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RESUMO

Este estudo teve por objetivo avaliar a atividaokgparasitéria intracelular e a
citotoxicidade de diaminas sintéticas em macréfagosnos infectados coin
braziliensis L. chagasie T. cruzi A perda do potencial de membrana
mitocondrial {y,) de formas epimastigotas de cruzj a inducdo de TNk e
Oxido nitrico e a inibicdo da enzima tripanotioedutase recombinante de
braziliensise T. cruziforam utilizados para investigar possiveis mecaogsde
acdo dos compostos ativos. Dentre 17 diaminas adaisgd 13 inibiram a
proliferacéo de formas promastigotasldéraziliensise 10 de epimastigotas de
T. cruzi(Clsg< 20uM). Destas, 12 foram ativas contra amastigoteacelulares
delL. braziliensise L. chagasi(Cls, de 2,6 a 28,2 pM) e 6 foram ativas contra
formas intracelulares dB cruzi(Clsp de 1,6 a 23,6uM). A diamina DP23 foi a
mais ativa contrd. braziliensise L. chagasi(Cls, 2,6 € 3,0 uM e IS de >100 e
>115,4, respectivamente). A diamina DP24 foi a nsiga contraT. cruzi
(Clsel,6 uM e 1S>187,5). A C& para macrofagos variou de 149,5 a >300 pM.
Diaminas cloridratadas foram mais citotdxicas queuss analogos nao
cloridratados. Quatro compostos (DP23Cl, DP25, RA6&RAG11) mostraram
elevada citotoxicidade para macrofagos infectados@ncentracdo >10 M. A
analise da estrutura e da lipofilicidade (logP) d@&sminas mostrou que as
estruturas coml15 a 17 carbonos metilénicos forais atdvas enquanto que,
estruturas com mais de 19 carbonos ndo apresentaeaimuma atividade
antiparasitaria. A melhor atividade leishmanicidai bbservada para as
diaminas com valor de logP = 5,36, sugerindo quaivadade ndo depende
somente da distribuicdo de carbonos metilénicomol@cula mas também do
logP ideal. Epimastigotas tratados com o compo$tddna concentracdo de 6
e 12 uM mostraram despolarizagdo da membrana mitioied e morte celular
apartir de 6 horas de incubagéo de forma dose-deptm O tratamento de
células infectadas com os compostos ativos ndaindiveis significantes de
producdo de TNé& e NO. Com relacdo a inibicdo das enzimas tripanati
redutase recombinante debraziliensise T. cruzj quatro compostos (DP23Cl,
DP25, DP25CI e RAGL10) inibiram a atividade enzicgtieLbTR entre 74,2 a
89,4% na concentragdo do 100 pM, enquanto que @darelR apenas o
composto DP25CI ocasionou inibicdo de 74,5% na emmnacdo de 100 uM,
sugerindo diferengas entre a tripanotiona destags despécies de
tripanosomatideos. As diaminas avaliadas no presestudo apresentaram
potente efeitan vitro contra formas intracelulares deishmaniaspp €eT. cruzi

e podem ser consideradas moléculas lider para endasimento de novos
compostos contraeishmanieeT. cruzi.

Palavras-chave: atividade leishmanicida, atividade tripanocidaanginas,
Leishmania braziliensjd.. chagasi Trypanosoma cruzi






ABSTRACT

This study aimed to evaluate the antiparasiticvagtiand cytotoxicity of
synthetic diamines in murine macrophages infectedh wLeishmania
braziliensis L. chagasiand Trypanosoma cruziThe loss of mitochondrial
membrane potentialy(,) of T. cruziepimastigotes, the induction of TNRnd
nitric oxide and inhibition of the recombinant teypthione reductase af.
braziliensisandT cruziwere used to investigate possible mechanisms ofeact
compounds. Among 17 evaluated diamines, 13 inliltite proliferation ot.
braziliensis promastigotes and 10 inhibitedl. cruzi epimastigotes (1§<20
pM). Of these, 12 were active against intracellalaastigotes df. braziliensis
andL. chagasi(ICs, of 2.6 to 28.2 pM) and 6 were active agaifistruzi(ICsy
= 1.6 to 23.6 uM). The compound DP23 was the masieacompound against
both L. braziliensisand L. chagasi(ICs, = 2.6 and 3.0 uM and SI>100 and
>115.4) respectively. The compound DP24 was thd axis/e against. cruzi
(ICso = 1.6 uM and SI > 187.5). The citotoxicity €Gor macrophages ranged
from 149.5 to > 30QuM. Chlorinated diamines were more cytotoxic thagirth
non-chlorinated analogs. Four compounds (DP23CI29)PRAG10 and
RAG11) showed high cytotoxicity for infected machages at a concentration
> 10 uM. The analysis of the structure and lipapityl (logP) of the diamines
showed that structures with 15 to 17 methyleniboas were more active while
structures with more than 19 carbons did not prteaey antiparasitic activity.
The higher leishmanicidal activity was observed tfog diamine DP23 with a
value of logP = 5.36 and 13-NH-4 distribution oftmgenic carbon suggesting
that the activity does not depend solely on th&idigtion of methylenic carbon
atoms in the molecule but also depends on ided leglue. Epimastigotes
treated with the compound DP24 at a concentratibn6é oand 12 uM
demonstrated dose-dependent membrane depolarizaiwmell death starting
at 6 hours of incubation. Treatment of cells ingelctvith the active compounds
did not induce significant levels of TMFand NO production. Concerning the
inhibition of the recombinant trypanothione redset@nzymes df braziliensis
andT. cruzi four compounds (DP23Cl, DP25, DP25CI| and RAG®)jhited
the enzymatic activity dfbTR between 74.2 to 89.4% at a concentration of 100
uM, whereas foif cTR, only the compound DP25CI caused inhibition 45%6
at the same concentration, suggesting differeneasden the trypanothione of
these two species of trypanosomatids. The diaméwduated in the study
presented poterih vitro effect against intracellular forms akishmaniaspp
and T. cruzi and therefore may be considered as leader motecide
developing new compounds agaibhstshmaniaandT. cruzi
Keywords: leishmanicidal activity, trypanocidal activityiamines,Leishmania
braziliensis L. chagasi Trypanosoma cruzi
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1. INTRODUCAO

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, silEram
dos paises com a maior ocorréncia de Doencas arspegligenciadas
(DTN). As doencas de maior prevaléncia sdo: mala@enca de
Chagas, leishmanioses, esquistossomose, dengueseniese,
oncocercose e filariose linfatica. O impacto dest@aancas difere de
regido para regido mas apresenta uma estreitéioetayn as areas de
maior pobreza e menor desenvolvimento soOcio-eca@mijue no
Brasil se concentram nas regides Norte e NordesiDOSO;
LINDOSO, 2009).

As doencas parasitarias séo responsaveis por akevaxhs de
morbidade e mortalidade humana nos paises em ddgiemnto
gerando elevados custos para o sistema de salmEmplexidade eco-
epidemioldgica, associado as dificuldades no cttxeetorial e a
auséncia de vacinas eficazes para uso humano, fdeetratamento
medicamentoso uma das Unicas alternativas parengafrestes agravos
de saude. Além disso, o0 escasso arsenal quimiaterdigponivel para
tratamento destas doencas, somado a limitada iefiéams efeitos
colaterais dos medicamentos utilizados na clinica surgimento de
parasitos resistentes aos quimioterapicos sdogmmatsl de ordem global
(LINDOSO; LINDOSO, 2009). Onze das dezessete Daefigapicais
Negligenciadas (DTN) priorizadas pela Organizacamdial da Salde
ocorrem de forma endémica no Brasil. Dentre essalria, doenca de
Chagas, leishmanioses, esquistossomose, denguesenfese sdo as
DTNs que causam maior impacto social e econdmicpais (WHO,
2006).

As leishmanioses sdo doengas infecto-parasitaridéngicas
em 88 paises de quatro continentes que afetam iagaamente 12
milhdes de individuos, ocasionando anualmente ageca milhdes de
casos novos e 70 mil 6bitos (WHO, 2010). A maiaidéncia da
doenca ocorre nas areas mais pobres das regidémiead visto que
aproximadamente 80% dos portadores de leishmanieseBem menos
de 60 dolares por més (DAVIES al, 2003). O Brasil ao lado de Ira,
Arébia Saudita, Siria, Afeganistdo, Peru, indiang@adesh e Nepal
integram o grupo de nove paises que concentramd@0i4dos os casos
registrados de leishmanioses (GONTIJO; DE CARVALHEZDO3;
MISHRA et al, 2009).

O ciclo de transmisséo das leishmanioses é complexwolve
diferentes espécies de hospedeiros mamiferos ¢osnsémeas de
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flebotomineos. A doenca originalmente de caratbrestre foi se
adaptando aos novos ambientes criados pelo hora¢malenente ocorre
de forma endémica nas regides periurbanas e urldamscidades,
ampliando sua distribuicdo geogréfica e facilitarsla propagacédo
entre a populacdo humana (COLLA-JACQUES; CASANOVA;
PRADO, 2010; MARZOCHII et al., 2009).

O tratamento medicamentoso da leishmaniose tee® inbs
principios do século XX com o uso do tartaro enoéfjantimonial
trivalente) pelo médico brasileiro Gaspar ViannaviDo a elevada
toxicidade este farmaco foi substituido pelos amtii@is pentavalentes
na década de 1930 a 1940 e, desde entdo, nenhumféumhaco foi
desenvolvido especificamente para o tratamentdailstsmanioses. Os
poucos farmacos atualmente disponiveis (Anfotai@inPentamidina e
o0 Miltefosine), sdo medicamentos de segunda esadtiizados no
tratamento das leishmanioses quando ha falha pastasterapéutica
aos antimoniais pentavalentes (OUELLETTE; DRUMMELSM,
PAPADOPOULOU, 2004). Os farmacos disponiveis ténitéicdes de
seu uso, devido a alta toxicidade e graves efaitiiaterais. A via
parenteral de administracdo aliado ao longo periddoutilizacao,
muitas vezes leva ao abandono do tratamento pte garpaciente e
consequente falha terapéutica. Além disso, a atifis dos antimoniais
pentavalentes em areas endémicas ha mais de 7&emosiostrando
resisténcia do parasito a essa classe de comgBEOEHINGER, et al.
2007).

O Programa Nacional de Controle da Doenca de Chagas
priorizado em 1983 disponibilizou recursos paramltate aos vetores
e melhorias habitacionais. Em julho de 1991 foi lenentada a
Iniciativa do Cone Sul (Incosul) um dos maiores gpamas de
cooperacgéao internacional contra doenga Chagas\emdd sete paises
(Argentina, Brasil, Chile, Uruguai, Paraguai, B@ive Peru), com
objetivo de controlar driatoma infestansprincipal vetor doméstico do
Trypanosoma crufiSILVA et al., 2011; TARLETON et al., 2007). Este
programa reduziu drasticamente as populacbes door vet
consequentemente a transmissao vetorial da doenchabas.

Também na década de 1980 com a epidemia de HIV/AIDS
foram realizadas reformulacdes do Sistema NacidealBancos de
sangue e seus derivados, tornando a sorologiargrgfisional
obrigatéria. Esta medida teve impacto positivo nontole da
transmissdo transfusional da doenga de Chagas,bocatalo
expressivamente para a reducao da sua prevaléadaehca no pais
(DIAS, 2011). Contudo, estima-se que entre 10 anfilhdes de
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pacientes chagdsicos cronicos permanecem sem émttaradequado,

uma vez que o arsenal terapéutico disponivel éteeatdois farmacos,

0 Benzonidazol e o Nifurtimox com eficicia compma&apenas na fase
aguda e cronica recente da doenca de Chagas.

A inexisténcia de vacinas eficazes contra protaasgrarasitos,
associado a dificuldade do controle da transmigs@ocomplexidade
bioldgica dos agentes fazem dos poucos quimiotrapxistentes uma
das Unicas alternativas viaveis para o tratamerds ithdividuos
infectados (BRENER, 2000). Contudo os diversostafetolaterais, a
resisténcia dos parasitos aos farmacos existdygascomo o0 aumento
de novos casos e a expansdo geografica destasiasdequer a busca
urgente de novos agentes terapéuticos para o #atardessas doengas
(MESQUITA et al., 2007).

Nesse sentido, a via de biossintese de poliamieas sido
explorada como possivel alvo terapéutico contragesios causadores
de doencas (HEBY; ROBERTS; ULLMAN, 2003). Os
tripanosomatideos sintetizam ou captam do meidatedis poliaminas
necessarias para seu crescimento e proliferacadarce partir da
ornitina, envolvendo enzimas fundamentais como anitioa
descarboxilase (ODC) e aSadenosilmetionina descarboxilase
(AdoMetDC) (HIGASHI et al., 2004). Dessa forma, esdnvolvimento
de moléculas inibidoras desta via de biossintesalewcaptacdo de
poliaminas pode ser de grande relevancia na buscewhs moléculas
lider visando o desenvolvimento de novos antip@mEss. Os
compostos diaminados e/ou anélogos de poliaminagaiga podem
atuar como inibidores enziméticos e/ou reguladalescaptacdo de
poliaminas exogenas, interferindo de forma selethas enzimas
envolvidas na biossintese e no mecanismo de treaspe poliaminas,
bem como no metabolismo de tiol destes patogent®KBOLTZ et
al., 2011).

