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RESUMO

Sdo denominadas doengas negligenciadas um grupo de doencas transmissiveis que se
caracterizam por serem mais incidentes em paises em desenvolvimento. Entre essas, estdo
incluidas as leishmanioses, doengas parasitarias causadas por diversas espécies do protozoario
Leishmania. Atualmente, o tratamento para leishmaniose baseia-se principalmente na
quimioterapia, entretanto, essa op¢do ¢ limitada devido a complicagdes quanto a via de
administragdo, alto custo da droga, toxicidade e resisténcia. A partir dessa premissa, encontra-
se a necessidade do planejamento de novos fairmacos por intermédio da quimica medicinal. E,
nesse contexto, encontram-se os compostos acridinicos. Esses sdo compostos heterociclicos
com amplo espectro de agdo capazes de desempenhar atividade leishmanicida. Dessa forma,
esse estudo objetivou a realiza¢do da sintese, caracterizagdo fisico-quimica e estrutural dos
novos derivados espiro-acridinicos e avalia¢do da atividade antileishmania frente a cepas de
Leishmania amazonensis e Leishmania infantum, visando a obtengao de possiveis candidatos
a farmacos. Os compostos foram sintetizados pela condensacdo entre compostos N-
acilidrazonicos substituidos € o nucleo aldeido de acridina em meio etandlico e basico,
obtendo-se trés derivados espiro-acridinicos. Esses apresentaram rendimentos variando de
55,79% a 79,82% e as faixas de fusdo oscilando entre 3 ¢ 6°C. A maioria dos compostos
tiveram suas estruturas caracterizadas por meio de técnicas de espectroscopia de IV, EM,
RMN 'H ¢ RMN "C. O espectro de IV forneceu informacdes relacionadas aos grupos
funcionais presentes na molécula, evidenciando as fun¢cdes NH do nucleo acridinico,
carbonila e nitrila. A técnica de espectrometria de massas demonstrou uma variagao aceitavel
entre os resultados de MM calculada e encontrada por meio da técnica, atestando a
estabilidade do ion molecular. O RMN 'H evidenciou como principais deslocamentos
singletos referentes a hidrogénios de ligagdo NH, HC=C e HC=N. O RMN "*C evidenciou a
ocorréncia de ciclizacdo espontanea no C-9 por meio dos sinais presentes entre 69,33
(AMTAC 06) e 69,37 (AMTAC 07) ppm, deslocamentos caracteristicos de carbonos
quaternarios. A avaliacdo biologica desses compostos frente L. amazonensis forneceu ICsy
entre 0,31 e 0,52 pg/mL, sendo o AMTAC 06 o derivado a apresentar melhor poténcia
provavelmente devido ao seu efeito mesomérico positivo. A atividade antipromastigota
observada em L. infantum apresentou ICsy variando de 2,04 a 6,79 pg/mL, no qual a molécula
mais promissora foi 0o AMTAC 01, o que pode ser explicado pela auséncia de influéncia do
seu substituinte nos parametros lipofilicos e eletronicos. Assim, conclui-se que os derivados
espiro-acridinicos sdo eficazes contra formas promastigotas de duas espécies de Leishmania
responsaveis por causar manifestacdes clinicas diferentes, sendo necessarios estudos mais
aprofundados para melhor entendimento do mecanismo de acdo desses compostos como
estratégia para melhoria da seletividade e poténcia dos mesmos.

Palavras-Chave: Atividade antipromastigota. Leishmania amazonensis. Leishmania
infantum. Quimica medicinal.



ABSTRACT

Neglected diseases are a group of transmissable diseases that are characterized as being more
incidental in developing countries. These include leishmaniasis, parasitic diseases caused by
several species of the protozoan Leishmania. Currently, the treatment for leishmaniasis is
based mainly on chemotherapy, however, this option is limited due to complications
involving the route of administration, high drug cost, toxicity and resistance. From this
premise, there is a need to the planning of new drugs through medicinal chemistry. And, in
this context, there are the acridine compounds. These are heterocyclic compounds with broad
spectrum of action capable of performing leishmanicidal activity. Thus, this study aimed at
the synthesis, physico-chemical and structural characterization of the new spiro-acridine
derivatives and evaluation of antileishmania activity against strains of Leishmania
amazonensis and Leishmania infantum, in order to obtain possible drug candidates. The
compounds were synthesized by condensation between substituted N-acylhydrazone
compounds and acridine aldehyde nucleus in etanol and basic medium, obtaining three spiro-
acridine derivatives. These showed yields varying from 55.79% to 79.82% and the melting
ranges varying from 3 to 6 ° C. Most of the compounds had their structures characterized by
techniques of IR, MS, "H NMR and "*C NMR. The IR spectrum provided information about
the functional groups present in the molecule, evidencing NH functions of the acridine
nucleus, carbonyl and nitrile. The mass spectrometry technique demonstrated an acceptable
variation between the results of molecular mass calculated and found by means of the
technique, attesting the stability of the molecular ion. ' H NMR showed as main
displacements singlet shifts relative to NH linking hydrogens, HC=C and HC=N. *C NMR
evidenced the occurrence of spontaneous cyclization in C-9 by means of the signals present
between 69.33 (AMTAC 06) and 69.37 (AMTAC 07) ppm, characteristic of quaternary
carbons. The biological evaluation of these compounds against L. amazonensis provided ICs
between 0.31 and 0.52 pg / mL, with AMTAC 06 being the derivative that presented better
potency, probably due to its positive mesomeric effect. The antipromastigote activity
observed in L. infantum showed ICs ranging from 2.04 to 6.79 pg / mL, in which the most
promising molecule was AMTAC 01, which can be explained by the lack of influence of its
substituent on the lipophilic and electronic parameters. Thus, it is concluded that spiro-
acridine derivatives are effective against promastigote forms of two species of leishmania
responsible for causing different clinical manifestations, but further studies are necessary to
better understand the mechanism of action of these compounds as a strategy to improve their
selectivity and potency.

Keywords: Promastigote activity. Leishmania amazonensis. Leishmania infantum. Medicinal
Chemistry.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses compreendem um grupo de doencas parasitarias causadas por
diversas espécies do protozoario Leishmania, estando essas inclusas no grupo de doengas
tropicais negligenciadas. Essas sdo basicamente denominadas como doencas infecto-
parasitarias causadas pela invasdo do parasito aos macrofagos do hospedeiro (FEASEY et al.,
2009; FUERTES et al., 2008; DI GIORGIO et al., 2003).

Assim, sdo denominadas como doengas tropicais negligenciadas (DTNs) um grupo de
enfermidades transmissiveis que se caracterizam por serem mais incidentes em paises em
desenvolvimento ¢ por possuirem uma grande precariedade em relagdo ao tratamento devido
ao baixo potencial de lucro, fator esse que se mostra como um impedimento para impulsionar
as companhias a inserirem recursos suficientes para pesquisa, desenvolvimento e producdo

nessa area (DIMITRI, 2012; GARCIA et al., 2011).

As DTNs totalizam 11,4% da carga total de doengas globais e sdo responsaveis por
causar morbidade e mortalidade nos individuos afetados, representando um custo econdmico
visivel aos paises onde essas sdo incidentes. Apesar desses fatores, apenas 1,3% das drogas
aprovadas durante os anos 1975-2004 foram destinadas ao tratamento das DTNs

(CHATELAIN; IOSET, 2011).

Essas sdo causadas, em sua maioria, por protozoarios e transmitidas por vetores
(SANTOS et al., 2012). Nesse grupo estdo inclusas varias afecgdes, as quais o Brasil ¢
responsavel por apresentar uma grande propor¢do das ocorréncias da América Latina, tais
como: Leishmaniose visceral (93%), hanseniase (86%), dengue (40%), leishmaniose cutdnea

(39%), doenca de Chagas (25%), entre outras (MARTINS-MELO et al., 2016).

A descrigio dos agentes etiologicos das leishmanioses ocorreu na India no fim do
século XIX, mais precisamente a partir de 1885, quando foram descritas formas amastigotas
em casos de leishmaniose visceral por Cunningham. Posteriormente, em 1903, foi descrita por
Leishman ¢ Donovan, a Leishmania donovani, agente etiologico do até entdo denominado
Calazar indiano, enquanto que em paralelo foi retratada, por Wright, a Leishmania tropical,
parasita responsavel por causar o Botdo do Oriente. Apds o aparecimento e identificagdo de
varias espécies pertencentes a esse género, em 1993 a OMS passou a considerar a
Leishmaniose como a segunda doenga de importancia publica causada por protozoario
(RATH et al., 2003).
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Os tratamentos atuais para leishmaniose se apresentam insatisfatorios devido a
limitagdes encontradas no que se diz respeito a via de administragdo das drogas, alto custo da
droga, toxicidade e desenvolvimento de cepas resistentes (FUERTES et al., 2008). A partir
dessa premissa encontra-se a necessidade do desenvolvimento de novos farmacos

antileishmania.

Os farmacos sdo introduzidos na clinica por meio de diversos processos, entre eles:
acaso, triagem empirica, extracdo de principios ativos de fontes naturais, modificacdo
estrutural e planejamento racional, sendo esses dois tltimos por advento da quimica medicinal

(KROGH, 2001).

A quimica medicinal ¢ uma area interdisciplinar baseada na quimica em unido com as
ciéncias de carater biologico, tais como a bioquimica, farmacologia, biologia molecular,
genética, imunologia, entre outros. Essa compreende a invengdo, descobrimento, desenho,
identificacdo e preparacdo de compostos biologicamente ativos, interpretagdo da forma de
interagdo do fairmaco com o alvo a nivel molecular, a construgdo da sua relagdo estrutura-

atividade e o estudo do seu metabolismo (WERMUTH et al., 2008; MONTANARI, 2011).

Dentre os compostos de interesse para terapeutica encontram-se os heterociclicos, em
particular os compostos nitrogenados, que constituem 95% dos compostos encontrados na
terapéutica (BARREIRO; FRAGA, 2015). Nesse contexto, encontram-se 0s compostos
acridinicos como potenciais entidades quimicas de interesse para obtencdo de novos

farmacos.

A acridina ¢ seus derivados caracterizam-se como estruturas triciclicas planares com
um atomo de nitrogénio em seu anel central com propriedades de aceptor/doador de elétrons,
fator que possibilita a interagdo com &cidos nucleicos de DNA e RNA, desempenhando

mecanismo de a¢do farmacologico como intercalador (CHEN et al., 2014).

