaction to completon. The reaction mix-
ture was cooled to mom temperature and diluted with
dichloromethane. The organic layver was successively
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washed with 5% NaOH (30 ml) followed by water wash
and then finally with brine. The arganic layer was dried
over anhydrous Nax504 and solvent was removed under
reduced pressure to afford the compounds 2, 4 and 6,
at BO—00% yield

N-{F-chivraquinolin-d-ylle fane- 1, 2-dia mine (2] [25]:
Yellow solid, yield: 9% mp = 141°C (145-147°C).
N-{P-chivraquinolin-d-yilpropea ne- 1, 3-diamine [4) [25]:
Yellow salid, yield: 90% mp = 97°C (96-98°C) [25].
N-[Pchioroquinsiin-d-ybthane- |, 4-diamine (&) [25]:
Yellow solid, yield: B0 mp = 123°C (122-124°C).

General synthetic procedure for 7-chioro-N-{3-(prop-2-
ynylaming ol quil jquine lin-4-amine (3, 5, and 7}

The compounds 2, 4, and & (68 mmal) and propar-
gl bromide (136 mmol), in presence of KO0,
(136 mmaol), were dissolved in EvOH (5.0 mLL The
reaction mixture was stirred at 0°C for 2 h and then
at 25°C for 48 h. Solvent was removed in vacuum
untll dry. The crude reaction product was purified by
flash chromatography (elwent MeOH/CH2Clz 595)
producing the compounds 3, 5, and 7, respectively
(25 mmol) in &0% veld = vellow solid

Fchlora-NA{2-(prop-2-yrylaminale il guinolin-4-
amting (3] [24]: Yield: 60%, mp=9°C
Fchlora-N-{3-(prop-2-yylaminalp opy | qudrnolin-4-
amting (5] [24]: Yield: 60%, mp="75°C
Fchlora-N-{4-{prop-2-yeylaminalbutyl lqunolin-4-
amting (7] [24]: Yield: 63%, mp=7C

Synthesls of terminal azide

Synthess of methyl 3a,7a,120-triby drosy-58-c holane-24-
ocate (9}

Compound 9 was synthesized in overall good vield start-
ing from hile acld 8 using the literature procedure [24].
White solid, mp. 158°C.

Mt Fryl-Fa-me sy Loy -7 o- | 2o ik yd roxey -5 -chola ne-24-
aate (1) [23): To a solution of 9 (20 g, 492 mmal) in
(HzCly (20 mL) was added triethamine (6.4 ml,
492 mmol) at FC. Methane sulfony chloride (0.5 mlL,
492 mmaol) was added dropwise for 10 min at ("C. The
reacton mixture was ectracted with CH, O, /HL 0. Orr-
mnic byer was washed with NaHCOs, water, and brine.
The solvent was evaporated under reduced pressure
The crude product was purified by column chromatog-
maphy (AcQEt Hex 2:8) to obtain pure product 7 (1.9 g).

Syntheds of methyl-38-azido -7a, 1 20-di ydrosxy-58-cholane-
24-pate (17)

The compound 10 was reacted with Nab; (3 equiv) in
DMF for 24 h at 120PC to give product 11 [23]. White
wolid, mp. 1757,
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General procedure for cycloaddition (12-14)

The alkyne 3, 5, or 7 (1 equiv) and the azide 11 (1.3
equiv) were dissolved in DMSO/H20 41 (3 mL). To this
solution, CuSChy SHLO (005 equivy and sodium ascor-
bate (040 equiv) were added. The maction mixture was
stirred for 48 h at room temperature and it was then
extracted with CH2Cl/Hz(. Organic byer was washed
with MWaHCOs, water, and brine The solvent was
evaporated under reduced pressure and crude prod-
uct was purified by column chromatography on silica
gel using 30% MeOH/CH.Cl, system to obtain ami-
nogquinoline’bile acid conjugates 12, 13, or 14, re-
spectively, linked with 14-disubstituted 1.2 3-triszzole
in 60% yield.

Methyl  38-(N-[[7-chelorog wnod in-4- Ja maims fe ey lami-
nonsetingd)-1  H-1,23-trigezo- {9} 7§ 20-ali byl roxcy-55-dho-
lane-24-pate (12): Yellow crystalline solid; mop. 128%C,
U [KEEE 3340 (NH), 2930 (CH) "H NMR (300 MHz,
CDOD): 8.31 (d, 1 H, J;5=4 Hz, H-2); 8.08 (d, 1 H,
Eg=6 Hz, H-5% 788 (s, 1 H, H-4" triazole) 7.73 (s,
1H,H-8% 737 (dd, 1 H, lgis=6Hz, J=2 Hz, H®'}; &.51
(d, 1 H, ia=4 He, H-3% 453 (s, 1 H, H-12}; 360 (s,
1 H H-Tk 389 (s, 2 H, H-3"k 3.49 (s, 3 H, H-25} 3.45
{m, 2 H, H-1"} 293 (m, 2 H, H-2"); 0.97 {d, 3 H,
T=6 Hz, H-21k 0.76 (s, 3 H, H-18) 0.65 (s, 3 H, H-19);
BC NMR (75 MHz, CD:0D): 176.4 (C-24); 1526 (C-47);
1520 (C-2% 1493 (C-9); 1463 (C-37 trizzole) 136.3 (C-
Th 1273 (C-87% 1259 (C-67 1243 (C-47 triazole); 1233
(C-57 1186 (C-107) 995 (C-3') 737 (C-12) 8.7 (C-7);
582 (C-3) 518 (C-13); 488 (C-25) 47.1 (C-2); 33 (C-
2i) 174 (C-19); 128 (C-18) HRMS ESI [M + H|": miz:
Cale for CagHe N0, 7074052 [M+HJ*, found
FO7ANS9 [M o+ H[