Estudos prévios de bioatividade de diaminas mastranma
promissora atividadein vitro contra formas promastigotas de
Leishmania amazonenstd.. chagasie tripomastigotas d€. cruzi(DA
COSTA et al., 2009; REZENDE-JUNIOR et al., 2010&sk contexto,
o presente trabalho avaliou a atividade de derwaldodiaminas contra
formas amastigotas de braziliensis L. chagasie T. cruzj agentes
etiologicos da leishmaniose mucocutanea, leishreanivisceral e
doenca de Chagas, respectivamente.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Impacto das doengas tropicais negligenciadas Boasil

As doencas tropicais negligenciadas (DTN) afetaris da 1
bilhdo de pessoas, especialmente em paises polhueseno
desenvolvimento nas areas tropicais e subtrop@isnundo (WHO,
2006). Dentre dezessete DTN priorizadas pela Ozgaado Mundial da
Salde estdo véarias doencas parasitarias transsnifida vetores
(malaria, tripanosomiases, leishmanioses, esgs@tuse e as
filarioses), as quais ocasionam elevadas taxas debicade e
mortalidade das popula¢des atingidas constituieders um obstaculo
para o desenvolvimento social e econdmico dos gafsss pobres
(REGUERA; TEKWANI; BALANA-FOUCE, 2005). No Brasila
malaria, a doenca de Chagas, as leishmaniosesgustessomose e a
dengue estao entre as DTN com maiores taxas del@neia (HOTEZ
et al., 2008). Embora progressos significativos compreensao da
biologia, bioquimica e epidemiologia de vérias destoencas tenham
sido alcancadas nos ultimos cinquenta anos, o dasenento de
novos agentes terapéuticos para o tratamento degtagos de saude
permanece ainda inadequado (LABADIE; CHOI; AVERY02).

Para a maioria destas enfermidades, o arsenal ajendpico
disponivel é restrito e a eficacia dos medicameimsetisfatdria. Além
disso, muitos dos farmacos desenvolvidos na pranmmagtade do século
20 apresentam significativos riscos ao pacientevetnde dos seus
efeitos colaterais. Embora as DTNs respondam pod&%npacto de
doencas no mundo, apenas 0,1% dos investimentbaiglem pesquisa
sdo destinados & busca de novas alternativas téicgs® como 0
desenvolvimento de novos farmacos e vacinas péaamento destas
enfermidades. Do montante de recursos aplicadpesguisa de novos
medicamentos para DTN, 5% sdo oriundos de inddigicprivadas
como as industrias farmacéuticas, 54% de instidsiclilantrépicas e
41% de instituicdes publicas (FREARSON et al., 20RETTER;
MARJANOVIC, 2004).

2.2 Leishmaniose

No Brasil, as leishmanioses ocorrem de forma enciram
todos Estados da Federacgdo, sendo que mais ded@0éasbs humanos
da doenca se concentram na regidao Norte, Nord€stetro-Oeste, e
Sudeste. Embora ocasionado baixas taxas de madalidestas
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parasitoses apresentam elevada morbidade, intamgifd ainda mais
sua associacdo com as desigualdades sociais, ja@dprdrasticamente
a qualidade de vida dos infectados. Entre as paixicausas do
aumento da incidéncia desta parasitose podemosaelandevastacao
das florestas, o crescimento da populacdo em regi@eurbanas e
urbanas, a auséncia de saneamento, bem como ar@snimfantil que

implica em uma diminuicdo da imunidade tornandcospledeiro mais
suscetivel a doenca (ASHFORD, 2000).

As leishmanioses apresentam um amplo espectro
manifestagbes clinicas com acometimento Vvisceraltdneo ou
mucocutaneo, dependendo da espécid.alshmaniaenvolvida e da
relacdo do parasito com seu hospedeiro (Figur@ §jgnerd_eishmania
(Kinetoplastidae:  Trypanosomatidae), compreende topo@rios
parasitos, com um ciclo de vida heteroxénico, \deenlternadamente
em hospedeiros mamiferos e insetos fémea (Dipfesgchodidae:;
Phlebotominae), os quais séo responsaveis pekrissto do parasito
de um mamifero a outro (REITHINGER et al., 2007;,ARPUIS et al.,
2007).

Figura 1. Manifestagdes clinicas de leishmanioses. A. leistinose

visceral com evidéncias de hepatoesplenomegaliasBo caracteristica
em leishmaniose cutanea e C. leishmaiose mucocutdesfigurante
(www.who/int/leishmaniasis).

De maneira geral, durante o repasto sanguineo emamifero
infectado, a fémea do flebotomineo ingere formaastigotas, as quais
no intestino do inseto se desenvolverdo em formasngstigotas
flageladas que passam a se multiplicar por um psocae divisdo
binaria e, aproximadamente ap6s uma semana sefotrapsn em
formas promastigotas metaciclicas (LAINSON, 2010)0
desenvolvimento do parasito no vetor depende dicesge_eishmania
e de forma geral, parece haver um elevado grauspleciicidade na

de
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relacdo parasito-hospedeiro, fato este que pode inglicacoes
epidemiologicas importantes na transmissado e llisgdo da doenca
(CORTES et al., 2011; LAINSON, 2010).

Os hospedeiros vertebrados sédo infectados quandoaso
promastigotas metaciclicas séo regurgitadas nd keapicada pela
fémea do flebotomineo durante o repasto sangu{dearasitos séo
prontamente internalizados em macrofagos ou céldesdriticas
através de fagocitose mediada por receptores nerfmig da célula
hospedeira (CUNNINGHAM, 2002). No interior do faigoksomo, os
promastigotas sobreviventes transformam-se em mo&s, 0S quais
passam a se multiplicar por divisdo binaria levaaddestruicdo da
célula hospedeira. Os amastigotas liberados negsodnfectam novos
macréfagos e reiniciam o ciclo de multiplicacaadnelular. A lesdo
leishmanidtica, em sua apresentagdo classica, reseapa como uma
Ulcera de bordos elevados e endurecidos, fundo ulgsm e
soropurulento e, na maioria das vezes, indolonmageira geral a lesdo
pode se restringir apenas ao local da picada oueygam outras partes
do organismo do hospedeiro através de um procesdizsseminacdo do
parasito ainda pouco compreendido (REITHINGER gt28107). Em
pacientes suscetiveis, a inflamacao local ou sistése desenvolve e,
dependendo do padrédo da resposta imune do hospedeiloenca
clinica pode ou néo se estabelecer. Cerca de %@altis pacientes que
desenvolvem a doencga clinica podem evoluir para egpontanea da
Ulcera em um periodo de 6 meses a 1 ano, enqua@toas demais, as
lesBes podem perdurar por longos periodos (MURRt&f. £2005).

No Brasil, a Leishmaniose Tegumentar Americana (LBA
causada por uma variedade de espécies dermotrdedasishmania
onde se destacam la braziliensis, L. amazonens&L. guyanensis
sendo registrados 21.981 casos em 2010 (Ministixri®aude, 2012).
Embora a maioria dos casos de LTA tenha apresentdgaforma
cuténea simples, a infec¢do farbraziliensispode ocasionar formas
mucocutaneas desfigurantes e de dificil tratam@@¥RVALHO et al,
1994, GOTO; LINDOSO, 2010). Além disso, outra prgagao é a
coinfeccdo Leishmania/HIV que apresenta manifestagdinicas de
elevada gravidade e baixa a resposta ao tratanfahtdAR et al.,
2008).

A Leishmaniose Visceral (LV) ocorre de forma endé&mém
65 paises, com uma incidéncia estimada em 500 owdsncasos e 59
mil mortes por ano. No Brasil, a doenca é causada protozoario
Leishmania (Leishmania) infantum chagasitransmitido pelo
flebotomineoLutzomyia longipalpise Lu. cruzi (LAINSON, 2010).
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Contudo, ha evidéncias de que outras espécies damamigonei
possam estar envolvidas na transmissdo do pasmitgumas regides
(CARVALHO et al, 2010; RANGEL; LAINSON, 2009). A L&
considerada uma antropozoonose rural e periurtamdarte tendéncia
a urbanizacdo (COLLA-JACQUES; CASANOVA; PRADO, 2010
Embora raposas e marsupiais sejam consideradogats®s silvestres
do parasito, o cdo doméstico possui um papel fuedth como
reservatorio da leishmaniose visceral no ciclordesmissédo nas areas
urbanas (WERNECK, 2010).

A primeira grande epidemia de calazar humano ncsiBra
ocorreu em Teresina, Estado do Piaui, em 1980 (@GSHl., 1990),
seguida de outras epidemias no Rio Grande do N@ittal) e
Maranhdo (Sao Luis), extendendo-se também parasoutgides do
pais. Desde a década de 1980 a doenca tem sidtradgi em regides
urbanas, mudando seu panorama epidemiolégico @é@$SiONTIJO;
MELO, 2004). Mais de 70 mil casos de LV foram ragdos no Brasil
de 1980 a 2008, com 3.800 mortes. S6 na Regiaoelt@rdiouve um
aumento de 40% de casos nos Ultimos dez anos. D@ 22008, a
transmissdo autdctone foi registrada em mais de0lcRiades em 21
Estados. A pobreza, a migracdo, o crescimento arbaa planejado, a
destruicio do meio ambiente, as condi¢bes samitfmiacarias e a
desnutricdo sdo alguns agravantes para a expans@maeizacdo da
leishmaniose visceral (MARZOCHI et al., 2009).

2.2.1 Tratamento das leishmanioses

Em abril de 1912, Gaspar Vianna comunicou a Sodeda
Brasileira de Dermatologia, durante o Congresstizeelo em Belo
Horizonte, a cura do primeiro paciente de leishossitegumentar
utilizando o tartaro emético, um antimonial trivake O tratamento
mostrava agdo especifica com o desaparecimentdes@ss apds as
primeiras doses do medicamento (DO VALE; FURTADOPR). A
partir desse trabalho, com a evidéncia da eficdoidartaro emético,
outros complexos antimbnio pentavalente foram dedeidos,
essencialmente o antimoniato de N-metil-glucam@la¢antime®) e o
estiboglucanato de sédio (Pentostam®). Desde eetias moléculas
representam os medicamentos de primeira escolliea@@nento para
leishmanioses desde a década de 40 (GONZALEZ &(I0).

O tratamento das leishmanioses no Brasil é classicte
realizado com o Glucantime®, farmaco de primeiGoks e em casos
de nado resposta ao tratamento convencional, sd@adds a
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pentamidina ou a anfotericina B como segunda ea¢BlEMICHELI et
al, 2002; Ministério de Saude, 2007; SERENO; HOLMER;
LEMESTRE, 2000). O mecanismo de acdo dos antinomdio é
conhecido, mas ha evidéncias da inibicdo da atieidglicolitica e da
via oxidativa dos &cidos graxos e inducdo de maosdhkilar com
caracteristicas de apoptosapgptosis-lik¢ em formas amastigotas
(BERMAN; GALLALEE; BEST, 1987; SERENO; HOLMULLER;
LEMESTRE, 2000).

Quanto aos medicamentos de segunda escolha, o aiso
pentamidina foi iniciado na india em pacientes clmishmaniose
visceral resistente aos antimoniais pentavaledtimlmente tem sido
usado com sucesso no tratamento de leishmanioseseneccutanea em
algumas regidées do Novo Mundo. A pentamidina ieterha sintese de
DNA, modificando a morfologia do cinetoplasto e rpove a
fragmentacdo da membrana mitocondrial do paragitih$ON et al.,
2008). No entanto, o elevado custo e a toxicidade ipducdo de
diabetes mellitus insulino-dependente irreversa® as desvantagens
no uso desse medicamento (MURRAY et al., 2005).

Outra alternativa é a Anfotericina B, um antiflrggjmliénico,
utilizado pela primeira vez com sucesso como agergbmanicida em
1960 (RAMOS et al, 1996). Este composto interfexebinssintese de
ergosterol, aumentando a permeabilidade da membeialar,
promovendo a morte em promastigotas e amastigotamesma forma
como nos farmacos anteriores, a anfotericina B éampode provocar
inimeros efeitos colaterais (febre alta e -calafrisemboflebites,
miocardite, hipocalemia severa, insuficiéncia rematé morte), o que
limita 0 seu uso clinico (SUNDAR; RAI, 2002). O=ids tdxicos tém
sido reduzidos com a substituicdo do desoxicolatamptros lipideos na
formulagdo da anfotericina B, aumentando sua eficaceduzindo a
toxicidade. Trés formulag¢des estao disponiveisotaritina lipossomal,
complexo lipidico e dispersao coloidal de anfotea®.

Dentre os tratamentos alternativos recentes estétefosina,
um alquil fosfolipideo, inicialmente desenvolvidara o tratamento de
cancer de mama e tumores sélidos. A identificacdo atividade
leishmanicida ocorreu na década de 80, represantangbrimeiro
tratamento oral registrado para LV e mais recentéenpara a forma
cuténea da doenca (MOORE; LOCKWOOD, 2010). Estmdastraram
que miltefosina é ativa em modelo animal deficieate células T,
diferente dos medicamentos padrdes, 0os antimop&tavalentes, 0s
quais sdo inativos em modelos animais imunodefiefen Estes
resultados s8o relevantes para o tratamento em enpesi
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leishmanidticos coinfectados pelo HIV/AIDS (MURRAY2000).
Estudos mostraram elevada atividade antiparasiti@rieniltefosina em
cepas isoladas de pacientes infectados lcolainsonj porém reduzida
acdo contra as espéciesbraziliensise L. guyanensiYARDLEY et
al., 2005).

Na india, a miltefosina mostrou taxas de cura sired quando
comparada com a anfotericina B. Em estudo em f4seehlizado com
1.132 pacientes, 82% deles apresentaram cura ermeses e somente
3% dos pacientes tiveram grau trés de toxicidademadicamento
(SUNDAR et al., 2002). Em estudo de fase IV nadndiparamomicina
demonstrou alta eficacia no tratamento de leishmsanvisceral, com
taxa de cura de 94,2% em seis meses de tratanpemém, apresentou
hepatoxicidade em cerca de 40% dos pacientes (SIsiHa., 2011).
Este farmaco tem sido utilizado na formulacéo #giparenteral para o
tratamento de leishmaniose cutanea no Velho MuBditros farmacos
como a azitromicina, o alopurinol, a dapsona efampicina foram
estudadosn vitro contra diferentes espécies deishmaniae tiveram
resultados divergentes no Novo e no Velho MundoTTGCLINDOSO,
2010).

