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PLANEJAMENTO, SiNTESfE E AVALIAC,:AO FARMACOLOGICA DE NOVOS
CANDIDATOS A PROTOTIPOS DE FARMACOS ANTI-LEISHMANIOSE

Maria Eduarda Almeida®; Antonio Alonso?; Ricardo Menegatti’
'Faculdade de Farméacia, Universidade Federal de Goias
?|nstituto de Fisica, Universidade Federal de Goias

RESUMO

A leishmaniose € uma doencga tropical negligenciada, presente em mais de 90
paises e causada por diferentes espécies do género Leishmania. Em particular, L.
amazonensis € associada a formas cutaneas, incluindo manifestacbes difusas
graves. O tratamento atual envolve farmacos como antimoniais pentavalentes,
anfotericina B e miltefosina (MIL), mas estes apresentam limitagdes como toxicidade,
custo elevado e resisténcia crescente. A MIL, um fosfolipideo sintético com
propriedades tensoativas, afeta a dinamica da membrana plasmatica do parasita por
estresse osmoético, associando o vazamento idnico a producao de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e a rigidez da membrana. Efeitos semelhantes tém sido
observados em compostos analogos de zwitteribnicos, como o N-hexadecil-N,N-
dimetil-3-ambnio-1-propanossulfonato (HPS), o que reforgca o interesse no
desenvolvimento de novos analogos com potencial atividade anti-leishmaniose.
Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi planejar e sintetizar novos candidatos a
protétipos de farmacos anti-leishmaniose derivados estruturalmente do HPS e do
2,6-di-tert-butilfenol (BHT), bem como avaliar suas atividades frente a L.
amazonensis e investigar seus mecanismos de agao por meio da espectroscopia de
ressonancia paramagnética eletrénica (RPE). O composto (5) foi obtido através da
reacao de Mannich entre BHT, formaldeido e dimetilamina, em meio acido. Na etapa
seguinte, o composto (5) foi submetido a reacdo com 1,3-propanossultona em
acetonitrila, resultando no composto final (3). A atividade antiproliferativa frente as
formas promastigotas de L. amazonensis foi avaliada pelo ensaio colorimétrico com
brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio, enquanto os estudos
mecanisticos foram conduzidos em promastigotas em fase estacionaria tratadas com
MIL e com os compostos (3) e (5), marcadas com o spin 5-DSA e analisadas por
RPE, visando avaliar alteracbes na dinamica molecular da membrana plasmatica. Os
compostos (3) e (5) foram obtidos através de duas etapas sintéticas e tiveram suas
estruturas elucidadas por espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear. Os
ensaios de antiproliferativos demostraram que, embora os compostos (3) e (5)
apresentem efeito inibitério sobre promastigotas de L. amazonensis, seus valores de
ICs0 foram superiores aos da MIL, indicando menor poténcia in vitro. Por outro lado,
os espectros de RPE evidenciaram que a MIL e os compostos (3) e (5) promoveram
aumento do parametro 2A;, sugerindo um mecanismo de agado associado a
interacdo com a membrana plasmatica, flutuagbes nos potenciais elétricos celular e
mitocondrial, geracdo de EROs e enrijecimento da membrana decorrente do
estresse oxidativo. Conclui-se que o planejamento e a sintese de novos derivados
estruturais dos compostos (3) e (5), com aumento da lipofilicidade, configuram uma
estratégia promissora para potencializar a interagdo com a bicamada lipidica,
contribuindo para o desenvolvimento de protétipos de farmacos anti-leishmaniose
mais potentes e seletivos.

Palavras-chave: Leishmaniose; L. amazonensis; estresse oxidativo; rigidez de
membrana; espectroscopia de RPE; miltefosina; farmaco.



DESIGN, SYNTHESIS AND PHARMACOLOGICAL EVALUATION OF NOVEL
ANTI-LEISHMANIASIS DRUG PROTOTYPE CANDIDATES

Maria Eduarda Almeida’; Antonio Alonso?; Ricardo Menegatti’
'Faculdade de Farmacia, Universidade Federal de Goias
?|nstituto de Fisica, Universidade Federal de Goias

ABSTRACT

Leishmaniasis is a neglected tropical disease present in more than 90 countries and
caused by different species of the genus Leishmania. In particular, L. amazonensis is
associated with cutaneous forms, including severe diffuse manifestations. Current
treatment involves drugs such as pentavalent antimonials, amphotericin B, and
miltefosine (MIL), but these present limitations such as toxicity, high cost, and
increasing resistance. MIL, a synthetic phospholipid with surfactant properties,
affects the parasite's plasma membrane dynamics through osmotic stress, linking
ionic leakage to the production of reactive oxygen species (ROS) and membrane
rigidity. Similar effects have been observed for zwitterionic analog compounds, such
as  N-hexadecyl-N,N-dimethyl-3-ammonio-1-propanesulfonate ~ (HPS),  which
reinforces the interest in developing new analogs with potential anti-leishmanial
activity. In this context, this study aimed to plan and synthesize novel anti-
leishmaniasis drug prototype candidates structurally derived from HPS and 2,6-di-
tert-butylphenol (BHT), as well as to evaluate their activity against L. amazonensis
and investigate their mechanisms of action through Electron Paramagnetic
Resonance (EPR) spectroscopy. Compound (5) was obtained through a Mannich
reaction between BHT, formaldehyde, and dimethylamine in an acidic medium. In the
following step, compound (5) was reacted with 1,3-propanesultone in acetonitrile,
resulting in the final compound (3). The antiproliferative activity against L.
amazonensis promastigotes was using the 3-(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-
2H-tetrazolium bromide colorimetric assay, while mechanistic studies were performed
on stationary-phase promastigotes treated with MIL and compounds (3) and (5),
labeled with the 5-DSA spin probe and analyzed by EPR to assess alterations in
plasma membrane molecular dynamics. Compounds (3) and (5) were obtained
through two synthetic steps, and their structures were elucidated by Nuclear
Magnetic Resonance spectroscopy. Antiproliferative assays demonstrated that
although compounds (3) and (5) showed inhibitory effects on L. amazonensis
promastigotes, their 1Cso values were higher than those of MIL, indicating lower in
vitro potency. Conversely, EPR spectra showed that MIL and compounds (3) and (5)
promoted an increase in the 2A, parameter, suggesting a mechanism of action
associated with plasma membrane interaction, fluctuations in cellular and
mitochondrial electrical potentials, ROS generation, and membrane rigidity resulting
from oxidative stress. It is concluded that the planning and synthesis of new
structural derivatives of compounds (3) and (5) with increased lipophilicity represent a
promising strategy to enhance interaction with the lipid bilayer, contributing to the
development of more potent and selective anti-leishmanial drug prototypes.
Keywords: Leishmaniasis; L. amazonensis; oxidative stress; membrane rigidity;
EPR spectroscopy; miltefosine; drug.
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1 INTRODUGAO
1.1 Leishmaniose: definicao e transmissao

As leishmanioses constituem um conjunto de doengas antropozoonoticas
causadas por mais de 20 espécies de parasitas do género Leishmania [1,2]. O
agente etiologico (Leishmania spp.) € um protozoario intracelular das células do
sistema fagocitico mononuclear, apresentando duas formas principais: a flagelada
ou promastigota, encontrada no trato digestivo do vetor, e a aflagelada ou
amastigota, presente nos tecidos dos hospedeiros vertebrados [3] (Figura 1).
Figura 1 - Morfologias da parasita Leishmania: (A) Forma promastigota. (B)

Promastigotas por microscopia eletronica de varredura. (C) Forma amastigota. (D)
Amastigotas por microscopia eletrénica de varredura.

Microtibulos Inclusdes . . o
C subpeliculares lIpidicas “*1P'

endoplasmatico
—_—n -
Fonte: adaptado de [1, 4].
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A transmissao da leishmaniose ocorre exclusivamente pela picada da fémea
de flebotomineos infectados, mosquitos hematéfagos pertencentes a ordem Diptera,
familia Psychodidae e subfamilia Phlebotominae, dos géneros Phlebotomus (Velho
Mundo) e Lutzomyia (Novo Mundo) [5]. Os flebotomineos do género Lutzomyia,
amplamente distribuidos nas Américas, sao conhecidos por diferentes nomes
dependendo da regiao, como mosquito-palha, tatuquira, asa branca, cangalhinha e
birigui, entre outros, e atuam como principais vetores da leishmaniose [3,6].

Estima-se que, das aproximadamente 800 espécies descritas de
flebotomineos, apenas cerca de 30 sdo capazes de transmitir parasitas do género
Leishmania [7]. No Brasil, o principal vetor da leishmaniose visceral (LV) é Lutzomyia
longipalpis, enquanto a transmissdo da leishmaniose tegumentar (LT) esta
predominantemente associada as espécies Lu. flaviscutellata, Lu. whitmani, Lu.
umbratilis, Lu. intermedia, Lu. wellcomei e Lu. Migonei [3,6]. Com cerca 2 a 3 mm de
comprimento, esses vetores apresentam corpo delgado, coberto por pelos finos, e
coloragao que varia entre amarelo e marrom (Figura 2) [7]. Eles habitam regides
intertropicais e temperadas e depositam seus ovos em ambientes ricos em matéria
organica, incluindo tocas de roedores, cascas de arvores, ruinas, rachaduras de
paredes, abrigos de animais e lixo doméstico [7]. As fémeas necessitam de sangue
para o desenvolvimento dos ovos e, por serem mais ativas ao entardecer e durante
a noite, podem percorrer distancias consideraveis a partir de seu habitat em busca

de um hospedeiro para o repasto sanguineo [7].

Figura 2 - Mosquito fémea adulta do género Lutzomyia.

Fonte: adaptado de [1].
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O ciclo da leishmaniose inicia-se quando a fémea do flebotomineo realiza o
repasto sanguineo em um hospedeiro humano ou animal infectado, ingerindo formas
amastigotas presentes em células fagociticas [7,8]. No vetor, esses parasitas
transformam-se em promastigotas, multiplicam-se no trato digestivo (intestino médio)
e, ao longo de um periodo de incubagéo que varia entre 4 e 25 dias, diferenciam-se
em promastigotas metaciclicas, estagio infeccioso que migra para a probdscide [5].
Assim, durante um novo repasto sanguineo, o flebotomineo inocula as formas
promastigotas no hospedeiro vertebrado, onde estas sao fagocitadas por
macrofagos e outras células mononucleares [8]. No interior das células fagociticas,
transformam-se em amastigotas, estagio tecidual do parasita, e passam a se
multiplicar nos fagolisossomos [5,8]. A infecgao dissemina-se para diferentes tecidos
em decorréncia da multiplicacao e liberagao continua dessas formas, e sua evolugao
clinica € modulada por fatores relacionados ao parasita, ao hospedeiro e ao
ambiente, os quais determinam se o quadro se tornara sintomatico e se a
leishmaniose se manifestara nas formas cutanea ou visceral [8]. O ciclo se perpetua
quando outra fémea de flebotomineo alimenta-se de um hospedeiro infectado,

ingerindo células parasitadas e reiniciando todo o processo [8] (Figura 3).

