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RESUMO

As leishmanioses sdo doencas causadas pelo protozoario parasito do género Leishmania
e transmitidas pela picada do insetor vetor, o flebotomineo. As leishmanioses apresentam
diferentes manifestages clinicas, sendo elas leishmaniose cutdnea, mucocutanea,
cutanea difusa e visceral. Os farmacos atualmente disponiveis para o tratamento das
leishmanioses apresentam diversos efeitos colaterais, além de problemas associados as
vias de administracdo e surgimento de cepas resistentes. Os furoxanos e benzofuroxanos
sdo compostos heterociclicos contendo a funcdo N-O6xido com multiplas atividades,
incluindo anti-T. cruzi e anti-Leishmania. Neste trabalho, uma série de derivados de
furoxano (compostos 3, 4a-b, 13a-b, e 14a-f) e benzofuroxano (7 e 8a-c) foram avaliados
em ensaios in vitro frente as espécies L. (L.) amazonensis, L. (L.) mexicana e L. (L.)
infantum. Os compostos foram também avaliados quanto a citotoxicidade em macréfagos
murinos e quanto a sua capacidade de producéo de éxido nitrico in vitro e em macrofagos
infectados com o parasito. A atividade leishmanicida (ECso) dos derivados em estudo
variou de 2,0 a 96,0 uM, enquanto que a citotoxicidade de 5,0 a 250,0 uM. A molécula
doadora de Oxido nitrico 14e revelou ser a mais promissora dentre os derivados
analisados, exibindo acédo pH-dependente. Adicionalmente, o derivado 14e mostrou ser
capaz de inibir a enzima cisteino protease de Leishmania, importante fator de viruléncia
deste parasito. Estes ensaios mostraram que 14e inibe a isoforma recombinante de
cisteino protease B 2.8 (ICso = 1,0 uM), com possivel envolvimento da cisteino protease
A no mecanismo de acdo desse derivado, como revelado em ensaios realizados com
linhagens nocautes de L. (L.) mexicana para 0s genes codificadores destas enzimas.
Estudos de biologia celular realizados indicaram ainda possivel interacdo do 14e com
outros alvos de agdo, como alteracbes na homeostase do calcio. Nos estudos in vivo
realizados com hamsters infectados com L. (L.) infantum constatou-se que o tratamento
com uma dose de 3,0 mg/Kg/dia do 14e levou a uma reducédo significativa da carga
parasitaria no baco (49,9%) e no figado (54,2%) também né&o se verificou efeitos toxicos
pelas andlises bioquimicas e histopatolégicas conduzidas. Desta forma, este trabalho
indica o derivado furoxano 14e como uma molécula promissora para o desenvolvimento
de um agente leishmanicida.

Palavras-chave: Leishmania. Atividade leishmanicida in vitro e in vivo. Furoxanos.
Benzofuroxanos. Cisteino proteases. Homeostase de calcio.



ABSTRACT

Leishmaniases are diseases caused by the protozoan parasite of Leishmania genus and
transmitted by the bite of insect vetor, phlebotomine. Leishmaniases present different
clinical manifestations, including cutaneous, mucocutaneous, diffuse cutaneous and
visceral leishmaniasis. The currently available drugs for leishmaniasis treatment show
several side effects, besides problems associated with the administration routes and the
emergence of resistant strains. Furoxan and benzofuroxan are heterocyclic compounds
containing the N-oxide function showing several activities, including anti-T. cruzi and anti-
Leishmania. In this work, a series of furoxan (compounds 3, 4a-b, 13a-b, and 14a-f) and
benzofuroxan (7 and 8a-c) derivatives were tested against the species L. (L.)
amazonensis, L. (L.) mexicana e L. (L.) infantum. The compounds were also evaluated
for cytotoxicity against murine macrophages and as to its ability to produce nitric oxide in
vitro and in macrophages infected with the parasite. The antileishmanial activity (ECso) of
the derivatives studied ranged from 2.0 to 96.0 uM, whereas the cytotoxicity of 5.0 to 250.0
MM. The nitric oxide donor molecule 14e revealed to be the most promising of the analyzed
derivatives, exhibiting a pH-dependent action. Futhermore, the derivative 14e was shown
to be capable of inhibiting the cysteine protease enzyme of Leishmania, an important
virulence factor of this parasite. These assays showed that 14e inhibits the cysteine
protease B 2.8 recombinant isoform (ICso = 1.0 yM), with possible involvement of the
cysteine protease A in the mechanism of action of this derivative, as revealed in tests
performed with knockouts L. (L.) mexicana mutants for the genes encoding these
enzymes. Cell biology studies have also indicated possible interaction of 14e with other
action targets, such as changes in calcium homeostasis. In the in vivo studies using L.
infantum-infected hamsters it was found that the treatment with a dose of 3.0 mg/Kg/day
of 14e led to a meaningful reduction of parasite load in spleen (49.9%) and liver (54.2%),
moreover no toxic effects were detected by the biochemical and histopathological
analyzes conducted. Thus, this work indicates the furoxan derivative 14e as a promising
molecule for the development of an antileishmanial agent.

Keywords: Leishmania. In vitro and in vivo antileishmanial activity. Furoxans.
Benzofuroxans. Cisteine proteases. Calcium homeostasis.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses estdo presentes em 98 paises, com cerca de 12 milhdes de
pessoas infectadas no mundo (McGWIRE; SATOSKAR, 2014; WHO, 2010). A doenca
apresenta diferentes manifestagfes clinicas, sendo elas leishmaniose cutanea (LC),
leishmaniose mucocutanea (LM), leishmaniose cutanea difusa (LCD) e leishmaniose
visceral (LV) (BARRETT; CROFT, 2012). Cerca de vinte espécies de Leishmania sdo
conhecidas como os agentes causadores de leishmanioses em humanos (AKHOUNDI et
al., 2016). A transmissdo ocorre durante o repasto sanguineo de fémeas de
flebotomineos infectados do género Lutzomyia ou Phlebotomus (SHARMA; SINGH,
2008).