Além do limitado arsenal terapéutico eficaz, ascdiflades
guanto a forma de administracéo e o tratament@pgaldo, levam com
frequéncia ao abandono do tratamento por parte ademe e
consequente falha terapéutica. Por esse motivousgabde novas
moléculas e também de novas formas farmacéuticasgfratamento
das leishmanioses tem sido incentivada (MALTEZOU,®.

2.3 Tripanossomiase americana

A Tripanossomiase americana, também denominadaaakn
Chagas, causada pelo protozoério flagelBigganosoma cruzié uma
antropozoonose transmitida por triatomineos doserg&nTriatoma
Panstrongylue Rhodinius adaptados as areas rurais e peridomiciliares.

O T. cruziapresenta um ciclo biolégico complexo, envolvendo
pelo menos trés formas evolutivas distintas. Ogi@ranfecta inGmeras
espécies de mamiferos, incluindo o homem, os duatsonam como
reservatorios, e experimentalmente, todas as espéei triatomineos
conhecidas. O ciclo no triatomineo se inicia comgestao de formas
tripomastigotas presentes no sangue do hospedaimifero durante o
repasto sanguineo. No trato digestivo do insefmarasito se diferencia
para forma epimastigota que se multiplica por sicas divisdes
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binarias e se diferencia em tripomastigotas mdiea$c As formas

metaciclicas sdo eliminadas com as fezes e uritdatomineo durante
um novo repasto sanguineo e constituem a formatarfe para o

hospedeiro vertebrado. Apds penetrarem pelo loaapidada ou por
qualquer solucdo de continuidade, os tripomastigimzgadem diversos
tipos celulares, onde realizam seu ciclo de migagBo intracelular,

sob a forma amastigota. Cerca de trés a quatroagids a invasédo da
célula hospedeira, precedendo o seu rompiment@nustigotas se
diferenciam em tripomastigotas moveis, que rompegé€lala e séo

liberados no meio extracelular, podendo migrar para&irculagédo

sanguinea e serem ingeridos pelo inseto vetor aaumecar novo ciclo

intracelular (BRENER, 2000). O tropismo tecidual ghrasito para o
coragdo, aparelho digestivo, sistema nervoso, eotr®s, parece estar
fortemente associado com caracteristicas bioquémé&amoleculares
(ANDRADE et al., 1999; PRATA, 2001).

Considerado um importante problema de salde pulblica
América Latina, a doenca de Chagas é responsavatgmsideraveis
taxas de morbidade e mortalidade e estima-se quaa de 16 milhdes
de pessoas estejam infectadas pelo parasito, dasaproximadamente
8 milhdes encontram-se na fase crbnica sintomatiaainfeccéo
(ZULANTAY et al, 2004). Na fase cronica, o numerde
tripomastigotas sanguineos reduz-se até niveicedifide serem
detectados pelos métodos parasitoldégicos convegisioA maioria dos
infectados sdo assintométicos, podendo permanesé& nondi¢éo por
cerca de 20 a 30 anos ou mais (RASSI-JUNIOR; RASBIRIN-
NETO, 2010). No entanto, entre 10 a 30%, dependefadaoegiao,
exibem manifestacdes clinicas crénicas incluindmés cardiacas e/ou
digestivas relacionadas com destruicdo da redeonalumioentérica,
mais frequente no esdfago e no intestino grosso ATRR
2001;TEIXEIRA et al., 2006).

A fase aguda inicia com a entrada do parasito rapdueiro,
seguido de manifestagcdes clinicas como febre, didnopatia,
hepatomegalia e esplenomegalia. Na maioria dosgithas afetados as
manifestacdes clinicas desaparecem em quatro ss@it@anas apos o
inicio. Em casos mais graves podem ocorrer mioeardguda e
meningoencefalite, geralmente fatal. No Brasil, roeram 686 casos
agudos, com 18 mortes no periodo de 2006 a 201@egédes Norte,
Nordeste, Sul e Centro-Oeste, segundo o Minist&xi®aude (2011). A
principal via de transmissédo da doenca de Chagasetorial, seguida
das vias transfusional, congénita, oral e acidebt@lacordo com Dias
(2011), a transmisséao vetorial vem gradativamezdezindo durante as
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Ultimas décadas, sendo que o Brasil foi certificadmo area livre de
transmissao vetorial em 2005. Contudo, diante slorda transmissao
continuada em outros paises latino-americanos hé possibilidade
real do ressurgimento de vetores em areas corai@AS; PRATA,;
CORREIA, 2008).

Na transmissao por transfuséo o risco de infecgfimado é de
12 a 20%. No entanto, fatores como a parasitem@oddor, o nimero
e 0 volume da transfuséo recebida, a imunidadesdeptor e o tempo
entre a coleta do sangue e transfuséo podem afttar taxas (SOUZA;
SILVA, 2011). Em 2006, a prevaléncia sorolégicalmancos de sangue
para América Latina foi de 1,3% e para o BrasiDd®o (OPS, 2006).
O risco de transmissdo congénitaTacruzivaria regionalmente entre
0,3 a 14% e estima-se que em 2005 ocorreram 14#¥is da doenca
por esta via de transmissdo na América Latina (YADSCHMUNIS,
2009). Resultado do inquérito nacional de soropéenéa da doenca de
Chagas em criancas até cinco anos de idade reakrace 2001 a 2008
mostrou uma soropositividade global de 0,1%, seqa® as maiores
prevaléncias de transmisséo congénita foram radadrnos estados do
Rio Grande do Sul (12%) dos casos, seguido por sViarais (3%)
(OSTERMAYER et al., 2011).

A transmissibilidade, de modo geral, reduziu dcastiente
desde a década de 70, gracas as medidas de pm@wengéontrole da
doenga, com programas rigorosos combate aos vegor@striagem
obrigatoria dos doadores de sangue. Entretantmpagacao da doenca
ainda continua através da transfusdo e dos tramieplale 6rgdos em
regibes endémicas e ndo-endémicas, assim comoseas isalados pela
via oral (RASSI-JUNIOR; RASSI; MARIN-NETO, 2010, §INDEL
et al., 2008). Como agravante, os pacientes comcdoge Chagas em
fase crénica que apresentam coinfeccao pelo HIVBALY que estédo
sob terapia de imunossupressdo por tratamento delas@as ou
transplantados podem ter a reativacdo da doengaocammento da
parasitemia e da replicacéo intracelular de parégiaDIAN; WEISS;
TANOWITZ, 2004).

Da mesma forma como nas leishmanioses, o panorama d
doenca de Chagas tem relacdo direta com as baizadicGes
socioeconémicas, 0 que leva a crer que a preveacéontrole da
doenca dependem das condi¢cdes de saude, alimentizacao e,
sobretudo o acesso ao diagndstico e tratameniergédVIOTTI et al.,
20009).
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2.3.1Tratamento da doenca de Chagas

Apés a descoberta da doenca em 1909 por Carlosa€hag
véarias substancias foram utilizadas experimentainen clinicamente,
para o tratamento da doenca. O primeiro resultag@remental que
demonstrou efetividade foi observado com o grupo rdtwofuranos na
década de 50. Esses resultados levaram o profggpoan Brener a
conduzir experimentos com a nitrofurazona em caimngals infectados
comT. cruzj demonstrando a atividadi® vivo deste farmaco contra a
forma circulante do parasito (COURA, 2009). Entsedécadas de 60-
70, outros dois nitroderivados surgiram, o nifugkm (Lampit®-
Bayer)3-metil-4-(5"-nitrofurfurilidenoamino)tetraeno-4H-1,4-tiazina-
1,1-di6éxido e o benzonidazol (Rochagan®, da Rodkd)enzyl-2-
nitroimidazol acetamida (COURA; CASTRO, 2002). Ocar@ismo de
acdo de ambos envolve a producdo de radicais la/ms metabdlitos
eletrofilicos. O grupo nitro (R-N£ é reduzido a um grupo amino (R-
NH;) por nitroredutases (NADPH-citocromo P-450 redefasom
formacgédo de radicais livres intermediarios (R-NA atividade destes
compostos se da pela formagédo de anion superoxide O, que na
presenca de Beformam radicais livres, hidroxilas (OHos quais se
ligam covalentemente aos lipideos, proteinas e REdsando o efeito
antiparasitario (MAYA et al., 2007; MORENO; MASORO CAMPO,
1984).

Apesar da baixa eficacia do nifurtimox e do bendandl na
fase crbnica da doenca e dos efeitos adversos anorexia, alteracdes
psicologicas, erupgdes cutneas, leucopenia, potipatia periférica e
anormalidades teciduais estes sdo o0s Unicos fasmaté hoje
disponiveis para o uso clinico (BRENER, 2000). Bada literatura
mostram que o tratamento etioldgico com estes f@vmaa fase aguda
da doenca de Chagas a taxa de cura é superior & 8@%%ase crbnica
recente é de 50% a 60%, porém, diferentes estudssaram taxas de
cura de apenas 5 a 8% em pacientes cronicos adtdtaslos com
benzonidazol ou nifurtimox (CANGCADO, 2002; COURA,00®;
URBINA; DO CAMPO, 2003). Estudo preliminar de 80cjeates
chagasicos crbénicos na forma indeterminada da dodogRio Grande
do Sul submetidos ao tratamento com benzonidazetrmoa taxa de
cura de 5% dos pacientes em um periodo de trés aeos
acompanhamento (FERNANDES et al., 2009). Dadosestvthtamento
de pacientes chagasicos cronicos sdo escassogtadewa incerteza
sobre o risco x beneficio a esse grupo. Em 200#ifmiado um estudo
multicéntrico randomizado (Projeto BENEFIT) no qued pretende
avaliar a eficacia do tratamento com benzonidamolngais de 3.000
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pacientes portadores de cardiomiopatia chagasi¢&{(M-NETO et al.,
2008).

Estudos com diversos derivados triaz6licos tem rmadst
resultados muito promissores na quimioterapia éxgertal da doenca
de Chagas em modelo murino. Dentre este grupo d®asios o
posaconazol, o bis-triazol D0870 (MOLINA et al,02) e o
ravuconazol (URBINA et al., 2003) foram os maisv@di A eficacia
tripanocidain vivo variou de 60 a 100% de cura parasitolégica no
modelo murino dependendo da cepalderuzie da fase da infeccéo
experimental. Um interessante efeito sinérgitovitro e in vivo do
posaconazol e da amiodarona, um antiarritimicizatb no tratamento
sintomético da cardiomiopatia tem sido relatadoNBEM et al., 2006).

Estes derivados triazélicos apresentam vantagenelagéio as
terapias atuais, com potencial de cura de infecegesas e cronicas,
bem como em casos de reativacdo da doenca em teacieom
imunossupressao (URBINA, 2009). Estudos de faserti posaconazol
e com a prodroga ravuconazol-E1224 estdo sende@jatlos com o
apoio das companhias farmacéuticas Merck & Co. eaiEi
Pharmaceuticals, respectivamente (BUCKNER; NAVARI10).

De acordo com a recomendacdo do Ministério da S@),

o tratamento de pessoas infectadas tem sido redaderpara todos os
casos agudos e crdnicos, bem como para infeccgémitas, infeccbes
acidentais e casos de reativacdo da doenca.

2.4 Diaminas

As poliaminas naturais sdo encontradas em todastlatas
procarioticas e eucariodticas. Podem ser definidascaminas com duas
ou trés cadeias alifaticas conectadas por atomaodtrdgénio. A figura
2 mostra as estruturas da putrescina, espermidispegmina.
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PUTRESCINA 09)) At
ESPERMIDINA m H S A
ESPERMINA M N DN, .. e

Figura 2. Estruturas moleculares das poliaminas naturai$ [(VXMS,
1997 e GUGLIUCCI, 2004).

Para tripanosomatideos as poliaminas sao essemzieds 0
crescimento e proliferacdo celular. Nestes orgasgsmsse grupo de
moléculas é sintetizado a partir da ornitina, queescarboxilada em
putrescina pela enzima ODC, ocorrendo o primeiss@ala biossintese
de poliaminas (Figura 3). A seguir, a enzima AddMetcataliza a
formacdo de AdoMet descarboxilada que doa o grugnapropil para
a conversdo de putrescina em espermidina (HIGA$HI. £2004). A
via das poliaminas apresenta caracteristicas difsgseentre os parasitos
e as células de mamiferos, sendo, portanto, umantéeessante como
alvo quimiotergpico que ir4 atuar seletivamente EMEROBERTS;
ULLMAN, 2003). A poliamina espermidina biossintetta quando
conjugada com a glutationa forma a tripanotionaulisto [T(S)] que é
reduzida a tripanotiona ditiol [T(SH)pela tripanotiona redutase (TR),
desencadeando a neutralizacdo de espécies redgvasxigénio em
tripanosomatideos, nos mamiferos este balanco &zadm via
glutationa/glutationa redutase, sendo equivaleatsigtema [T(S)/TR
nos tripanossomatideos. Esta diferenca é alvo telesle novos
farmacos inibidores desta via metabdlica (BIRKHOL&Zal., 2011;
HAMILTON et al., 2003).
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Figura 3. Representacdo esquematica da biossintese de pain.
Leishmaniaspp. B. Trypanosoma cruziAbreviagbes: ODC ornitina
descarboxilase; AdoMetDC S-adenosilmetionina déscdase; SpdS
espermidina sintase; GSH glutationa; TriS tripani sintase; TR
tripanotiona redutase; T transporte de poliamixagenas.

A via da biossintese das poliaminas tem sido eagbicomo
possivel alvo para o desenvolvimento de novos fémmgpara o
tratamento de doencas parasitarias como a maldig@nosomiase
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africana, doengca de Chagas e leishmanioses. Estueosntes
mostraram que o analogo da putrescina DAB comptesitio ativo da
TR em formas epimastigotas de cruzi provocando a inibicdo do
crescimento celular, aumento do estresse oxidagvadanos na
mitocéndria (HASNE et al., 2010).