Figura 3 - Ciclo de transmissdo completo de Leishmania spp. em humanos.

Fases no Flebotomineo Fases no Humano
hospedeiro
(vetor) Flebotomineo faz o repasto sanguineo ( 4 P . )
Promastigotas (injeta promastigotas na pele) Os promastigotas sdo

para a probéscide ou outros tipos

\§ de células fagociticas

mononucleares
oAmuti(otu se transformam em
promastigotas no intestino médio

\oa
e

dividem-se no fagocitados por
intcstlno e migram / ? " / macréfagos

Promastigotas se transformam em
amastigotas dentro de Kcréfuo:

Amastigotas se multiplicam em células de
varios tecidos e infectam outras células

Ingestdo de células "
perasitadas o Flebotomineo faz o repasto
sanguineo (ingere macréfagos
A\ - Estégio infeccioso infectados com amastigotas)

A- Estégio de diagnéstico

Fonte: adaptado de [8].
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Portanto, a transmissao da leishmaniose ocorre predominante de maneira
indireta, mediada por vetores, ndo havendo transmissdo direta entre pessoas.
Contudo, em raras ocasides, a transmissdo pode ocorrer por meio do uso de drogas
intravenosas, de acidentes com agulhas contaminadas, de transfusao sanguinea ou
por via transplacentaria [1].

Esse processo pode assumir carater zoonoético, envolvendo animais que
atuam como reservatorios, entre eles os gambas (Didelphis marsupialis e D.
albiventris), o tatu Dasypus novemcinctus, o tamandua Tamandua tetradactyla, a
preguica Choloepus didactylus, os roedores caviomorfos dos géneros Proechimys e
Thrichomys, os caes domésticos, os canideos silvestres (Cerdocyon thous e
Speothos venaticus) e as diferentes espécies de morcegos, todos capazes de
manter a infeccdo e transmitir o parasita aos flebotomineos, os quais, por sua vez,
podem infectar os humanos [1].

A transmissao também pode apresentar carater antroponético, quando ocorre
exclusivamente entre humanos por intermédio dos flebotomineos, sendo sua
dindmica modulada por diversos fatores, incluindo a espécie do parasita, a
composi¢ao das populagdes de flebotomineos, as condigcbes ambientais do local de
ocorréncia, além da exposicdo prévia e atual das populacdes e de seus padrboes
comportamentais [9]. Dessa forma, a compreensao do ciclo de transmissao e dos
fatores que o influenciam é fundamental para a implementacdo de medidas
preventivas eficazes, permitindo o desenvolvimento de estratégias ajustadas as

caracteristicas locais e as especificidades do contexto epidemiolégico e ambiental.

1.2 Epidemiologia e impacto social das leishmanioses

A leishmaniose é uma doencga tropical negligenciada (DTN), conforme
designacdo da Organizagdo Mundial da Saude, com ampla distribuicdo global,
presente em mais de 90 paises, abrangendo populagdes do Novo Mundo, como a
América Latina, e do Velho Mundo, incluindo areas da Africa, Asia e Sul da Europa,
com maior prevaléncia no Sudeste Asiatico, Africa Oriental e Brasil [5,10]. No
panorama mundial, estima-se que mais de 1 bilhdo de pessoas vivam em regides
endémicas, estando em risco de infec¢ao, resultando anualmente em mais de 1
milhdo de casos de leishmaniose cutanea (LC) e cerca de 30 mil novos casos de LV
[7]. Ademais, 12 e 15 milhdes de individuos estao infectados, com registros de até 2

milhdes de novos casos por ano e cerca de 70 mil mortes associadas a doenca [11].
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No informe epidemiolégico da Regido das Américas publicado pela
Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) em 2025, observa-se a magnitude
da leishmaniose como problema de saude publica no continente. Entre 2001 e 2024,
um total de 18 paises notificou 1.208.461 casos de leishmaniose mucosa (LM) e LC,
representando uma média anual de 50.353 casos [12]. No mesmo periodo, 13
paises registraram um total de 74.440 novos casos de LV, com meédia anual de
3.102 casos e taxa de letalidade de 9,6%, demonstrando um aumento em relagcéo a
2023, quando a taxa foi de 7,8%, o que corresponde a um crescimento de 23% [12].
Nesse contexto, o Brasil apresentou o maior numero de casos de LV e LC nas
Américas, sendo responsavel, em 2024, por 92% das notificagbes de LV, com 1.245
casos, além de 9.810 registros de LC, reforcando a importancia do monitoramento
continuo, da vigilancia epidemiologica e do desenvolvimento de estratégias eficazes
de prevencgao e controle [12].

A vista desse cenario, a OPAS estruturou o Plano de Acdo para Fortalecer a
Vigilancia e o Controle das Leishmanioses nas Américas 2023-2030, um documento
que articula agbes de vigilancia, assisténcia e controle alinhadas as evidéncias
disponiveis, abrangendo andlises de custo e custo-efetividade das intervengdes,
avaliacdo da organizagao dos servigos de saude e aprimoramento do acesso e uso
dos dados epidemiologicos, direcionando-se ao diagndstico precoce, ao tratamento
oportuno e ao acompanhamento adequado, a vigilancia integrada, as medidas de
prevencao e controle de casos humanos, vetores e reservatérios, bem como a
iniciativas de educacdo e comunicacdo em saude, compondo uma resposta
abrangente e adaptada as particularidades epidemiologicas da regiao [13].

Diante da discussao sobre o fortalecimento das estratégias previstas no Plano
de Acdo, o Ministério da Saude langou uma plataforma de monitoramento que
disponibiliza painéis interativos com dados atualizados sobre a situagao
epidemiologica, reunindo informagdes essenciais como numero de casos, obitos,
taxa de letalidade por estado e distribuicdo por sexo, faixa etaria e racga/cor
referentes a LV e a LT [14,15], sendo esta a denominagdo para o agrupamento das
formas cutdnea e mucocutdnea, que, quando considerada no contexto das
Américas, € designada como leishmaniose tegumentar americana (LTA) [3]. No
Brasil, a LV registrou 50.372 novos casos, com maior ocorréncia em homens,
predominancia entre individuos pardos e concentracao na faixa etaria de 20 a 59

anos, além de apresentar elevada incidéncia em criancas de 1 a 4 anos, e
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especialmente na Regido Nordeste [14]. A LT, por sua vez, contabilizou 311.968
novos casos, igualmente predominante em homens e na populagao parda, afetando
principalmente adultos de 20 a 39 anos, com reducdo moderada, mas ainda
significativa, entre 40 e 59 anos, sendo mais frequente na Regidao Norte [15] (Figura
4).

Figura 4 - Painéis de controle de novos casos de LV e LT no Brasil.
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A analise dos casos de leishmaniose no Brasil entre 2020 e 2025, realizada
por meio do programa TabWin a partir da base de dados nacional do Sistema de
Informagdo de Agravos de Notificagdo, permitiu examinar de forma sistematica a
distribuicdo temporal das notificagbes da LT e da LV. Os resultados evidenciaram
tendéncia de redugc&do nacional para ambas as formas da doenga ao longo do
periodo analisado, com declinio de aproximadamente 62% para a LT e 50% para a
LV. Em Goias, observou-se comportamento semelhante, ainda que com oscilacdes
pontuais, com redugdes de cerca de 80% e 54% no mesmo intervalo [16,17]. Esses
padrées podem refletir o impacto das ac¢des de vigildncia epidemioldgica, do
aprimoramento do diagndstico e da intensificacdo das estratégias de controle

implementadas nos ultimos anos (Grafico 1 e Grafico 2).
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Grafico 1 - Distribuicdo de casos conformados de LTA no Brasil e no estado de
Goias nos ultimos cinco anos.
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Fonte: autoria propria com dados de [16].

Grafico 2 - Distribuicdo de casos conformados de LV no Brasil e no estado de Goias
nos ultimos cinco anos.
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Por conseguinte, a utilizagao integrada dessas plataformas fortalece as ag¢des
de vigilancia, prevengao e controle das leishmanioses, ampliando a acuracia das
analises epidemiolégicas e fornecendo suporte fundamental para a tomada de
decis&o e a formulagao de estratégias baseadas em evidéncias, o que contribui para
uma resposta mais eficaz frente a distribuicdo e a dindmica da doenga no pais.

Além do seu impacto epidemioldgico, a leishmaniose esta associada ao
estigma social e a discriminacao, afetando sobretudo comunidades vulneraveis que
vivem, em sua maioria, em areas rurais e contextos urbanos precarios de paises de
baixa renda, cujas condigbes econbmicas e sociais sdo agravadas pelas limitagcoes
impostas pela doenca. Fatores como baixa escolaridade, moradia inadequada,
ocupacgao desordenada dos espacos urbanos e dificuldade de acesso a servigos de
saude ampliam o risco de exposi¢cdo ao vetor, dificultam o diagnéstico precoce e o
tratamento continuo, e contribuem para a cronicidade da leishmaniose. Outrossim, a
baixa visibilidade politica, a escassez de agua potavel e de saneamento, o reduzido
investimento em pesquisa e as barreiras ao acesso a medicamentos reforcam a
manutencdo da transmissdo e perpetuam ciclos persistentes de pobreza e
desigualdade social [18-20].

Desse modo, o enfrentamento da leishmaniose requer estratégias
intersetoriais e territorializadas, que integrem vigilancia epidemioldgica, controle
vetorial, educagdo em saude e politicas de assisténcia, além do engajamento da
sociedade civil, gestores e profissionais de saude, promovendo uma abordagem
multidisciplinar, baseada em evidéncias e voltada para a equidade, o controle
epidemioldgico e a superagao do ciclo de negligéncia em que a doenga se encontra
[21].