Tal propriedade os caracteriza como agentes quimioterapicos com amplo espectro de
atividade, apresentando  propriedades  antibacteriana, antitumoral, antimalérico,
antiprotozoario, antifiingico, antitripanossomico, leishmanicida, entre outros (BONSE et al.,
1999; GIRAULT et al., 2000; KAYA; YILDIRIR; CELIK, 2015; SANCHEZ et al., 2006).

Por esse e tantos outros motivos, o presente estudo se propde a avaliar o perfil
leishmanicida de novos derivados acridinicos, por meio da sintese e avalia¢do biologica frente

a espécies de Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Leishmania) infantum.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Sintetizar, determinar as propriedades fisico-quimicas, caracterizar estruturalmente e
avaliar a atividade antileishmania /in vitro de derivados espiro-acridinicos, que possam ser

utilizados como possiveis candidatos a farmacos.
2.2 Objetivos Especificos

= Promover a sintese quimica de novos compostos derivados acridinicos;

= Verificar as caracteristicas fisico-quimicas dos novos compostos sintetizados;

» Caracterizar estruturalmente os novos compostos obtidos através de diferentes técnicas
espectroscopicas e espectrométricas;

# Avaliar a atividade antileishmania /in vitro em Leishmania amazonensis e Leishmania

infantum.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA
3.1 Aspectos gerais sobre as leishmanioses

As leishmanioses compreendem um espectro de doengas parasitarias causadas por
diversas espécies pertencentes ao reino Protozoa, subfilo Sarcomastigophora, classe
Mastigophora, ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomidae e género Leishmania. Esse
género ¢ caracterizado por reunir protozodrios unicelulares, digenéticos, encontrados nas
formas promastigota, flageladas livres ou aderidas ao trato digestivo dos hospedeiros
invertebrados, e amastigota, forma intracelular sem flagelo livre encontrada nos hospedeiros

vertebrados (GONTIJO; CARVALHO, 2003; NEVES et al., 2016).

Os hospedeiros envolvidos nesse processo sao uma variedade de mamiferos, tais como
roedores, canideos, marsupiais ¢ primatas, motivo esse pelo qual a leishmaniose pode ser
considerada como uma zoonose. Nesse ciclo de transmissdo, o homem participa como um
hospedeiro acidental, fato motivado pela permanéncia do individuo em locais com alta
probabilidade de transmissdo. Embora ndo seja o habitat natural do vetor, devido a
urbanizacdo, esse tem se tornado cada vez mais frequente em ambientes domiciliares e
peridomiciliares, favorecendo a infec¢do em humanos (QUINNELL; COURTENAY, 2009;
MOLYNEUX; KILLICK-KENDRICK, 1987; NEVES et al., 2016; PRATA; SILVA, 2005).

A transmissdo entre os hospedeiros ¢ feita por intermédio de dipteros da familia
Psychodidae, pertencentes aos géneros Phlebotomus (Velho Mundo) e Lutzomyia (Novo
Mundo). Cerca de 400 espécies e subespécies de Lutzomyia ja foram descritas, sendo 30
dessas de interesse clinico por serem potenciais vetores da doenga. No Brasil, hd uma
prevaléncia das espécies Lutzomyia longipalpis, Lu. flaviscutellata, Lu. welcomei, Lu. pessoai
e Lu. migonei, denominadas popularmente como “mosquito palha” (Figura 1). Essas sdo
caracterizadas por possuirem pequeno porte (1 a 3 mm de comprimento), desempenharem a
transmissdo do parasito por intermédio da fémea hematofaga, serem mais abundantes em
regides com climas quentes e temperados e desempenharem atividade noturna (CAMARGO;
BARCINSKI, 2003; DANTAS-TORRES, 2007; READY, 2013).
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Figura 1 - Artropode vetor da leishmaniose, Lutzomyia longipalpis.

Fonte: Wilson (2009).

O ciclo biologico do parasito se inicia pela infeccdo do flebotomineo que, durante o
repasto sanguineo, ingere macrofagos parasitados com as formas amastigotas provindo do
mamifero contaminado. No intestino médio do inseto, as formas amastigotas transformam-se
em formas promastigotas, as quais se ligam, por meio do flagelo, as microvilosidades
intestinais do inseto, garantindo a sua permanéncia ¢ desenvolvimento naquele local. Assim,
esses parasitos sofrem modificagdes morfologicas em favor das condigdes fisiologicas do
vetor, tais como diminui¢do da temperatura ¢ aumento do pH, originando formas parasitarias
prociclicas, caracterizadas por desempenharem rapida multiplicacdo por divisdo binaria. Ao
fim do seu processo evolutivo, os parasitos encontram-se em sua forma promastigota
metaciclica, perdendo sua capacidade de divisdo e obtendo um aumento na sua mobilidade,
fator que favorece a migracdo desses para o probdscide do inseto (Figura 2) (BATES;
ROGERS, 2004; DOSTALOVA; VOLF, 2012; NEVES et al., 2016).

Por meio de um novo repasto sanguineo, a fémea diptera inocula o parasito,
juntamente com a sua saliva, que favorecerda a infeccdo ao desempenhar atividade
anticoagulante, vasodilatadora, antiagregadora de plaquetas e quimiotatica sobre mondcitos e
imunorreguladora. Assim, as formas promastigotas metaciclicas, internalizadas por
macrofagos, diferenciam-se em formas amastigostas, se multiplicam, lisam o macrofago e
disseminam-se por meio do sistema linfatico e vascular, infectando outros macrofagos e
realizando o ciclo novamente (Figura 2) (ANDRADE FILHO; GALATI; FALCAO, 2007;
CHAPPUIS et al., 2007; NEVES et al., 2016).
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Figura 2 - Ciclo biologico da Leishmania sp.
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Fonte: Nursing (2017).

A depender da espécie do género Leishmania responsavel pela infecgdo, sao
desenvolvidas diferentes manifestagdes clinicas. Atualmente, 30 espécies do género foram
identificadas, sendo aproximadamente 20 dessas consideradas patogé€nicas quando
transmitidas. Isso se da pelo fato de que essas espécies apresentam caracteristicas diferentes
quanto a morfologia, patogenicidade ¢ tipo de lesdo causada, localizagdo nos tecidos do
hospedeiro, caracteristicas imunologicas e moleculares, bem como caracteristicas

epidemiologicas (ASHFORD, 2000; CAMARGO; BARCINSKI, 2003).

Essas irdo se expressar em trés manifestagoes clinicas principais classificadas como:
Leishmaniose cutanea (ex.: Leishmania major, L. tropica, L. amazonensis), leishmaniose
mucocutanea (ex.: L. braziliensis) e leishmaniose visceral (ex.: L. infantum e L. donovani)
(HUSSAIN et al., 2014) (Figura 3).
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Figura 3 - Representagdes das manifestacdes clinicas

Fonte: Chappuis et al. (2007). (A) Paciente apresentando leishmaniose cutinea; (B) Leishmaniose mucocutanea

presente nos labios; (C) Caso de leishmaniose visceral, caracterizada por hepatoesplenomegalia.

Tais afecgdes sdo prevalentes em aproximadamente 88 paises, afetam cerca de 12
milhdes de individuos e apresentam a mortalidade anual em torno de 20 a 30 mil. Segundo
dados, 90% dos casos de leishmaniose visceral concentram-se em apenas quatro paises: India,
Suddo, Brasil e Bangladesh. Assim como essa manifestacdo clinica, 90% das leishmanioses
cutdnea e mucocutdnea também se concentram em alguns paises nos quais, em ambos 0s
casos, o Brasil esta incluso (HUSSAIN et al., 2014; WHO, 2013).

As leishmanioses cutaneas (LC) e mucocutaneas (LM) podem ser agrupadas em um
grupo chamado de leishmaniose tegumentar americana (LTA), que sdo caracterizadas por
apresentarem infecgdes limitadas a derme (Figura 3). Tratando-se desse tipo de manifestagao
clinica, dentre as espécies causadoras no Brasil, destaca-se a Leishmania (L.) amazonensis,
frequentemente encontrada nas florestas primarias e secundarias da Amazonia, bem como no
Nordeste (principalmente na Bahia), no Sudoeste (Minas Gerais ¢ Sao Paulo) e no Centro-
Oeste. Seus hospedeiros naturais sdo marsupiais ¢ roedores, e seus vetores (Lutzomyia
flaviscutellata, Lu. reducta e Lu. olmeca) possuem habitos noturnos, desempenham voo baixo
e sdo pouco antropofilicos. Ao infectar o hospedeiro humano, haverd o desenvolvimento de

lesao ulceradas simples e limitadas, com borda elevada e fundo granuloso. Essas desenvolvem
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em cerca de 40% dos casos a leishmaniose cutanea difusa (LCD), resultante de metastases do
parasito de um sitio para outro por intermédio dos vasos linfaticos ou migracdo de macrofagos
parasitados (BALANCO, 2004; BRASIL, 2010; NEVES et al., 2016).

J& a leishmaniose visceral (LV), também designada como calazar, ¢ fatal em 95% dos
casos se ndo tratada e distingue-se por acometer as visceras do hospedeiro (Figura 3 c)
(GOTO; LINDOSO, 2012; REITHINGE et al., 2007; WHO, 2013). No Brasil, a espécie
causadora de LV ¢ a Leishmania (L.) chagasi que, por parametros bioquimicos e moleculares,
¢ considerada por especialistas como a mesma espécie que a L. infantum, que, por sua vez,
possui maior relevincia em paises do Mediterrineo e da Asia. Os hospedeiros naturais
conhecidos sdo as raposas, os canideos e os marsupiais, sendo o vetor de maior relevancia a
Lu. longipalpis, caracteristico por ser amplamente distribuido em 4reas silvestres, rurais,
suburbanas e urbanas. A infeccdo desenvolvera um quadro clinico grave, no qual os parasitos
L. chagasi/L.infantum passarao a infectar desde as células do sistema imunologico até as mais
variadas visceras (GONTIJO; MELO, 2004; NEVES et al., 2016).

3.2 Tratamento quimioterapico para leishmaniose e suas limitagoes

O tratamento para leishmaniose baseia-se principalmente na quimioterapia e encontra-
se disponivel desde o inicio do século 20. Desde a antiguidade os compostos de antimonio
tém sido utilizados para diversos fins terapéuticos, sendo a droga antimonial trivalente (SbIII),
tartaro emético, descrita em 1912, por Gaspar de Oliveira Vianna, para o tratamento de
leishmaniose mucocutanea. Posteriormente, esse mesmo composto apresentou atividade
contra leishmaniose visceral, entretanto, o uso do mesmo foi interrompido devido aos severos

efeitos adversos (FREZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009; RATH et al., 2003).