Outros estudos com inibidores da ODC mostraramagaka-
difluorometilornitina  (DFMO) e 1,4-diamino-2-butam@ (DAB)
causaram elevada atividade antiparasitaria coiitrabrucei e L.
donovani e contra T. cruzi e L. amazonensjs respectivamente
(BARKER et al.,, 2009; BOITZ et al, 2009; SOARESLVES;
BECHARA, 2011; VANNIER-SANTOS et al., 2008). Ja afifntes
analogos de poliaminas N,N’-bis(benzil)poliamina e N,N'’-
bis(etiltiofeno)poliamina inibiram a invasdo e a luplicacdo
intracelular daor. cruzi(ARIYANAYAGAM et al., 2003).

A atividade antiparasitarian vitro de diaminas alifaticas e
amino-alcoois tem sido reportada em diferentes foedexperimentais:
L. braziliensis L. amazonensige L. chagasi(DA COSTA et al., 2009;
DEL OLMO et al., 2002)T. cruzieT. brucei(DEL OLMO et al., 2012;
REZENDE-JUNIOR et al., 2010; REBOLLO et al., 2008)smodium
falciparum (LABADIE; CHOI; AVERY, 2004) e Trichomonas
vaginalis (GIORDANI et al., 2009). As evidéncias da atividad
antiparasitaria e da acdo sobre a via de bioseirdes poliaminas,
aliadas a facilidade de sintese quimica fazem idasirtas um grupo de
compostos relevantes na investigacdo de novas uhadéc
antiparasitarias.



17
3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Avaliar a atividade antiparasitarian vitro de compostos
derivados de diaminas.

3.2 Objetivos Especificos:

Avaliar a atividade dos compostos derivados de idiasrfrente
a formas promastigotas tlebraziliensise epimastigotas d& cruzi.

Determinar a citotoxicidade de derivados de diamiinante a
macréfagos murinos derivados de medula éssea.

Avaliar a atividade tripanocida e leishmanicida vitro de
derivados de diaminas contra amastigotas intraelsilem macréfagos
murinos derivados de medula 6ssea.

Verificar a correlagdo entre a atividade antipséfsisi com a
estrutura e lipofilicidade dos compostos

Avaliacdo do potencial de membrana mitocondngl) (e lise
celular em formas epimastigotas tratados com wgpostos ativos.

Avaliar a indugéo de TNFFe NO em macrofagos murinos pelos
compostos ativos.

Investigar o efeito inibitdrio dos compostos ativesbre a
enzima tripanotiona redutase recombinant&.dguziel. braziliensis
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Compostos

Os 17 derivados de diaminas utilizados no pressitelo estéo
relacionados na Tabela 1. Estes compostos foratetizados no
Departamento de Quimica da Universidade Federaluie de Fora
(URJF) sob a Coordenacdo do Prof. Dr. Mauro Vieiea Almeida.
Todos os compostos obtidos foram quimicamente taizados por
ponto de fuséo (PF}, infravermelho (IV) e resso@nmagnética
nuclear (RMN) déH e**C.

Tabela 1.Compostos sintéticos derivados de diaminas

Formula
Caodigo Férmula Molecular PM
DP22 CH(CH,)gNH(CH,)4NH, CisHzN, 228
DP22 Cl CH(CH,)sNH(CH,)4NH,.2HCI CiuHaNCl, 301
DP23 CH(CHy)1sNH(CHy)4NH, CigHacN2 284
DP23 Cl CH(CH,)13NH(CH,)4NH,.2HCI CigH4:NCl, 357
DP24 CH(CH,)gNH(CH,)sNH, CieH3eN> 250
DP24 Cl CH(CH,)oNH(CH,)gNH,.2HCI CigHzeNCl, 329
DP25 CH(CHy)1sNH(CHy)gNH, CycHaaN2 312
DP25 Cl CH(CH,)13NH(CH,)¢NH,.2HCI GH4eNCl, 385
DP28 CH(CHy)1sNH(CHy)¢NH, CosHaeN> 340
DP28 ClI CH(CH,)1sNH(CH,)eNH,.2HCI GCHscNCl, 413
CR40 CH(CH,)11NH(CH,)eNH, CigHacN2 284
CR40 Cl CH(CH,)1:NH(CH,)¢NH,.2HCI CigH4:NCl, 357

GUT1c  CH(CHp)uNH(CH»),NH(CH,)1:CHs  CoHseN, 396
RAGO5  CHy(CHp)uNH(CH)sNH(CH.)1:CH;  CoeHecN, 424
RAGO8  CHy(CHy)icNH(CH),NH(CH,)1:CH;  CyHzeN, 536
RAG10 CH(CH,)1sNH(CH,)JNH, CoHaN, 312
RAG11 CHy(CH,)1:NH(CH,)JNH, CiHzeN, 256

Os compostos foram solubilizados em dimetilsulfoxie
DMSO (Merck) na concentracdo estoque de 25 mM ezenados a -
20°C. Os farmacos benzonidazol a anfotericina Bnf&tAldrich, Saint
Louis) foram utilizados como controles positivosgdaeishmaniaspp. e
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redutase recombinante foi utilizado como controlesitvo a
clomipramina (Sigma-Aldrich, Saint Louis).

4.2 Parasitos

Formas promastigotas de L. braziliensis
(MHOM/BR/96/LSC96-H3) eL. chagasi(LSC-D2) foram cultivadas
em meio Schneider (pH 7,4 suplementado com 5% itelsivino fetal
(SBF), 2% de urina, 10U/mL de penicilina e 10 pg/estreptomicina).
Epimastigotas dé&. cruzi(MHOM/BR/00/Y) foram cultivadas em meio
LIT pH 7,2 (Liver infusion tryptose) suplementadont 10% de SBF,
penicilina 10 U/mL e estreptomicina 10 pg/mL em pH. As culturas
foram mantidas a 26°C através de repiques semanais.

4.2.1 Amastigogénese de Leishmania braziliensis

As formas amastigotas para ensaios de atividadacelular
foram obtidas a partir de promastigotapds quatro dias de cultivo,
promastigotas na fase estacionaria foram centdioga 2000 x g/10
minutos, semeados em garrafas de cultura de 35entendo 5ml de
meio Schneider pH 6,3 + 20% SBF + 2% de urina emm comcentracéo
de 25 x 16 parasitos/mL. A suspens&o celular foi mantida aeracédo
a 34°C por 72 horas para diferenciagdo, conform8ilda (2008). As
formas amastigotas foram passadas trés vezes ptiraag6GYz para
desagregacdo dos grumos parasitarios e utilizados ipfeccdo dos
macrofagos.

4.2.2 Obtencao das formas tripomastigotas de Tzcru

Tripomastigotas dé&. cruziforam obtidos do sobrenadante de
cultura celular da linhagem Vero (ATCC CCL-81), fmme descrito
por Toma (2000). Para tanto, tripomastigotas dddsade cultura
celular foram descongelados e utilizados para @gdfecde monocamadas
de células Vero na razéo de 5:1 (parasito:célu)ltevadas em meio
DMEM + 2,5% de SBF a 37°C e 5% de £080 sexto ou sétimo dia de
cultivo, o sobrenadante de cultura foi coletado, trggomastigotas
concentrados por centrifugacdo e utilizados paréec@gdo de
macroéfagos.
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4.3 Células

Macrofagos murinos derivados de medula 6ssea fotaidos
de camundongos da linhagem BALB/c. Para tanto,nimaas foram
eutanasiados e a medula éssea foi obtida por Iagagecessivas com
meio DMEM do interior do fémur e da tibia. As cékilforam
centrifugadas a 1.000 x g por 5 minutos a 4°C @ensOs em meio
DMEM suplementado com SFB 10%, 10 U/ml de peniajlihOug/ml
estreptomicina, 1% de L-glutamina, 2,5% de HEPE®J®&G UK) e
25% de sobrenadante de cultura de fibroblastos (BZ€C CCL-1),
semeadas em placas de seis pogos e cultivad2€ & BPo de C@por
uma semana quando o0s promondcitos ja se diferantiaem
macréfagos. No sétimo dia de cultivo, as monocaméolam lavadas
com PBS (tampé&o salina fosfato) pH 7,4 e tratadas tcipsina 0,25%
(Gibco, UK),lavadas uma vez em meio DMEM a 1.00@ yor 5
minutos, e a concentracdo celular ajustada pard@ gélulas/mL em
meio DMEM + SBF 10%. A seguir, a suspenséao cefolssemeada em
placas de 96 pogos, cultivada a’G7e 5% de Cgpor 24 horas e
realizados os bioensaios. Para os ensaios dexutiode foi utilizado
uma concentracéo celular de 2 X t@lulas/poco e para os ensaios de
atividade antiparasitaria 4 x 1€élulas/poco.

4.4 Bioensaiosn vitro

O organograma (Figura 4) mostra a dinAmica dosnis@ios
realizados ao longo deste trabalho. Todos os caogpéeram testados
na fase | e aqueles que apresentaram concentraitftdria a 50%
(Clsp) inferior a 20 uM seguiram para a fase Il, que m@@nde avaliar
a atividade antiparasitaria intracelular e a citwmidade. Os compostos
gue apresentaram indice de seletividade (IS) nwuer 50 seguiram
para a fase Ill, com o intuito de investigar o paesmecanismo de
acdo, avaliando a perda do potencial de membratacondrial de
formas epimastigotas, deteccao de ®NF6xido nitrico e inibicdo da
enzima tripanotiona redutase recombinante.dwaziliensise T. cruzi



21

I ™
Triagem Atividadeantiparasitaria Analise do potencial
dos compostos Macrofagos murinos de membrana
L. braziliensis,
L. chagasie
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Figura 4. Organograma dos ensaios de atividade antipaiasiear
investigacdo de possiveis mecanismos de acdo madm

4.4.1Triagem das atividades leishmanicida e tripaita

Para a triagem da atividade leishmanicida dos cetopp180
pl/poco de uma suspensdo contendo 3 % p@mastigotas de..
braziliensisforam semeadas em placas de 96 po¢os; e incubaiiez0
ul dos compostos em diferentes concentractes 200G, 1 e 0,2 uM)
por 48 horas a 26°C. Como controle positivo e megébram utilizados
anfotericina B (1; 0,5; 0,25; 0,12 pM) e DMSO (1%&spectivamente.
A atividade antiparasitaria foi avaliada atravéstéenica do MTT
[brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-difenitt@zdlio] (Amresco,
Ohio), conforme Sieuwerts et al. (1995). Para tampds 48h de cultivo
dos parasitos na presenca dos compostos, foi adino50 pl da
solucéo 2 mg/ml de MTT em cada pogo e as culturasbiadas a 26°C
por 4 horas. ApGs centrifugacdo a 1.700 x g porndi@utos, o
sobrenadante foi cuidadosamente removido e osisrige formazan
solubilizados com 100 pL de DMSO/poco (da SILVAQZD A seguir,
a densidade optica (D.O.) foi determinada a 540 emm leitor de
microplacas TECAN®, Modelo Infinite M2000.

Para triagem da atividade tripanocida dos comppst86€
ul/poco de uma suspensdo contendo 5 % dfimastigotas der.
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cruzimL foi semeado em placas de 96 pocos e incubadas as
mesmas concentracfes dos compostos e condi¢cOestades@mra a
atividade leishmanicida. Como controle positivoegativo foi utilizado
benzonidazol (50, 20, 5 e 1 uM) e DMSO (1%), respamente. A
atividade antiparasitaria foi avaliada através émita do MTT, com
adicao de 50 pl da solugéo 10 mg/ml de MTT em paga e incubagao
a 26°C por 6 horas. Apds centrifugacéo a 1.700prrglO minutos, o
sobrenadante foi removido e para otimizar a liselae o sedimento de
parasitos foi incubado por 1 hora com 20 pl de 3D% em HCI 0,01
Em em seguida os cristais de formazan foram satabibs pela adi¢éo
80 pL de DMSO/poco (EGER, 2010). A seguir, a deadgddptica foi
determinada a 540 nm em leitor de microplacas TE®ANlodelo
Infinite M2000. Para cada composto foram realizad&s experimentos
independentes em triplicata.

Os valores de G4 de cada composto foram estimados a partir
dos valores médios obtidos de trés réplicas emlicatp, por
interpolagéo gréafica utilizando o programa GrapisrRrinstat 3®. Os
resultados foram submetidos a analise de varifAN®VA) pelo teste
de Tukey e valores de p < 0,05 foram consideraidogisantes.

4.4.2 Avaliacao da citotoxicidade

Para os ensaios de citotoxicidade, macréfagos fordtivados
em placas de 96 pocos na concentracéo de 2 séliflas/poco a 3T,
5% de CQ em meio DMEM suplementado com 10% de SBF. Apds 12
horas de cultivo as células foram tratadas com aspostos em
diferentes concentra¢gbes (300, 50, 10 e 4 uM) e osntontroles,
DMSO 1% e anfotericina B 1uM. Apds 48 horas forafitianados em
cada poco, 50 pl da solugdo de MTT 1 mg/mL e adasincubadas
nas mesmas condi¢cbes por 4 horas. O sobrenadamtemfovido e os
cristais de formazan solubilizados com 100 pl de S0Wpoco. A
densidade o6ptica foi determinada a 540 nm em leidomicroplacas
TECAN®, Modelo Infinite M2000. Os valores de sg¢lde cada
composto foram estimados como descrito no iteni4.4.
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4.4.3 Atividade leishmanicida de diaminas contra astigotas
intracelulares em macréfagos murinos

Macro6fagos cultivados em placas de 96 pogos fanéestados
com amastigotas axénicos de braziliensis na propor¢cdo 10:1
parasitos/célula. Os parasitos suspensos em meigMDidem SBF
foram semeados sobre a camada de macrofagos aap®doras de
interacdo as monocamadas foram lavadas com PBSqramgdo dos
parasitos nao interiorizados e mantidas em meio BMHEplementado a
34°C, 5% de C@por 24 horas. A seguir, 0s compostos que foravosti
na triagem foram adicionados, nas concentracd&®,de0, 2 e 0,4 uM
e as culturas mantidas a 34°C, 5% de @@ 48 horas. Como controle
positivo foi utilizada a anfotericina B (1; 0,5;26; 0,12uM) e como
controle negativo o DMSO 1%.