1.3 Manifestagoes clinicas das leishmanioses

Clinicamente, a leishmaniose apresenta-se em trés formas principais:
cutdnea, mucocutanea e visceral [6,7]. Essas manifestacbes diferem quanto a
gravidade, localizagdo das lesdes e repercussdes clinicas, podendo evoluir desde
quadros autolimitados até condi¢gdes potencialmente fatais. A LC é a forma mais
comum, a leishmaniose mucocutanea (LMC) é a mais incapacitante e a LV é a mais
grave [7]. A evolugao da doenga € influenciada pelo tempo de infecgao, pela espécie
de Leishmania envolvida e pela resposta imunolégica do hospedeiro, sendo o

prognéstico diretamente relacionado a rapidez e a eficacia do tratamento instituido.
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A LC é a manifestagao caracterizada pelo surgimento de lesdes ulcerativas na
pele que deixam cicatrizes permanentes, geralmente localizadas em areas expostas
do corpo, como rosto, bragcos e pernas [7]. A evolugao clinica tipica inicia-se com
uma macula no local da picada do flebotomineo, que progride para papula e,
posteriormente, para um ndédulo indolor, o qual aumenta progressivamente de
tamanho e se ulcera [22]. As Ulceras resultantes apresentam fundo limpo e granular,
coloragao résea, bordas regulares e elevadas, podendo ocorrer isoladamente ou em
multiplos focos, por vezes ultrapassando dezenas de lesdes e ocasionando
importante comprometimento estético e funcional [22] (Figura 5).

Figura 5 - Manifestagdes clinicas da LC: formas localizadas (A: ulcera no tornozelo;
B: lesdo com borda endurada na face) e formas difusas (C: lesbes nodulares

disseminadas; D: placas infiltradas nas maos com deformidade e exulceragao
secundaria).

Fonte: adaptado de [1].
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No Brasil, a LC esta predominantemente associada as espécies L.
(Leishmania) amazonensis, L. (Viannia) guyanensis e L. (Viannia) braziliensis [2].
Considerando a espécie abordada neste estudo, L. amazonensis é uma espécie
causadora de LC localizada, mas também esta associada a formas mais graves da
doencga, como a LC difusa anérgica, uma manifestagcao rara e extremamente severa
caracterizada pelo desenvolvimento de multiplas lesdes cutaneas n&o ulcerativas, de
distribuicdo progressiva e difusa, nas quais os parasitas se multiplicam de maneira
descontrolada devido a auséncia de uma resposta imune celular eficaz [11,23].

A LMC é caracterizada por lesdes capazes de destruir parcial ou totalmente
as membranas mucosas do trato respiratério superior, afetando estruturas como as
narinas, a cavidade oral, a faringe e a laringe [2,6]. O comprometimento mucoso
pode manifestar-se simultaneamente as lesbes cutaneas ou surgir de forma tardia
apds a cicatrizacdo destas [2], sendo a mucosa do septo nasal o sitio mais
frequentemente acometido, onde a progressao do processo inflamatorio pode levar a
perfuragdo e, em casos mais graves, a destruicdo da estrutura [22] (Figura 6).

Figura 6 - Manifestagdes clinicas da LMC: (A) Perfuragéo do septo nasal. (B) Lesbes

mucosas extensas com ulceracdes, crostas sero-hematicas, edema e infiltragcao
granulomatosa envolvendo palato e labio superior.

Fonte: adaptado de [1].

A depender do local acometido, os pacientes podem apresentar secrecoes
nasais, epistaxe, rouquidao (disfonia), disfagia e dor [22]. A doenga esta associada
principalmente as espécies L. (Viannia) braziliensis, L. (Viannia) amazonensis, L.
(Viannia) guyanensis e L. (Viannia) panamensis, configurando uma complicagao
grave e debilitante que demanda intervencdo terapéutica imediata para prevenir

sequelas permanentes e preservar a qualidade de vida do paciente [2].
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A LV, também denominada calazar, € uma forma sistémica que afeta 6rgaos
como bacgo, figado, sistema hematogénico e sistema linfatico, sendo causada
principalmente por espécies como L. donovani e L. infantum no Velho Mundo e por
L. chagasi, igual a L. infantum, mas encontrada no Novo Mundo [2]. Clinicamente,
caracteriza-se por episodios irregulares de febre, perda de peso, anemia e
hepatoesplenomegalia [24] (Figura 7).

Figura 7 - Manifestacdes clinicas da LV: (A) Hepatoesplenomegalia. (B) Equimose
extensa no antebracgo.

Fonte: adaptado de [1].

A doenca incide com maior frequéncia em grupos populacionais vulneraveis,
como criangas menores de cinco anos, adultos acima de 50 anos e individuos
imunocomprometidos, especialmente aqueles coinfectados pelo HIV [24]. Quando
nao tratada de forma oportuna, a LV apresenta elevada letalidade, podendo evoluir
para 6ébito em mais de 90% dos casos [24], o que evidencia sua importancia
epidemiolégica e reforga a necessidade de diagndstico precoce aliado a

intervencgdes terapéuticas eficazes.
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1.4 Tratamento farmacolégico e mecanismo de agao

O tratamento medicamentoso para leishmaniose tem sido historicamente
baseado no uso de antimoniais pentavalentes (Sb®*), considerado como terapia de
primeira linha [25]. No entanto, a necessidade de utilizar altas concentragdes de
Sb%* para superar a resisténcia parasitaria, somada aos efeitos toxicos associados
(cardiotoxicidade, cirrose, toxicidade pancreatica [26]), motivou a busca por
farmacos de segunda linha, os quais incluem anfotericina B (AmB) (e suas
formulagdes lipidicas), miltefosina (MIL), paromomicina (PMM) e pentamidina [25];
porém, os poucos farmacos disponiveis apresentam baixa solubilidade em meios
fisioldgicos, tornando a administragdo, geralmente intravenosa (IV) ou intramuscular
(IM), bastante dolorosa e, devido aos diversos efeitos adversos decorrentes desse
processo e de seus usos, favorece o abandono do tratamento, contribuindo para o
aumento da resisténcia aos medicamentos [25].

Os Sb®* representam, ha décadas, a primeira opcao terapéutica para todas as
formas de leishmaniose, destacando-se o estibogluconato de sédio e o antimoniato
de meglumina (Figura 8), sendo este ultimo o medicamento de escolha no Brasil
[26,27].

Figura 8 — Representagdo esquematica das estruturas quimicas dos Sb°*.
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Fonte: adaptado de [25].

Apesar de seus mecanismos de agdo nao serem totalmente compreendidos,
sugere-se que esses pro-farmacos atuem apds sua conversdo a forma ativa, o
antiménio trivalente (Sb3*), processo que ocorre tanto nos macroéfagos hospedeiros
quanto no préprio parasita [27]. O Sb** interfere na oxidagao de acidos graxos e na
fosforilagdo de adenosina difosfato, culminando na deplegdo energética e na

apoptose do protozoario, além de comprometer os sistemas antioxidantes do
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parasita, como a glutationa e a tripanotiona redutase, o que leva ao acumulo de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e ao consequente estresse oxidativo [25,27].
Outro mecanismo proposto envolve a inibicdo das topoisomerases, enzimas
essenciais para a manutencdo da topologia do DNA e para processos como
replicagdo, transcricdo e condensacdo da cromatina, afetando de forma critica o
ciclo celular e a viabilidade do parasito; ademais, ja se sugeriu a inibicdo da
produgao de ATP e GTP por meio da supressao do ciclo do acido citrico e da
glicolise [27].

Os Sb®" podem ser administrados pelas vias IM, IV ou intralesional (IL) e,
entre 0s principais eventos adversos associados ao seu uso, destacam-se
cardiotoxicidade, pancreatite, nefrotoxicidade e hepatotoxicidade, além da
ocorréncia de resisténcia medicamentosa [26]. Embora apresentem vantagens,
incluindo ampla disponibilidade em areas endémicas e baixo custo, as limitacbes
relacionadas ao seu emprego motivam a busca por terapias alternativas, como a
termoterapia, que tem sido cada vez mais utilizada na América do Sul e esta
associada a redugédo do tamanho das lesdes e a obtengéo de cura clinica [2,26].

De acordo com as Diretrizes para o Tratamento da Leishmaniose na Regiao
das Américas [28], recomenda-se a administragdo IL desses compostos em
pacientes com LC localizada causada por L. braziliensis e L. amazonensis, além de
casos mais complexos, como LC difusa e disseminada, sendo seu uso, isolado ou
associado a pentoxifilina oral, também indicado para o tratamento da LMC. Esses
farmacos podem ser utilizados no tratamento da LV em criangas e adultos ndo
imunocomprometidos e, em casos de LC associada a doencga renal, hepatica ou
cardiaca, recomenda-se cautela e monitoramento clinico frequente [28]. Por fim, é
importante destacar que os Sb°" sdo contraindicados para gestantes e para
individuos com alteragdes no eletrocardiograma [28].

A AmB é um antibidético de amplo espectro, pertencente a classe dos
polienos, tradicionalmente empregado no manejo de infecgbes fungicas e de
algumas doencgas protozoarias, como a leishmaniose, na qual é utilizada como
tratamento de segunda linha e constitui a principal alternativa terapéutica aos Sb®*
[25] (Figura 9).
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Figura 9 - Representacado esquematica da estrutura quimica da AmB.

OH OH

Anfotericina B

Fonte: adaptado de [25].

O mecanismo de agdo da AmB envolve a interagdo de seu grupo croméforo e
o ergosterol presente na membrana plasmatica do protozoario, causando
desorganizagdo da membrana, formacdo de poros aquosos, alteragdo da
permeabilidade, extravasamento de constituintes celulares, desequilibrio ibnico e
consequente morte do parasito [25,27]. Contudo, como células de mamiferos
possuem colesterol, ao qual a AmB também é capaz de se ligar por ser
estruturalmente semelhante ao ergosterol, a terapia esta associada a diversos
efeitos adversos, incluindo nefrotoxicidade, hipocalemia, febre, cefaleia e anemia, o
que limita seu uso em determinados pacientes [25].

E importante ressaltar que a resisténcia primaria ao farmaco é considerada
um evento incomum, porém o tratamento com AmB ainda apresenta outras
limitacdes: a instabilidade térmica da formulagdo convencional e a necessidade de
hospitalizacdo para sua administracdo, uma vez que sua estrutura anfifilica confere
baixa solubilidade em agua e exige formulagbes especificas para uso IV [26,27].
Felizmente, os efeitos adversos da AmB convencional foram em grande parte
contornados com o desenvolvimento de formulagbes lipossomais, altamente
eficazes na cura de todas as formas de infecgbes por Leishmania. Nessa
formulagdo, a AmB €& incorporada a uma bicamada lipossomal, reduzindo
significativamente a nefrotoxicidade relacionada a infusdo, embora ainda possam
ocorrer reacoes leves, nefrotoxicidade transitoria e trombocitopenia; no entanto, sua
principal desvantagem ¢é o alto custo, que limita o acesso por populagcdes de baixa

renda, justamente as mais afetadas por essa doenga [27].
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O uso da AmB lipossomal para o tratamento de todas as formas de
leishmaniose ¢é recomendado para pacientes adultos imunocompetentes,
pediatricos, gestantes, individuos com HIV e outras causas de imunossupresséo,
além de pessoas com comorbidades que contraindiquem outras terapias, como
alteragdes no eletrocardiograma ou doencga renal, hepatica ou cardiaca; quando a
formulacao lipossomal ndo esta disponivel, recomenda-se o uso de AmB em
complexo lipidico ou desoxicolato para pacientes imunocomprometidos com LV, e,
ao empregar a AmB lipossomal e outras formulagcbes em pacientes com LV
imunocompetentes, € importante monitorar rigorosamente a fungao renal [28].