As opcOes terapéuticas para o tratamento das leishmanioses séo restritas, tendo
como farmacos de primeira escolha os antimoniais pentavalentes, descobertos na
década de 20. O tratamento é longo, toxico e os efeitos colaterais sdo graves e
persistentes e ainda apresenta baixa eficacia devido a circulacdo de cepas resistentes.
Anfotericina B e suas formulacdes lipossomais, pentamidina, paromomicina e miltefosina
vém sendo empregados em terapias de segunda escolha (ALAVI-NAINI; FAZAELI,
O’'DEMPSEY, 2012; FREZARD; DEMICHELI; RIBEIRO, 2009), porém estes também
exibem alta toxicidade. Ha véarios problemas envolvidos com o arsenal terapéutico para
as leishmanioses, como a elevada toxicidade dos farmacos, os custos e vias de
administracdo inconvenientes e surgimento de resisténcia mostrando a necessidade de
descoberta de novos farmacos. Sendo assim, a busca por novos compostos mais
eficazes e mais seletivos para o parasito sdo atrativos no desenvolvimento de novos
candidatos a farmacos com baixa toxicidade aos pacientes. Compostos derivados de
furoxanos e benzofuroxanos vém sendo descritos por diversas bioatividades, incluindo
suas atividades leishmanicida e tripanocida (BENITEZ et al., 2014; BOIANI et al., 2008;
CASTRO et al., 2009; HERNANDEZ et al., 2013; PORCAL et al., 2008; SERAFIM et al.,
2014). Autores relatam enzimas de Leishmania e Trypanosoma cruzi como 0s potenciais
alvos de agdo destes compostos, podendo ser relacionado com sua atividade bioldgica.
(ASCENZI et al., 2004; IFA et al., 2000; ROMEIRO et al., 2009). Ressalta-se ainda, o

potencial de furoxanos em atuar como compostos doadores de 6xido nitrico, uma
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importante molécula efetora na eliminacdo da Leishmania (ZOU et al., 2011). Portanto,
este trabalho visa avaliar o potencial leishmanicida in vitro e in vivo de novos derivados

de furoxano e benzofuroxano, bem como identificar seus possiveis mecanismos de acéao.
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7 CONCLUSOES

Foram testados 11 derivados furoxanicos e 4 derivados benzofuroxanicos em
formas promastigotas e amastigotas de L. (L.) amazonensis, L. (L.) mexicana e L. (L.)
infantum, bem como a citotoxicidade a macréfagos peritoneais murinos. O composto 14e
mostrou ser 0 mais promissor ao final dos ensaios in vitro, exibindo valores de ECso e IS
promissores (ECso-ama = 8,2; 5,7 e 3,1 uM; e 1S2 = 25,3; 25,4 e 66,4 em L. (L))
amazonensis, L. (L.) mexicana e L. (L.) infantum, respectivamente). Os estudos
envolvendo os provaveis mecanismos de acdo do 14e foram direcionados baseando-se
na estrutura quimica da molécula. Estes estudos mostraram que este composto inibe a
rCPB2.8 de L. (L.) mexicana (ICso = 1,0 uM). Adicionalmente, ensaios com linhagens
nocautes de cisteino proteases de L. (L.) mexicana mostram ainda o possivel
envolvimento da CPA de Leishmania na atividade do 14e. De fato, se CPB2.8 fosse 0
anico alvo de acéo de 14e, o aumento na oferta de CPB2.8 da linhagem superexpressora
(Acpb+pXcpb2.8) deveria “diluir’ os efeitos de 14e, o que poderia ser verificado através
de um aumento de ECso-ama; NO entanto, verificou-se que esta linhagem se mostrou mais
susceptivel. Isto pode ser devido ao fato que o 14e possa ter outros alvos de acdo em
Leishmania. Corrobora-se a isso, 0 insucesso no desenvolvimento de cepas de diferentes
espécies de Leishmania resistentes ao 14e. Os parasitos mesmo apos 20 passagens de
cultivo in vitro na presenca do composto nao apresentaram alteracdo significativa em seu
padrédo de susceptibilidade ao 14e. Os estudos preliminares adicionais revelaram outras
vias de envolvimento no mecanismo de acdo do 14e, sendo assim verificou-se uma
provavel implicacdo de seu precursor (13b) nas altera¢des na homeostase do célcio. Vale
ressaltar, que o 14e exibe atividade pH dependente, sendo hidrolisado ao seu aldeido
precursor em pH acido. Para validarmos o 14e como um hit a ser explorado e modificado
quimicamente, avaliou-se ainda seu potencial leishmanicida in vivo. O tratamento de
hamsters infectados com L. (L.) infantum com uma dose de 3,0 mg/Kg/dia do 14e levou
a uma reducdo significativa da carga parasitaria no baco (49,9%) e figado (54,2%), esses
dados corroboram com as analises histopatoldgicas, as quais revelaram uma reducao de
células inflamatérias no figado. Adicionalmente, ndo se verificaram efeitos colaterais

toxicos pelas analises toxicologicas e histopatoldgicas realizadas. Ao final, constata-se
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que o0 composto 14e deve ser investigado como uma molécula promissora no tratamento

das leishmanioses.
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