Diante da necessidade de farmacos menos toxicos que os antimonais trivalentes
(tartaro emético, tioglicolato de sodio e antimonio e antimoniato de bis-catecol-3,5-
dissulgonato sodico), foram desenvolvidos os farmacos que sao hoje utilizados como primeira
linha de tratamento para casos de leishmaniose, os antimoniais pentavalentes (SbV) (RATH et

al., 2003).

O primeiro composto a base de antimonial pentavalente foi desenvolvido por
Bramachari, em 1920, através da sintese da uréia estibamina, derivado uréico do acido p-
aminofenil estibinico. Em 1936, Schmidt introduziu na clinica o primeiro composto

antimonial pentavalente, o gluconato de antimonio (V) sodico, que posteriormente, durante a
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Segunda Guerra Mundial, foi substituido pelo antimoniato de N-metilglucamina (também
conhecido como antimoniato de meglumina e Glucantime®). Atualmente, o antimoniato de
N-metilglucamina ¢ o estilbogluconato de sodio (Pentostan®) sdo os derivados de maior
destaque, sendo o ultimo ndo comercializado no Brasil (Figura 4) (GONTIJO; CARVALHO,
2003; RATH et al., 2003).

O derivado antimoniato de N-metilglucamina ¢ obtido por meio da reagdo de sintese
entre o acido antimonico e a N-metilglucamina, sendo essa ultima obtida por meio da
aminacdo redutora da glicose em presenca de metilamina (RATH et al., 2003). Embora
conhecida a via de sintese, os compostos ndo possuem ainda uma estrutura quimica definida,
provavelmente devido ao estado amorfo desses (Figura 4) (FREZARD; DEMICHELI;
RIBEIRO, 2009).

Figura 4 - Provavel estrutura quimica dos compostos antimoniais pentavalentes
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Fonte: Adaptado de Frézard, Demicheli e Ribeiro (2009). Compostos antimoniato de meglumina ¢

estilbogluconato de sodio, respectivamente.

O mecanismo de acdo desempenhado por esses farmacos ndo ¢ bem esclarecido.
Acredita-se que esses ajam inibindo a via glicolitica e oxidacdo de éacidos graxos dos
parasitos. Além disso, também ¢ sugerido que esses atuem como pro-farmacos, convertendo-
se na sua forma reduzida, o SblIIl, dentro do macrofago. Outro mecanismo sugerido ¢ de que
essas drogas se ligam aos sitios sulfridrilicos da superficie da célula parasitaria, provocando a
morte da leishmania (FREZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009; GOLAN et al., 2014;
MOHAPATRA, 2014).

Entretanto, um problema crescente encontrado no tratamento com esses farmacos ¢ o
desenvolvimento de formas parasitarias resistentes. Mecanismos como diminuicdo da

absorcdo das drogas, aumento do mecanismo de efluxo, redu¢ao da concentracdo do farmaco
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dentro do parasita, inibicdo da ativacdo do farmaco e inativagdo do farmaco ativo, sdo
responsaveis pelo desenvolvimento de resisténcia do organismo aos SbV. O metabolismo do
tiol ¢ atividade dos transportadores do conjunto de ligagdo do ATP (ABC — ATP binding
cassette), familia de proteinas responsaveis pelo transporte de varios substratos através das
membranas, também estdo associados a evolucdo da resisténcia medicamentosa
(MOHAPATRA, 2014; REES; JOHNSON; LEWINSON, 2009). Além disso, outra
problematica que envolve essa classe de medicamentos sdo as reagdes adversas, como cardio,

nefro e hepatotoxicidade (GONTIJO; CARVALHO, 2003).

Em meio a essas dificuldades encontradas com os compostos antimoniais, encontram-
se como opg¢des o uso de outros farmacos, tais como anfotericina B na sua forma lipossomica,
pentamidina, paromomicina ¢ miltefosine (MCGWIRE; SATOSKAR, 2014). No entanto, os
tratamentos atuais para leishmaniose ainda se apresentam insatisfatorios devido a limitagdes
encontradas na via de administragdo das drogas, alto custo da droga e toxicidade (FUERTES
et al., 2008).

A anfotericina B lipossomal, embora apresente uma toxicidade inferior a
desempenhada pelos compostos SbV, essa apresenta como limitagdo o alto custo que
inviabiliza sua comercializagdo e uso em paises em desenvolvimento (TTUMAN et al., 2011).
A pentamidina apresenta como desvantagem a alta toxicidade, incluindo eventos adversos tais
como pancreatite, lesdo renal, leucopenia, entre outros (BRUNTON; CHABNER;
KNOLLMAN, 2012). A paromomicina, embora apresente uma ampla atividade
antiparasitaria, a administracdo por via oral ¢ limitada devido a fraca absorc¢do, fator que
levou ao desenvolvimento de formulagdes parenterais. O miltefosine apresenta como principal
limitante o seu potencial efeito teratogénico, sendo assim, proibido para mulheres gravidas

(TTUMAN et al., 2011).

Portanto, a partir dessa premissa encontra-se a necessidade do planejamento de novos

farmacos por intermédio da quimica medicinal.

3.3 Acridina e seus derivados

Primeiramente isoladas de fra¢des de alcatrdo por Carl Graebe ¢ Heinrich Caro na
Alemanha no ano de 1870, as acridinas apresentam-se como moléculas de interesse clinico
desde 1888 quando Auclert investigou o uso farmacologico do 3-amino-9-aminofenil-acridina
(Figura 5) (NASIM; BRYCHCY, 1979).



25
Figura 5 - 3-amino-9-aminofenil-acridina
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Fonte: Moura (2009).

Benda e, no ano seguinte, Carl Browning atribuiu a mesma molécula e a sua forma ndo
metilada, a proflavina (Figura 6), a atividade antibacteriana. A partir dessas descobertas, as
acridinas foram introduzidas na clinica durante a Primeira Guerra Mundial como
antibacterianos para prevencdo e tratamento de sepse em feridas. Desde entdo, a sintese do
nicleo acridinico e dos seus andlogos tem chamado aten¢do dos quimicos orginicos e
medicinais (KUMAR; KAUR; KUMARI, 2012; WAINWRIGHT, 2001).

Figura 6 - Antibacterianos proflavina e acriflavina
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As acridinas, C3HoN, sdo compostos heterociclicos caracterizados por possuirem um
sistema policiclico com estrutura planar, sendo esse geralmente um sistema com trés ou
quatro anéis e um ou dois substituintes flexiveis (Figura 7). Essas moléculas sdo reconhecidas
quimicamente como alcaloides do antraceno, possuindo denominacdes tais como:
benzo[b]quinolina, dibenzo[b,e]piridina, 2,3,5,6-dibenzo-piridina ou 10-azaantraceno

(SANCHEZ et al, 2006; SCHMIDT; LIU, 2015). Esse composto apresenta como
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caracteristica o ponto de fusdo de 110°C e ponto de ebuli¢do de 346°C, caracteristica
levemente basica ¢ pKa de 5,6, semelhante ao da piridina (KUMAR; KAUR; KUMARI,
2012).

Figura 7 - Nucleo acridinico
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Fonte: Sanchez et al. (20006).

A atividade bioldgica das acridinas tem sido atribuida a capacidade de intercalagao de
DNA, mecanismo que ocorre por meio da inser¢do dos seus anéis planares entre as bases de
DNA, fato esse possibilitado pela forte afinidade que o acido dexorribonucleico possui por
compostos com perfil aromdtico heterociclicos. A partir dessa intercalacdo, havera a
modificagdo estrutural da molécula biologica, alteracdo do desenrolamento da dupla hélice e

do alongamento da cadeia de DNA (ALMEIDA et al., 2015; OLSZEWSKA et al., 2014).

Além da atividade intercalante de DNA, as acridinas apresentam outros alvos
nucleares, tais como as topoisomerases. O primeiro farmaco derivado das acridinas a ser
atribuido esse modo de acdo foi a m-Amsacrina (m-AMSA) (Figura 8). Essa molécula,
derivada da 9-anilinoacridina, teve sua interagdo com topoisomerase II ¢ DNA estudada
detalhadamente, a partir da qual foi proposto que o farmaco forma um complexo ternario no
qual a porgdo acridinica € responsavel de intercalar o DNA e a porg¢do anilinica interage com
a topoisomerase, inibindo-a (DEMEUNYNCK; CHARMANTRAY; MARTELLI, 2001). A
m-AMSA tem sido utilizada na clinica desde 1976 no tratamento de leucemias linfociticas e
ndo linfociticas, bem como linfomas de Hodgkin’s e ndo Hodgkin’s (BELMONT et al, 2007;
KETRON et al., 2012).

Figura 8 - m-Amsacrina
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Fonte: Ketron et al. (2012).
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Segundo Belmont e colaboradores (2007), também sdo fungdes atribuidas aos
derivados acridinicos: inibicdo de telomerase, inibicdo da glicoproteina-P, inibigdo de

proteinas quinases, ataques as células cancerigenas em hipoxia e inibi¢ao de colinesterase.

A modificagdo molecular realizada nos compostos acridinicos, tais como a introdugao
de diferentes substituintes ou de anéis heterociclicos, permite a expansdo da pesquisa sobre a
relacdo estrutura atividade para melhor entendimento da interacdo do farmaco com o receptor
em questdo (KALIRAJAN et al., 2012). As modificagdes moleculares também possibilitam a
obtengdo de diversas atividades biologicas, entre elas: antibacteriana, antitumoral,
antimaldrico, antiprotozoario, antifiingico, antitripanossdmico, leishmanicida, antioxidante,
anti-inflamatorio e analgésico (BONSE et al., 1999; GIRAULT et al., 2000; KALIRAJAN et
al., 2012; KAYA; YILDIRIR; CELIK, 2015; SANCHEZ et al., 2006).

3.3.1 Derivados acridinicos como potenciais agentes quimioterapicos com acao
antileishmania

Como abordado anteriormente, os derivados acridinicos possuem acdo contra
protozoarios, sendo um potencial ativo contra parasitos dos géneros Plasmodium,
Trypanosoma ¢ Leishmania (CAROLE et al, 2005; DELMAS et al, 2004; GIRAULT et al.,
2000).