Metisel  38-(N-I{ 7 hloroguinolin-4-wi la mins propyia-
minometieyl)l-]  H-1,23-triazol- f-vi)[7a-1 20 -d ihydroxy-
SB-cholane-24pate (13k Yellow all; v, (KBrl 3345
{NH), 2028 (CH}; *H NME (300 MHz, CDCly): 838 (d,
1 H, ha=4Hz, H-2') 787 (s, 1 H, H-8% 7.74 (d. 1 H,
Fg=6 Hz, H-5% 752 (5 1 H, H-5" tlazole) 730 (dd,
1H, Js5=6 Hz, J=2 Hz, H-6"; 627 (d, 1 H, J35=4 Hz,
H-3); 453 (5,2 H, H47); 387 (s, 1 H, H7); 365 (5,3 H,
H-25); 3.45 {m, 2 H, H-1"); 097 (d, 3 H, /=6 Hz, H-21);
081 (s, 3 H, H-18% 0.68 (5, 3 H, H-19); “C NMR
(75 MHz CDClyk 1749 {C-24) 151.4 (C-4% 150.2 (C-
Tk 1406 (C-9% 14406 (C-47 triazale); 135.5 (C-T) 126.8
(C-8% 1254 (C-&) 1230 (C-57 triazole); 1229 (C-5);
1214 (C-10r), 114.0 (C-3'), 730 (C-12), 682 (C-T), 57.0
(C-3), 5L.7 (C-13), 484 (C-25), 474 (C-2), 38.3 (C-14);
229 (C-2L) 175 (G-19) 127 (C-18); HRMS ESI [M =+ HJ™:
miz: Cale for CoHeMNa0,0 721408 [M+H]™, found
THAZI0 [M +H]".

Methyl  3B-N-Ji Pchloroquinolin-d-yi am o butieyla-
mingmetieyl)l-]  H-1,23-triazol- f-vi)[ -1 20-d ihydroxy-
S8-cholane- 24-oate (14).
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Yellow oil; Une (KBrk 3347 (NH), 2931 (CH) 'H
NME (200 MHz, CDCgk 844 (d, L H L5=2 Hz, H-2)
TRR (s, L H, H-8% 777 (d 1 H, fss=6 Hz, H-57 751
(s, L H, H-7" triszol); 723 (dd, | H J.s=6 Hz, [=2 Hz,
H-6); 6.32 (d, | H, ia=2 Hz, H-3% 392 (5, 2 H, H4)
388 (5, | H, H-T) 3.66 (s, 2 H, H-25); 238 m, 2 H, H-
17; 099 (d, 3 H, J=6 Hz, H-21); 082 (5, 3 H H-18)
068 (s, 3 H, H-19); *C NMR (75 MHz, CDCly): 174.9
(C-24) 1516 (C-4); 1505 (C-T); 1487 (C-9); 1453 (C-
& triazalel; 134.8 (C-T); 1278 (C-8) 124.9 (C-6Y; 1223
(C7" trizalel 1212 (C-5); 1174 (C-100% 988 (C-T%
T2O0 (C-12) 680 (C7); 569 (C-3) 516 (C-13) 487
(C-25); 473 §C-2) 229 (C-21) 17.5 (C-19) 127 (C-18%
HRMS ESI [Ms+H™ miz: Cale for CyuHe 0,00
7354365 [M+ HJ*, found 7354362 [M + H]*.

Blological evaluation

Anti-MTE acthity

The anti-MTE activity of the compounds was deter-
mined by the Resamurin Microtiter Assay (REMA) [26].
Stock solutions of the test compounds were prepared in
dimethyl sulfoxide (DMS0) and diluted in Middlebrook
7 HY broth {Difeo ), supplemented with oleic acid, albu-
min, dextrose and catalase (OADC enrichment—BBL/
Becton Dickinson, Sparks, MD, USA), to obtain final
drug concentration ranges from (15 to 250 phl The
serial dilutions were realized in a Predsion X5 Micro-
plate Sample Processor (Biotek ™). The isontazid was dis-
solved in distilled water, as recommended by the
manufacturer (Difco bbomtordes, Detroit, ML UT5A),
and used as a standard drug. MTE HyRv ATOC 27294
was grown for 7 to 10 days in Middlebrook 7 H% broth
aupplemented with OADC, plus 005% Tween 80 to
avold dumps. Cultures were centrifuged for 15 min at
3150 g washed twice, and resuspended in phosphate-
buffered saline and aliquots were frozen at -80°C. After
2 days, an aliquot was thawed to determine the viability
and the CFLU after freezing. MTB HgRv (ATCC 27294)
was thawed and added to the test compounds, yielding a
final testing volume of 200 pL with 2 x10* CFU/mL
Micropltes with serial dilutions of each compound were
incubated for 7 days at 37°C, after resspurin was added
to test viability. Wells that turned from blue to pink,
with the development of fluorescence, indicated growth
of bacterial cells, while maintenance of the blue color
indicated bacterial inhibition [36]. The fluorescence was
mead (530 nm eccitation filter and 590 nm emission fil-
ter) in a SPECTRAfuor Plus { Tecan™) microfluarimeter,
The MIC was defined as the lowest concentration result-
ing in %% inhibition of growth of MTE. As a standard
test, the MIC of isoniazid was determined on each micro-
plate. The acceptable range of isoniazid MIC is from (.11
to 044 pM [10,33]. Each test was set up in triplicate.
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90%; fb) propargyl bromide, I,00,, EOH, 25°C 28 h, 60%.

MH -

HN Sy HN )
i = a i b =
J - | — | .
cl M cl M (=] M
! 2:n=1 Inm1
dp=3 5:n=2
Bn=3 T:n=3

Figure 1 Reagents and mnditions {a) ethane-1,2-diamine, propane-1.3-dismine; o butane- 1 4-diamine, 80°C for 1 h 11FPCfor d by

MHVf’

In vitro antileshmanial activity

Parasites and cell culture

Promastigote forms of L. major (MEHOSLUS9T) were
raintained in Medium BHI supplemented with 10%
fetal bovine serumn (FBS) at 24°C. FBS was purchased
from Cultilab (Campinas, 530 Paulo, Brazil) and brain
heart infusion (BHI) from Himédia (Mumbal, India).