A hexadecilfosfocolina (MIL) é um alquilfosfolipideo sintético originalmente
desenvolvido como agente antineoplasico e atualmente representa o unico farmaco

oral disponivel para o tratamento da leishmaniose [25] (Figura 10).

Figura 10 - Representacdo esquematica da estrutura quimica da MIL.

Miltefosina

Fonte: adaptado de [25].

A acao da MIL sobre o protozoario pode acontecer por meio de multiplos
mecanismos: o farmaco inibe a biossintese de fosfatidilcolina, um componente
essencial da membrana celular, promovendo desestabilizacdo estrutural e induzindo
apoptose [25]; apresenta a capacidade de despolarizar o potencial da membrana
mitocondrial e inibir a citocromo-c oxidase, eventos intimamente relacionados a
morte celular programada [27]; provoca disrup¢do da homeostase intracelular de
Ca?*, afetando organelas e canais envolvidos na regulacao deste ion [29]; e induz a
expressao de oxido nitrico sintase 2, aumentando a produgao de oxido nitrico, o qual
contribui para a eliminagao do parasita no interior dos macréfagos [30].

Apesar da facilidade de administragdo, da curta duracido terapéutica e do
amplo espectro de atividade contra diversas espécies de Leishmania, seu uso
requer cautela devido a efeitos colaterais relacionados as suas propriedades
surfactantes  zwitteribnicas;  estes  incluem  disturbios  gastrointestinais,
hepatotoxicidade, nefrotoxicidade e teratogenicidade, além de apresentar alto custo

e relatos de resisténcia medicamentosa [25,26]. O uso de MIL é recomendado pelas
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diretrizes para pacientes adultos com diagnoéstico de LC causada por L. panamensis,
L. mexicana, L. guyanensis e L. braziliensis, bem como para pacientes pediatricos
infectados por L. panamensis, L. guyanensis e L. braziliensis, sendo contraindicado
para gestantes [28]. Além disso, recomenda-se sua utilizagdo em pacientes
imunocompetentes, ndo gravidas e n&o lactantes diagnosticados com LV [2,28].

A PMM, um antibiético aminoglicosideo com propriedades antibacterianas e
antileishmania (Figura 11), possui um mecanismo de agao ainda nado completamente
elucidado; porém, estudos informam que sua atividade envolve a inibicdo da sintese
de proteinas do protozoario por meio da ligacdo a subunidade ribossémica 30S,
resultando no acumulo de complexos ribossdmicos anormais 30S-50S e, finalmente,
causando a morte celular [25,27]. Outros estudos associam a inibicdo da sintese de
proteinas e a alteragdo no potencial da membrana mitocondrial com a morte

parasitaria [27].

Figura 11 - Representacao esquematica da estrutura quimica da PMM.

Paromomicina

Fonte: adaptado de [25].

A administragcdo pode ocorrer por via topica ou IM, sendo que a necessidade
de uso parenteral representa uma dificuldade para a sua adogao em diversos
cenarios clinicos [26,27]. Entre os efeitos adversos reportados, destacam-se
ototoxicidade, nefrotoxicidade e hepatotoxicidade [26,27]. O medicamento apresenta
como vantagens sua boa eficacia e o custo relativamente baixo, embora sua eficacia
varie conforme a regidao geografica e exista potencial para desenvolvimento de
resisténcia [26]. A principal indicacdo de uso da PMM é em pacientes adultos e

pediatricos com LC causada por L. panamensis, L. braziliensis e L. mexicana [28].
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A pentamidina € uma diamidina aromatica, derivado sintético da amidina,
utilizada como tratamento de segunda linha contra a leishmaniose [25,27] (Figura
12).

Figura 12 - Representacdo esquematica da estrutura quimica da pentamidina.
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Fonte: adaptado de [25].

Seu mecanismo de acado ainda nao é claro, mas sabe-se que a mitocondria
constitui um importante alvo, sugerindo que o composto penetre nos parasitos por
meio de transportadores de arginina e poliaminas e iniba a topoisomerase
mitocondrial Il [27]. Ha também evidéncia de que a pentamidina interfere na sintese
de DNA e altera a morfologia do cinetoplasto [25]. O farmaco possui limitagcbes
relacionadas a sua baixa eficacia e a necessidade de administragao por via IM ou |V,
além de casos de resisténcia descritos em clones de L. donovani e L. amazonensis,
associados a redugao da captacdo e ao aumento do efluxo da pentamidina [27].
Seus efeitos adversos incluem cardiotoxicidade, nefrotoxicidade, hipotensao,
alteragdes eletrocardiograficas e a indugdo irreversivel de diabetes mellitus
insulinodependente [25-27]. O uso de isetionato de pentamidina é recomendado
principalmente para pacientes com leishmaniose cutanea localizada causada por L.
guyanensis e para casos de LC difusa, estando o farmaco contraindicado para
gestantes e para individuos com alteragdes eletrocardiograficas [28].

Diante desse cenario, com o objetivo de prevenir o desenvolvimento de
resisténcia medicamentosa, aumentar a adesao terapéutica, reduzir o tempo de
tratamento e, consequentemente, diminuir os custos envolvidos, foi desenvolvida a
quimioterapia combinada, na qual diversas associagbes tém sido utilizadas,
incluindo AmB lipossomal com MIL, AmB lipossomal com PMM, MIL com PMM e
Sb°* com PMM [26]. Ademais, outras alternativas vém sendo investigadas para o
manejo das leishmanioses, incluindo terapias locais (terapia fotodinamica,
crioterapia e termoterapia), bem como estratégias imunoterapéuticas (interferon-y,

vacinas experimentais e imunomoduladores proteicos) e abordagens
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imunocimioterapicas, que buscam modular a resposta imune do hospedeiro e reduzir
a carga parasitaria [26]. Mais recentemente, nanoparticulas metalicas, de oxidos e
materiais a base de carbono tém emergido como sistemas promissores de liberagao
controlada de farmacos, capazes de aumentar a solubilidade dos compostos, gerar
EROs e responder a estimulos internos ou externos, otimizando a agao terapéutica
sobre o parasita [25]. Por fim, vale destacar que a escolha terapéutica deve ser
realizada com cautela em grupos especiais, incluindo idosos, mulheres em idade
fértil, gestantes, lactantes e individuos imunocomprometidos, pois as evidéncias
disponiveis para esses perfis ainda sao limitadas, tornando essencial a

individualizagdo da conduta terapéutica, aliada ao monitoramento rigoroso [28].

1.5 Surfactante zwitterionico HPS

O N-hexadecil-N,N-dimetil-3-aménio-1-propanossulfonato (HPS) é um
surfactante zwitteribnico caracterizado por possuir uma regidao hidrofobica e uma
regido polar com grupos iénicos (catidnicos e anidnicos) [41]. Do ponto de vista
estrutural, o HPS apresenta uma longa cadeia apolar com 16 atomos de carbono (N-
hexadecil), que atua como “cauda” hidrofébica, e uma extremidade polar, ou
“cabega”, composta por um grupo aménio (—N*(CH;),), que possui carga positiva, o
qual esta conectado ao grupo sulfonato (—-SO3™), responsavel pela carga negativa,
por meio de uma cadeia de trés atomos de carbono que integra esses dois grupos
funcionais [41] (Figura 13). As cargas opostas coexistem no mesmo composto e
tendem a se anular mutuamente, o que confere ao HPS uma neutralidade elétrica
global, embora isso possa variar conforme o pH do meio em que se encontra [41].
Todas essas caracteristicas estruturais permitem que o HPS interaja tanto com
ambientes aquosos quanto com regides lipofilicas, aspecto fundamental para sua
atuacdo como tensoativo. Assim, surfactantes zwitteribnicos sdo amplamente
empregados em formulagbes cosméticas, farmacéuticas e em produtos de limpeza,
devido ao seu carater anfifilico e a capacidade de ajustar seu perfil de carga

conforme o ambiente.

Figura 13 - Representagao esquematica da estrutura quimica do HPS.
D\ES////O \N+W\/\\V/\W\/
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O
Fonte: adaptado de [43].



34

O HPS apresenta capacidade de interagir com membranas celulares, as quais
possuem regides carregadas e hidrofébicas, estabelecendo interagbes eletrostaticas
e hidrofébicas com as proteinas e os lipideos que as compdem [42]. Em um estudo
anterior [42], as atividades leishmanicidas e citotoxicas do HPS foram comparadas
as da MIL, que também & um composto zwitteribnico, e, surpreendentemente, néo
houve diferengas significativas nos ensaios in vitro, até mesmo na atividade contra a
forma amastigota que fica internalizada no macréfago. Nesse mesmo estudo,
analises por espectroscopia de RPE utilizando marcadores de spin revelaram que
ambos os compostos aumentam a dindmica molecular das proteinas de membrana,
indicando que suas interagdes ocorrem predominantemente na interface lipideo-
proteina da membrana plasmatica.

Em trabalho subsequente [43], verificou-se que o mecanismo de acao
primario do HPS envolve uma etapa inicial de fluidizacdo da membrana,
promovendo vazamento idnico responsavel por desestabilizar os potenciais das
membranas plasmatica e mitocondrial. Isso leva ao aumento da produgédo de EROs,
as quais induzem a oxidacdo das membranas e desencadeiam uma cascata de

efeitos deletérios a célula parasitaria, resultando em sua morte.

1.6 Espectroscopia de RPE

A técnica de Ressonancia Paramagnética Eletronica (RPE) foi descrita pela
primeira vez por Evgeniy K. Zavoisky em 1944, em Kazan, na entdo Unido Soviética
[31]. Em 1954, Pake, Townsend e Commoner apresentaram os primeiros resultados
de RPE em sistemas biologicos, demonstrando a relagao entre atividade metabdlica
e concentragcao de radicais livres [32]. A partir desses avangos, a RPE consolidou-se
como uma ferramenta importante para a investigagdo de sistemas bioldgicos,
permitindo caracterizar par@metros como mobilidade molecular e polaridade do meio
[33].