Tal fato pode ser fundamentado pela semelhanga existente entre as células parasitarias
e as células tumorais, que sdo alvos farmacologicos de grande visibilidade no campo de
pesquisa com compostos acridinicos. Essas apresentam homologia enquanto a capacidade de
rapida proliferagao, estratégias de evasdao imunologica e de defesa, as vias bioquimicas que
afetam o metabolismo do DNA, as vias de proteinas quinases, as enzimas de catabolismo de

glicose e ao metabolismo de poliaminas (FUERTES et al., 2008).

Diversos compostos derivados das 9-anilinoacridinas s3o considerados clinicamente
viaveis para o tratamento anticancer e, por meio dessa premissa, Mauél e colaboradores
(1993) realizaram o teste biologico da série 1’-substituidas-9-anilinoacridinas sobre cepas de
Leishmania major em sua forma amastigota e promastigota, bem como testes de toxicidade
em células Jurkat. Os resultados obtidos indicaram uma boa atividade antileishmania, onde os
compostos, tais como os substituidos com 1°-NH-alquil, apresentaram uma inibi¢do de
crescimento superior a 80% sobre formas amastigotas em concentragdes iguais ou inferiores a
1uM. Adicionalmente, observou-se que o composto 1’-hexilamino-9-anilinoacridina (Figura

9), apresentou baixa toxicidade (ICsy de 17,0uM) em células Jurkat, enquanto que o mesmo
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desempenhou alta atividade inibitoria apresentada sobre L. major. Tal fato sugere a existéncia
de diferengas entre os alvos, tornando as moléculas vidveis para determinada terapéutica de

acordo com o0s seus substituintes e sua seletividade.

Figura 9 - 1’-hexilamino-9-anilinoacridina
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Fonte: Mauél et al. (1993).

(6-amino-3-acridinil), foram sintetizadas e avaliadas enquanto as suas atividades citotoxica e
antileishmania por Di Giorgio e colaboradores (2007). Os compostos N-[6-(acetilamino)-3-
acridinil]acetamida (Figura 10 a) e N-[6-(benzoamino)-3-acridinil]benzamida (Figura 10 b)
apresentaram grande especificidade pelas células parasitarias de Leishmania, auxiliando no
estabelecimento da relagdo estrutura-atividade (SAR), a qual concluiu que a presenca dos
seguintes grupos em acridinas 3,6-disubstituidas aumentam consideravelmente a
especificidade da molécula para agdo antileishmania, sugerindo que a simetria na
conformacdo pode ser um fator interferente no metabolismo do parasito. Além disso, o estudo
comprova que tais derivados acridinicos disubstituidos apresentam maior afinidade pelas
espécies de leishmania em relacdo as células cancerigenas, que sdo mais atingidas por
derivados diaminoacridinicos monosubstituidos. Assim, concluiu-se que a modificagdo
molecular do composto modificou a seletividade do mesmo, aumentando sua agdo

antileishmania.

Figura 10 - Derivados diaminoacridinicos
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Fonte: Di Giorgio et al. (2007). (A) N-[6-(acetilamino)-3-acridinil]acetamida e (B) N-[6-(benzoamino)-3-

acridinil]benzamida
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Pesquisas semelhantes foram realizadas por Carole e colaboradores (2005) por meio
da avaliacdo /n vitro da acdo de derivados acridinicos mono ¢ disubstituidos frente a células
parasitarias de Leishmania e células cancerigenas. As melhores agdes leishmanicida em
associagdo a uma baixa agdo citotoxica foram desempenhadas pelos compostos 4,5-
disubstituidos (Figura 11), enquanto que os compostos monosubstituidos na posicdo 4
apresentaram baixa atividade leishmanicida, fator que corrobora com as conclusdes obtidas

nos demais estudos.

Figura 11 -4,5-di(hidroximetil)acridina
p®
=
N
HO OH

Fonte: Carole et al. (2005). Derivado B’52 da série acridinica, o qual desempenhou notavel atividade
antiparasitaria contra formas amastigotas de Leishmania (ICs, = 0,6 uM), apresentando um indice de seletividade
acima de 200%.

Estudos adicionais foram realizados por Caffrey e colaboradores (2007), Di Giorgio e
colaboradores (2003), Gamage e colaboradores (1997), Werbovetz e colaboradores (1992),
Wong e colaboradores (2009), entre outros, todos corroborando para as evidéncias de que:
existem desigualdades entre os alvos humanos e parasitarios que sdo importantes fatores
influentes para seletividade do farmaco; a modificagdo molecular dos compostos acridinicos
ira afetar as suas afinidades por determinados alvos, estratégia que pode ser benéfica para
obtengdo de atividade antileishmania, tornando os derivados acridinicos promissores

candidatos a farmacos com essa acao.

Assim, dentre os possiveis alvos visados para o desempenho da atividade

leishmanicida, encontram-se as DNA topoisomerases.

3.4 DNA topoisomerases

As DNA topoisomerases sao as enzimas responsaveis pela resolucao de transtornos de
ordem topologicas que sdo desenvolvidos durante processos que requerem o desenrolamento
das fitas de DNA, seja de forma temporaria, como na transcrigdo ou recombinagdo, ou

permanentemente, como na replicagdo. Essas irdo promover uma quebra transitoria nessa
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cadeia, evitando a formagdo de superenrolamento ou super-helicoidizagdo na molécula de

DNA e consequente quebra das fitas (CHAMPOUX, 2001; JORGE, 2012).

Essas enzimas possuem o mesmo mecanismo de acdo geral. Elas se caracterizam por
serem capazes de manipular as fitas de DNA com grande velocidade e fidelidade, com energia
provinda, dependendo do tipo da enzima, do superenrolamento do DNA ou da hidrélise do
ATP (CORBETT; BERGER, 2004). Sua atividade catalitica consiste no ataque nucleofilico,
mediado pelo residuo catalitico tirosil da enzima, a ligacdo fosfodiéster existente entre os
nucleotideos de uma fita de DNA, originando uma ligagdo covalente tempordria entre o
fosfato e a tirosina (POMMIER, 2009).

Tais enzimas sdo diferenciadas e classificadas de acordo com o seu mecanismo de
acdo em duas classes: topoisomerases I, que induzem a quebra de apenas uma fita;
topoisomerases II, que promovem a quebra das duas fitas de DNA (POMMIER et al., 2010).
Posteriormente, sdo subdivididas em subfamilias de acordo com seu mecanismo de acgdo,

sequéncia de aminodacidos e similaridades estruturais (TEREKHOVA et al., 2012).

As enzimas topoisomerases do tipo I sdo subdivididas em IA (topoisomerases I e Il de
Escherichia coli, topoisomerases III de eucariotos e girase reversa encontrada em
arqueobactérias hipertermofilas), IB (topoisomerases I de eucariotos, as topoisomerases
poxvirus e enzimas homologas encontradas em certas bactérias) e IC (topoisomerase V de
Methanopyrus kandleriy (DEWEESE; OSHEROFF; OSHEROFF, 2009; BAKER; RAJAN;
MONDRAGON, 2009).

A subfamilia IA ¢ caracterizada por englobar enzimas de peso molecular de cerca de
67kDa de forma toroidal, que requerem ions de metal divalentes (MgJr2 e Zn'?) para realizagao
da atividade catalitica por meio do ataque covalente ao fosfato da extremidade 5° da fita de
DNA (BAKER; RAJAN; MONDRAGON, 2009; DEWEESE; OSHEROFF; OSHEROFF,
2009; TEREKHOVA et al., 2012). As enzimas da subfamilia IB ndo compartilham nenhuma
homologia estrutural ou sequencial com as topoisomerases IA, possuindo peso moleculares de
aproximadamente 90kDa (em eucariotos grandes) e 36kDa (em virus e bactérias menores).
Seu mecanismo de agdo envolve o ataque covalente ao fosfato da extremidade 3’ por meio de
uma reagdo metal independente (BAKER; RAJAN; MONDRAGON, 2009; CHAMPOUX,
2001; DEWEESE; OSHEROFF; OSHEROFF, 2009; JORGE, 2012). A subfamilia IC,

constituida apenas pela topoisomerase V de Methanopyrus kandleri, desempenha o mesmo
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mecanismo de acdo que as enzimas IB, diferenciando-se dessas devido a falta de

similaridades estruturais e sequenciais (BAKER; RAJAN; MONDRAGON, 2009).

As topoisomerases Il também se apresentam como um grande grupo de enzimas, nas
quais alguns exemplares constituintes dessa classe de enzimas sdo: topoisomerase II de
eucariotos; topoisomerase II viral; topoisomerase VI de Archaea; DNA girase bacteriana;
topoisomerase IV de bactérias, entre outros. Eucariotos mais inferiores e invertebrados
codificam apenas um tipo de topoisomerase II, enquanto que os vertebrados codificam duas
isoformas dessa enzima, a topoisomerase Ila e a II, as quais se diferenciam principalmente
devido as suas fungdes celulares e aos seus padroes de expressdo. As primeiras sdo muito
incidentes e indispensaveis em células em proliferacdo, sendo requeridas para segregacdo dos
cromossomos, enquanto que as enzimas IIf sdo dispensaveis a nivel celular, mas
aparentemente sao necessarias para o desenvolvimento neural apropriado (DEWEESE;
OSHEROFF, 2009; FONTERRE et al., 2007).

O mecanismo de a¢do envolvido na acdo das topoisomerase II ¢ comum a todas as
enzimas. Essas irdo se ligar e clivar ambas as fitas de DNA por meio da ligagdo covalente de
cada subunidade da enzima a extremidade 5° do DNA, formando uma ligacdo de
fosfotirosina. A reagdo requer a presenca de Mg, bem como a hidrolise de ATP, que é
necessaria para o giro enzimatico e rapida cinética, exceto no ciclo de relaxamento ou
decatenagdo/catenagdo, que podem acontecem na presenca de um analégo do ATP ndo

hidrolisavel, o ADPNP (CHAMPOUX, 2001).

3.4.1 Topoisomerases como alvo farmacoldgico

Embora sejam enzimas de papel fisiologico fundamental, as topoisomerases sdo alvos

importantes para terapia antitumoral, antibacteriana, antileishmania, entre outras.

Os farmacos direcionados a topoisomerase, também chamados de inibidores de
topoisomerase, podem ser classificados em dois grupos de acordo com o seu mecanismo de
acdo, sendo eles os “venenos de topoisomerase” e os inibidores cataliticos (DEWEESE;
OSHEROFF, 2009).