Promastigo te forms

The viability of parastes was determined by the coloni-
metric 34 4,5-dimethythizzol-2-y1)-2,5-dipheny-tetrazo-
lium bromide (purchased by Sigma Chemical Co, St
Louis, MOy, USA) or MTT method, based on tetrazolium
salt reduction by mitochondrial dehydrogenases [27].
Briefly, promastigotes of L major from a logarithmic
phase culture were suspended to yield 2 million cells/
ml after Meubauer chamber counting. The screening
was performed in 96-well microtiter plates maintained
at 2°C. Controk with DMS0 and without drugs were
pedormed. Absorbance was measured at 570 nm (Mul-
tigkan M5 microplate reader, LabSysterms Oy, Helsink,

Finland). The results ame expressed a the concentrations
inhibiting parasite growth by 50% ([Cg,) after a 3-day in-
cubation period. Amphotericin B (supplied by Cristalia,
Sa0 Paulo, Brazl) was used as the reference standard
For data analysis: Wse values were carded out at 5% sg-
nificance level (p< 005, (1 95%), calculated using a non-
linear regresion curve, by using GraFit Version 5
software (Erithacus Software Ltd, Horley, UK)

Amastigo fe forms

Conceming the amastigotes i witro model, inflam matory
mactophages were obtained fom BALB e mice previoushy
inoculated with 3% thioghoollate medium (Sigma Chemical
Co). Briefly, peritoneal macrophages were plated at 2 » 10°
celkiml on coverdips (13-mm diameter) previously
arranged in a 24-well plate in RPMI 1640 medium supple-
mented with 10% inactivated FBS, and allowed to adhere
for 24 hoat 37°C in 5% OOy, Adherent macmphages were
infected with L mugior (MEHO/SUSSF) promad igotes in
the statiorary growth phase usng a ratio of 1:10 at 37°C for
3 h Non-interralized promasigotes were eliminated and

HO ‘OH

OH = 0
._§_\_{E|Ma
——
[ ! “OH Th
m

Figure 2 Reagents and onditions {a) HO/MeOH, 25°C 24 h, 98%; (b) MsCL EtyN, CHxCL, PG 2 h, 80%; (0 Nabh, DMF, 120°C, 24 b,
0%

- o
L] _b-
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solutions of tested compounds were added and maintai ned
at 37C in 5% 00y for 72 b Slides were fixed and stained
with Giemsa for parasite counting (optical microscopy,
100= magnification). Amphoteddn B was used a5 a stand-
ard drug and the reduction of the number of amastigotes
was evaluated after only 24-h podt-infection (0.1 pM = 35%
and 10 M = 48% of reduction of intecellular amastigotes) .
The data were analyzed using GraphPad Prism 2.0 (Graph-
Pad Software, San Diego, CA, USA), which considered the
mean of two asays pedformed in duplicate. One-way
AMNOWA was applied to compare all the groups. Differences
were regarded as sgnificant when p<QO0001 (=% and
P 0001 (%)

Results and discussion

Ohem lstry

The aminoguinoline/steroids conjugates 12, 13, and
14 were synthesized via 13 -dipolar cycloaddition of al-
kyme 3, 5, or 7, mespectively, with an aride group of
the bile add 11. 4,7-dichlbmoguincline 1 on treatment
with ethylenediamine, propanediamine, or butanedia-
mine at 80-110°C for 4 h fumished the intermediates
N-(2-aminoethyl)-7-chloroquinolin-4-amine (2), N-(3-
aminopropyl)-7-chlorequinalin-4-amine (&), and N-(4-
aminobutyl}-7-chlomquinolin-4-amine (8) in 90% vield
[25]. These intermediates 2, 4, or & on further
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Table 1 Effect of the compounds on promastigote forms
of L major, murdne peritoned macrophages and M.
tubercwl osis

Compound: Binlogical tests jud)
M. tuberculasis (MIC)® L majorfiCsl”

3 a1 AT

5 &1 450

¥ L =EFF

12 a8 108

1% 173 N2

14 170 256

A - a3

komaad® 0171044 -

Walues reperesen B retan of Tplic e et AmE (amphoweddn B) and
B vele cbaihd a4 mefesnoe deug Bor analeEReranial and aTEMTE asay,
mpeavely. “IC,, values (oonoenErations inhilblling parsine gevwih by S096)
BT ot oo eration resulling in S09 inhikigon of grosh of MTE. Data
Pt bt epoed predcuddy [14].

treatment with propargyl bromide and E,COy in EtOH
at 25°C for 48 h yielded compounds 3, 5 and 7, re-
spedtivaly, in 60% yield (see Figure 1) [28].

The C-3-azido steroid (bike add) dervative 11 was
gynthesized according to the literature procedures [29,30]
with small modifiations (see Figure 2. Finally, the

I +MNM —_— Clu\(ﬂ‘n—q H --’“'ﬂ-u,aﬁ" )
| N TN oH
“"lm'/ WH N=N A
H 12
B4 A — cu(—*:uq H -
| Non ™ F N
W,-.)E“l{ H:‘H =N
N~ 13
oH ™ &
§M
- OMe
7 e —

CI-T/:% H P .
B e T
i

Figure 3 Resgents and conditions {a) CuS0y SH0, sodium ascorbate, DMSOH O {121, 258°C 98 h, 884,

O
OH
| \_gr_\--'-l!t

14
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arminoguinoline Sterold (bile acdd) conjugates 12, 13, and
14 were synthesized in very high vield via 1 3-dipolar cyclo-
addition of allyne 3, 5, or 7 with an azide group of the bile
acid 11, respectively, using CuSChy-5H0, sodium ascor-
beate, DMSOMH20 (1:1) at 25°C for 96 h, in 60% yeld (see
Figure 3). All the compounds were well duracterized by
'H NME, *C NMR, and HRMS,
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Bialogical eval uatian

Previous study demonstrated that 4-amino-7-chlorogui-
noline dervatives (2—7 ) showed an interesting antileish-
manial and anti-MTB activides [24]. In contnuation of
this study, novel sterold linked aminoguinolines were
aynthesized in an anticipation to improve its biological
activity. Table | shows the biological results comparing
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amastigotes. Peritonesl macaphages predowdy infscied with L mojor
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Figure 4 Effect of aligme intermediate struchures (3, 5 and 7) and aminoguinofine/stenoid conjugates {12, 13 and 14) on intracel ular
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the alkyne intermediste structures (3, 5, and 7) and their
corresponding aminoguinoline Sterold conjugate products
(12, 13, and 14).