A espectroscopia de RPE é empregada na investigagdo de elementos
quimicos que apresentam elétrons desemparelhados, como radicais livres e ions
metalicos com propriedades paramagnéticas [34]. Seu principio baseia-se na
interacdo entre a radiagdo de micro-ondas e o momento magnético dos elétrons
desemparelhados quando submetidos a um campo magnético externo [35]. O
elétron apresenta um momento angular proprio, denominado spin eletrénico,

decorrente de sua natureza quantica. Na presenga de um campo magnético externo,
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0 spin pode orientar-se de forma paralela ou antiparalela ao campo, promovendo o
desdobramento em dois niveis de energia (os niveis Zeeman) correspondentes ao
estado de menor energia (spin down, —1/2) e ao de maior energia (spin up, +1/2)
[36,37]. Quando a energia da radiagdo de micro-ondas coincide com a diferenga
entre esses estados, ocorre a transigdo eletrbnica com absor¢cdo de energia,
gerando o espectro caracteristico de RPE [35]. Esse espectro fornece informacgdes
relevantes sobre o ambiente quimico e magnético do elétron desemparelhado,
possibilitando a analise de interacdes hiperfinas, aspectos da estrutura eletrdnica e
dindmica molecular do sistema estudado. O equipamento de RPE é composto por
um eletroima responsavel pela geragdo do campo magnético, uma cavidade
ressonante onde a amostra é posicionada, um sistema de detecgado de micro-ondas,
um controlador de temperatura e uma unidade de processamento de dados, que em
conjunto permitem a aquisigao e analise dos espectros (Figura 14).

Figura 14 - Espectrémetro de RPE do Laboratério de Biofisica, localizado no Instituto
de Fisica da UFG.

Fonte: autoria propria.

A aplicagcado bioldégica da espectroscopia de RPE envolve o estudo de
espécies naturalmente paramagnéticas, como metaloproteinas, metaloporfirinas e
radicais livres formados como intermediarios em reacdes bioquimicas. Entretanto,
muitos sistemas de interesse bioldgico ndo apresentam centros paramagnéticos,
tornando necessaria a utilizagdo de sondas paramagnéticas especificas, conhecidas

como marcadores de spin [38]. Os marcadores de spin utilizados em estudos
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biolégicos sdo, em sua maioria, derivados do nitroxido, um radical livre que possui
um elétron desemparelhado no grupo nitroxila (NO¢). Estes marcadores de spin
podem ser incorporados em membranas biolégicas ou em grupos sulfidrilas de
proteinas ou acidos nucleicos, para possibilitar sua analise estrutural e dindmica
[39]. O radical nitroxido pode sofrer reducdo, perdendo seu sinal de RPE, ao
interagir com o acido ascoérbico, Fe?* ou grupos tidis livres, mas na auséncia destes
agentes redutores geralmente tem estabilidade suficiente para a realizagdo dos
experimentos de RPE. A configuragéo eletrénica do nitroxido possibilita a interagao
do elétron desemparelhado com o nucleo do nitrogénio, gerando um acoplamento
hiperfino dependente da orientagao da ligagao N-O em relagdo ao campo magnético.
Quando a molécula esta em movimento rotacional, essa interacao hiperfina flutua,
gerando um espectro de RPE caracteristico que depende do estado de mobilidade
do composto [38].

Um dos marcadores mais empregados é o acido 5-doxil-estearico (5-DSA),
gue contém o radical nitroxido no quinto carbono da cadeia alifatica (Figura 15) e, ao
ser incorporado as membranas celulares, permite avaliar a mobilidade e a fluidez da

bicamada lipidica.

Figura 15 - Representagdo esquematica da estrutura quimica do marcador de spin
5-DSA.

Fonte: adaptado de [43].

Nessa abordagem, a variagdo do parametro de desdobramento hiperfino (2Ax)
reflete alteracbes na mobilidade molecular, sendo que valores mais elevados
correspondem a menor fluidez da membrana [40]. Em sistemas nos quais o
marcador se distribui por regides com diferentes graus de mobilidade, os espectros
resultantes apresentam multiplas componentes, cuja analise quantitativa dos

distintos microambientes requer simulagdo computacional [40].
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1.7 Justificativa

Diante das limitagbes que permeiam o tratamento da leishmaniose, marcado
por um conjunto restrito de farmacos, elevada toxicidade, alto custo e crescente
resisténcia dos parasitos aos medicamentos atualmente disponiveis, além do fato de
que o desenvolvimento de um novo farmaco pode demandar de 10 a 20 anos até
sua aprovagao por agéncias regulatorias [25], torna-se evidente a necessidade de
identificar e desenvolver novos compostos com potencial atividade leishmanicida.
Nesse contexto, estratégias baseadas no planejamento racional de compostos
inspirados em estruturas ja conhecidas, como butil-hidroxitolueno (BHT) e HPS,
ganham especial relevancia, uma vez que permitem nao apenas a identificacdo de
candidatos potencialmente mais eficazes, seguros e com reducdo de efeitos
adversos, mas também o aprofundamento do entendimento acerca dos mecanismos
de acao relacionados a interacdo com componentes celulares do protozoario
Leishmania.

Portanto, este trabalho tem como objetivo sintetizar compostos analogos ao
HPS contendo modificagdes na cadeia lipofilica, de modo a modular as interagcdes
na interface lipideo—proteina da membrana, e avaliar como essas alteragbes

influenciam a atividade leishmanicida.



38

2 OBJETIVOS
2.1 Objetivos Gerias

Planejar, sintetizar e avaliar a atividade farmacoldgica de novos candidatos a

protétipos de farmacos anti-leishmaniose, LQFM 424 (5) e LQFM 425 (3),
estruturalmente derivados do HPS e do BHT.

2.20bjetivos Especificos

Sintetizar os compostos propostos LQFM 424 (5) e LQFM 425 (3);

Realizar a elucidagao estrutural dos compostos LQFM 424 (5) e LQFM 425
(3) por meio de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e 3C, HSQM e
HMBC;

Avaliar os efeitos antiproliferativos dos compostos em promastigotas de L.
amazonensis por meio do ensaio colorimétrico com brometo de 3-(4,5-dimetil-
2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio (MTT), com determinagcdo da concentragcao
inibitéria média (ICso0) para comparagao com o farmaco de referéncia (MIL);
Avaliar, por espectroscopia de RPE de marcador spin 5-DSA, os efeitos de
rigidez das membranas plasmaticas de promastigotas de L. amazonensis
induzidos pelos compostos;

Investigar os mecanismos de agdo dos compostos, explorando a hipétese de
que o estresse oxidativo desencadeado possa promover rigidez na membrana

plasmatica do parasita.
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3 METODOLOGIA
3.1 Planejamento estrutural do composto LQFM 425 (3)

O planejamento estrutural do composto LQFM 425 (3) foi desenvolvido no
contexto de uma linha de pesquisa voltada a identificagdo de novos candidatos a
protétipos de farmacos com potencial atividade anti-leishmaniose. A concepg¢ao do
novo analogo do HPS (3) teve como base a estratégia de hibridagdo molecular,
integrando caracteristicas estruturais de dois compostos previamente conhecidos: o
HPS (1), um detergente zwitteribnico com propriedades anfifilicas, e o BHT (2), um
antioxidante amplamente utilizado como padrdao ouro. A subunidade hidrofébica
originalmente presente no HPS (1) foi substituida pela unidade 2,6-di-tert-butilfenol,
derivada do BHT (2), a qual, além de manter a natureza hidrofébica, confere também
potencial atividade antioxidante ao composto hibrido (Esquema 1). Com essa
modificagdo estrutural, buscou-se obter um novo analogo que mantivesse a
funcionalidade zwitteribnica caracteristica do HPS, agregando ainda propriedades

antioxidantes.

Esquema 1 - Planejamento estrutural do composto LQFM 425 (3).
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Fonte: autoria propria.

3.2 Rota sintética
O inicio da rota sintética se da por meio da reacdo de Mannich, utilizando 2,6-
di-tert-butilfenol (4), dimetilamina, formaldeido em meio de acido acético, a
temperatura de 80°C, por uma hora [44], levando a formacdo do composto LQFM
424 (5) em forma de sal. Na proxima etapa, sob condi¢gbes de reagdo de substituicao

nucleofilica bimolecular (SN2), o composto LQFM 424 (5) reage com 1,3-
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propanossultona (6), em meio de acetato de etila, a temperatura de 80°C, por 8

horas [45], levando a formagao do composto LQFM 425 (3) (Esquema 2).

Esquema 2 - Rota sintética para a formagao do composto LQFM 425 (3).

CHzo /\/\II o
CH3 2NH C|' O II O

AcOH AcOEt

80°C, 1h 80°C, 8h

Fonte: autorla proprla.

3.2.1 Sintese do 2,6-di-tert-butil-4-((dimetilamina)metil)fenol - LQFM 424 (5)

A sintese do composto LQFM 424 (5) foi conduzida em baldo de fundo
redondo de 50 mL mantido em banho de gelo, no qual foram adicionados
formaldeido (180 uL, 2 mmol), dimetilamina (358 uL, 2 mmol), acido acético (400 pL,
2 mmol) e 2,6-di-tert-butilfenol (4) (206 mg, 1 mmol). Apés a adi¢gao, o banho de gelo
foi retirado e a mistura reacional foi aquecida a 80°C por uma hora [44]. Em seguida,
0 meio reacional foi transferido para agua e submetido a extracdo com acetato de
etila. Na sequéncia, o produto obtido foi submetido a purificacdo através da
formacao do cloridrato correspondente. O acido cloridrico gasoso, gerado pela
reacao entre acido sulfurico e acido cloridrico em um sistema de Kipp, foi borbulhado
na solugdo do composto LQFM 424 (5) em meio de diclorometano, promovendo a
conversao da sua forma de base livre para a forma de sal (cloridrato). O precipitado

formado foi lavado com hexano a quente sob agitagao.

3.2.2 Sintese do 3-((3,5-di-tert-butil-4-hidroxibenzil)dimetilamonio)propano-1-
sulfonato - LQFM 425 (3)

A sintese do composto LQFM 425 (3) foi conduzida em baldo de fundo
redondo de 50 mL, utilizando o composto LQFM 424 (5) (263 mg, 1 mmol),
juntamente com 5 mL de acetato de etila e 1,3-propanossultona (6) (88 uL, 1 mmol).
A reacéo foi conduzida sob agitagdo a 80°C por um periodo de oito horas [45]. Apds
o término da reagao, o precipitado formado foi lavado com hexano a quente sob

agitacao.
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3.3 Elucidagao estrutural

A caracterizagdo estrutural dos compostos sintetizados foi realizada por
espectroscopia de RMN. Para as analises, o composto LQFM 424 (5) foi solubilizado
em cloroformio deuterado (CDCI;), enquanto o composto LQFM 425 (3) foi
solubilizado em metanol deuterado (CDsOD). Posteriormente, as amostras foram
encaminhadas ao Instituto de Quimica (IQ) da Universidade Federal de Goias
(UFG), onde foram obtidos os espectros de RMN 'H e '3C, além das técnicas
bidimensionais HSQC e HMBC. Os espectros foram analisados com base nos
deslocamentos quimicos, integragdes, multiplicidades e constantes de acoplamento,
bem como nas correlagdes obtidas por HSQC e HMBC, permitindo a atribuicdo dos

sinais e a confirmacéao estrutural dos compostos.