Os “venenos de topoisomerase”, diferentemente dos demais farmacos direcionados
para proteinas que agem capturando-as, irdo agir aumentando a atividade da enzima ao formar

uma ligacdo covalente entre essa ¢ o DNA, havendo assim um aumento nas quebras da
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molécula, o que formard intermedidrios prejudiciais ao metabolismo celular, induzindo
eventos mutagénicos e letais. Esses podem agir de duas formas ndo necessariamente
exclusivas, na qual alguns compostos agem inibindo a atividade da enzima em religar a fita de
DNA clivada e outros agem aumentando os niveis de cisdo. Além disso, os “venenos de
topoisomerase” podem ser divididos como intercalantes ou ndo intercalantes de DNA, sendo
os intercalantes capazes de se sobrepor entre as bases da cadeia nucleotidica, alterando a
geometria requerida para religagdo das fitas de DNA e, consequentemente, aumentando o
tempo do complexo enzima-DNA causado pelo “veneno de topoisomerase” (DEWEESE;
OSHEROFF; OSHEROFF, 2009; DEWEESE; OSHEROFF, 2009; JORGE, 2012; NITISS,
2009).

Os inibidores cataliticos, diferentemente dos “venenos de topoisomerases” que
aumentam a atividade da enzima, irdo impedir a atividade da mesma evitando a formagao do
complexo enzima-DNA, seja pela inibigao da ligagdo da enzima com o DNA ou por impedir

que a topoisomerase clive o DNA (JORGE, 2012).
3.4.1.1 Topoisomerases de interesse para terapia antileishmania

Estudos evidenciam que as topoisomerases de parasitas sdo suficientemente distintas
das suas enzimas analogas de humanos, fato que as tornam alvos farmacoldgicos

diferenciados e viaveis para o tratamento (DAS et al., 2004).

O isolamento da primeira enzima topoisomerase do tipo I em leishmania foi realizado

por Broccoli e colaboradores (1999) em parasitas da espécie L. donovani.

Essa enzima ¢ inibida pela camptotecina, farmaco antitumoral que se caracteriza por
inibir a topoisomerase IB de humanos. A sua sensitividade a esse formaco ¢ distinta da
apresentada pelas células cancerigenas, evidenciando a existéncia de diferengas moleculares
entre ambas as enzimas ¢ a relevancia dessa enzima de leishmanias como alvo farmacologico

(MAJUMDER, 2008).

Por meio de pesquisas impulsionadas pela sensibilidade apresentada pela
topoisomerase I de L. donovani frente a um farmaco “veneno de topoisomerase” conhecido,
foram realizadas descobertas quanto a enzima. Essa apresenta como caracteristica uma
sequéncia de aminoacidos semelhante a encontrada no nucleo central de topoisomerases
eucariodticas do tipo IB, apresentando variancia no C-terminal. Além disso, diferentemente das

demais topoisomerases I, que sdo codificadas por apenas um gene, essas sao codificadas por
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dois genes que se unem para formar uma enzima heterodimérica dentro do parasita. Embora
sua agdo seja metal independente, caracteristica de enzimas IB e IC, quando na presencga de
Mg”" sua atividade ¢ potencializada (DAS et al., 2004; MAJUMDER, 2008).

A topoisomerase Il estd presente em varios parasitos que possuem cinetoplasto,
inclusive em L. donovani, L. infantum e L. chagasi. De Sousa e colaboradores (2003)
reportaram a similaridade entre topoisomerase Il isolada de L. chagasi com as topoisomerases
la e IIf humanas, apresentando essa homologia de 26,3% e 26,4%, respectivamente. Além
desses resultados, o estudo indica consideravel homologia entre topoisomerases de L. chagasi
com as de L. donovani (98,8%) e L. infantum (98,7%), o que nos indica que ambas espécies
apresentem homologia similar as topoisomerases humanas do tipo II. Dentre as diferencas
mais evidentes, encontram-se as dimensdes menores em relacdo aos demais tipos de
topoisomerase Il humana, o desempenho de atividade girase e a possibilidade de expressao da
enzima tanto no nucleo quanto no cinetoplasto. Ademais, sdo divergentes os estudos que
envolvem a energia necessaria para sua acdo, sendo essa enzima caracterizada como ATP
dependente e independente (CHAKRABORTY; MAJUMDER, 1991; CHEESMAN, 2000;
DAS et al., 2004; MAJUMDER, 2008). Assim, o baixo nivel de homologia entre as enzimas
humanas ¢ parasitarias salienta a viabilidade do uso da topoisomerases de Leishmania como
alvo farmacologico, pois torna-o seletivo e, consequentemente, mais eficaz e menos

citotoxico.

A pentamidina (Figura 12) ¢ uma diamina aromdtica com propriedades
antiprotozodrias utilizada como tratamento de primeira linha na LTA e de segunda linha no
tratamento da LV. Seu mecanismo de a¢do ndo ¢ inteiramente esclarecido, sendo atribuido a
esse farmaco uma diversidade de agdes, tais como: interacdo com kDNA; altera¢do da
glicolise aerobica; agregacdo ribossomica; inibicdo da sintese de DNA, RNA, proteinas e
fosfolipidios. Dentre esses mecanismos de agdo, também ¢ sugerido que esse farmaco
desempenhe inibi¢do da topoisomerase II do cinetoplasto. Apesar disso, o tratamento com
essa droga ¢ limitado devido a alta toxicidade apresentada por esta, como: hipoglicemia,
hipotensdo, cefaleia, taquicardia, tontura, pancreatite, lesdo renal, leucopenia, anemia e até
mesmo morte repentina (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012; GOLAN et al.,
2014; MCGWIRE; SAROSKAR, 2014; MOHAPATRA, 2014; RATH et al., 2003).
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Figura 12 - Estrutura quimica da pentamidina

NH NH

H,N NH,

Fonte: Brunton, Chabner e Knollman (2012).
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4 METODOLOGIA

4.1 Sintese dos derivados espiro-acridinicos

A sintese dos derivados espiro-acridinicos foi realizada no Laboratério de Sintese e
Vetorizacdo de Moléculas (LSVM) da Universidade Estadual da Paraiba (UEPB), no Campus

V, localizado na cidade de Jodo Pessoa — PB.

Os derivados acridinicos foram sintetizados de acordo com os procedimentos
experimentais otimizados previamente, que consistem inicialmente da reagao de obtencao do
nucleo acridinico, por métodos ja preconizados pelo laboratorio, seguido da condensagao com
derivados N-acilidrazonicos substituidos obtidos por meio da condensacdo da 2-
cianoacetohidrazina e diferentes aldeidos aromaticos substituidos ou nao, obtidos

comercialmente ou sintetizados no laboratorio (Esquema 1).

Esquema 1 - Diagrama geral de sintese dos novos derivados espiro-acridinicos

)
CN
NH_

N

|
R
(a) EtOH, trietilamina, 60°C \ / A CN
=N-N \

R=4-H (AMTAC 01) - 79,82%
R=4-Cloro (AMTAC 06) - 58,82%
R= 4-Flior (AMTAC 07) - 55,79%

Para obtencdo desses derivados, foram utilizadas quantidades equimolares de ambos
intermediarios previamente preparados. Esses foram adicionados em um baldo de fundo
redondo, com capacidade de 50 mL, juntamente com 10 mL de etanol e 15 gotas de

trietilamina. O sistema reacional foi deixado sob refluxo e aquecido a uma temperatura de
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aproximadamente 60°C até o término da reacdo, a qual foi acompanhada por meio de
cromatografia em camada delgada (CCD). Os produtos foram filtrados e purificados por meio

de lavagens sucessivas em etanol absoluto.

4.2 Caracterizacao fisico-quimica e estrutural

As moléculas sintetizadas foram avaliadas quanto a aparéncia, solubilidade, fator de
retengdo (Ry), faixa de fusdo (F.F.), rendimento (%), peso molecular (P.M.) e coeficiente de

particao (log P).

A comprovagdo estrutural de alguns dos compostos foi realizada por meio de técnicas
de espectroscopia de absor¢ao no infravermelho (IV), espectrometria de massas (EM) e
espectroscopia de ressondncia magnética nuclear (RMN 'H e °C), em parceria com a
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

4.2.1 Rendimento da reacao

O rendimento da reacdo foi calculado através da relacdo entre o nimero de mols do
produto pesado em relagdo ao numero de mols do produto de partida, dando-se o resultado em

porcentagem. Segue a formula:

nimero de mols do produto obtido x 100 )
= rendimento %

namero de mols do produto de partida

4.2.2 Fator de retencao

O fator de retengdo dos compostos sintetizados foi mensurado por intermédio de
cromatografias analiticas em camada delgada (CCDA) em placas FLUKA Analytical silica
gel de 0,2mm de espessura. Essa técnica também foi utilizada para o acompanhamento da

reacdo. As revelagdes foram realizadas nos comprimentos de onda ultravioleta 254 ¢ 366 nm.

4.2.3 Faixa de fusao

As faixas de fusdo dos derivados espiro-acridinicos sintetizados foram estabelecidas

através do aparelho Quimis® Modelo Q-340M e estas ndo foram corrigidas.
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4.2.4 Coeficiente de particao

O célculo do log P tedrico dos compostos foram realizados através do programa

ChemDraw Ultra 12.0®, por meio do desenho das respectivas moléculas.

4.2.5 Espectroscopia de Infravermelho

Os espectros de infravermelho foram obtidos através da leitura das pastilhas de KBr
em Espectrofotometro de FTIR, IRPrestige-21, da Shimadzu®. Os dados foram tratados com

auxilio do software Origin 8.0.

4.2.6 Espectrometria de Massas
Os valores de massa molecular dos ions moleculares foram obtidos em espectrometro

Eletrospray Shimadzy LC/MS-IF-TOF em modo positivo.