Anti-MTE activity of the compounds increased in the
following order: alkyne intermediate structures (3, 5
and 7)<aminoquinoline/steroid conjugates (12-14).
The aminoguinoline/steroid conjugates (12—14) showed
excellent results with MICs ranging from BE to
173 pM. Within these conjugates, the compound 12
was the most active against MTE badll (88 pM) and
the presence of the shortest ethylenodiamine linker was
enough to demonstrate the improved activity. The mini-
mum iphibitory concentration (MIC) value found for
the compound 12 is comparable or better than the MIC
of some “second-line” drugs cumently used in TE ther-
apy such as cydoserine (12244897 pM), kamamydn
(21-86 pM), tobmmycin (8.6-17.1 pM), and darithro-
mycn (10.7-21.4 pM) [31].

For antileishimanial test, the assay was performed in
both promastigote and amastigote forms of Leishmania
since both stages of parasite are used for drug screening
research [32-34]. Table 1 shows ICs values of synthe-
sized compounds on promastigote forms of Lo majar.
Aminoguinoline/sterold conjugates (12-14) were maore
active than the respective alkyne intermediate structures
(3. 5, and 7, respectivelyl. Among them, the compound
12 was the maost active in promastigotes of L. major,
inhibiting two times maore the viability of the parasite
than the alkyne intermediate 3.

Although the promastigotes of the Leishrania genus are
used for screening of compounds, this assay mud be con-
sidered as preliminary because this stage of parasite i sig-
nificanitly more susceptible to drug-induced effects than
amasgtigote, the amastigote are responsible for all clinical
manifestations in humans and the intracellular amastigote
midel has been cited as the golden standand for i vitro
Leighmania dug discovery research [B34]. L major
macrophage treated with the aminoguinoline/steroid
compounds (12-14) showed a significant inhibitory effect
against the intracellular amastigotes, as evidenced in
Figure 4. Addition of a gemid group to aminoguinoline
molecules again enhanced the biological activity of the
compounds Results showed that the compounds 13 and
14 showed the best antiproliferative effects on intracellular
armastigotes, inhibiting between &4 and 8% of the parasite
burden. These asays were peformed in concentrations
aboive those toode for minAne macrophages.

Antileishmanial and anti-MTE results confirm the im-
portance of sterold groups such cholic acid acting as car-
fes. The cholic acid-derved carders can possibly
increase the solubility in physiological conditions and it
could lead to increased cell permeability due to the
amphiphilic character of the maolecule and could fune-
tion a5 an ionophore [22]. Further in vive mouse model
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gudies could better elucidate the mle af bile add deriva-
tves as carriers.

Conclusions

Regioselective synthesis of the novel aminoguinoline/
gerold conjugates was achieved in wvery high wyield
Addition of a steroid group to aminoguinoline molecules
enhanced the anti-MTE activity, having lower MICs
than some drugs commonly used to treat TE. For anti-
eishmanial asay, the aminoquinoline/steroid conjugates
demonstrated a significant activity against peomastigote
and amastigote forms of L. mejor.

Bhbreviations

EH: Erain hmn infuson; FE&: Feal bovine soum; 10, Concenmmtons
nhibiang parasie groweh by 509 MIC Mnimum inhibtory mnoenration;
TR Myrobertewiom tubselors; TR Tubenculireis.
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In this work, we report the antileishmanial evaluation of
twenty 7-chloro-4-quinolinyl hydrazone derivatives (1-
20). Firstly, the compounds were tested against prom-
astigotes of four different Leishmania species. After
that, all derivatives were assayed against L. braziliensis
amastigotes and murine macrophages. Furthermore, it
was investigated whether the antiamastigote L. brazifi-
ensis effect of the compounds could be associated
with nitric oxide production. Compounds 6 and 7
showed a strong leishmanicidal activity against intra-
cellular parasite with ICsy in nanogram levels (30 and
20 ng/mL, respectively). Appreciable activity of three
compounds tested can be considered an important
finding for the rational design of new leads for antile-
ishmanial compounds.

Key words: 7-chioro-4-quinclinyl hydrazones, amodiaguine,
antileishmanial
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Leishmaniasis is a disease caused by a protozoan parasite
of the genus leishmania. The severty of the disease
depends on the species of Laishmania responsible for the
infection and the immune response to the infection. There-
fore, clinical manifestations in humans can occur in three
main forms: the most common one, cutaneous leishrmani-
asis; mucocutaneous leishmaniasis, which causes dam-

658

ages to nose and mouth tissues; and the most serious
visceral leishmaniasis, which is fatal if untreated (1). This
disease is endemic to the American, Asian, and African
tropical countries, and there are 12 milion people currently
infected in about 88 countries. Among these, 72 are
developing countries (a).

The first-line treatment against leishmaniasis is still based
on pentavalent antimonial drugs, such as sodium stibog-
luconate and meglumine antimoniate. Other medications
are used when the first-line regimen fails, such as pentam-
idine, amphotericin B, and paromycine, despite their high
toxicity. In addition, antileishmanial drugs are expensive,
and they are not orally active, requiring long-term paren-
teral administration, which might cause some problems
regarding access to treatment, such as long distances to
the treatment center, lack of transport and serious financial
burden to the patients (2,3). Such problems favor the
abandonment of the treatment and drug resistance may
emerge. That being considering, there is an urgent need
to develop new potent, nontoxic, and selective antileish-
manial drugs to treat this neglected disease (4,5).

In this context, quinoline derivatives can be considered
promising for the discovery of new antileishmanial agents,
which can be exemplified by the activity of the antimalarial
drug amodiaguine (AQ) (Figure 1), which is active against
different species of Lalshmania sp at pM concentration (6—
8). Therefore, our research group decided to investigate
the use of AQ as a prototype with the aim to develop new
active compounds. As a result, we previously described
the synthesis and antieishmanial activity of two series of
AQ analogs: 7-chloro-4-aminoquinaline-aryl and 7-chloro-
d-quinolinyl hydrazones dervatives (9). Among these, the
compound 1 (Figure 1) displayed a significant activity
against all promastigote forms of Laishmania species (ICso
values of 4.2, 4.9, 51, and 191 ug/mL for Leishmania
amazonensis, L. braziiensis, L. chagasi, and L major,
respectively), being more effective than the AQ. Although,
this compound has been cytotoxic in macrophages, we
decided to continue exploring the antileishmanial potential
of the 4-quinolinyl hydrazones series. As the presence of
substituents at B* position, such as fluorine, chlorne, bro-
mine, hydraxyl, methoxy, nitro, and cyano, was harmful to
the biological activity of said series, we proposed in this
work to evaluate the antileishmanial actvity of other
two series of 7-chloro-4-guinolingl hydrazones (Figure 1):

& 2013 John Wikey & Sons A/S. doit 10.1111/cbdd. 12112
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Figure 1: Amodiaquine analogs with potential antileishmanial activity synthesized by our research group.