Para os ensaios corh. chagasi os macréfagos foram
infectados com formas promastigotas obtidos de éatacionaria. Os
parasitos foram previamente lavados com PBS, engatos por uma
hora a 37°C com soro humano (ARBnativado e diluido a 10% em meio
DMEM sem SBF. A seqguir, os parasitos foram cergafios a 2.000 x g
por 10 minutos e suspendidos na concentracdo #mlapem meio
DMEM completo e adicionados aos macrofagos na pedpode 20:1
parasitos/célula e incubados a 37°C, 5% deg. @@0s a incubacao, as
monocamadas foram lavadas com PBS para remocdgadasitos nao
aderidos e cultivadas a 37°C, 5% de,@€® meio DMEM completo por
24 horas. Os compostos nas mesmas concentracoemndicies
descritas no item 4.4.3 foram adicionados e asrastmantidas a 37°C,
5% de CQ por 48 horas.

As monocamadas foram lavadas com PBS, fixadas com
metanol e coradas pelo Giemsa (Merck, Darmstadtp Bvaliacdo da
atividade leishmanicida, 300 células para cada emnacdo dos
compostos foram avaliadas randomicamente deterduorse a
percentagem de células infectadas e o nimero dsitoarintracelulares
em microscopio invertido Olympus 1X70 em objetivea4Dx.

O percentual de inibicdo (PI) foi determinado sefguGuru et
al. (1989) e modificado por Lakshmi et al. (20Q#)lizando a seguinte
férmula:

Pl =100 — (T/C x 100)
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Onde T é a média do total de amastigotas intraelsilem
células tratadas; C é a média do total de amaatigotracelulares em
células do controle DMSO 1%.

Os valores de g foram estimados a partir dos valores de Pl
obtidos em trés réplicas em triplicata, por intéapéo grafica utilizando
0 programa Graph Prism Instat 3®.

4.4.4 Atividade tripanocida de diaminas contra artigetas
intracelulares em macréfagos murinos

Macrofagos previamente semeados em placas de 98s pog
foram infectados com tripomastigotas de culturapraporcao de 4:1
parasitos/célula. Apdés quatro horas, as monocambmam lavadas
com PBS e cultivadas por 12 horas em DMEM supleagena 37C e
5% de CQ. Em seguida, as monocamadas foram incubadas com
diferentes concentracdes dos compostos como deserieriormente e
mantidas a 3T e 5% de CQpor 48 horas. Como controles, foram
utilizados o benzonidazol em diferentes concengs¢d0, 20, 5 e 1
KUM) e o DMSO 1%. As placas foram lavadas com PB&dés com
metanol e coradas pelo Giemsa. O percentual digdoile a estimativa
da Cky foram determinados como descrito no item 4.4.3

4.4.5 Citometria de fluxo: avaliagcdo do potenciale dmembrana
mitocondrial (wm) € lise celular em formas epimastigotas

A rhodamina 123 (R123) é um fluorocromo especifiasa a
marcacdo mitocondrial em células vivas. Esse firomo tem
caracteristicas lipofilicas e catibnicas, que pEnmisua atracdo pelo
alto potencial elétrico presente na membrana mitdal e assim
acumulando-se preferencialmente na matriz dessanelay Devido a
essa propriedade, a R123 tem sido utilizada paaatijicar o potencial
de membrana em diferentes tipos celulares (KOOPMA&N&!., 2005).

A andlise do potencial de membrana mitocondrial physsitos
tratados com as diaminas ativas foi realizada étrale citometria de
fluxo utilizando como marcador a rhodamina R123 AZBOTTE et al,
2011). Para os experimentos, 4 ml de cultura (5°parasitos/ml) de
formas epimastigotas de cruziforam semeados em placas de 6 pocos
e incubados a 2C com 12, 6 e M da diamina DP24. Apos 2, 6, 12 e
24 horas de incubacao, ®1parasitos foram centrifugados a 3.00@ x
por 5 minutos e incubados com 500 pl da solugdBR1dE8 (10 pg/ml)
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em PBS por 15 minutos a %27 Apés 3 lavagens em PBS, a marcagdo
de R123 foi quantificada por citometria de fluxoilizando o
equipamento FACSCalibur (Becton-Dickinson, San J&&, USA).
Um total de 20.000 eventos foram adquiridos ngede espalhamento
de luz (FSCxSSC) correspondente aos parasitos. &dssdforam
analisados posteriormente através do programa Blo@Jreestar
software). Todos os experimentos foram realizados duplicata,
utilizando como controle DMSO 1%.

Paralelamente, a viabilidade celular foi avaliaden® corante
vital iodeto de propideo, o qual penetra exclusate em células com
membrana danificada, permitindo quantificar o namele células
mortas (KROEMERet al, 2009). Para este ensaio, 0s parasitos foram
coletados como descrito acima e incubados’@ 281 PBS contendo 5
pg/ml de iodeto de propideo. Apds 10 minutos, amgi@s foram
lavados e quantificados por citometria de fluxo oatascrito acima.

4.4.6 Dosagem da producao de NO

A dosagem de nitrito (N£) liberado pelos macréfagos e
determinado pela reacdo de Griess foi utilizadoacom indicador da
producdo de NO. Para tanto, monocamadas de magsdfafgctados
comL. braziliensis L. chagasie T. cruzie tratadas com as diaminas na
concentracdo de 10puM / 48 horas. Foram utilizad68 [uL do
sobrenadante misturados com igual volume de reagenGriess (1%
de sulfanilamida em 5% de &cido cloridrico/0,1% denatftil-
etilenodiamina em agua Milli-Q). Como controle piesi as
monocamadas foram tratadas com 10pug/mL de LP$(iissacarideo
de Escherichia coli Sigma-Aldrich, Saint Louis) e como controle
negativo, com DMSO 1%. Apoés incubacdo &@7 40 minutos, a
densidade o6ptica da reacdo foi determinada a 54Cemmeitor de
microplacas TECAN, conforme descrito por Mirandaoéaboradores
(2001). A concentracdo de N@oi determinada a partir de uma curva
de calibracdo e expressa em uM.

4.4.7 Dosagem de TNF

Apés 48 horas de incubagdo com os compostos, @&ewacao
de TNFu foi dosada no sobrenadante das culturas de mgogtaravés
do método de ELISA sanduiche segundo protocolo ritlespelo
fabricante (BD Biosciences — San José, USA). Paméot placas de
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ELISA foram sensibilizadas com anticorpos de captamti-TNF. e
incubados aC por 12 horas. A seguir a placa foi bloqueada P&8
1x + 0,05% Tween 20 + 5% de leite desnatado a textyya ambiente
por uma hora, seguido da adicdo de 100 pl das emnastdo padrdo. A
placa foi mantida a°€ e apds 12 horas foi adicionado o anticorpo de
deteccdo (anti-TNk biotinilado) e o conjugado enzimético
(estreptoavidina marcada com peroxidase), os foi@m incubados ao
abrigo da luz por duas horas a temperatura ambiPara a revelacdo
do ensaio foi utilizado o substrato ABTS, 2,2-afis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico). O desenvolento da reacéo foi
interrompido pela adicdo de SDS 1% e a leiturazadd em 540 nm.
Os resultados da concentracdo de dNéram expressos em pg/mL.
Como controle positivo foi utilizado o sobrenadad&e macréfagos
infectados e tratados com 10pg/ml de LPS. Comaa@entegativo foi
utilizado o sobrenadante de macr6fagos infectadwasdos com DMSO
1%.

4.4.8 Ensaio de inibicdo da TR heteréloga de T. zr§TcTR) e L.
braziliensis (LbTR)

A tripanotiona redutase (TR) recombinante Ldebraziliensis
(LbTR) e deT. cruzi (TcTR) foi expressa enkt. coli BL21 DE3
(PET14B) no Laboratério de Protozoologia do Depadiato de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da UFSQs ensaios de
inibicdo enzimética foram realizados segundo o dwétdescrito por
Hamilton e colaboradores (2003). O fundamento daité consiste na
reducdo do substrato tripanotiona (E)Sjela enzimaLbTR ou TCTR
(T[S].— T[SH],) e regeneracdo da tripanotiona reduzida (T{SH]
T[S],) peldacido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzdéicoDTNB (reagente de
Ellman) formando ions amarelos de tionitrobenzo@iB) de cor
amarelada, os quais podem ser mensurados a 41Biguna(5). Desta
forma, o reagente de Ellman mantém constante aeotmagcdo do
substrato e permite a linearidade da cinética eitiim
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NADPH TryR,, T[SH], DTNB
(R340 = 6220)

NADP* TryR o4 T[S], 2TNB

(;\.412 = 13484)

Figura 5. Representacdo esquematica da re-oxidacdo de thigeno
reduzida (T[S)) mediada pelo DTNB (Fonte: Hamilton et al., 2003).

Os ensaios de inibicdo da tripanotiona redutasenmiemante
foram realizados em microplacas com 96 poc¢os comatescrito por
Eger (2010). Os ensaios foram feitos em volumel fo@ 250 pli
contendo: 230 ul de tampao de ensaio (40 mM HERBE@m EDTA
com pH ajustado para 7,39bTR (41 ng) ouTcTR (37 ng), 1 uM de
tripanotiona (Bachem, Torrance), 25 uM de DTNB f(sgAldrich,
Saint Louis), 150 pM de NADPH (Sigma-Aldrich, Saibbuis) e
diferentes concentragbes dos compostos. Como &emtrioram
utilizados o inibidor clomipramina (Sigma-Aldriclgaint Louis) em
diferentes concentracdes e o solubilizante DMSO C#mo branco,
foram utilizados os compostos na maior concentra(E0 M)
incubados com todos 0s reagentes, menos a enzimeacAo ocorreu
com pré-incubacao a 2Z durante 30 minutos e a leitura iniciada apos a
adicdo de 25 uM de DTNB eny;» nm, medindo-se a inclinacdo da
curva durante 30 minuto®Abspt). Os ensaios foram realizados em
triplicata com trés réplicas e o0s resultados forampressos
comoinibi¢do da atividade enzimética de 50%d{Glomparando com o
controle DMSO 1%.

4.5 Determinacdo da lipofilicidade e avaliagdo esitural dos
compostos

A lipofilicidade das diaminas foi determinada sésdo calculo
do coeficiente de particdo (logP) utilizando o pamga MarvinSketch
5.6®. A avaliagdo estrutural foi realizada a padias estruturas
guimicas com determinacao do numero de carbonosBénmeds, da
distribuicdo das cadeias alquilicas e do peso mialec
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5. RESULTADOS

5.1 Triagem das atividades leishmanicida e tripanada

A triagem inicial evidenciou que dos 17 compostealiados,
14 foram ativos (Ghk< 20 pM) contra promastigotas Hebraziliensise
10 foram ativos contra epimastigotasideruzi(Tabela 2).

Tabela 2.Atividade leishmanicida e tripanocidavitro de derivados de
diaminas frente a formas promastigotat.dishmania braziliensis
epimastigotas dé€rypanosoma cruzi

Clsc (UM)
Compostos L braziliensis T. cruzi
DP22 13,6 (£ 1,4) 14,5 (£5,1)
DP22 (cloridrato) 14,2 (£ 0,2) 14,1 (x4,7)
D23 12,5 (£ 0,6) 14,8 (£ 0,9)
DP23 (cloridrato) 9,4 (x3,4) 14,1 (£ 4,9)
DP24 15,4 (£ 2,4) 14,5 (£ 1,3)
DP24 (cloridrato) 12,3 (£ 3,5) 14,3 (x 0,7)
DP25 11,3 (£ 2,8) 14,2 (£ 2,6)
DP25 (cloridrato) 9,0(x2,9) 15,1 (£ 2,7)
DP28 20,0 NA
DP28 (cloridrato) NA NA
CR40 18,3 (£ 3,9) NA
CRA40 (cloridrato) 11,7 (£ 4,1) NA
GUT1c NA NA
RAGO05 15,1 (£ 1,1) NA
RAGO08 NA NA
RAG10 12,2 (£ 0,2) 13,5 (£ 0,7)
RAG11 9,8 (x0,4) 11,9 (x2,4)
ANF/BNZ 0,13 (+ 0,05) 312 (x1,2)

NA=N&o ativo na concentracédo de 100 uM. ANF=Anfictea B e BNZ=benzonidazol.

Dentre os 17 compostos avaliados, 76,5% foram sibamtra
promastigotas deL. braziliensis e 58,8% foram ativos contra
epimastigotas d&. cruzi com valores de g variando de 9,0 a 18,3
UM e 11,9 a 15,1 uM, respectivamente. Quatro cotopofDP28,
CR40, CR40CI e RAGO05, foram ativos apenas contwenpstigotas de
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L. braziliensis Os demais compostos (DP28CIl, GUT1c e RAGO08) néo
mostraram atividade antiparasitaria numa concefmrae até 100 pM.
Os quatorze compostos com valores dg>2D pM foram selecionados
para os ensaios de citotoxicidade e atividade aomimastigotas
intracelulares em macréfagos murinos.

5.2 Atividade leishmanicida, tripanocida e citotoxgéidade das
diaminas sobre as formas amastigotas intracelularemm macréfagos
murinos

A citotoxicidade de 50% (Gf dos compostos para
macrofagos murinos variou de 149,5 a >300 uM (T&aBglDe maneira
geral, a forma cloridrato dos compostos mostromais citotoxica para
0s macréfagos que a forma néo cloridratada, a &gcdg composto
DP22CIl. A Ciy dos diferentes compostos contra amastigotas
intracelulares variou de 2,6 a 28,2 uM plarbraziliensis de 3,0 a 15,5
UM paral. chagasie de 1,6 a 23,6 uM pafa cruzi O composto DP23
foi 0 mais ativo para as duas espéciekalshmania(Clsp2,6 a 3,0 pM)
com IS variando de 100 a 115,4, enquanto que o astmDP24 foi o
mais ativo para @. cruzi(Clsg1,6 uM) e IS>187 (Tabela 3). O DP23Cl
em concentracbes >10 pM mostrou-se altamente xitotopara
macréfagos infectados independente da espécie dsitpa Efeito
semelhante foi observado para os compostos DP261RA& RAG11
em macrofagos infectados pélocruzi(Tabela 3).

