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RESUMO

As doengas tropicais negligenciadas (DTNs) abrangem um grupo diverso e extenso de
doengas infecciosas que podem ser causadas por varios agentes etiologicos. Em geral, as
DTN atingem particularmente continentes tropicais como Africa, Asia e Américas e os
maiores niumeros epidemiologicos estdo associados a vulnerabilidade social. Estima-se
que esse grupo de doengas representa risco para aproximadamente 2 bilhdes de pessoas
em todo mundo, resultando em consequéncias significativas a saude, economia. Dentre
as DTN, os numeros epidemiologicos das leishmanioses sdo particularmente alarmantes
no Brasil. Esse grupo de doengas pode ser causado por diversas espécies do parasito
Leishmania que s3o transmitidas pela picada de fémeas infectadas de insetos
flebotomineos. Tal forma de transmissdo agrava ainda mais o controle desse grupo de
doengas no Brasil, uma vez que o flebotomineo vetor ¢ considerado endémico em todas
as regides do pais. Mesmo sendo considerada um grave problema publico de saiude, o
combate as leishmanioses ainda sofre com as consequéncias de um esquema terapéutico
antigo, caro e capaz de gerar vdarios efeitos adversos. Nesse contexto, diferentes
ferramentas de descobrimento de farmacos vém sendo discutidas para permitir a busca
por novos prototipos eficientes e de baixo custo. Dentre elas, o uso de compostos
multialvo e inibidores de fatores de viruléncia do parasito se destacam. Os flavonoides
representam uma grande fonte de compostos bioativos com essas caracteristicas, contudo
os baixos rendimentos de isolamento desses compostos sdo obstaculos para sua utilizagdo
clinica. O presente estudo teve como objetivo a sintese de analogos de flavonoides com
potencial antileishmania através de métodos simples, versateis e de baixo custo. Os
compostos obtidos foram submetidos a teste de inibicao enzimatica frente a diferentes
isoformas de cisteino proteases de Leishmania. Experimentos conduzidos in vitro
demonstraram uma relagdo entre a inibigdo enzimatica e a destrui¢do das formas
amastigotas intracelulares do parasito através do aumento da producao de 6xido nitrico.
Adicionalmente, estudos in silico permitiram a exploracdo de possiveis modos de
interacdo entre os compostos € a enzima, auxiliando na elaboracdo de uma relagdo
estrutura-atividade. Ensaios de citometria de fluxo demonstraram também uma
despolarizagdo da membrana mitocondrial de Leishmania apos 48 h de tratamento com
os compostos, confirmando a caracteristica multialvo dos derivados de flavonoide.
moléculas foram ainda submetidas a testes de citotoxicidade que demonstraram altos
CCso e, consequentemente, relevantes indices de seletividade. Estes resultados sdo
relevantes para a validacao das cisteino proteases como um alvo de combate ao parasito,
além de permitirem uma maior compreensao sobre o potencial antileishmania de analogos
de flavonoides.

Palavras-chave: Sintese organica, flavonoides, leishmaniose, cisteino proteases.



ABSTRACT

Neglected tropical diseases (NTDs) encompass a diverse and extensive group of
infectious diseases that can be caused by several etiological agents. NTDs particularly
affect tropical continents such as Africa, Asia, and the Americas, and the most relevant
epidemiological numbers are associated with social vulnerability. This group of diseases
is estimated to represent a risk to approximately two billion people worldwide, with
significant consequences for health, the economy. Among NTDs, the epidemiological
numbers of leishmaniasis are particularly alarming in Brazil. This group of diseases can
be caused by numerous species of the Leishmania parasite that are transmitted by the bite
of infected females of phlebotomine sand flies. This form of transmission further
aggravates the control of this group of diseases in Brazil, since sand flies are endemic in
all regions of the country. Although considered a serious public health problem, the fight
against leishmaniasis still suffers from the consequences of an old and expensive
therapeutic treatment that cause several side effects. In this context, different drug
discovery tools have been explored to allow the search for new efficient and low-cost
prototypes. Among them, the use of multitarget compounds and inhibitors of parasite
virulence factors stand out. Flavonoids represent a great source of bioactive compounds
with these features; however, the low isolation yields of these compounds are obstacles
for their clinical use. The present study aimed to synthesize flavonoid analogues with
antileishmanial potential using simple, versatile, and low-cost methods. The compounds
obtained were subjected to enzymatic inhibition tests against different isoforms of
Leishmania cysteine proteases. In vitro assays demonstrated a relationship between
enzymatic inhibition and the combat against parasite amastigotes by increasing nitric
oxide production. Additionally, in silico studies allowed us to explore possible modes of
interaction between the compounds and the enzyme, assisting the elaboration of a
structure-activity relationship. Flow cytometry assays also demonstrated a depolarization
of the Leishmania mitochondrial membrane after 48 h of treatment with the compounds,
confirming the multitarget characteristic of the flavonoid derivatives. The molecules were
also subjected to cytotoxicity tests that demonstrated a high CCso and, consequently, a
relevant selectivity index. The results findings relevant for the validation of cysteine
proteases as a target to combat the parasite, in addition to allowing a greater understanding
of the antileishmanial potential of flavonoid analogues.