(i) monosubstituted derivatives at R' or B® positions (2-11)
and (i} hetercaromatic derivatives (12-20). The choice of
the substituents attached to the hydrazone moiety was
made based on the different electronic and steric charac-
teristics of these groups. In addition, the relevance of the
present report also arises from the need for developing
ongoing studies on the structure-activity relationship in this
class of compounds.

Experimental

Synthesis

Al 7-chloro-4-quinaling! hydrazone derivatives described in
this work (1-20) were previously synthesized by our
research group. They were fully characterized by spectro-
scopic and spectrometric methods (10,11).

Antileishmanial activity

Four species of Leshmania were used: L chagas/
(MHOM/Br/74/PPT5), L brazifensis (MHOM/Br/75/
M2903), L major (MRHO/SUW/S9/P), and L amazonensis
(IFLA/Br/67/PHB). Promastigotes of L amazonsnsis were
cultured in Warren's medium [brain heart infusion (BHI)-
plus hemin and folic acid], promastigotes of L. major and
L brazifiensis were maintained in BHI medium, and prom-
astigotes of L. chagasi were maintained in LIT medium,
both supplemented with 10% fetal bovine serum at 24 °C.
Fetal bovine serum was purchased from Cultilab (Campin-
as, Sao Paulo, Brazil; BHI and liver infusion tryptose from
Himedia (Mumbai, India), and hemin and folic acid were
purchased from Sigma Chemical Co (St. Louis, MO, USA).

Chem Bidl Drug Des 2013; 81: 658-665

Amphotericin B was supplied by Cristalia (Sao Paulo, Bra-
zil), miltefosine was supplied by Cayman Chemical Com-
pany (Michigan, USA), and AQ was supplied by Ellipse
Pharmaceutcals (Pessac, France).

Promastigotes assay

Antilsishmanial activity was determined by the colorimetric
3-(4,5-dimethytthiazol-2-y[)-2,5-diphenyl-tetrazclium  bro-
mide (MTT), method based on tetrazolium salt reduction
by mitochondrial dehydrogenase (12,13). The screening
was performed in 96-well microtiter plates maintained at
24 °C. Briefly, promastigotes from a logarithmic phase cul-
ture were suspended to yield 2 milions of cells per mL
(L. amazonensis) or 3 millions of cells per mL (L chagas,
L. brazifensis and L major) after MNeubauer chamber
counting. The analysis was performed in duplicate. The
parasites were exposed to increasing concentrations of
the compound (at minimum six seral dilutions) for 72 h at
24 °C. Controls containing 0.5% DMSO and medium
alone were also included. The wviability of promastigotes
was assessed by MITT coloimetric method, and the
absorbance was measured at 570 nm (Multiskan MS mi-
croplate reader; LabSystems Oy, Helsink, Finland).
Amphotericin B and miltefosine were used as the refer-
ence drug.

Amastigotes assay

In witro model of the amastigotes, inflammatory macro-
phages were obtained from BALB/c mice previously inocu-
lated by the intraperitoneal route with 3% thioglycollate
medium (Sigma). Briefly, peritoneal macrophages were pla-
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ted at 2 x 10° cells/mL on coverslips (13 mm diameter)
previously aranged in a 24-well plate in RPMI 1640 med-
ium supplemented with 10% inactivated FBS and allowed
to adhere for 24 h at 37 °C in 5% CO,. Adherant macro-
phages were infected with L. brazliensis (MHOM/Br/75/
M2903) promastigotes in the stationary growth phase
using a ratio of 1:10 at 33 °C for 4 h. Non-intemalized
promastigotes were eliminated, and solutions of tested
compounds were added in different concentrations and
maintained at 33 °C in &% CO, for 72 h. After 48 h, all
culture supernatants were colected for nitric oxide [NO)
measurement. Slides were fixed and stained with Giemsa
for parasite counting (optical microscopy, 1000x magnifi-
cation). The parasite burden was evaluated by counting
intracellular parasite and the infected macrophages (100
cells infected). Amphotericin B and miltefosine were used
as reference drug.

Cytotoxicity on macrophages

Mouse peritoneal macrophages were obtained and cul-
tured as previously described. In brief, the macrophages
were used for cytotoxicity assay in a concentration of
2 x 10% cels/mlL in 96-well culture plates in RPMI 1640
medium supplemented with 10% inactivated FBS, at
37 °C and 5% CO, atmosphere. After 24 h, the adherent
macrophages were incubated with the compounds in a
serial dilution, in duplicate at each concentration for 72 h
at 37 °C and 5% CO. atmosphere. The viability of the
macrophages was determined with the MTT assay and
was confirned by comparing the contral group morphaol-
ogy via light microscopy (12,13). Dose-response curves
were plotted (values expressed as percentage of control
optical density), and the values were expressed as CCspy
values (50% cytotaxicity concentration).

115
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Nitric oxide production

Mitric oxide production was determined in the supema-
tants of L brazifiensis-macrophages which were incubated
for 48 h in the presence of the compounds. The assay
was performed as described by Green et al (14). In brief,
50 pL of Griess reagent 1% sulfaniamide in 2.5% of
HsPO. and 0.1% MN-1-didrocloreto de naftiletilenodiamina
in 2.5% HsPO. (vv) was added to 50 pl of each sample
in a 96-wel microplate. Blank reference and standard
curve were determined. The absorbance was measured at
540 nm using a microplate reader (Multiskan MS micro-
plate reader; LabSystems Oy). Nitrite content was quanti-
fied by the extrapolation from sodium nitrite standard
curve in each experiment. All the assays were performed
in duplicate. The results were expressed as percentages in
comparison with the non-treated macrophages infected.
Lipopolysaccharides (LPS from Escherichia coli J5; Sigma-
Aldrich, 5t. Louis, MO, USA) was used as positive control
at 10 pg/mlL.