4.2.7 Espectroscopia de Ressonancia Magnética

Os espectros de RMN 'H e '°C foram obtidos em espectrometro Bruker Avance de
400 ou 500 MHz, para RMN 'H, e 100 ou 125 MHz para RMN "°C, Ultrashield® e, para o

tratamento dos espectros, utilizou-se o software MestReC 4.8.6.0.
4.3 Avaliacao da atividade antileishmania
4.3.1 Atividade antipromastigota em cepas de Leishmania (L.) amazonensis

As formas promastigotas de L. amazonensis (IFLA/BR/67/PH8) foram cultivadas em
meio de cultura dgar-sangue NNN (Novy-McNeal-Nicolle), associado ao meio liquido
Schneider suplementado com 20% de soro bovino e 1% do antibidtico estreptomicina (100
ng/mL) e penicilina (100 U.I/mL), e incubadas em estufa de demanda bioldgica de oxigénio
(BOD) a aproximadamente 26°C. Essas foram provenientes do Banco de Culturas do Instituto

de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

A avaliagdo da atividade antipromastigota se inicia pela adi¢do, a tubos de ensaio, de
1x10° promastigotas/mL de L. amazonensis em fase logaritmica de crescimento, em auséncia
de compostos quimicos adicionais ou em unido com os derivados acridinicos ¢ controles
positivos. A avaliacdo do controle positivo realizou-se através a avaliagdo das drogas de

referéncia Glucantime® [300mg/mL (Aventis Pharma, Brasil)] e a Anfotericina B® (AmB)
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[Img/mL (Cristalia)] frente as formas promastigotas. As amostras foram armazenadas durante

72 horas a 26+1°C em BOD.

Apods o término da incubagdo, retiraram-se aliquotas das amostras em questdo,
posteriormente diluidas em solugao de isoton (10,5 g de 4cido citrico, 7 g de NaCl, 15 mL de
formol em 1 L de dgua destilada) numa propor¢ao de 1:10. Procedeu-se com agitacdo das
amostras diluidas em aparelho vortex por cerca de dois minutos e posterior quantificacdo das
células em camara de Neubauer por meio de microscopia Optica comum. A contagem do

numero de parasitos/mL seguiu a seguinte formula:
N? de parasitos = média dos quatro quadrantes x inverso da diluicdo da amostra x 104

As culturas em controle negativo, cujo crescimento ¢ considerado 100%, foram

utilizadas como parametro para o calculo da concentragdo capaz de inibir 50% do crescimento
(ICsp).

O célculo do ICsy foi realizado por meio do programa SPSS 13.0 for Windows

utilizando-se o modelo probit de analise de regressao.

4.3.2 Atividade antipromastigota em cepas de Leishmania (L.) infantum

As formas promastigotas de L. infantum foram isoladas de um paciente com quadro de
leishmaniose visceral, em Natal — RN, sendo gentilmente cedida pela Prof®. Dr*. Selma Maria
Bezerra Jeronimo do Laboratorio de Imunogenética do Centro de Biociéncias da Universidade
Federal do Rio Grande do Norte (UFRN). Essas foram armazenadas em meio Schneider com
pH 7 (Sigma-Aldrich, Sr. Louis, EUA), suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB —
Cultilab, Sao Paulo, BRA), 1% de antibidtico (penicilina 200 U.I/mL e estreptomicina 0,1
mg/mL - Gibco, BR) e 1% de urina masculina humana, numa temperatura de 26 + 1 °C em
estufa BOD.

Avaliou-se a atividade antileishmania dos compostos analisados utilizando o teste do
MTT (brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-zil]-2,5-difeniltetrazolio). Adicionaram-se 100 pL de
meio Schneider suplementado e cerca de 1 x 10° promastigotas por pogo em uma placa de 96
pocos. Posteriormente, foram adicionados os derivados acridinicos sintetizados em triplicata,
previamente diluidos em meio Schneider suplementado para um volume final de 100 pL para
cada pogo nas concentragdes de 400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 ¢ 3,12 pg/mL.
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O controle negativo foi mantido na auséncia de substancias, contendo assim meio
Schneider suplementado a 0,2% de DMSO. O controle positivo foi realizado na presenga de
dois farmacos de referéncia: Anfotericina B®, nas concentragdes de 10 a 0,039 pg, e
Glucantime®, 1,171 a 150 mg/mL. Os calculos da porcentagem de inibi¢do de crescimento

das substancias avaliadas foram realizados em relagao a cultura controle.

As amostras foram incubadas durante 72 h em estufa BOD numa temperatura média de
26°C. Ap0s esse periodo, foram adicionados 10 uL. de MTT diluido em tampdo fosfato-salino
a uma concentracao final de 5 mg/mL. Posteriormente, as amostras foram incubadas por mais
4 h em estufa BOD a 26°C, seguido de adigao de 50 pL. de dodecil sulfato de sodio (SDS) a
10%. A placa permaneceu em overnight para dissolu¢do do formazan e, por ultimo, foi

realizada leitura a 550 nm em leitora de placa (Biotek modelo ELx800).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Compostos sintetizados e caracterizacao fisico-quimica dos derivados espiro-
acridinicos substituidos

Foram sintetizados 3 novos derivados espiro-acridinicos substituidos, os quais podem

ser vistos na figura 13.

Figura 13 — Compostos espiro-acridinicos sintetizados

R=4-H (AMTAC 01)
R=4-Cloro (AMTAC 06)
R=4-Fltor (AMTAC 07)

Tabela 1 — Caracteristicas fisico-quimicas dos compostos sintetizados

MOLECULA  Aparéncia PM Rend% F.F. Rf FM LogP

AMTACO01  Poverde 37641 7982 217222 044 C,H,N,0 4,62
AMTACO06 Poéamarclo 410,86 58,82 240243 0,51 C,H;sCIN,O 5,18

AMTAC 07 Poamarclo 39440 5579 230232 0,53  C,HFN,O 4,78

F.F. — Faixa de fusdo, Rf— Fator de reten¢do, PM — Peso molar, FM — Formula molecular, Rend% - Rendimento
(%). @n-hexano/AcOEt 7:3.

Conforme mostrado na tabela 1, os derivados espiro-acridinicos obtiveram padroes de
rendimentos distintos, variando entre 55,79% (AMTAC 07) e 79,82% (AMTAC 01),
comprovando a viabilidade da rota sintética adotada, associado a uma metodologia de facil
purificacdo. Essa foi realizada por meio da filtracdo, lavagem com etanol e recristalizacdo dos

precipitados obtidos, respectivamente.
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Os pesos moleculares dos compostos sintetizados variaram entre 376,41 (AMTAC 01)
e 410,86 (AMTAC 06), e seus logP teodricos calculados apresentaram variagdo entre 4,62
(AMTAC 01) e 5,18 (AMTAC 06).

Por meio desses valores podemos realizar uma correlagdo com a regra dos 5 de
Lipinski. Essa estabelece parametros estruturais desejaveis para obtencdo de um perfil
satisfatorio de biodisponibilidade oral ao balancear as caracteristicas fisico-quimicas dos
compostos, compreendendo em farmacos hidrofilicos o suficiente para se dissolverem em
meio aquoso e lipofilicos suficientes para atravessarem as barreiras biologicas. Os critérios
definidos sdo: Massa molecular < 500 g/mol; log P < 5; grupamentos doadores de ligagao de
hidrogénio < 5 e grupamentos aceptores de ligacdo de hidrogénio < 10 (LEESON, 2012;
LIMA, 2007; SINGH, 2016). Assim, os compostos espiro-acridinicos sintetizados
apresentam-se dentro desses parametros, com exce¢do do AMTAC 06 que apresenta como

limitag¢do o log P igual a 5,18.

As faixas de fusdo apresentadas por esses compostos oscilaram entre 3 ¢ 6°C,
indicando um grau de pureza aceitavel, embora o desejavel seja a variacao de apenas 3°C. Os
seus Rf foram acima de 0,44, no sistema n-hexano/AcOEt 7:3, encaixando-se nos valores
ideais de Rf que variam entre 0,4 ¢ 0,6 (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998). Os compostos
foram obtidos sob a forma de p6 amorfo, com coloragdo caracteristica amarela, com excec¢ao

do AMTAC 01, que se apresentou como um po verde.

5.2 Caracterizacao estrutural

A caracterizagdo estrutural dos compostos derivados espiro-acridinicos sintetizados foi
. . L - 3
realizada por meio de técnicas espectroscopicas de IV, EM, RMN "He RMN "C, conforme

explanados nos seguintes topicos e anexos.

5.2.1 Espectroscopia de Infravermelho

A espectroscopia de infravermelho ¢ uma técnica extensamente utilizada para
identificacdo de grupos funcionais. Essa corresponde a interagdo entre a radiacdo
infravermelha ¢ a matéria que fornece energia para modificar as vibragdes entre os atomos e
consequente passagem da molécula para o estado excitado, que propiciard a deteccdo da
energia pelo aparelho. Por meio da obtencdo do comprimento de onda, que se restringe

-1 A ~ .
usualmente entre 400 e 4000 cm™, e da transmitincia, que serdo variados de acordo com as
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caracteristicas dos atomos em questdo, ¢ possivel a confirmacdo dos grupos funcionais da

molécula e, possivelmente, consequente construcao da sua estrutura molecular.

Assim, realizou-se a espectroscopia de IV para os compostos AMTAC 06 e AMTAC
07. Nota-se na tabela 2 os valores de absor¢do em comum as duas moléculas inerentes ao
niicleo espiro-acridinico. Entre 3.315 cm™ a 3.317 cm™ evidenciam-se valores caracteristicos
de grupamentos NH referentes ao grupo presente no anel central do anel acridinico. Em 1.676
a 1.701 cm™ observaram-se valores de absor¢io sugestivos de grupamento carbonila. Ainda
por meio desse método, foi possivel observar em 2.237 cm™ uma banda estreita de média

intensidade sugestiva de grupamento nitrila.

Tabela 2 - Dados obtidos por espectroscopia de IV para os compostos sintetizados

MOLECULA IV (KBr) (CM™)
AMTAC 06 3315,6347 (NH); 3089,9632 (CH); 2239,3553 (CN); 1676,1411
(C=0); 1485,1883; 1334,7406 (CN de Aromaticos); 790, 8145
(Ar-Cl).
AMTAC 07 3317,5635 (NH); 2239,3553 (CN); 1701,2157 (C=0);

1485,1883; 1234,4422 (C-F).

Foi realizada por Almeida e colaboradores (2016) a espectroscopia de infravermelho
da molécula AMTAC 01, que apresentou como bandas de absorgdo: 3.291,85 cm™ (NH),
1.705,12 cm’! (C=0), 1.614,95 cm’! (C=N) e 1.486,49 cm’! (C=C). Os valores apresentaram-
se coerentes com os obtidos para o nucleo espiro-acridinico das moléculas AMTAC 06 e
AMTAC 07.