Keywords: Organic synthesis, flavonoids, leishmaniasis, cysteine proteases.
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Introducéo geral

1 INTRODUCAO GERAL

As doengas tropicais negligenciadas (DTNs) abrangem um grupo diverso e
extenso de doencas infecciosas que atingem particularmente continentes tropicais como
Africa, Asia e Américas (Ferreira; De Moraes; Andricopulo, 2022). Por se tratar de um
grupo heterogéneo de doengas marcadas por diferentes manifestagdes clinicas, o numero
de agentes etioldgicos ¢ alto. Parasitas, bactérias, fungos, ectoparasitas ou virus podem
ser causadores das DTNs. Como resultado, o nimero de pessoas infectadas ou sob risco
de infeccao ¢ alarmante, o que torna as DTNs um preocupante problema de saude publica
(Borlase et al., 2022). Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), as DTNs
representam risco para aproximadamente 2 bilhdes de pessoas em todo mundo, resultando
em consequéncias significativas a saude, economia e ambito social (Engels; Zhou, 2020;
Warusavithana et al., 2022). Apesar da gravidade das DTN ser reconhecida, a crescente
prevaléncia e incidéncia dessas doengas demonstram que seu combate ndo ¢ totalmente
eficaz (Toor et al., 2021). Por isso, diversas iniciativas e objetivos internacionais foram
criados visando a elabora¢do de novas estratégias para o combate desse grupo de doencas.

A importancia do combate as DTNs foi inicialmente exposta pelas Nacoes
Unidas em 2000 através da elaboragdo dos 8 Objetivos de Desenvolvimento do Milénio
(ODM) (Vanderslott, 2019). Os ODMs visavam principalmente o combate as
consequéncias causadas pela pobreza extrema e influenciaram a criagao de diversas acoes
como a organizacio “Drugs for Neglected Diseases Initiative” (Alvarez-Rodriguez et al.,
2022). Contudo, os avancos ndo significativos nos anos posteriores incentivaram a
adequacdo das metas e a criagao dos Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS).
As ODS surgiram como um plano complexo e multidisciplinar para o desenvolvimento
humano até o ano de 2030. Especificamente, a ODS 3.3 representa o resultado da
expansao das ODMs ao acrescentar o combate de doencas tropicais negligenciadas como
um dos principais objetivos para o desenvolvimento sustentavel (Fitzpatrick; Engels,
2015; Vanderslott, 2019). Considerando os desafios resultantes da pandemia de COVID-
19, a OMS divulgou um novo roteiro de pontos essenciais para o combate das DTNs em
2020. Este roteiro teve como proposta demonstrar as necessidades atuais e direcionar os
estudos entre os anos de 2021-2030 (Brindha; Balamurali; Chanda, 2021). As metas
descritas reforcam a intercorrelagdo entre os ODS e incentivam o desenvolvimento de
solucdes multidimensionais que influenciem positivamente toda a agenda de

desenvolvimento sustentavel (WHO, 2020).
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Dentre as DTNs, os numeros epidemioldgicos das leishmanioses sio
particularmente alarmantes no Brasil. As leishmanioses formam um grupo de doengas
infectoparasitarias vetoriais de amplo espectro marcadas por diferentes formas clinicas.
Os pacientes acometidos por essas doencas podem apresentar desde lesdes cutaneas com
tendéncia a ulceracdo (leishmaniose cutinea) até o acometimento de 6rgaos como figado,
baco e medula 6ssea (leishmaniose visceral) (Burza; Croft; Boelaert, 2018). A
diversidade de sinais e sintomas das leishmanioses comprovam a grande quantidade de
espécies do género Leishmania com potencial patogénico. Todas as espécies do parasita
sdo transmitidas pela picada de fémeas infectadas de insetos flebotomineos. Tal forma de
transmissdo agrava ainda mais o controle desse grupo de doengas no Brasil, uma vez que
o flebotomineo ¢ considerado endémico em todas as regides do pais (Andrade-Filho et
al., 2017). Esse fator, atrelado a falta de politicas publicas eficientes, faz com que o Brasil
faca parte do grupo de paises responsavel por 90% de todos os casos mundialmente
registrados de leishmanioses. Especificamente, a leishmaniose cutinea se destaca como
a forma clinica mais prevalente no Brasil com casos registrados em todos os Estados
(Anversa et al., 2018). A representatividade do pais no contexto desse grupo de DTNs
nao ¢ recente. Entre os anos de 2001 e 2019, a reducdo da leishmaniose cutanea nao foi
significativa e, apesar de um intervalo de quase 20 anos, 3,2% dos Estados ainda
apresentam incidéncia crescente de casos e 72,5% nao demonstraram alteracao (Portella;
Kraenkel, 2021). Sendo assim, estudos que visem o combate e tratamento contra as
leishmanioses considerando as particularidades da popula¢do de um pais com tamanha
incidéncia podem representar grande impacto para o desenvolvimento sustentavel e a
redugdo dessas DTNs como preve o ODS 3.3.