As figuras 6 e 7 mostram a reducéo da taxa dedéafee da
carga parasitaria de macréfagos infectados lpobraziliensise L.
chagasitratados por 48 horas com o composto DP23 emedifes
concentracdes. Na concentracédo de 2 pM, a redectaxd de infecgédo
e da carga parasitaria em macréfagos infectado&.pcnagasifoi de
13,7% e 52,6%, enquanto que phrdraziliensisa reducéo da taxa de
infeccdo e da carga parasitaria foi de 34,9% e%8r8spectivamente.
Na concentracdo de 10 pM a reducdo da taxa decédee da carga
parasitaria foi de 17,3% e 57,7% pérachagasie de 63,4% e 88,2%
paral. braziliensis respectivamente. Considerando g,Gb composto
DP23 foi cerca de 40 vezes menos ativo que a aitioteB.

A reducdo da taxa de infeccdo e da carga parasitii
macréfagos infectados com. cruzi e tratados por 48 horas com
diferentes concentra¢cdes do composto DP24 estawanios na figura
8. Na concentragédo de 2 uM a reducdo da taxa decénxd e da carga
parasitaria foi de 80,6% e 89,6%. Ja na concertragd 10 uM a
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reducdo da taxa de infeccéo foi de 90,5% e da qaagasitaria foi de
97,5%. Considerando adglo composto DP24 foi cerca de sete vezes
mais ativo que o benzonidazol.
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Figura 6. Reducdo da taxa de infeccdo e da carga paraséaria
macréfagos murinos infectados cdm braziliensise tratados com o
composto DP23 em diferentes concentragées. (A)r@len{B) DP23 (2
pM); (C) DP23 (10 uM) e (D) Anfotericina B (0,1 pM) seta indica as
formas amastigotas intracelulares. Aumento: 400x.



Figura 7. Reducdo da taxa de infeccdo e da carga paraséaria
macréfagos murinos infectados com chagasie tratados com o
composto DP23 em diferentes concentragées. (A)r@len{B) DP23 (2
pM); (C) DP23 (10 uM) e (D) Anfotericina B (0,1 pM) seta indica as
formas amastigotas intracelulares. Aumento: 400x.



Figura 8. Reducdo da taxa de infeccdo e da carga parasééria
macréfagos murinos infectados cdirypanosoma cruz tratados com
0 composto DP24 em diferentes concentracdes. (Ajr@e; (B) DP24

(2 pM); (C) DP24 (10 uM) e (D) Benzonidazol (20 puM)seta indica

as formas amastigotas intracelulares. Aumento: .400x
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Tabela 3.Atividade e citotoxicidade dos compostos contranfs amastigotas intracelularesldéraziliensisL.
chagasieT. cruziexpressa em g e indice de seletividade (IS) em relacdo ao magodmurino (continua).

M@ L. braziliensis L. chagasi T. cruzi

Compostos CCs¢ (UM) Clsg (ULM) IS Clsc (UM) IS Clsg (UM) IS
DP22 220,9 85(x0,9) 26,0 80(x10) 276 23612 94
DP22Cl| 273,1 52(+08) 525 6607 414 59(01) 459
DP23 >300 2,6(x0,1) >1154 3.0(08) 100 9,2(x0,1) >326
DP23Cl 217,6 cT - CT . CT -
DP24 >300 82(+11) >36,5 71(+03) >422 1605 >1875
DP24Cl 240,8 46(x02) 52,3 6,2(+04) 388 87(F01) 276
DP25 220,3 53(+02) 416 71(x20) 310 cT -
DP25C] 174,3 44(+1,0) 39,6 43(07) 405 22(x08) 333

IS= CG/Clsg

CT=citotbéxico
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Tabela 3.Atividade e citotoxicidade dos compostos contranfs amastigotas intracelularesldéraziliensisL.
chagasieT. cruziexpressa em gje indice de seletividade (IS) em relacdo ao magodmurino (conclusio).

MJ L. braziliensis L. chagasi T. cruzi
Compostos CCs¢ (UM) Clsg (UM) IS Clsc (UM) IS Clsg (UM) IS
CR40 216,2 11,7(+0,8) 185 9,115 23,7 NA -
CRA40CI 149,5 43(x07) 34,8 12,5(+2,0) 12,0 NA -
RAGO5 227,5 74(£0,9) 307 14,0 (+3,1) 16,2 NA -
RAG10 216,7 282 (£33) 7.7 155 (£2,6) 14,0 CT -
RAG11 168,0 5311 317 56(04) 300 CT -
Anfotericina B - 0,06(x 0,02) - 0,07(x 0,03) - . .
Benzonidazol - - - - 10,8 (+ 1,5) )

IS= CGy/Clsg CT=citotbéxico NA=n&o ativo
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5.3 Correlagdo da atividade antiparasitaria com a srutura e
lipofilicidade dos compostos

O logP, a distribuicdo dos carbonos e o total ddores
metilénicos das diaminas ativas estd mostradabedatd. Os valores de
logP variaram de 3,58 a 7,14. As duas diaminas ataias, DP23 e
DP24, apresentaram valores de logP de 5,36 e 4ghectivamente
(Figura 9). A distribuicdo dos carbonos metiléniéasiostrada em dois
grupos distintos: -NH-4 e -NH-6 apresentando 4 eca&bonos
metilénicos, respectivamente, apés o grupamentoaamiariando de 9
a 15 carbonos nas estruturas de ambos grupos. @raliotal de
carbonos metilénicos nos compostos variou de 18.aA& diaminas
mais ativas contréeishmaniae T. cruzi apresentam distribuices 13-
NH-4 e 9-NH-6; e 17 e 15 carbonos, respectivamente.

Tabela 4.Relag&o da atividade contra formas amastigoteaceitlares
de L. braziliensise L. chagasie T. cruzicom caracteristicas quimicas
das diaminas: peso molecular (MM), lipofilicidadegP) e distribuicédo
dos carbonos metilénicos nas estruturas: 3{CH,),NH(CHy)yNH,
onde x =9, 11,13 e 15;y =4 ou 6]

COmPOSO | iyugitensis  Lohagasi  Teomzi  ghol % Comeen  Com
DP22 8,5 80 236 228 358 O9-NH-4 13
RAG11 5,3 56 CT 256 447 11-NH-4 15
DP23 2,6 30 92 284 536 13-NH4 17
RAG10 28,2 155 CT 312 6,25 15-NH-4 19
DP24 8,2 71 16 250 447 9NH-6 15
CR40 11,7 9,1 NA 284 536 11-NH-6 17

DP25 5,3 71 52 312 6,25 13-NH-6 19

A relacdo atividade antiparasitaria {lcom a lipofilicidade
(logP) das diaminas foi estabelecida pela analise wlores de
atividade leishmanicida e tripanocida com os valode logP das
diaminas separadas em dois grupos de distribuigiocatbonos
metilénicos, -NH-4 e -NH-6. A Figura 8 mostra guz grupo com a
distribuicdo -NH-4 o valor de logP que obteve melhelagdo com
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atividade foi 5,36. Dentre os compostos que possaelistribuicao -
NH-6 a melhor relagéo foi com o logP 6,25.

6,0 -

55 4

log 1/Clsg

Y
o
1

-
i
1

4,0 ; ; ; ; ; ;
358 447 536 625 7,14 9,78 13,34

log P
Figura 9. Relacdo da atividade antiparasitaria sgCl com a
lipofilicidade (logP) das diaminas com distribuic&te carbonos
metilénicos -NH-4 e -NH-6.

5.4 Efeito dos compostos sob o potencial de membeamitocondrial
(vm) em formas epimastigotas

A alteracdo do potencial de membrana mitocondriatlae
integridade celular foram avaliados utilizando @saotes rhodamina
(R123) e iodeto de propideo, respectivamente. gdrde citometria de
fluxo. A Figura 10 mostra que epimastigotasTdecruzitratados com
DP24 nas concentracbes de 6 e 12 uM apresentaragregsiva
despolarizagdo da membrana mitocondrial (painel ersop
concomitante a diminuicdo da viabilidade celulaairfpl inferior) a
partir de 6 horas de incubagdo. ApOs 24 horas debatdo, a
mortalidade celular atingiu taxas de cerca de 90%1086 nas
concentracbes de 6 e 12 pM, respectivamente (Fig@ya
Contrariamente, epimastigotas ndo expostos ao Dir24 hachureada)
nao apresentaram alteracdes pg) (€ se mantiveram viaveis ao longo
de toda a avaliacgéo.
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Figura 10. Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrjg]) (e viabilidade de formas epimastigotasTde
cruzi, marcadas com R123 (painel superior) e iodetordgigio (painel inferior), respectivamente. Conmueas
por citometria de fluxo apos diferentes temposndabacdo com DP24 em diferentes concentracoes.
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A andlise concomitante do ensaio de R123 e IPntligs duas
primeiras horas de tratamento com DP24 néo reseltowlteracéo do
potencial de membrana mitocondrial nem morte celila entanto, no
tempo 6 horas de tratamento ocorreu a despolaozagéorte celular
somente na concentracdo de 12 uM do composto. ébysos de 12 e
24 horas de tratamento observou-se um aumento spoldezacéo e
morte celular nas concentragfes de 12 e 6 UM (@ibdly.
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Figura 11. Dados de citometria de fluxo de formas epimastgydeir.
cruzi tratadas com DP24 em fung&o da concentracédo dpasione do
tempo de incubacédo. O eixo Y, a esquerda, indicglagdo média da
intensidade de fluorescéncia de R123 em epimaatigddP24-
tratados/nao tratados (linhas sélidas), enquantoogeixo Y, a direita,
indica o percentual de epimastigotas mortos (linpastilhadas),
marcados pelo iodeto de propidio.

5.5 Detec¢Bes de TNke NO em macréfagos tratados com diaminas



39

Macrofagos infectados e n&o infectados submetidos a
tratamento com 0s compostos ativos ndo apresentamsanelevacao
nos niveis de TNk sugerindo que esta via ndo participa do mecanismo
de destruicdo intracelular do parasito. Por outdo]l TNk foi
detectado no sobrenadante de macréfagos nédo idsceaestimulados
com LPS (dados ndo mostrados).

Em relacdo a ativacdo da via do éxido nitrico,esslltados do
presente trabalho mostraram que macréfagos infestpdrT. cruziou
por L. braziliensis ndo foram estimulados a produzir NO quando
tratados com o composto DP23, mas foram estimuladediante o
tratamento com DP24, onde foi possivel detectapu®Mde nitrito no
sobrenadante da cultura. Entretanto, esta indwgdoefo menos cinco
vezes menor do que o controle estimulado com LRfSid 12).
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Concentracao de NO, (i, 2x10° células)
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LPS DMSO 1% DP23 DP24

Compostos

Figura 12. Niveis indiretos de producéo de NO por macréfagosnos
infectados comlL. braziliensise T. cruzi e tratados com 10uM das
diaminas DP23 e DP24. Controle positivo: LPS 10fgkontrole
negativo: DMSO 1%. * diferenca significante (p<@p@m relacdo ao
controle negativo.

5.6 Ensaios de inibicdoin vitro da tripanotiona redutase
recombinante deT. cruzi (TcTR) e deL. braziliensis(LbTR)
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Inicialmente foi padronizada a concentracdo necdesdé cada
uma das enzimas através do coeficiente de coreelangar (Figura 13
A e B). Para a tripanotiona redutase recombinaeté. doraziliensis
(LbTR) a concentracéo foi de 41,3 ng (r = 0,9999)ra patripanotiona
redutase recombinante de cruzi(TcTR) a concentracdo foi de 36,71
ng (r = 0,9885).

Os compostos com maior atividade antiparasitatiméelular
foram submetidos aos ensaios de inibicdo da tripareredutase. Para
a triagem, os compostos foram testados na concéotrignal de 100
UM (Figura 14 A e B).
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Figura 13. Titulacdo das enzimas para a padronizacdo da ctacéo
enzimatica para os ensaios de inibicdo.LATR (41,3 ng) B-TcTR
(36,7 ng).

Quatro compostos (DP23Cl, DP25, DP25C| e RAG 1 mjriaim
em mais de 50% a atividade enzimaticd.d€R, enquanto que somente
0 composto DP25CI causou inibicdo superior a 50%atildade
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enzimatica dalcTR. A Clso destes compostos variou de 46,3 a 54 uM
paraLbTR e 73,3 uM pardcTR, cujos valores foram cerca de dez
vezes maiores do que a do controle clomipramina.
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Figura 14. Taxa de inibicdo da enzima tripanotiona redutase
recombinante (%) pelas diaminas na concentracad Ofle uM. A-
tripanotiona redutase de braziliensis(LbTR). B- tripanotiona redutase

de T. cruzi (TcTR). Entre parénteses: £I(uM) das diaminas e do
inibidor clomipramina.
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6. DISCUSSAO

Embora as doencas tropicais negligenciadas afetrna e
25% da populagcdo mundial, especialmente nos paiees
desenvolvimento, estes agravos de salde pareceposen atrativos
para a industria farmacéutica (TROUILLERal.,2002; WHO, 2010).
A precariedade das condi¢des de vida aliado a gi@siaacao social, a
auséncia de acbes politicas efetivas e de progradasacionais
contribuem para a manutencdo destas doencas rniéesregais pobres
do mundo (CRUZet al.2009). A despeito do grande progresso
cientifico das Ultimas décadas (sequenciamento ghrsomas do
homem, de vérios patdgenos de importancia na saddeseus vetores),
0s avangos no conhecimento da biologia dos pasasito se traduziram
ainda efetivamente em programas mais abrangentésteteupcdo da
transmissdo e no desenvolvimento de vacinas e/onodes agentes
guimioterapicos mais efetivos e acessiveis.