3.4Cultivo de parasitas
A cepa \utiizada neste estudo foi a L. (L) amazonensis
(MHOM/BR/75/Josefa), armazenada no Leishbank (Banco de leishmanias do
Laboratodrio de Imunobiologia das Leishmanioses, no Instituto de Patologia Tropical e
Saude Publica (IPTSP) da UFG. O cultivo das formas promastigotas foi realizado em
placa de 24 pocos, mantidos a temperatura de 26°C, contendo, por poco, 2 mL de
meio RPMI 1640 suplementado com 20 % de soro fetal bovino, 2 mM de L-

glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina.

3.5Viabilidade celular de promastigotas L. amazonensis pelo ensaio MTT

A viabilidade celular das formas promastigotas de L. amazonensis foi avaliada
por meio do ensaio colorimétrico MTT, apds o tratamento com os compostos LQFM
424 (5) e LQFM 425 (3). O MTT é um sal de monotetrazodlio de coloragédo amarela,
constituido por um anel tetrazélico quaternario carregado positivamente, composto
por quatro atomos de nitrogénio e substituido por trés anéis aromaticos, sendo dois
grupos fenil e um anel tiazolil [46]. Em células metabolicamente ativas, o MTT é
reduzido com consequente ruptura do anel tetrazolico central e formacdo de um
produto insoluvel em agua, o formazan, de coloragdo violeta-azulada [46] (Figura
16).
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Figura 16 - Representagao quimica da conversao de MTT em formazan.
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Fonte: adaptado de [47].

Em razdo de sua carga positiva e natureza lipofilica, o MTT & capaz de
atravessar a membrana plasmatica e a membrana interna mitocondrial de células
viaveis, sendo reduzido a formazan principalmente pela agdo de enzimas
desidrogenases mitocondriais [46].

Para a realizagéo dos ensaios, os compostos LQFM 424 (5) e LQFM 425 (3)

foram solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO) e preparados em solugao estoque a
50 mM. A partir dessas solugdes, em uma placa de 96 pogos, ambos os compostos
foram diluidos em meio Grace para obter a concentragdo maxima de 200 uM no
primeiro poco. Em seguida, foram realizadas diluicbes seriadas de razdo 1:2,
alcancando-se as concentragdes finais de 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 e 0
MM. Como controle positivo de inibicdo da viabilidade, utilizou-se MIL, inicialmente
solubilizada em DMSO e posteriormente diluida em meio Grace para obtencado das
concentragdes finais nas concentragdes de 80, 40, 20, 10, 5, 2,5, 1,25 e 0 uM. Como
controle negativo de viabilidade, utilizaram-se pogos contendo exclusivamente
parasitas mantidos apenas no meio de cultura.
Apds a adigado dos tratamentos, a placa foi incubada em estufa a 26 °C por um
periodo de 24 horas. Decorrido esse tempo, adicionaram-se 20 yL de MTT (5 mg/mL
em agua mili-Q), a cada pogo, e a placa foi incubada por quatro horas para permitir a
formacao dos cristais de formazan. Por fim, adicionaram-se 100 uL de DMSO para
solubilizacao dos cristais, procedendo-se a leitura visual da coloragao resultante.

A intensidade da coloragdo roxa formada foi avaliada visualmente, sendo
diretamente proporcional a atividade metabdlica e, consequentemente, a viabilidade
dos parasitas sobreviventes. Os resultados foram utilizados para estimar a
porcentagem de viabilidade em relagdo ao controle negativo e para posterior

determinacao do ICso dos compostos testados.
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3.6 Preparacao e marcacao das amostras para a espectroscopia de RPE de
promastigotas L. amazonensis

Os parasitas foram empregados nos ensaios experimentais ao atingirem a
fase estacionaria de crescimento, correspondente ao 6° dia de cultivo in vitro. As
formas promastigotas de L. amazonensis foram cultivadas em meio RPMI-1640 e
distribuidas em placas de 24 pogos, com volume final de 2 mL por pogo e
concentragcdo celular ajustada para 1,5 x 107 parasitas/mL. As culturas foram
tratadas com MIL a 20 uM, utilizada como controle positivo, e com os compostos
LQFM 424 (5) e LQFM 425 (3), ambos a 50 uM, sendo entdo incubadas por 24
horas a 26 °C. Apds o periodo de incubacao, as amostras foram transferidas para
tubos tipo Eppendorf e submetidas a centrifugagéo a 14.000 x g por 10 minutos, com
0 objetivo de sedimentar os parasitas e possiveis fragmentos de membrana. Em
seguida, os sobrenadantes foram cuidadosamente descartados, e os parasitas
lavados com 1 mL de tampdo PBS. Apds a remog¢ao do tampao de lavagem, os
parasitas foram ressuspensos em 40 yL do mesmo tampao. Para a marcagao das
membranas parasitarias, adicionaram-se 0,7 uL de solugdo do marcador 5-DSA (a 5
mg/mL em etanol) a cada amostra, contendo cerca de 3 x 107 parasitas/mL.

Para as analises de espectroscopia de RPE, as suspensdes marcadas foram
transferidas para tubos capilares de vidro com didmetro interno de 1 mm, os quais
foram selados com o auxilio de uma chama. Os tubos capilares foram centrifugados
a 15.000 x g por 5 minutos, concentrando os parasitas em um pequeno pellet de
cerca de 2 mm. Por fim, os capilares foram levados ao espectrometro Bruker
EMXplus (Bruker BioSpin GmbH, Rheinstetten, Alemanha) e posicionados no centro
da cavidade de ressonancia para a aquisicao dos espectros de RPE. As medidas
foram realizadas com poténcia de micro-ondas de 20 mW, frequéncia de 9,45 GHz,
modulagdo do campo magnético de 1,0 G, faixa de varredura de 100 G, tempo total
de aquisi¢ao de 168 s e temperatura controlada a 25 £ 1 °C.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Analise de propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas

De acordo com os critérios propostos por Lipinski, compostos com maior
probabilidade de apresentar boa biodisponibilidade por via oral possuem
caracteristicas especificas, como: peso molecular inferior a 500 g/mol, valor de LogP
nao superior a 5, até 10 aceptores de elétrons e no maximo 5 doadores de
hidrogénio [48]. Posteriormente, Veber ampliou essa analise ao incluir outros dois
fatores que também influenciam a absorcéo oral: a area de superficie polar, que
deve estar abaixo de 140 A?, e o nimero de ligagbes rotacionaveis, que deve ser
inferior a 10 [49]. A consideragao conjunta desses parametros durante a etapa de
planejamento auxilia na selecdo de compostos com maior probabilidade de
apresentarem propriedades farmacocinéticas adequadas, evitando o investimento
em sinteses de compostos com perfil indesejavel [49, 50]. Observando esses
critérios, verifica-se que os compostos LQFM 424 (5) e LQFM 425 (3) atendem

integralmente as regras estabelecidas por Lipinski e Veber (Tabela 1).

Tabela 1 - Parametros in silico das propriedades fisico-quimicas.

Composto PM cLogPow nOH NNHOH nRob  PSA
Regra 500 <5 <10 <5 <10 <140 A
LQFM 424 (5) 285,85 3,99 1 1 3 23,47
LQFM 425 (3) 371,54 4,31 5 1 7 77,43

Legenda: Resultados de parametros tedricos calculados para LQFM 424 (5) e LQFM 425 (3); P.M. —
peso molecular; cLogPo/w — coeficiente de particdo octanol-agua; nOH — ndmero de aceptor de
ligacdo de hidrogénio; nNHOH- nimero de doadores de ligagdo de hidrogénio; nRob — numero de
ligacdes rotacionaveis; PSA — area de superficie polar.

4.2 Sintese e aspectos gerais dos compostos sintetizados

A sintese foi conduzida com sucesso, permitindo a obtengdo do composto
LQFM 425 (3) por meio de uma reagao de Mannich, seguida de reagao do tipo SN2,
a partir do intermediario LQFM 424 (5).

Para a sintese do LQFM 424 (5), formaldeido, dimetilamina e acido acético
foram adicionados a um baldo de fundo redondo contendo 2,6-di-tert-butilfenol (4),
inicialmente mantido em banho de gelo. Apdés a homogeneizagdo, o sistema foi
aquecido a 80°C por 1 hora. Concluida a reagcédo, o meio foi vertido em agua e
submetido a extragdo com acetato de etila. O produto obtido foi entdo convertido em

seu respectivo cloridrato por meio da introdugdo de acido cloridrico gasoso em
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solucado de diclorometano, promovendo a formagao do sal. O sélido precipitado foi
isolado e lavado com hexano quente sob agitagao.

Na etapa seguinte, o LQFM 424 (5) reagiu com 1,3-propanossultona, em
acetato de etila, sob aquecimento a 80°C e agitacdo constante por 8 horas. Ao final
da reacao, observou-se a formagao de um precipitado, que foi isolado e lavado com
hexano quente, resultando na obtencao do composto LQFM 425 (3).

O composto LQFM 425 (3) é considerado inédito de acordo com a plataforma
SciFinder®. Os aspectos gerais dos compostos sintetizados foram determinados,
incluindo a avaliagao do aspecto fisico, do ponto de fusado, do fator de retengdo em
cromatografia em camada delgada, considerando seus respectivos deslocamentos,

bem como dos rendimentos parciais e globais do processo sintético (Tabela 2).

Tabela 2 - Aspectos gerais dos compostos LQFM 424 (5) e LQFM 425 (3).

Compostos Aspecto P.F. Ds' | Da? | RF® | Rendimento | Rendimento
fisico (°C) Parcial (%) | Global* (%)
LQFM 424 Branco 218-222 | 1,6 | 0,5 | 0,31 89
(5) amarelado 80
LQFM 425 Branco 148-153 | 1,7 | 0,6 | 0,35 90
(3) amarelado

Legenda: P.F - Ponto de Fusdo; Rr - Fator de Retengdo; 'Ds - Deslocamento do solvente; ?Da -
Deslocamento da amostra. *Fase movel - diclorometano:metanol (90:10); “O rendimento global considera
todas as etapas sintéticas.

4.3 Elucidacao estrutural
4.3.1 Analise de RMN de 'H para o composto LQFM 424 (5)
A andlise dos deslocamentos quimicos () do composto LQFM 424 (5) no

espectro de RMN de 'H foi fundamentada com base na literatura [51-53] (Tabela 3).
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Tabela 3 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H do composto LQFM 424 (5) em
CDCls.