Statistical analysis

For promastigote and amastigote forms of Leishmania and
cytotoxicity against macrophages, the ICgy or CCsg values
were carfed out, and the 95% confidence intervals were
included, calculated by Litchtfiet and Wilcoxon method
using the Probit analysis, and the graphs were plotted by
the program crarqrap FRiEM 4 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA).

Results and Discussion

Al the 7-chloro-4-guinolinyl hydrazones derivatives 1-20
(Tables 1 and 2) were previously synthesized by our

Table 1: 1Cs; values (ug/ml) of Series 1 on promastigotes of Lelshmania species

Substituents Artilzishmanial activity (95% C. N

Compounds R! R R® L. amazonensis i brazillensis L chagasi L major

1 H H H 4.2 (3.3-5.4) 4.9 (3.6-6.6) 5.1 (4.0-6.6 191 (15.6-23.3)

2 F H H 40.9 (34.0-49.2) 7.7 (6.4-9.3) >100.0 30.1 (26.1-34.8)

3 H F H 8.1 (6.4-10.3) 2.1 (1.7-2.8) 32.5 (28.2-37.5) 20 (1823

4 H Cl H 5.8 (4.5-7.5) 2.1 (1.7-2.5) 17.8 (14.8-21.3) 16 (1.4-1.9

5 OH H H 15.6 (13.3-18.3) 4.7 (3.4-6.7) =>100.0 =100.0

] H OH H =>100.0 4.8 (3.4-6.9) >100.0 =100.0

7 OMe H H =100.0 1.0 (0.5-1.8) =>100.0 =100.0

8 H OMe H 4.0 (2.8-5.7) 1.6 (1.3-1.9) 10.3 (6.8-15.7) 24 (2.0-2.8)

9 NOy H H =100.0 1.0 (0.7-1.8) >100.0 103 (7.0-15.1)
10 H MO H =100.0 =100.0 =>100.0 =100.0
11 H CN H =100.0 3.9 (2.3-6.8) =>100.0 =100.0
AQ 176 (14.7-21.1) 6.3 (5.4-7 .4) 15.3 (12.8-18.2) 21.2 (18.1-24.9)
AmB® 0.11 (0.08-0.12) 0.12 (0.09-0.14) 0.05 (0.05-0.06) 0.10 (0.09-0.11)
Miltefosne 14.1 (12.5-15.9) 10.4 (9.0-12.1) 8.3 (7.29.5 8.8 (7.6-10.1)

AQ, amodiaguine.

“Data are ICg values in pg/mL and 95% corfidence intervals are in brackets. These data represent the average of three independent

expeiments,

Samb [amphotercin B) and miltefosine were used as reference drugs.
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Table 2: ICgq values (ug/ml) of Series 2 on promastigotes of Lelshmania species
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7-chloro-d4-quinolinyl Hydrazones

Substituents Antileishmanial activity® (95% C.1)
Compounds X Y Z L amazonensis L. brazifensis L. chagasi L major
12 0 CH H >100.0 69 (5.8-82) 30.6(22.6-41.4) 34.0 (25.2-4549)
13 0 CH NO2 24 {2.0-2.9) 181522 2B8(20-39) 0.6 (0.5-0.8
14 5 CH H 3.0 (2.5-3.5) 0.5 (0.4-0.6) 2.6(23-29) 0.5 (0.4-0.6
15 5 CH NO2 9.3 (F4-11.7) 34 (2.8-41) 6.6 (5.8-7.5) 23(2.0-2.7
16 NH CH H 29(26-33) 08 (0.7-1.0) 0.5 (0.4-0.5) 0.8 (0.5-0.7)
17 NH M H >100.0 >100.0 =100.0 >100.0
18 N CH CH =100.0 =100.0 =100.0 =100.0
19 CH N CH =100.0 =100.0 =100.0 >100.0
20 CH CH M >100.0 >100.0 =100.0 >100.0
AQ 17.6 (14.7-21.1) 6.3 (5.4-7.4) 15.3(12.8-18.2) 21.2 (18.1-24.9)
AmB® 0.11 (0.09-0.12) 0.12 (0.09-0.14) 0.05 (0.05-0.06) 0.10 (0.08-0.11)
Miltefosine® 14.1 (12.5-15.9) 104 (9.0-12.1) B8.3(7.2-9.5) 8.8 (7.6-10.1)

AQ, amodiaquine.

“Data are ICsq values in ug/mL and 85% confidence intervals (C.1) are in brackets. These data represent the average of thres independent

experiments.

Bamb (amphotericin B) and miltefosine were used as reference drugs.

research group (10,11). Antileishmanial activities of the
compounds were determined in witro against both the
insect promastigote and the intramacrophage amastigote
forms of Leishmania. Furthermore, the cytotoxicity of the
compounds was assayed against mammalian cells.

For antipromastigote activity, these dervatives were
assayed against four Leishmania species, consisting of
three different species of Leishmania from the New World
(L. brazilensis, L. chagasi and L amazonensis) and one
species from the Old World (L. major) (Tables 1 and 2).
The numerous Leishmania species associated with hurman
diseases have important implications for clinical treatment,
and the sensitivity of each species should be considered
in both experimental and clinical studies (15). With this in
mind, it is important to point that the compounds with le-
ishmanicidal activity shown to be effective against all
Leishmania species tested.

In general, for Series 1 (Table 1), it was observed that the
presence of substituents attached to the benzene ring
which are electron withdrawing groups (EWG) by polar
and by resonance effects, such as nitro (9 and 10} and
cyano (11), seem to be less important to the biclogical
activity than the presence of substituents which are EWG
by polar effect but are electron donating groups (EDG)
through resonance, such as halogens (2-4), hydroxyl (5
and 6), and methoxyl groups (7 and 8). Regarding this
type of substituents, it was observed that when they are at
the R? position (3, 4 and 8), the spectrum of antilsishma-
nial activity is broader, except for the hydroxyl group (6).