As leishmanioses assim como a malaria sdo as doenca
parasitarias para as quais o desenvolvimento devaciaa parece ser
factivel. Apesar de resultados em modelos animadicarem a
possibilidade deimunizacdo protetora contrhesshmaniae de uma
vacina efetiva para leishmaniose visceral caniter €sn fase avancada
de testes, nenhuma das vacinas ou formula¢desaimdasenvolvidas
até o presente foi aprovada em estudos clinicos heimanos
(KEDZIERSKI, 2010). Em decorréncia disso, o comrala doenca
depende ainda primariamente do diagndstico preeode tratamento
medicamentoso (CRUet al, 2009).

O tratamento das leishmanioses esta limitado a Uamero
reduzido de farmacos com eficacia limitada, cusedsvados e
toxicidade ao paciente (KEDZIERSHKt al., 2009, MURRAY et al.,
2005). Os antimoniais pentavalentes, farmacos ideepa escolha para
0 tratamento das leishmanioses requerem tratampratbngado,
administracdo parenteral e em muitos casos, oeasiorfeitos
colaterais severos resultando no abandono do eatanpelo paciente
(MURRAY etal,, 2005; CRUZt al.,2009).

A pesquisa de novos farmacos € um processo onel®songa
duracdo que requer a participacdo de equipes tsalptinares e
necessita de investimentos vultuosos. Em médiemase que para se
ter um novo farmaco em fase de testes clinicosnwestimento de 500
milhdes de ddblares e 10 a 12 anos de pesquisa negjessario
(FREARSONet al,2007). No periodo de 1975 a 2009 dos 52 novos
medicamentos aprovados para doencas negligenci®®ds, deles
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constam da lista de medicamentos essenciais dani@agdo Mundial
de Saude (COHEN et al., 2009). No entanto, cerc¥Q¥ destes
medicamentos atendem apenas 3 doencas (malari8, @tbDberculose)
e somente trés foram introduzidas no tratamentdadcas causadas
por tripanosomatideos (COHEN et al., 2009).

Inlmeros compostos de diferentes classes quimicédas a
partir de produtos naturais ou por sintese tem effiodados quanto as
suas propriedades antiparasitarias. Poliaminams#rculas de natureza
policatibnica presentes em microrganismos, plaatasimais que estédo
envolvidas em processos essencias de diferenciac&oescimento
celular (FAIRLAMB; Le QUESNE, 1997). A diamina (pescina), a
triamina (espermidina) e a tetramina (espermina)asdpoliaminas mais
conhecidas e estudadas. Devido a sua naturezaatfinlica, essas
moléculas podem ligar-se e estabilizar diferentelémeros ricos em
cargas negativas como DNA, fosfolipideos e prose(RAIRLAMB; Le
QUESNE, 1997). O metabolismo de poliaminas é da utportancia
para o ciclo celular e desta forma se constituiadwo farmacoldgico
relevante para o desenvolvimento de novos compostos
quimioterapéuticos (HUANG et al, 2005). Diferentesstudos
demonstraram que varios analogos de poliaminasiewspropriedades
antitumoral, antibacteriana, antiparasitaria, eatrgas (DEL OLMO et
al 2002, 2012; GIORDANI et al., 2009; HUANG et aRQO05;
LABADIE; CHOI; AVERY, 2004; SPIGELMANN, 2007; XIACet al.,
2005).

Estudos de outros autores demonstraram promistigidade
leishmanicida de diaminas lipofilicas e amino aisodontra formas
promastigotas dé.. braziliensis L. amazonensi® L. chagasi(DA
COSTA et al.,, 2009; DEL OLMO et al., 2002)), cruzie T. brucei
(DEL OLMO et al., 2012; REZENDE-JUNIOR et al., 20REBOLLO
et al.,, 2008),Plasmodium falciparum(LABADIE; CHOI; AVERY,
2004) eTrichomonas vaginali§lGIORDANI et al., 2009).

No presente estudo, das 17 diaminas testadas,rdmh fativas
contra promastigotas de. braziliensise L. chagasie 10 contra
epimastigotas dd. cruzi com Cky < 20 uM. De maneira geral os
compostos foram sempre mais ativos cohshmaniaspp. do que
contra T. cruzi Del Olmo et al. (2002) avaliando 33 derivados de
poliaminas, verificaram que as diaminas lipofiliepsesentaram melhor
atividade antiparasitaria do que os amino alcooigra promastigotas
de L. amazonensjd.. braziliensise L. donovani com inibicdo de até
70% a 10 pg/mL em 3 compostos. Em outro estudomio et al.
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(2012), demonstrou que 14 diaminas lipofilicas s contra
promastigotas del. braziliensis apenas 4 apresentaram atividade
antiproliferativa do parasito com gglariando de 59 a 81 uM. Coimbra
et al. (2009) avaliando a atividade leishmanicida28 amino alcodis
verificaram que 10 compostos foram ativos contanastigotas dé.
chagasie sete contr&. amazonensisomClso<10 uM. Da Costa et al.
(2009) estudando uma série de 17 diaminas lipaéiliwerificaram que
7 apresentaram atividade antiproliferativa contmranfis promastigotas
de L. amazonensie L. chagasicom Cky < 10 uM. Os autores
verificaram que um derivado de etilenodiamino agmesu Ci, de 0,9 e
0,26 uM contrd.. brazilienisie L. chagasi respectivamente, mostrando
atividade leishmanicida semelhante a anfotericin&rB nosso estudo a
Clso das 14 diaminas com atividade leishmanicida vadi®® a 20 pM,
contra promastigotas de braziliensis

O composto 1,4 diamino-2-butanona (DAB), um analdgo
poliamina putrescina e inibidor da enzima ODC epatrosomatideos
mostrou atividade leishmanicida contra promastgail. donovanie
L. amazonensis(LABADIE; CHOI; AVERY, 2004; VANNIER-
SANTOS et al, 2008). Esses autores demonstraram na
concentracdo de 100 uM de DAB ocorreu completagédbda ODC.

Rezende-Junior et al. (2010), demonstraram que igésm
lipofilicas foram mais ativas do que o0s amino alko@ontra
tripomastigotas sanguineos de cruzi Neste estudo, a diamina N-
dodecil-1,3-propanodiamina e N-dodecil-1,2-etanmilia
apresentaram GJ de 128,9 e 136,8 uM, respectivamente contra
tripomastigotas sanguineos da cepa Y degruzi

Recentemente, Del Olmo et al. (2012) avaliandoiddatie
tripanocida de 20 compostos derivados de 1,2-demiB-aminoalcano-
1-ol verificaram que 8 deles apresentaram elevanédade contra
formas tripomastigotas d€. bruceicom Cky variando de 436 a 961
nM. Em nosso estudo, 10 diaminas apresentarandadi®i tripanocida
contra formas epimastigotas de cruzi (Clsp 11,9 a 15,1 uM).
Entretanto, nenhuns desses estudos avaliaram #&adiv destes
compostos contra formas intracelulares dos pagasito

No presente estudo, os compostos foram inicialmevdéados
guanto a sua atividade leishmanicida e tripanociddra promastigotas
de L. braziliensise epimastigotas d&. cruzi como um critério de
selecdo de compostos ativos para ensaios de ddioimde e atividade
antiparasitaria contra amastigotas intracelulae4..dbraziliensis L.
chagasie T. cruziem macréfagos murinos. As concentragdes citotéxica
a 50% (CGy) dos 14 compostos variaram de 149,5 a >300 uM@sgs
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contra formas amastigotas variaram de 2,6 a 28,2 pdvh L.
braziliensis de 3,0 a 15,5 uM pata chagasie de 1,6 a 23,6 UM para
T. cruzi Os compostos cloridratados foram mais citotoxigos suas
formas ndo cloridratadas a exce¢do do composto .DP22maneira
inesperada o0s compostos DP23Cl, DP25, RAG10 e RAGIl1
apresentaram maior citotoxicidade em macréfagoseciaios
independente da espécie de parasito. Pinheira Q1) verificaram
gue compostos aminados com cadeia alquilica apieeaen menor
toxicidade do que compostos aminados com o gruptetpr monak-
butiloxicarbonil como substituinte. Além da difegamnas substituicdes,
essas moléculas apresentaram diferenca no tamantexdia alquilica.
Moléculas com cadeias maiores se mostraram maisag)xporém
foram as mais ativas contta amazonensidsso mostra que a acao dos
compostos e sua interagdo com 0s possiveis alvdspéndente da
estrutura quimica, uma vez que as alteracdes tér consequéncia as
mudancas das propriedades fisico-quimicas, o gerea interferéncia
no grau de citotoxicidade (SMITH, et al., 2011).

O composto DP23N-tetradecil-1,4-butanodiamina) foi o mais
ativo paraLeishmaniacom IS de >100 a >115,4 e o DPR4decil-1,6-
hexanodiamina) foi 0 mais ativo confracruzicom IS >187,5. Pinheiro
et al. (2011), avaliando a atividade leishmanididacelular de 18
derivados de poliaminas em macrofagos murinos enasir que as
diaminas mono-t-butiloxicarbonil as mais ativastcah. amazonensis
apresentaram ¢jde 38,2 e 12,6 uM e IS < 6,4. Em nosso estudo, 0s
compostos DP23 e DP24 mostraram-se seletivos taspaente,
contra formas amastigotas de duas espéciksidemaniae deT. cruzi

Apesar de varios estudos confirmarem a atividaddial@inas
em diferentes espécies de tripanosomatideos, pauaiacdes tém sido
realizadas em formas clinicamente relevantes d@sipas (TAVARES
et al., 2005). Amastigotas axénicasL@éshmanigpodem ser facilmente
obtidos e tem sido utilizados em ensaios de atiidmtiparasitéria (Da
SILVA, 2008). Contudo, estudos de protebmica detnaran
diferencas significativas no perfil de proteinaspressas entre
amastigotas axénicas e amastigotas obtidos de thss@mimais ou de
cultivo celular (PAAPE, et al., 2008). Desta forna,utilizacdo de
amastigotas axénicos pode ndo ser o melhor mo@eto gvaliacdo de
atividade antiparasitaria. Por outro lado, a reghio de ensaios contra
formas amastigotas intracelulares é ainda um psoceslito laborioso,
uma vez que a avaliagcdo de atividade requer agemtae parasitos em
microscopio. Ja paraD. cruzijd ha um ensaio padronizado utilizando
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parasitos transfectados com o geng-gmlactosidase, o que permite a
leitura colorimétrica do ensaio (ROMANHA et al.,12). No entanto,
para Leishmaniando h& ainda disponivel cepas de parasitos com
transfeccao estavel de genes de interesse par@<emsa atividade
antiparasitéria.

Com objetivo de verificar a possivel relacdo quémiom a
atividade biolégica analisamos as alteracbes nast@ss, como a
distribuicdo de carbonos e dimensdo por alteragdioniimero de
grupamentos metileno (-CH2-) nas cadeias. Os cdogpofram
agrupados segundo a disposicdo dos carbonos riwigéem relacao
aos grupamentos amina para a analise das estr(Tatzda 4).

O numero de carbonos metilénicos variou de 13 aerl
compostos testados conttaishmania A variagdo no tamanho da
cadeia alquilica acarreta em aumento ou reducdmgy coeficiente de
particdo de uma substancia entre a fase orgari@gaosa. Estudo com
derivados de poliaminas semelhantes as diamindiadas no presente
trabalho mostrou que a atividade intracelular @lntmamazonensissta
relacionada com a lipofilicidade das moléculas ibd#ando que o
composto alcance os amastigotas no vacuolo pdmsitPINHEIRO
etal., 2011).

O composto DP23, foi a molécula mais promissoratraon
Leishmania entre todas as testadas. Essa molécula aprdegRtale
5,36 e 17 carbonos metilénicos em sua estrutimbeifo et al. (2011)
observaram que nas moléculas mais ativas cantimmazonensie logP
variou de 3,51 a 4,52. Contudo, a reducdo no nuae@arbonos entre
0S grupamentos amina e consequente reducdo do dagP -1,81
ocasionou uma diminuicdo de dez vezes na atividatiparasitaria. Em
nosso estudo verificou-se que o aumento da cade@imaade 19
carbonos metilénicos também reduziu a atividadenfiostos com 21 a
34 carbonos (DP28, GUT1lc, RAGO5 e RAGO08) ndo aptasmm
atividade bioldgica contra formas promastigotas ldgishmania
epimastigotas d&. cruzi(Tabela 1). Isto provavelmente é determinado
pela elevada massa molecular de compostos comasadeibbnicas
longas que embora mais lipofilicas apresentam lelgRados (7,14 a
13,34), mostrando que a atividade antiparasitagpedde de uma
caracteristica lipofilica ideal.

Embora os compostos DP23 e CR40 apresentem o niegfho
(5,36) e 0 mesmo numero de carbonos metilénicos &ldistribuicdo
dos carbonos nestas diaminas é diferente. O comp#323 apresenta
distribuicdo 13-NH-4 e o CR40 11-NH-6, ou seja, snta o0 nimero de
carbonos metilénicos e o logP parecem nao setag$adeterminantes
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para a atividade biolégica da molécula. O compdste24 com
distribuicdo 9-NH-6, 15 carbonos metilénicos e lagP4,47 foi 0 mais
promissor contra amastigotas f@ecruzi Rezende-Junior et al. (2010)
mostraram que as poliaminas com distribuicbes 113Néd111-NH-2,
tiveram maior atividade antiparasitaria contra dmastigotas derT.
cruzi. Estruturas que possuiam cadeias carbbnicas nsenore
apresentaram em menor atividade biolégica, mostrarichportancia da
lipofilicidade. Apesar da atividade promissora damdna DP24 a
avaliacdo da estrutura em relagdo a atividade nivigida ficou
comprometida, uma vez que somente 6 diaminas fa@ras contra
formas intracelulares d€. cruzi e essas moléculas apresentaram
reduzida variabilidade na distribuicdo das estagtuguimicas (Tabela
4).