O espectro de IV do composto AMTAC 07 (Figura 14) evidencia as bandas de
absorgdo caracteristicas da molécula. Em 3.317 cm™ observou-se uma banda larga de média
intensidade sugestiva de amina secundaria (NH). Foram absor¢des de destaque também a
banda de estreita de alta intensidade em 1.701 cm™ caracteristica de ligagio C=0 ¢ a banda de
absorgdo de caracteristica estreita de baixa intensidade localizada em 2.239 cm™ sugestiva de
grupamento nitrila (CN). Por fim, observou-se a banda de absor¢ao presente em 1.234,4422

cm’' sugestiva de ligagdo entre carbono aromatico e flaor.
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Figura 14 - Espectroscopia de IV do AMTAC 07
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5.2.2 Espectrometria de Massas

A espectrometria de massas ¢ uma técnica que permite a determinagdo da massa
molecular ¢ a formula molecular de uma substancia. Essa baseia-se na ioniza¢ao da molécula
introduzida no equipamento para obtengdo do ion molecular (M) e demais picos, produzindo
um grafico da abundancia relativa de cada fragmento carregado positivamente produzido,

plotado contra seu valor m/z (BRUICE, 2006).

A seguinte técnica foi realizada para as moléculas AMTAC 06 e AMTAC 07. Segue
na tabela 3 o comparativo entre os resultados de massa molecular calculada em relagdo a
massa molecular encontrada. Os resultados demonstram uma variacao aceitavel entre ambos

os resultados, o que atesta a estabilidade do ion molecular.
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Tabela 3 — Valores de massa obtidos por calculo e experimentalmente

MOLECULA Massa M/Z Massa
calculada encontrada
AMTAC 06 410,86 " 411.0968 (26.0%) 411,0870

411.0905 (1.5%)

AMTAC 07 394,40 395.1263 (26.0%) 395,110
395.1200 (1.5%)

Adicionalmente, foi realizada por Almeida e contribuintes (2016) a espectrometria de
massas do composto AMTAC 01, cujo apresentou uma massa molecular calculada de

376,1324 e experimental de 377,1240.

Segue na figura 15 o espectro de massa da molécula AMTAC 06, que apresentou

como massa calculada 410,8551 e ion molecular correspondente a m/z = 411,087.

Figura 15 - Espectro de massa da molécula AMTAC 06
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5.2.3 Ressonancia Magnética Nuclear

A ressonancia magnética nuclear ¢ uma técnica de espectroscopia utilizada na
elucidacdo e identificacdo de compostos baseada na identificacdo de grupos passiveis de

sofrer o fendmeno de ressonancia, ou seja, aqueles d&tomos de nimero atdmico impar ¢ massa
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molecular impar ou par. Na quimica organica, é dado um maior enfoque aos RMN de 'H e
RMN de “°C, que fornecem dados caracteristicos do composto em questio de acordo com o

ambiente quimico dos dtomos nele presentes.

A elucidagdo estrutural por RMN 'H (tabela 4) foi realizada para todos os derivados
sintetizados. Tal técnica permite a diferenciagdo dos prétons de acordo com o deslocamento
quimico, integracdo e acoplamento de spins. Assim, foram pontos de relevancia os picos em
forma de singletos encontrados entre 9,79 a 9,85 ppm referentes ao sinal do NH, indicativo de
que ndo houve acoplamento de spin. As moléculas apresentaram picos com variagcdo entre
8,53 e 8,56 ppm referentes ao sinal =CH caracteristico da condensagdo com o aldeido.
Adicionalmente, os deslocamentos entre 8,39 e 8,48 ppm sdo sugestivos de hidrogénio de
ligacdo iminica (C=N). Os resultados obtidos corroboraram com os relatados por Almeida et
al. (2016).

Tabela 4 — Deslocamentos quimicos dos derivados espiro-acridinicos por RMN 'H (8,
DMSO-dg, 400MHz)

MOLECULA Deslocamento (3 em ppm)

AMTACO01 &= 9,85 ppm (s, 1H, NH); 6= 8,56 ppm (s, 1H, CH); o= 8,39 ppm
(s, 1H, N=CH); 6= 7,34 ppm (m, 4H, aromatico); 6= 7,27 ppm (m,
2H, acridina); 6= 7,01 ppm (t, 4H, acridina); 6= 6,83 ppm (t, 2H,
acridina).

AMTAC 06 0= 9,82 ppm (s, 1H, NH); o= 8,55 ppm (s, 1H, CH); 06=8,42
ppm (s, 1H, N=CH);, 6= 7,38 ppm (m, 4H, aromatico); o= 7,26
ppm (m, 2H, acridina); o= 7,00 ppm (m, 4H, acridina); o= 6,82
ppm (m, 2H, acridina).

AMTAC 07 6=9,79 ppm (s, 1H, NH); &= 8,53 ppm (s,1H, CH); &= 8,48 ppm
(s, IH, N=CH); 6= 7,40 ppm (m, 2H, aromatico); 6= 7,26 ppm (m,
2H, acridina); 6= 7,14 ppm (m, 2H, aromatico); 6= 7,00 ppm (m,
4H, acridina); 6= 6,82 ppm (m, 2H, acridina).

Segue na figura 16 o espectro de RMN 'H do derivado espiro-acridinico AMTAC 07.

Esse apresentou como pontos principais um singleto em 9,79 ppm sugestivo de proton de
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ligacdo NH, além do mais, o resultado de integracdo de prétons relevou a presenca de apenas
um hidrogénio com esse comportamento. Em 8,53 ppm destaca-se, em forma de singleto, o
deslocamento quimico sugestivo de hidrogénio de carbono vinilico (C=C).
Complementarmente, em 6= 8,48 ppm se sobressai um singleto sugestivo de hidrogénio de
ligagio N=CH. Os demais hidrogénios da estrutura molecular do derivado apresentam
ambientes quimicos semelhantes por serem todos inerentes a carbonos de aromatico e,
consequentemente, manifestaram deslocamentos quimicos similares. Tais resultados

corroboraram para confirmacdo da estrutura molecular esperada.

Figura 16 - Espectro de RMN 'H da AMTAC 07
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Além do RMN 'H, realizou-se a caracterizagio estrutural por RMN *C dos derivados

AMTAC 06 e AMTAC 07 (Tabela 5).

=500
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Tabela 5 — Deslocamentos quimicos dos derivados espiro-acridinicos por RMN *C (DMSO-
ds, 100 e 125 MHz, respectivamente)

MOLECULA Deslocamento (8 em ppm)

AMTAC 06 o= 69,33; 108,58; 111,76; 112,78; 115,58; 120,90; 127,50; 128,93;
129,47; 130,65; 133,03; 135,56; 139,05, 146,84; 161,18; 161,38.

AMTAC 07 o= 69,37; 108,68; 111,89; 112,78; 115,57; 116,32; 116,54; 120,87;
127,46; 129,52; 129,61; 130,58; 130,74; 130,77; 139,08; 147,40;
161,07; 161,07; 161,33; 162,54; 165,01

A partir dessa técnica foram evidenciados os deslocamentos dos carbonos de acordo
com a estrutura do nucleo espiro-acridinico preconizado previamente por Vilkova et al.
(2014) e Almeida et al. (2016). Destacam-se os deslocamentos presentes entre 161,38 e
165,01 sugestivos de carbonila (C=0), os quais representam o carbono mais quimicamente
desprotegido da molécula. Seguido desse, nota-se os deslocamentos entre 146,84 ¢ 147,40
ppm caracteristicos de carbono insaturado sp> (C=C). Por fim, o principal deslocamento
observado para ambas as moléculas foi entre 69,33 a 69,37 ppm caracteristico de carbono

quaternario, que evidencia a ocorréncia da ciclizagdo espontanea.

Na figura 17 ¢é possivel a visualizagdo do espectro de RMN °C do derivado espiro-
acridinico AMTAC 06, o qual segue as caracteristicas de deslocamento quimico prenunciado.
Por meio desse ¢ possivel observar as caracteristicas que evidenciam a ciclizagdo espontanea
em C-9, tendo em vista que esse pico se apresenta mais desprotegido em relacdo aos demais
carbonos sp” hidrogenados. Outro fator esclarecedor pode ser a pequena intensidade do pico
devido ao efeito nuclear overhauser (NOE), que proporciona uma maior intensidade nos picos
de carbonos hidrogenados (PAVIA et al., 2010). Entretanto, esse fator ndo ¢ conclusivo
devido & extensa quantidade de carbonos sp’ hidrogenados com o mesmo padrio de

deslocamento quimico.
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Figura 17 - Espectro de RMN °C da AMTAC 06
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O ataque intramolecular que caracteriza a ciclizacdo espontdnea dessa série ocorre
entre o Ny da hidrazona e C-9 do nucleo acridinico. Segundo Schmidt e Liu (2015), a posigao
9 do nucleo acridinico é suscetivel ao ataque nucleofilico intramolecular e, nesse caso,

consequente formacao de um anel de cinco membros associado a essa posicao (ALMEIDA et
al., 2016).

5.3 Atividade antileishmania

5.3.1 Avaliacao da atividade antipromastigota sobre Leishmania (L.) amazonensis

Os derivados espiro-acridinicos sintetizados tiveram a sua atividade avaliada sobre
formas promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis, apresentando valores de concentragao
inibitoéria minima de 50% (ICs¢) entre 0,31 (AMTAC 06) e 0,52 pg/mL (AMTAC 07) (Tabela
6) (Figura 18).



49

Tabela 6 - Concentragdo inibitoria de 50% do crescimento de formas promastigotas de

Leishmania (L.) amazonensis na presenca dos derivados espiro-acridinicos

MOLECULA 1Cso (Hg/mL) 1Cs5o (UM)
AMTAC 01 0,45 1,23
AMTAC 06 0,31 0,75
AMTAC 07 0,52 1,31

As atividades atribuidas aos derivados espiro-acridinicos avaliados podem estar
relacionadas aos efeitos eletronicos dos seus substituintes. Ambos halogénios utilizados como
substituintes desempenham efeito indutivo negativo e efeito mesomérico positivo sobre a
molécula a qual estdo ligados. Entretanto, os ultimos efeitos tendem a se sobressair em

relagdo ao outro.

Portanto, acredita-se que a melhor poténcia designada ao derivado AMTAC 06 seja
atribuida a um efeito mesomérico positivo mais evidente, o qual tende a aumentar a nuvem
eletronica sobre a estrutura quimica, favorecendo a atividade farmacoldgica antipromastigota.
Em contrapartida, a menor atividade antipromastigota do AMTAC 07 pode estar associada a
uma predominancia do efeito indutivo negativo devido a caracteristica de maior
eletronegatividade inerente ao grupamento flilor, o qual diminui a nuvem eletronica da
estrutura quimica para concentra-la sobre o substituinte. Assim, o AMTAC 01, sendo o
derivado ndo substituido, apresentou uma atividade intermedidria por ndo desempenhar

efeitos eletronicos.