LQFM 424 (5)

Posicao 6 'H (multiplicidade; J Hz)
1 -
2eb6 7,32 (s)
3eb -
4 -
7 -
8 1,45 (s)
9 4,05 (d; J= 4,4 Hz)
10e 11 2,71 (d; J= 4,4 Hz)
12 5,46 (s)
13 12,58 (s)

Legenda: s — singleto; d — dupleto.

Constatou-se que os hidrogénios das posigdes 2 e 6 exibem um unico sinal
em 7,32 ppm, assim como os hidrogénios das posi¢cdes 10 e 11, que ressoam a 2,71
ppm. Esse comportamento € esperado, uma vez que esses hidrogénios sao
quimicamente equivalentes, ou seja, ocupam ambientes idénticos dentro do
composto. A simetria dessas posigdes resulta na absorcdo em um unico valor de
deslocamento quimico para cada par de hidrogénios [51].

O sinal correspondente aos hidrogénios ligados ao anel aromatico nas
posicdes 2 e 6 foi observado em 7,32 ppm, valor compativel com os registros de
7,00 ppm [51], 7,15 ppm [52] e 7,09 ppm [53]. Ja os hidrogénios dos grupos metila na
posicdo 8 apresentaram um valor de deslocamento quimico de 1,45 ppm, alinhado
ao intervalo esperado de 0,7 a 1,3 ppm [51], além de coincidir com os valores de
1,44 ppm [52] e 1,42 ppm [53]. Os hidrogénios na posicao 9, por sua vez, exibiram
um sinal em 4,05 ppm, préximo aos valores de 3,53 ppm [52] e 3,49 ppm [53].
Quanto aos hidrogénios metilicos das posigdes 10 e 11, ligados ao grupo amina, foi
observado deslocamento em 2,71 ppm, valor coerente com o0s registros de
aproximadamente 3 ppm [51]. Por fim, o hidrogénio da hidroxila na posi¢cao 12
mostrou um sinal em 5,46 ppm, dentro da faixa de 4—7 ppm [51] e em consonancia

com os valores encontrados de 5,20 ppm [52] e 5,14 ppm [53] (Anexo A).
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4.3.2 Andlise de RMN de 'H e de '3C para o composto LQFM 425 (3)

Os deslocamentos quimicos obtidos nos espectros de RMN de 'H e de '3C
referentes ao composto LQFM 425 (3) foram baseados no estudo anterior [54]
(Tabela 4).

Tabela 4 - Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e '*C do composto LQFM 425 (3)
em CD3OD.

LQFM 425 (3)

Posic&o 8 'H (multiplicidade; J Hz) 5 3C
1 - 121,8
2e6 7,26 (s) 128,8
3eb - 140,3
4 - 157,2
7 - 35,7
8 1,44 (s) 30,7
9 4,19 (s) 63,1
10 e 11 2,81 (s) 42,7
12 - -
13 3,70 (t; J= 6,6 Hz) 44,6
14 2,21 (tt; J= 7,3 Hz; 6,6 Hz) 29,8
15 2,93 (t; J= 7,3 Hz) 50,0

Legenda: s — singleto; t — tripleto; tt — triplo tripleto.

Observou-se que os hidrogénios nas posi¢cdes 2, 6, 8, 9, 10 e 11
apresentaram deslocamentos quimicos semelhantes aos do composto LQFM 424
(5), embora nao idénticos, devido as diferengas estruturais entre os compostos. O
composto LQFM 425 (3) apresenta, adicionalmente, uma subunidade contendo trés
carbonos e um grupo sulfonato. Os hidrogénios dos grupos metileno nas posigoes
13, 14 e 15 exibiram sinais em 3,70 ppm, 2,21 ppm e 2,93 ppm, respectivamente,
valores préximos aos descritos na literatura em 3,28 ppm, 3,68 ppm e 2,86 ppm [54]
(Anexo B).

A atribuicdo dos sinais correspondentes a subunidade propilica do composto
LQFM 425 (3) também foi fundamentada na analise da multiplicidade (acoplamento
spin-spin), nas constantes de acoplamento (J) e nos efeitos de blindagem e

desblindagem eletrénica. O fendmeno de separagcdo spin-spin, explicado
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empiricamente pela regra n + 1, diz respeito a forma como cada tipo de préton
“sente” o numero de proétons equivalentes (n) no(s) atomo(s) de carbono vizinho(s), o
que resulta na divisdo do pico de ressonadncia em n + 1 componentes [51]. Ja a
distancia entre os picos de um multipleto € denominada J, uma medida expressa em
hertz (Hz) que indica quao intensamente um nucleo é afetado pelos estados de spin
de seus vizinhos [51]. Com base nesses principios, os hidrogénios da posicao 13 (&
3,70 ppm) apresentam-se como um tripleto (f) com J = 6,6 Hz, indicando o
acoplamento com os dois protons adjacentes da posicdo 14. O elevado
deslocamento nesta posi¢c&o decorre da proximidade ao nitrogénio quaternario (N*);
por ser um atomo eletronegativo, ele atrai a densidade eletrbnica e promove a
desblindagem do nucleo, expondo-o com maior intensidade ao campo magnético
externo e exigindo maior energia para a ressonancia. De forma analoga, os
hidrogénios da posigao 15 (8 2,93 ppm) exibem-se como um t com J = 7,3 Hz devido
ao acoplamento com a posicdo 14. O deslocamento intermediario € justificado pela
presenca do grupo sulfonato (-SOs’) que exerce um efeito desblindante menos
acentuado que o do nitrogénio carregado positivamente. Por fim, os hidrogénios da
posicao 14 (d 2,21 ppm) surgem como triplo tripleto com constantes de acoplamento
de 7,3 Hz e 6,6 Hz, refletindo a interagdo simultdnea com os prétons das posicoes
13 e 15. Por estarem localizados no centro da cadeia, mais afastados dos grupos
substituintes, esses hidrogénios permanecem mais blindados pela nuvem eletronica,
apresentando, consequentemente, o menor valor de deslocamento quimico.

Os valores de deslocamento quimico de '3C obtidos neste estudo estdo em
conformidade com a literatura [54]. Os sinais observados em 121,8 ppm (C1), 128,8
ppm (C2 e C6), 140,3 ppm (C3 e C5) e 157,2 ppm (C4) correspondem as regides
esperadas para carbonos aromaticos, enquanto os deslocamentos em 35,7 ppm
(C7), 30,7 ppm (C8), 63,1 ppm (C9), 42,7 ppm (C10 e C11), 44,6 ppm (C13), 29,8
ppm (C14) e 50,0 ppm (C15) sdo compativeis com carbonos alifaticos substituidos
(Anexo C). As correlagdes observadas nos espectros bidimensionais HSQC e HMBC
reforcam a atribuicdo dos sinais, destacando-se as concordancias em C2/C6 (128,6
ppm), C9 (63,2 ppm), C10/C11 (42,7 ppm), C13 (44,3 ppm), C14 (29,9 ppm) e C15
(49,9 ppm) no HSQC (Anexo D), bem como C1 (122,0 ppm), C3/C5 (140,3 ppm), C4
(156,9 ppm), C7 (36,0 ppm) e C8 (30,5 ppm) no HMBC (Anexo E).
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4.4 Atividade antiproliferativa com promastigotas L. amazonensis

Estudos prévios [42,43] avaliaram a atividade antiproliferativa do surfactante
zwitteridnico HPS frente a L. amazonensis, empregando o ensaio colorimétrico MTT
para a determinagdo da viabilidade celular na forma promastigota. Os resultados
evidenciaram que o HPS apresentou valor de ICso de 10,6 + 2,3 uM, enquanto a MIL,
utilizada como farmaco de referéncia, exibiu ICso de 10,3 £ 2,0 yM, indicando efeito
antiproliferativo in vitro estatisticamente semelhante entre o surfactante e o farmaco
padrao.

Em outra pesquisa [55], trés compostos com atividade antileishmania foram
racionalmente planejados mediante a incorporagdo de um grupo BHT e de um
esqueleto aceptor de Michael a base de acrilato. A atividade antiproliferativa desses
derivados acrilicos frente a promastigotas de L. amazonensis foi igualmente avaliada
pelo ensaio MTT, resultando em valores de ICso de 10,1 + 2,3 uM, 32,9 + 2,6 yM e
7,4 £ 2,0 yM para os compostos (7), (8) e (9) do referido estudo, respectivamente
(Figura 17). Esses valores mostraram-se comparaveis aos obtidos para a MIL (ICso =
9,7 + 1,4 uM), evidenciando que um dos derivados apresentou atividade
antiproliferativa superior a do farmaco de referéncia, o que reforga o potencial dessa
classe de compostos como candidatos promissores para o desenvolvimento de

novos agentes antileishmania.

Figura 17 - Estruturas quimicas dos derivados acrilicos.
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Fonte: autoria propria.

Perante os resultados promissores previamente descritos para compostos
contendo o grupo BHT, bem como para surfactantes zwitteridbnicos, a exemplo do
HPS, considerou-se estratégica a sintese dos compostos LQFM 424 (5) e LQFM 425
(3), que reunem essas caracteristicas estruturais, com o objetivo de avaliar seu
potencial antiproliferativo frente as formas promastigotas de L. amazonensis. Assim,
os compostos LQFM 424 (5) e LQFM 425 (3) sintetizados neste estudo foram
submetidos ao ensaio colorimétrico MTT para a determinagdo da atividade

antiproliferativa e dos valores de ICs0. Os resultados demonstraram que, embora
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ambos os compostos apresentem atividade antiproliferativa, seus valores de ICso
foram superiores aos observados para a MIL, utilizada como farmaco de referéncia
(Tabela 5), indicando menor poténcia in vitro nas condigdes experimentais avaliadas.
Tabela 5 - Avaliagdo da atividade antiproliferativa dos compostos LQFM 424 (5) e

LQFM 425 (3) frente as formas promastigotas de L. amazonensis em comparagao
com a MIL.

Amostras Promastigotas de
L. amazonensis - |ICso £ DP (uM)
LQFM 424 (5) 40,0 £ 8,7
LQFM 425 (3) 70,0 £ 32,8
MIL 11,7+29

Legenda: ICso - concentragdo necessaria para inibir 50% dos parasitas. DP - desvio padrdo. MIL -
miltefosina (utilizada como controle positivo).

4.5 Efeitos na dinamica molecular da membrana avaliados por RPE
A analise comparativa entre as amostras nao tratadas (controle) e aquelas
expostas aos compostos MIL, LQFM 424 (5) e LQFM 425 (3) foi realizada a partir
dos espectros de RPE obtidos do marcador paramagnético 5-DSA incorporado as

membranas plasmaticas de promastigotas de L. amazonensis (Figura 18).