O delineamento da pesquisa voltada para a descoberta e desenvolvimento de
um novo protétipo depende da analise de uma série de fatores desde a patologia da doenca
até as caracteristicas socioeconémicas das populagdes mais afetadas. Considerando as
leishmanioses, o atual tratamento contra essas doencas se destaca como um fator crucial
e determinante para aumento do numero de casos graves registrados. Os principais
medicamentos utilizados na pratica clinica em escala global sdo o antimoniato de N-metil
glucamina, a anfotericina B na formulacdo lipossomal, a pentamidina, a paromomicina e
a miltefosina (Santiago; Pita; Guimardes, 2021). Apesar das diferengas entre estruturas
quimicas e mecanismos de acdo, esses farmacos apresentam desvantagens preocupantes
em comum, que limitam a adesdo farmacoldgica dos pacientes. Dentre os efeitos adversos

é possivel destacar: dor nas articulagcdes, nauseas, vomitos, dores musculares, febre,
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diminuicdo do apetite, disturbios cardiorrespiratérios e alteracdes da funcdo hepatica.
Além disso, o tratamento se d& por via endovenosa ou intramuscular, gerando dor ao
paciente e exigindo a administracdo periddica em ambiente hospitalar (Oliveira-Ribeiro
et al., 2021). O tratamento de um paciente acometido por leishmaniose se torna oneroso.
Os farmacos séo considerados de alto custo e, atrelado a terapia, o sistema publico de
salde precisa custear a administracdo dos medicamentos em hospital e a assisténcia dada
aqueles que apresentam efeitos adversos durante o tratamento. Embora as desvantagens
sejam relevantes, o antimoniato de N-metil-glucamina, considerando o farmaco de
primeira escolha para o tratamento das leishmanioses, é utilizado ha mais de 50 anos
(Oliveira-Ribeiro et al., 2021; Rath et al., 2003). Isso demonstra que 0s pacientes e 0
sistema puablico de salde ndo possuem alternativas mais vantajosas durante esse longo
periodo. Como resultado, a descontinuidade do tratamento € significativa dado aos fatores
atrelados a terapia e a oferta dos medicamentos a todos os pacientes é prejudicada pelos
altos custos envolvidos.

Esses fatos sdo incompativeis com a realidade socioeconémica das

populacdes mais afetadas pelas leishmanioses e dificultam de modo alarmante o
tratamento e combate dessas doencas. A maior porcentagem de casos de leishmanioses
ocorre em paises em desenvolvimento, atingindo os segmentos mais pobres da populagéo
global. Nas areas endémicas, o aumento do risco de infeccdo é dado por condigdes
precarias de moradia, falta de saneamento ambiental, alimentacdo ndo adequada e pouco
acesso a programas e medidas de protecdo individual (Weld et al., 2022). Esse cenario €
responsavel por um ciclo de reinfeccéo que se inicia pelo risco de contato da populagéo
com flebotomineos infectados e se encerra com a maior quantidade de pacientes
acometidos pelas doencas com assisténcia precaria e tratamento por vezes descontinuado.
A compreensdo desses aspectos demonstra que o combate das leishmanioses até 2030,
como prevé a ODS 3.3, depende da descoberta de protétipos eficazes, de baixo custo e
que permitam a administracdo por vias alternativas e mais convenientes.

Sabendo-se da problematica que envolve a atual terapia contra as
leishmanioses, é necessario a analise de estratégias que visem direcionar a descoberta e
desenvolvimento de um novo protétipo. Os estudos para descoberta de moléculas com
potencial antileishmania séo principalmente baseados em abordagens fenotipicas ou em
alvos farmacoldgicos. A principal distincdo entre elas € o conhecimento prévio acerca de
um determinado mecanismo de acdo. A abordagem fenotipica consiste no desenvolvimento

de um farmaco sem conhecimento prévio sobre seu mecanismo definido ou ag&o contra a
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doenca. Em contrapartida, pesquisas baseadas em alvo farmacoldgico sdo marcadas pelas
investigacbes de um dado mecanismo de agdo como ponto inicial para o estudo
aprofundado de uma classe de moléculas. Com o avango das pesquisas de biologia
molecular e a situacdo emergencial das leishmanioses, a abordagem baseada em alvos
farmacoldgicos tem sido a ferramenta majoritaria nas Ultimas trés decadas (Brindha;
Balamurali; Chanda, 2021). Contudo, em meio a grande quantidade de alvos contra os
parasitos do género Leishmania, diversos prototipos ndo reproduzem sua atividade
enzimatica quando submetidos a testes in vitro e/ou in vivo mais especificos. Por isso, é
baixo o numero de protdtipos antileishmania que progridem para estudos pré-clinicos mais
especificos (Olias-Molero et al., 2021).