In addition, the results presented in Table 2 indicate that
the presence of two nirogen atoms in a five-membered
ring (17) or the presence of a six-membered ring contain-
ing one nitrogen atom (18—20) is detrimental to the biologi-

Chem Biol Drug Des 2013; 81: 658-665

cal activity of such series. Moreover, comparing the five-
membered dervatives which were active, it can be
observed that the presence of a sulfur atomn leads to a
compound (14) with better activity than the oxygenated
derivative (12). However, the introduction of a nitro group
at 7 position in those substances (13 and 15) is advanta-
geous only for the nitrofuran dervative (13), because the
thiophene derivative (14) is stil more active than the nitro-
thiophene compound (15). Furthermore, the introduction of
a nitrogen atom in the five-membered ring (pyrmole) also
produces a derivative (16) with expressive activity against
all four Leishmarva species tested with 1Csy of 2.9, 0.8,
05, and 0.8 pg/mL (L. amazonensis, L. braziliensis,
L. chagasi, and L major, respectively). Additionally, the
five-membered derivatives of the heteroaromatic serigs (12
—16) are more active than compounds of Series 1, with
ICss values below 1.0 pg/mL.

Although tests in amastigote forms of Leishmania are more
difficult to accomplish, it is a common agreement among
many authors that such parasite forms should be those
chosen for drug screening, and tests using promastigotes
must be preliminarily considered (16,17). Furthermore, Ver-
meersch and coworkers emphasized that the intracellular
amastigote model should be used as ‘gold standard” for
the evaluation of leishmanicidal activity in wvitro, due to the
fact that the amastigote stage of the parasite is found in
mammalian hosts, and it is responsible for all clinical mani-
festations of leishmaniasis (16). Therefore, we decided to
continue studying the leishmanicidal activity of these 7-
chloro-4-quinolinyl hydrazones series against L. braziiensis
amastigotes (Tables 3 and 4). That species was chosen
because its promastigotes were the most sensitive to the
tested compounds, because the majority of the active
derivatives in both series have shown better activities
against this parasite form.
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Table 3: Effect of the compounds of Series 1 on macrophage murines and intracellular amastigotes of Lelshmania brazilensis

Macrophages Amastigotes
CCxp (ug/mlL) 1Csq (pgdmL)

Compounds B5% C.1) (95% C.1) Selectivity™ Specificity™
1 17.9 (16.1-20.0) 1.1 {0.8-1.5) 16.3 4.4
2 38.0 (28.8-50.0) 0.1 (0.07-0.2) 380.0 77.0
3 32.7 (25.4-42.2) 0.9(0.7-1.3) 36.3 2.3
4 24.8 (15.5-39.6) 0.3 (0.2-0.4) 82.7 7.0
5 15.9 (10.8-23.1) 0.5 (0.4-0.8) 3.8 9.4
6 >150.0 0.03 (0.01-0.07) =5000.0 160.0
7 >150.0 0.02 (0.008-0.07) =7500.0 50.0
I 15.0 (9.9-22.8) 0.5 (0.4-0.7) 30.0 3.2
g9 33.8 (272420 29(22-39) 1.6 0.3

10 >150.0 45.2 (31.0-66.0) =3.3 =2.2

11 37.0 (26.6-51.6) 0.5 (0.3-0.6) 74.0 7.8

AQ 209 (17.9-24.3) 1.3(1.1-1.6) 16.1 4.8

AmB® >150.0 0.01 (0.005-0.02) =15 000.0 12.0

Miltefosine® 49.4 (43.8-55.7) 1.0(0.9-1.2) 49.4 10.4

Cl, Confidence interval; AQ, amodiaquine.

“Selactivity: CCsn of macrophages/|Csq of amastigotes of L. brazifends.

bSpecificity: is the ratio between promastigote 1Csg and intracellular amastigote 1Cso.

“AmB (amphotericin B) and miltefosine were used as reference drugs.

Table 4: Effect of the compounds of Series 2 on macrophage murines and intracellular amastigotes of Leishmania brazilensis

Macrophages AmastigotesD
CCsn (ug/mL) ICso fug/ml)

Compounds [95% C.1) [95% C.1) Selectivity® Spacificity®

12 =150.0 0.2 (0.1-0.3 =750.0 345

13 73.4 (35.2-152.8) 0.1 (0.07-0.2) 734.0 18.0

14 3.4 (2.2-51) 0.4 (0.3-0.6) 8.5 12

15 9.4 (4.9-18.1) 0.5 (0.4-0.7) 188 6.8

16 10.0 (5.2-19.1) 0.5 (0.4-0.6) 200 16

17 =150.0 8.0 (6.7-9.6) =18.7 =125

18 =150.0 25.5 (20.0-32.4) =59 =39

19 =150.0 1.0 (0.7-2.4) >150.0 >100.0

20 >150.0 0.8 (0.5-1.4) =187 .5 >125.0

AQ 209 (17.89-24.3) 1.3 (1.1-1.6 16.1 4.8

AmB® =150.0 0.01 (0.005-0.02) =15 000.0 12.0

Miltefosine® 49.4 (43.8-55.7) 1.0 (0.9-1.2) 49.4 104

Cl, confidence interval; AQ, amodiaquine.
“Selactivity: CCsq of macrophages/|Ceq of amastigotes of L. brazlfensis.

bSpecificity: is the ratio between promastigote 1Csg and intracellular amastigote 1Cso.
“AmB (amphotericin B) and miltefosine were used as reference drugs.