51

Figura 18 - Espectros representativos de RPE do marcador de spin 5-DSA inserido
na membrana plasmatica de promastigotas de L. amazonensis apos 24 h de cultivo
a partir do 6° dia para amostras sem tratamento (controle) e tratadas com MIL,
LQFM 424 (5) e LQFM 425 (3) nas concentragdes indicadas. Os valores médios +
D.P. do parametro de RPE 2A, (desdobramento hiperfino externo) estao indicados
para cada espectro. Este parametro de mobilidade, que € medido diretamente no
espectro RPE, é dado pela separagcdo de valores de campo magnético entre o
primeiro pico de ressonancia e o ultimo pico invertido. As linhas verticais verdes
indicam a separagao entre os picos para o espectro de controle, enquanto as linhas
vermelhas mostram que os espectros das amostras tratadas tém maior separacgao.
Significancia estatistica (S): As médias indicadas por mesma letra maiuscula néo
sao significativamente diferentes com P < 0,05. As setas azuis indicam linhas de
ressonancia estreitas que correspondem aos marcadores que nao entraram na
membrana, ficando livres na solug¢ao fora da célula.
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Fonte: autoria propria.

Considerando uma margem de erro experimental de aproximadamente 0,3 G
para o parametro 2A;, o aumento em cerca de 3 G nesse valor, observado apds o
tratamento com 20 yM de MIL, indica um enrijecimento expressivo da membrana
plasmatica, refletindo uma redugdo na mobilidade molecular capaz de impactar

funcdes essenciais da célula, como o transporte de moléculas, a sinalizagao celular
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e a manutencado da integridade estrutural, conforme ja descrito na literatura [40].
Esse efeito de enrijecimento da membrana induzido pela MIL tem sido associado ao
estresse oxidativo na membrana, decorrente do aumento na formacgao intracelular de
EROs [56].

De forma semelhante ao observado para a MIL, os tratamentos com os
compostos LQFM 424 (5) e LQFM 425 (3), ambos na concentragédo de 50 uM,
também promoveram elevagéo nos valores de 2A/, de aproximadamente 3 G e 2 G,
respectivamente. Assim, esses resultados evidenciam que ambos os compostos sé&o
capazes de aumentar a rigidez da membrana plasmatica e interferir em sua

dindmica molecular, gerando efeitos similares aos observados para a MIL.

4.6 Proposi¢cao do mecanismo de agao dos compostos LQFM 424 (5) e LQFM
425 (3)

A integridade da membrana plasmatica € um fator determinante para a
sobrevivéncia de protozoarios do género Leishmania, uma vez que essa estrutura é
responsavel pela manutengao do equilibrio eletrolitico, da homeostase celular e da
funcionalidade metabdlica. Em virtude dessa importancia vital, farmacos utilizados
no tratamento da leishmaniose, como a AmB e a MIL, tém a membrana plasmatica
como um de seus principais alvos de acdo, promovendo a formacao de canais
ibnicos ou alteragdes na organizagao lipidica, o que resulta em vazamento de ions e
desequilibrio eletrolitico celular. Esse vazamento idnico atua como um gatilho para o
colapso interno, uma vez que o aumento na producdo de EROs tem sido
amplamente associado ao efluxo ibnico transmembranar [43,56]. O mecanismo de
acao da AmB exemplifica essa natureza multifatorial: a formacédo de canais iGnicos
na membrana plasmatica ndo apenas compromete a barreira fisica externa, mas
também desencadeia alteragbes criticas nos potenciais elétricos celular e
mitocondrial e, consequentemente, amplia o estresse oxidativo por meio da geragéo
exacerbada de EROs, culminando na indugao de vias de morte celular programada,
como a apoptose [56,57].

Compostos de natureza hidrofébica, como o HPS, apresentam elevados
coeficientes de partigho em membranas biolégicas [42,58], o que favorece sua
ancoragem na bicamada lipidica e a subsequente desestabilizagcdo da dinamica de
membrana plasmatica. A incorporagao desses compostos a membrana promove

alteracbes estruturais capazes de comprometer o equilibrio eletrolitico
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celular, processo este fundamentado por modelos tedricos que atribuem o aumento
da permeabilidade tanto a difusao direta do composto pela fase hidrofébica quanto a
inducdo de poros transitérios na arquitetura da membrana [59,60]. Sob ambas as
perspectivas, a permeabilidade ibnica € potencializada por fatores como o aumento
da fluidez da bicamada ou a elevagédo da temperatura, os quais convergem para um
estado de desequilibrio metabdlico que favorece a atividade leishmanicida.

No caso especifico do surfactante HPS, observa-se um perfil de atuagao
semelhante ao da MIL, com efeitos predominantes sobre os componentes proteicos
da membrana e aumento de sua dinamica molecular [42]. O incremento da
mobilidade das proteinas de membrana pode comprometer a integridade da barreira
celular, favorecendo o vazamento de ions tanto por meio de canais proteicos quanto
nas interfaces entre proteinas e lipidios. A medida que essas proteinas
transmembranares se tornam mais dinémicas, ocorre interferéncia no arranjo
organizado dos lipidios adjacentes, gerando disturbios estruturais que facilitam a
formacgao temporaria de poros ou microdominios com organizacgao lipidica alterada.
Como consequéncia, a energia necessaria para a passagem de pequenas
moléculas ou ions através da bicamada lipidica é significativamente reduzida,
resultando em aumento da permeabilidade da membrana plasmatica.

Os efeitos dos compostos LQFM 424 (5) e LQFM 425 (3) sobre L.
amazonensis podem ser interpretados a luz dessas alteragcbes na integridade e no

potencial elétrico da membrana celular (Figura 19).
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Figura 19 - Esquematizacdo do mecanismo de agao leishmanicida dos compostos
LQFM 424 (5) e LQFM 425 (3): proposta de cascata bioldgica iniciada pela interacéo
com a membrana plasmatica, seguida de flutuagbes nos potenciais elétricos das
membranas celular e mitocondrial, geragdo de EROs e aumento da rigidez da
membrana plasmatica decorrente do estresse oxidativo.

Interagdao com a membrana plasmatica — vazamento iénico — EROs — rigidez da membrana

ext 0 Extracelular
K K* |
N* r
?% §% gég % Z o™ HCT (5)
it E g bt g PRI )
ca?* Na* ca? Na®
o Citoplasma o
V.~ -60 mV V= -10mVv Rigidez da membrana

vazamento iénico

Vo~ 200 . SEI@NTIREER
S SO

mitocondria = Hidroperoéxido lipidico(LOOH)

= Ligagao cruzada intra-lipidica

Ay =~-200 mV —> Ay =~-250 mV mm = Ligagio cruzada inter-lipidica
vazamento ionico

Fonte: autoria propria.

Por convengao, o potencial elétrico no meio extracelular € considerado 0 mV,
enquanto o citoplasma celular apresenta potencial em torno de -60 mV. Como a
membrana externa da mitocéndria € permeavel a ions, o espago intermembranas
mantém esse mesmo potencial, ao passo que o potencial da membrana mitocondrial
interna (Aym) é aproximadamente -200 mV, resultando em um potencial total na
matriz mitocondrial em torno de -260 mV. A indugcdo do vazamento de ions pela
acao dos compostos LQFM 424 (5) e LQFM 425 (3) pode levar a despolarizagao da
membrana plasmatica, com elevacdo do potencial citoplasmatico para valores
proximos a =10 mV, por exemplo. Essa alteracdo abrupta promove inicialmente uma
hiperpolarizagdo da membrana mitocondrial interna, elevando o Aym para valores
préximos de -250 mV. Embora a célula disponha de mecanismos regulatérios
capazes de atenuar variagbes extremas no potencial de membrana, alteracdes
intensas favorecem o escape de elétrons, especialmente nos complexos | e Ill da

cadeia respiratéria mitocondrial. Esses elétrons livres podem reagir com o oxigénio
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molecular, originando anions superoxido, uma forma altamente reativa e citotoxica
de EROs [61]. A producdo exacerbada dessas espécies reativas desencadeia uma
cascata de eventos celulares deletérios, incluindo peroxidacao lipidica, aumento da
rigidez da membrana e comprometimento das fung¢des estruturais e fisioldégicas do

parasita, contribuindo de maneira decisiva para a morte celular.
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5 CONCLUSAO

Os dados espectroscopicos de RMN obtidos neste estudo mostraram-se
consistentes com as estruturas propostas para os compostos LQFM 424 (5) e LQFM
425 (3), confirmando a eficacia e a reprodutibilidade da rota sintética empregada. De
forma complementar, os resultados obtidos por RPE reforgcam a hipotese de que a
acao dos compostos esta associada a indugao de estresse oxidativo decorrente do
aumento da produgcao de EROs, como consequéncia direta das alteragbes na
integridade da membrana celular, que promovem o vazamento de ions e
perturbacdes nos potenciais das membranas plasmatica e mitocondrial, culminando
em danos celulares irreversiveis e, consequentemente, na morte do parasita. Diante
desse cenario, abre-se a perspectiva para o planejamento e a sintese de novos
derivados estruturais dos compostos LQFM 424 (5) e LQFM 425 (3), com
modificagdes direcionadas ao aumento da lipofilicidade, visando intensificar a
interagdo com a bicamada lipidica e, consequentemente, promover a redugdo dos
valores de ICso e 0 aumento significativo do parametro 2A, para concentragdes
moleculares comparaveis a da MIL. Essa abordagem podera contribuir para a
obtencdo de protétipos de farmacos mais potentes, seletivos e com reducdo de
efeitos adversos, superando as limitacbes terapéuticas apresentadas pelos
medicamentos atualmente utilizados ha décadas. Portanto, investir no
desenvolvimento de novos compostos com propriedades estruturais otimizadas é
fundamental para ampliar o arsenal terapéutico contra as leishmanioses,
viabilizando, futuramente, a implementacéo de tratamentos mais eficazes, seguros e
acessiveis, 0 que reitera a relevancia da inovagao farmacéutica no enfrentamento
das DTNs, com reflexos diretos na saude publica e na promog¢ao da qualidade de

vida das populagdes acometidas.
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ANEXOS

ANEXO A — Espectro de RMN de "H do composto LQFM 424 (5) em CDCls.
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ANEXO C — Espectro de RMN de '*C do composto LQFM 425 (3) em CDsOD.
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ANEXO D — Espectro de RMN de HSQC do composto LQFM 425 (3) em CD3OD.
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ANEXO E — Espectro de RMN de HMBC do composto LQFM 425 (3) em CD3OD.
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ANEXO F — Normas da Revista Biochimica et Biophysica Acta (BBA)

https://www.sciencedirect.com/journal/biochimica-et-biophysica-acta-bba-general-
subjects/publish/guide-for-authors
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