Com objetivo de verificar possiveis mecanismos ¢hoadas
diaminas mais ativas foram realizados ensaios tenetria de fluxo
utilizando a rhodamina 123 (R123) como marcadointegridade do
potencial de membrana mitocondrial e iodeto de igemp como
marcador de viabilidade de parasitos, ap6s a imé@ubacom 0s
compostos ativos. As mitocondrias sdo organelagnesss para
producdo energética celular, e o equilibrio do bwismo energético é
estabelecido através de um gradiente de ions atrdaémembrana
mitocondrial. Variagbes no potencial de membranduiida por
diversos compostos estdo associados com a mortgadasitos
intracelulares comb. amazonensie T. cruzi(FONSECA-SILVA et al.,
2011; MACEDO-SILVA et al., 2011; MENNA-BARRETO el, 2005).

O potencial de membrana é gerado pela diferenca na
concentracdo de ions no interior e exterior da mansgbe pode ser
avaliado com R123, um corante catiénico lipofiligpe atravessa
facilmente a membrana mitocondrial e se acumulainterior da
organela (JOHNSON; WALSH; CHEN, 1980). Quando a imama
estd intacta o gradiente de concentracdo de Rl&3egminado pelo
potencial diferencial transmembranar, resultandousmacimulo do
corante no interior da membrana. Quando a célutesgolariza, ocorre
0 mecanismo inverso, h4 menor distribuicdo de sargggativas no
interior da membrana e o corante se acumula noi@xtta membrana,
reduzindo a intensidade da fluorescéncia (KOOPMA&tNal., 2005;
JOHNSON; WALSH; CHEN, 1980). Contrariamente, porr se
impermeével & membrana integra, o iodeto de progiéd é utilizado
como corante vital, sendo que nas células invidbdisuma forte
marcacdo do corante ao DNA, de maneira que a idtdes da
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fluorescéncia é inversamente proporcional a viddude celular. A perda
da integridade da membrana plasmatica € um indicai necrose ou
de apoptose tardia (KROEMER al,2009).

Esta abordagem é utilizada em diversos estudodiddade
antiparasitaria e mostrou que alguns analogossdifolipideos como
a adelfosina, a ilmofosina e a miltefosina poderuamtsobre a
mitocondria de formas promastigotas He amazonensi{SANTA-
RITA, et al., 2004). Menna-Barreto et al. (2007)aamalisar a acdo de
naftoimidazoéis sobre mitocdndria e DNA ém cruzi verificaram que
ocorre uma diminuicdo dose-dependente da fluoreecéom R123 em
formas epimastigotas e tripomastigotas.

No presente estudo, foi observado que a diaminal RP2uM
nao teve efeito sobre formas epimastigotad .deruziao longo de 24
horas de incubacao. Entretanto, a partir das Ghdgancubacéo, houve
uma diminuicdo do potencial de membrana mitocohdda forma
concentracdo dependente. Entretanto, o dano adnidda sempre foi
concomitante a perda da viabilidade celular. Dfestaa, ndo € possivel
afirmar que a interrupcao da cadeia respiratéemanstrada pela R123,
seja decorrente de um efeito primario, sugerindonsg@to mais um
efeito secundario observado em células em avangstagio de morte
celular.

A atividade dos antimoniais utilizados na terapiati-a
leishmania sdo dependentes da ativacdo celular ébeecdo de
citocinas (IFY e IL-10). Da mesma forma a atividade tripanocida d
benzonidazol envolve a participacdo de citocind®N\yl e IL-12),
fazendo da resposta imunolégica do hospedeiro um ptmcipais
fatores que podem interferir na eficacia do trat#mela doenca de
Chagas (FERRAZ et al, 2007). A inducdo de oxidoiaoitNO e de
citocinas tem sido descrita como via alternativa deiagdo
antiparasitaria de compostos. O NO é o mediad@raleesso oxidativo
intracelular de maior importancia produzido por m#agos ativados, e
€ responsavel pela reducdo dos amastigotas intlaes
(BHATTACHARJEE et al. 2008; ZHANG et al., 2010). Econtraste
com os antimoniais pentavalentes, compostos cofrdaericina B e o
Miltefosine funcionam independentemente do sistiemae, mostrando
toxicidade direta contra os parasitos intracelsld®AHA et al., 2007;
GRIEWANK et al., 2010).

No presente estudo, analisamos a inducdo de NOFa €
macréfagos murinos infectados e nao infectados apiEamento com
as diaminas ativas contilaeishmaniae T.cruzi como um possivel
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mediador responsavel pela inibicdo da proliferaigi@celular desses
parasitos. No entanto, nenhum dos compostos induzimodugdo de
NO ou TNF, sugerindo que as diaminas ndo induzem essa taspos
celular neste modelm vitro. No entanto, compostos diaminados tem
mostrado efetividade contra tripanosomatideos eno®alvos como as
enzimas ODC e AdoMetDC, o mecanismo de transp@tesinembrana

e 0 mecanismo de ti6is da via de biossintese denpiolas (HASNE et
al., 2010; NISHIMURA et al., 2006; TORRIE et alQdD).

O mecanismo de tidis confere defesa contra o ssteddativo
que é dependente de poliaminas biossintetizadassuipalo como
enzimas chaves a tripanotiona sintase e a triparetiedutase que séo
alvos validados para desenvolvimento de novos cetopo
antiparasitarios (KAPOOR; SACHDEV; MADHUBALA et al2000;
TORRIE et al., 2009). Tripanotiona é um tiol dexlsapeso molecular
sintetizado pela conjugacdo de glutationa reduzdda poliamina
espermidina. A homeostase da tripanotiona é est@talpela constante
reducdo da sua forma oxidada [T(gH&m dissulfeto [T(S] pela
tripanotiona redutase, enzima caracteristica gmrtdasomatideos que
atua como um protetor celular contra 0 estressgatxd gerado pelo
mecanismo de defesa do hospedeiro (KHAN, 2007).

Em mamiferos o mecanismo de defesa enzimético aontr
radicais livres inclui a superoxido desmutase, las¢a glutationa
peroxidase e glutationa-S-transferase e 0s mecagisdo enzimaticos
sdo os compostos redutoresodocoferol, ascorbato}-caroteno e a
glutationa reduzida. Analogos de poliaminas e deld¢ de diaminas
tem sido descritos como inibidores da biossintesgaliaminas em
Leishmania e Trypanosoma (ARIYANAYAGAM et al., 2003;
BARKER et al.,, 2009; BOITZ et al.,, 2009; SOARES; WS;
BECHARA, 2011; VANNIER-SANTOS et al., 2008).

O anélogo de poliamina 1,4-diamino-2-butanona (DABE
atua como inibidor da ODC promove uma significatiliinuicdo na
concentracdo de poliaminas e reducdo na proliferagi#iacelular de
Leishmaniain in vitroVANNIER-SANTOS et al., 2008). Além disso,
0s autores observaram alteracdo na arquiteturadaceldisfuncdo
mitocondrial e aumento de peroxidacdo de lipideSpares e
colaboradores (2011) demonstraram que a acdo dagdd de DAB
catalisada por metais provoca o aumento de radic@aesmostrando
que além de reduzir a concentracdo de tripanotmorainibicdo da
ODC, comprometeu mecanismo de tidis com a alteredmlanco
redox.
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Recentemente, o0 grupo de pesquisa do Laboratério de
Protozoologia — UFSC, validou o ensaio de inibigd@ enzima
tripanotiona redutase utilizando a enzima reconmtenade T. cruzi
(TCTR) e delL. braziliensis(LbTR ) obtida por expressédo heteréloga
(EGER, 2010; NUNES, 2011). O estabelecimento desttodologia
permite um novo modelo de investigacdo do mecaniden@céo de
compostos naturais ou sintéticos. No presente @stdddiaminas foram
testadas quanto a sua atividade inibitéria dartdpana redutase de
braziliensise T. crui. Quatro compostos (DP23Cl, DP25, DP25CI e
RAG10) na concentragdo de 100 pM inibiram entr%4e 89,4% a
atividade enzimética debTR e somente o composto DP25CI inibiu
TcTR na mesma proporcdo. Estes resultados sugereenerdjfis
significativas entre essas duas enzimas e mostraracassidade de
utilizacdo destes dois sistemas nos ensaios diednilda atividade.
Nunes (2011), analisando a atividade inibitériaoie chalconas com
atividade leishmanicida observou que os compostd3’-hidroxifenil)

-3- (2,4,5-trimetoxifenil)-2-propen-1-ona e 1- @;5'- trimetoxifenil)-
3-fenil-2-propen-1-ona, na concentracdo de 1@d@, inibiram a
atividade enzimética debTR em 42% e 27%, respectivamente. As
diaminas DP25CI, DP25, DP23Cl e RAG10 que na cdragio de 100
uM inibiram a atividade dd.bTR em 89%, 82,9%, 82,1% e 74,2%,
respectivamente ndo mostraram expressiva atividat@arasitaria
contra formas amastigotas. Embora validada comamportante alvo
terapéutico, varios artigos cientificos vem diswli a correlacdo entre
os inibidoresin vitro da TR com a atividade antiparasitaria destes
compostos. Girault et al (2001) mostraram auséteiaorrelacéo entre
potentes inibidores da TR como os aminodifenitol (CI50 = 200 a
750 nM) e sua atividade antiparasitaria in vitrontte@ formas
amastigotas intracelulares de cruzie L. infantume tripomastigotas
sanguineos d&. brucei Eger (2010) avaliando o acido galico e varios
de seus ésteres observou que 0 acido galico qeeutera atividade
inibitéria sobre arcTR superior a clomipramina, ndo mostrou henhum
efeito contra formas amastigotas e tripomastigad¢ss. cruzi Por outro
lado, varios ésteres de galato que mostraram unenfgotefeito
tripanocida contra formas amastigotawitro promoveram apenas uma
fraca inibicdo da TR.
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7. CONCLUSOES

Doze entre 17 diaminas avaliadas apresentarano @fiéitorio in vitro
em formas amastigotas intracelulared dbraziliensise L. chagasi No
entanto, nenhum dos compostos foi mais ativo cad@ericina B;

Seis diaminas foram ativas contra formas intraaehsl deT. cruzi.O
composto DP24 foi seis vezes mais ativo que o edarol;

A citotoxicidade 50% das diaminas para macrofagosnos variou de
149,5 a > 300 pM sendo os compostos cloridratadas nitotoxicos
que seus analogos néo cloridratados;

O IS dos compostos mais ativos corteshmania(DP23) e T. cruzi
(DP24) foram de >100 e >187,4, respectivamente;

Diaminas alquilicas com mais de 19 carbonos méié&nem sua
estrutura ndo apresentaram atividade antiparasip@tiaLeishmaniae
T. cruzj

A despolarizacdo da membrana mitocondrial em foremsastigotas
deT. cruziparece ndo ser causada por efeito primario naxdnitrias
uma vez que a perda da polaridade foi verificade@mitante & morte
celular;

N&o houve inducdo de NO e/ou TiNEm macréfagos infectados e
tratados com as diaminaétetradecil-1,4- butanodiamina (DP23Ne
decil-1,6-hexanodiamina (DP24);

Os compostos DP23Cl, DP25, DP25CI, RAG10 apresantaefeito
inibitério sobre aLbTR e o composto DP25CI sobre T/&TR na
concentracdo de 100 pM.
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Diaminas: Nomenclaturas e estruturas quimicas
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Nomenclatura

Caodigo Estruturas quimicas
(IUPAC)
N-decil-1,4- NH,
DP22 o ”sC/\/\/\/\/\E/\/\/
butanodiamina
N-decil-1,4- AU NH - 2HCI
DP22CI i ke NN
butanodiamina cloridrato
N-tetradecil-1,4-
DP23 o NN
butanodiamina
DP23C N-tetradecil-1,4- Hac/\/\/\/\/\/\/\u/\/\/w MGl
butanodiamina cloridrato
N-decil-1,6-
DP24 o Hsc/\/\/\/\/\u/\/\/\/"”z
hexanodiamina
N-decil-1,6- NN ke
DP24Cl hexanodiamina
cloridrato
N-tetradecil-1,6-
DP25 ”“°/\/\/\/\/\/\/\ﬁ/\/\/\/w
hexanodiamina
N-tetradecil-1,6- ”“C/\/\/\N\/\/\ﬁ/\/\/\/w . 2HCI
DP25CI hexanodiamina

cloridrato
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o Nomenclatura o
Cadigo Estruturas quimicas
(IUPAC)

N-hexadecil-1,6-
DP28 ch/\/\/\/\/\/\/\/\n/\/\/\/""’

hexanodiamina

N-hexadecil-1,6- Hac/\/\/\/\/\/\/\/\u/\/\/\/m oHC
DP28CI hexanodiamina

cloridrato

N-dodecil-1,6-
CR40 ch/\/\/\/\/\/\u/\/\/\/wz

hexanodiamina

N-dodecil-1,6- HGC/\/\/\/\/\/\H/\/\/\/NHZ 2HC
CR40CI hexanodiamina

cloridrato

N,N’-di-dodecil- i "
GUT1c o TAAAAAE TAVA VA VA VAVAVAYS
etanodiamina f

N,N’-di-dodecil-1,4- ! B
RAGO05 o A YAVAVAVEVANAVAVAVAVAVAVAVAVA
butanodiamina ‘ i

N,N’-di-hexadecil-1,4- ' .
RAGO08 o NAAANANANNANASNAAANANANANS
butanodiamina !

N-hexadecil-1,4-
RAG10 e NNANANAANANANANANM

butanodiamina

N-dodecil-1,4- e AN AN
RAG11 - )
butanodiamina