These results showed that all the tested compounds were
active against amastigotes of L. braziiensis. However, it
can be observed that regarding Series 1 and 2, the activity
profile against amastigotes was very different from that
identified for promastigotes (Table 1 and 2). For example,
in the Series 1, among the halogenated compounds (2-4),
the presence of a fluorine atom at R' position led to the
best biological activity against amastigotes, whereas sub-
stitutions of hydrogen by hydroxyl (5-6) or methoxyl
groups (7-8) at R or R positions, respectively, have pro-
moted improved activities. Interestingly, compounds &
{R*=0H) and 7 (R'=OMe) wers as active as the reference
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drug, amphotericin B, with 1Cs, values in the same range
(ICsp =0.03, 0.02 and 0.01 pg/mL, respectively). More-
over, among the 20 compounds tested, 13 showed to be
more active against intracellular forms than miltefosine. Mil-
tefosine is the first oral drug used for the treatment for vis-
ceral leishmaniasis and was considered a major
breakthrough in antileishmanial chemotherapy (18). In gen-
eral, comparing Series 1 and 2, the hetercaromatic com-
pounds (Series 2) have been less active against
amastigotes than the aromatic ones (Seres 1), which is
the opposite of what was found for promastigotes. Among
heteroaromatic compounds, furan derivatives (12 and 13)

Chem Biol Drug Des 2013; 81: 658-665
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Figure 2: Comparative antipromastigotes and antiamastigotes actiity of some compounds on Lelshmania braziflensis.

have showed the best leishmanicidal actiities, and in this
case, the substitution with nitro group at Z position (13)
promoted a slight improvernent to the biological activity.

Despite the relevant actiities, the majorty of these sub-
stances are cytotoxic in macrophages with CCsy < 150.0 pgf
mL (Tables 3 and 4). However, regarding the sdectivity of
those compounds, it is important mention that, when the
compounds were assayed against amastigotes, they were
much more destructive to that parasitic form than to the host
cells. Such behavior can be noticed by the high values of
selectivity presented in Tables 3 and 4. In fact, compounds 6
and 7 (Table 3) were 5000 and 7500 times mors selective for

the parasite than for macrophages, respectively.

Furthermore, Tables 3 and 4 also fumish information about
the specificity of those compounds. Specificity value =2
was the cutoff point chosen to define a compound as
being more active against the intracelular amastigote
stage; whie a specificity value <0.4 indicated a more
active compound against promastigotes, compounds with
specificity values between 0.4 and 2 were considered as
being active against both stages (19). Therefore, i can be
concluded that only compounds 14 and 16 were consid-
ered to be active against both amastigote and promasti-
gote forms, whie all the other compounds could be
considersed more active against amastigotes (Figure 2).
These results reinforce the potential lkeishmanicidal activity
of the 7-chloro-4-quinolinyl hydrazone compounds.

Several investigations on the mechanisms of Leishmania
kiling by macrophages have clearly identified the genera-
tion of reactive nitrogen products as NO as the most likely
cytotoxic molecules responsible for intracellular parasite
destruction (20). So, we tried to investigate whether the
anfiamastigote L brazifensis effect of the compounds
could be associated with NO production. This assay was
performed in parallel with the antamastigote assay, col-
lecting the supernatants of L brazifensis-macrophages
treated with several concentrations of compounds. Table 6
shows nitrite production by NO, only in the maximum con-
centration tested for each compound, when compared
with non-treated, infected macrophages. For positive con-
tral, 10 pg/mL of LPS was used, and the results showed

Chem Biol Drug Des 2013; 81: 658-665

Table 5: Production of NO by [eishmana brazilensis-macro-
phages treated with the compounds

Compounds Production of nitrite: (%)
1 N. T.
2 —-1.1% (10 pg/mL)
3 —~18.6% (10 pg/mL)
4 31.6% (10 pg/mL)
5 -9.3% B pg/mL)
6 31.6% (10 pg/mL)
7 —22.4% (10 pg/mL)
B 21.2% (10 pg/mL)
9 1.0% (10 pg/mL)
10 —45.0% (10 pg/mL)
11 —32.1% (10 pg/mL)
12 45.5% (10 pg/mL)
13 31.9% (10 pg/mL)
14 —28.5% (1 pg/ml)
15 ~B9.7% & pg/mL)
16 28.3% (10 pg/mL)
17 ~78.2% (10 pg/mL)
18 -11.2% (10 pg/mL)
19 —~20.0% (10 pg/mL)
20 —61.9% (10 pg/mL)
Stimulus” A20%
MO, nitric oxdde.
*In pamenthesis: maximum concentration tested for each com-
pound.

Sslimulus used as positive contral: 10 pg/mL of lipopolysaccha-
rides. Tests were pedormed in duplicate.

that this molecule was effective for stimulating NO produc-
tion in high levels (320%). In general, a relation between le-
ishmanicidal activity and nitrite production was not
observed, and in fact, some of them even inhibited spon-
taneous NO production (negative values). However, some
compounds were able to induce NO production in infected
macrophages. For example, among the Seres 1 (com-
pounds 1-11), only the compounds 4, 6, and 8 increased
the production of nitrite at 31.6%, 31.6%, and 21.2%,
respectively, when compared with the control. Among the
Series 2 (compounds 12-20), only compounds 12, 13,
and 16 increased the production of nitrite at 45.5%,
31.9%, and 2B.3%, respectively. It is interesting to note
that among compounds 6 and 7, which showed better
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leishmanicidal activity against  intracellular  parasite
(ICss = 0.03 and 0.02 pg/mL), only compound & increased
the NO production, but not compound 7. These results
showed that for some compounds, the leishmanicidal
activity should be associated with the activation of NO
production by macrophages, but it is not the only route,
and the compounds can also act directly against the intra-
cellular parasite. It is interesting to note that most of the
compounds, including those which induced NO produc-
tion, were more active against intracellular amastigotes
than against free promastigotes, suggesting drug metabo-
lization by macrophages, as observed with the pentavalent
antimonials (21).

Conclusion

In summary, two series of 7-chloro-4-quinolinyl hydrazone
derivatives have been evaluated against four different spe-
cies of Leishmania promastigotes. Among these results,
the majority of the active derivatives in both series have
shown better activity against promastigotes of L brazlien-
sis species. Considering that, we decided to continue
studying the leishmanicidal activity of such series against
L. brazillensis amastigotes, and all the tested compounds
were active, among which compounds 6 and 7 were as
active as a reference drug used, amphotericin B, with 1Csq
values in the same range (ICsq = 0.03, 0.02 and 0.01 pg/
mL, respectively). Furthermore, these derivatives were
5000 and 7500 times more selective for the parasite than
for macrophages, respectively. Together with the struc-
ture-activity relationship study performed in this work,
these results could be considered a significant contribution
to the development of such class of compounds as poten-
tial leishmanicidal agents.
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