Figura 18 - Diferengas estruturais entre (1) AMTAC 06 e (2) AMTAC 07
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Para o delineamento dos substituintes da série ¢ utilizado o diagrama de Craig
(Gréfico 1). Esse ¢ um grafico bidimensional extensamente utilizado em estudos de QSAR,
cujo as coordenadas correlacionam os efeitos lipofilicos e eletronicos dos grupamentos em
substituicdo aromatica (TAVARES, 2004). Por meio desse ¢ possivel a visualizagdo do
posicionamento dos grupamentos utilizados nessa série de compostos acridinicos € como eles

podem influenciar nas propriedades fisico-quimicas e, consequentemente, na acdo da

molécula.
Grafico 1 — Diagrama de Craig
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Fonte: Adaptado de Tavares (2004).

Assim, ¢ possivel visualizar os substituintes utilizados na série de compostos espiro-
acridinicos localizados no quadrante onde os efeitos eletronicos e lipofilicos sdo positivos.
Para cepa de L. amazonensis, o fator determinante para atividade aparenta ser o efeito
eletronico do substituinte, cujo a caracteristica de efeito eletronico mesomérico positivo
colabora para uma melhor eficacia. Assim, para obtenc¢ao de resultados mais conclusivos para
o estabelecimento da relagao estrutura atividade, é necessaria a sintese e avaliagdo de demais
derivados com grupamentos substituintes pertencentes a diferentes quadrantes, para melhor

determinar o padrdo de substituinte desejavel para agdo farmacologica.
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Esse método forneceu resultados de ICsg para as drogas de referéncia Glucantime® e

Anfotericina B®, os quais sdo observados na tabela 7.

Tabela 7 — Concentracao inibitoria de 50% do crescimento de formas promastigotas de

Leishmania (L.) amazonensis na presenga de drogas de referéncia

MOLECULA 1Cs0 (ng/mL)
Glucantime® 32100,65
Anfotericina B® 0,18

Tais resultados nos mostram uma eficicia muito superior dos derivados espiro-
acridinicos em relacdo a droga de referéncia Glucantime®, cujo apresentou o ICsy de
32100,65 pg/mL e, consequente, baixa atividade antipromastigota. Em relacdo a droga de
referéncia Anfotericina B®, os derivados espiro-acridinicos apresentaram menor atividade
antipromastigota, embora os valores de ICsy tenham sido relativamente proximos. Portanto, os
resultados encontram-se de acordo com o que ¢ relatado na literatura, onde a Anfotericina B®
caracteriza-se por desempenhar alta citotoxicidade sobre formas promastigotas de Leishmania
sp. (DI GIORGIO, 2007; KUMAR, 2009).

5.3.2 Avaliacao da atividade antipromastigota sobre Leishmania (L.) infantum

Os compostos sintetizados da série AMTAC foram testados frente L. infatum pelo
método do MTT. Esse método baseia-se na atividade de enzimas desidrogenases citosolicas e
mitocondriais, que sao capazes de reduzir o MTT (coloragdao amarela) e formar um produto de
coloragdo azul, insolivel em agua, o sal formazan (STOCKERT et al., 2012). Assim, a

formacao do sal formazan indicou a viabilidade da célula parasitaria (Esquema 2).
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Esquema 2 — Reagdo de redugdo do MTT
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Fonte: Adaptado de Wang e Wickliff (2011). (a) MTT; (b) Radical intermediario; (c) Formazan.

Por meio desse, realizou-se avaliagdo dos derivados acridinicos frente a formas

promastigotas de L. infantum obtendo-se variagdes de ICsg entre 2,046 (AMTAC 01) e 6,790
pg/mL (AMTAC 06) (Tabela 8).

Tabela 8 — Concentragao inibitoria de 50% do crescimento de formas promastigotas de

Leishmania (L.) infantum na presenga dos derivados espiro-acridinicos

MOLECULA ICso (pg/mL) ICso (M)
AMTAC 01 2,046 5,4
AMTAC 06 6,790 16,5
AMTAC 07 4,109 10,4

Assim como na metodologia anterior, obtiveram-se resultados de ICs, das drogas de
referéncia (Tabela 9) que demonstraram o mesmo padrao em relagdo aos compostos espiro-
acridinicos. Os resultados, entretanto, foram variados de acordo com a cepa de Leishmania,
apresentando-se o Glucantime® mais eficaz para formas promastigotas de Leishmania

infantum, ao passo que a droga de referéncia Anfotericina B® apresentou-se mais eficaz para
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formas promastigotas de Leishmania amazonensis. Entretanto, por se tratarem de
metodologias diferentes, esses resultados ndo sdo totalmente conclusivos ao se tratar do

quesito de espécie mais sensivel para cada farmaco.

Tabela 9 - Concentragao inibitoria de 50% do crescimento de formas promastigotas de

Leishmania (L.) infantum na presenca de drogas de referéncia

MOLECULA 1Cs0 (ng/mL)
Glucantime® 25610
Anfotericina B® 0,90

Assim, ao se tratar dos resultados obtidos para os derivados espiro-acridinicos, o efeito
lipofilico dos derivados testados aparenta ter sido um fator significativo em suas atividades,
sendo o aumento da lipofilia inversamente proporcional a poténcia da molécula. Observamos
que a melhor atividade foi desempenhada pelo derivado de menor lipofilia, o AMTAC 01 (log
P =4,62), em contraste com o0 AMTAC 06 (log P = 5,18), derivado de maior lipofilia e maior
ICso (Figura 19).

Figura 19 - Diferengas estruturais entre (1) AMTAC 01 ¢ (2) AMTAC 06

H cl

Além disso, os efeitos eletronicos atribuidos aos substituintes de cada derivado podem
ter agido de forma antagdnica a poténcia da droga. E possivel observar-se no grafico 1 que os
efeitos eletronicos e lipofilicos desempenhados pelo derivado com melhor atividade, AMTAC
01, sdo neutros em relagdo ao substituinte, divergindo do derivado AMTAC 06, molécula com
substituinte com maiores efeitos eletronicos e lipofilicos. Assim como os resultados obtidos

para L. amazonensis, também sdo necessarios estudos mais abrangentes envolvendo outros
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substituintes para obtencdo de resultados mais conclusivos. Entretanto, por meio desses
resultados preliminares, ¢ possivel observar a diferenga entre os alvos nas duas espécies de

Leishmania sp. utilizadas.

Embora ndo encontrados estudos envolvendo o isolamento de formas de
topoisomerase como alvo em L. amazonensis, os resultados divergentes de ICs, entre os dois
géneros de Leishmania nos sugere diferengas existentes entre ambos os géneros a nivel de

alvo farmacologico, o que pode envolver os tipos e concentracdes de topoisomerases.

Adicionalmente, estudos previamente citados indicam a presenca e isolamento de
formas de topoisomerase Il em L. infantum. Assim, tendo em vista as diferengas moleculares
existentes entre esses alvos em parasitos que possuem cinetoplastos e humanos, podemos
realizar um comparativo com os estudos de inibicdo de topoisomerase [lo. humana realizados
por Gouveia (2016). Segundo o autor, todos os compostos sintetizados da série espiro-
acridinica apresentaram atividade inibitoria sobre essas enzimas, em especial os derivados
AMTAC 06 e AMTAC 07, que desempenharam atividade comparavel a droga controle, m-
AMSA. Dentre esses, uma maior inibi¢ao foi atribuida ao derivado AMTAC 06 em virtude

dos maiores efeitos eletronicos e lipofilicos inerentes ao grupamento cloro.

Portanto, os resultados obtidos por Gouveia (2016) foram opostos aos resultados
obtidos da agdo dos derivados espiro-acridinicos frente a formas promastigotas de L.
infantum. Esse contraste nos sugere que, sendo as topoisomerases potenciais alvos para os
compostos espiro-acridinicos em Leishmania, ha de fato uma diferenga nos alvos que
influéncia na ag¢do farmacologica das moléculas, resultando numa maior seletividade e/ou

maior poténcia dessas.
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6 CONCLUSAO

Foram sintetizados trés novos derivados espiro-acridinicos, os quais foram
caracterizados  fisico-quimicamente, estruturalmente e tiveram suas atividades

antipromastigotas avaliadas in vitro.

Seus rendimentos variaram entre 55,79% e 79,82%, indicando a viabilidade da rota
sintética escolhida. A caracterizagdo estrutural desses por meio de IV, EM, RMN 'H e RMN
BC auxiliaram na confirmagio da estrutura quimica prevista, em especial os deslocamentos
presentes em 69,33 (AMTAC 06) ¢ 69,37 (AMTAC 07) ppm indicativos de cicliza¢ao
espontanea no C-9 que caracterizam o nucleo espiro-acridinico, identificados por intermédio

do RMN .

Adicionalmente, avaliaram-se as atividades antipromastigota desses compostos frente
a duas cepas distintas de Leishmania, L. amazonensis ¢ L. infatum, por metodologias
diferentes. A avaliagdo biologica desses compostos frente L. amazonensis forneceu ICsj entre
0,31 e 0,52 pug/mL, sendo o AMTAC 06 o derivado a apresentar melhor poténcia devido a
prevaléncia do efeito mesomérico positivo exercido pelo grupamento cloro. Em contraste, a
atividade antipromastigota observada em L. infantum apresentou ICs, variando de 2,04 a 6,79
pg/mL, no qual a molécula mais promissora foi 0 AMTAC 01, derivado nao substituido, que,

por esse fator, ndo causa alteragdes nos parametros lipofilicos e eletronicos da molécula.

Os resultados também sao indicativos da viabilidade do alvo topoisomerase pelas
diferengas de poténcia apresentadas pelos compostos em L. infatum em relagdo aos estudos

realizados por Gouveia (2016) em topoisomerase Ilo humana, tornando esse um alvo seletivo.

Assim, conclui-se que os derivados espiro-acridinicos sdo eficazes contra formas
promastigotas de duas espécies de Leishmania responsaveis por causar manifestagdes clinicas
distintas, sendo necessario estudos mais aprofundados, envolvendo a introdugdo de novos
substituintes, para melhor entendimento do mecanismo de acdo desses compostos como

estratégia para melhoria da seletividade e poténcia dos mesmos.
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