Esse desafio é resultado do complexo ciclo de vida e viruléncia das espécies
de Leishmania. Ao longo do processo de infeccao, os parasitos sdo submetidos a diversas
mudancgas ambientais dadas pela diferenca entre hospedeiros. Para sobreviver a tais
modificacOes, as espécies de Leishmania sdo capazes de se diferenciar em duas formas
altamente especializadas: promastigota e amastigota (Routaray et al., 2022). Dentre essas
formas, a amastigota é considerada o alvo farmacoldgico da doenga por ser encontrada em
células de mamiferos (Mann et al., 2021). Discrepancias entre atividades de inibicao
enzimatica de protétipos contra formas promastigotas e amastigotas podem entdo estar
relacionadas as diferencas morfoldgicas e bioquimicas caracteristicas de cada forma do
parasito. 1sso demonstra que o desenho racional de farmacos baseado em um alvo expresso
majoritariamente na forma amastigota pode ser uma das chaves para a obtencdo de novos
farmacos mais eficientes para o tratamento da leishmaniose.

As cisteino proteases (CP) se destacam nesse contexto, sendo identificadas
como fatores de viruléncia cruciais em diferentes espécies do complexo L. (L.) mexicana
(Silva-Almeida et al., 2012). Dentre as isoformas da enzima, a cisteino protease B (CPB)
tem uma expressao particularmente elevada na forma amastigota e desempenha um papel
fundamental na sobrevivéncia do parasita no interior das células do hospedeiro
(BUXBAUM et al., 2003). A CPB é capaz de modular a atividade imunoldgica celular
contra o0 parasito através de um “feedback” negativo da resposta imune Th1l (De Souza
Leao et al., 1995; Olivier; Hassani, 2010; Siqueira-Neto et al., 2018). Especificamente, a
CPB presente em L. (L.) amazonensis também é capaz de inibir a apresentacdo do antigeno
mediada por moléculas MHC classe 11 assim como modular a expressdo de importantes
proteinas do parasito como a gp63 (Casgrain et al., 2016). A influéncia da CPB do
complexo L. (L.) mexicana na expressdo de fatores de transcricdo também foi relatada.
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Estudos recentes demonstraram que a CPB é capaz de interferir na expresséo de fatores de
transcri¢do da célula hospedeira como STAT-1 e AP-1, além de reduzir a producéo de
oxido nitrico induzida por IFN-y (Abu-Dayyeh et al., 2010; Silva-Almeida et al., 2012).
Esse conjunto de respostas bioquimicas mediadas pela CPB faz com que inibidores dessa
enzima sejam capazes de atingir indiretamente vias diferentes e sdo considerados, portanto,
promissores compostos multialvo no tratamento das leishmanioses.

De fato, compilacdes recentes reportam que a estratégia conhecida como
“multitarget drug” ¢é cada vez mais utilizada e pode ser uma ferramenta para acelerar a
descoberta de protdtipos mais seguros e eficientes para o tratamento das leishmanioses (De
Carvalho et al., 2020). A utilizacdo de compostos com propriedades multialvo é baseada
na complexidade das patologias e, por isso, essa abordagem considera que compostos
“single target” sdo insuficientes para gerar todos os efeitos terapéuticos desejados (Ramsay
et al., 2018). Portanto, o planejamento racional de farmacos visando a inibicdo da CPB
pode representar um caminho promissor na busca de novas moléculas com propriedades
antileishmania e potencial de atuar em multiplos mecanismos fisiologicos.

Em paises marcados por uma grande biodiversidade, como o Brasil, 0s
metabolitos secundarios representam uma atrativa fonte de moléculas bioativas com
potencial multialvo. Dentre as classes, os flavonoides se destacam como um dos grupos
mais diversos de metabolitos secundarios, marcados por sua ampla distribui¢do em plantas
e diferentes potenciais terapéuticos (Dias; Pinto; Silva, 2021). Biflavonoides, derivados
sinteticos e semissintéticos de flavonoides demonstraram atividade relevante contra
rCPB2.8 e rCPB3 (Carter et al., 2021; Gervazoni; Gongalves-Ozorio; Almeida-Amaral,
2018; Lourenco et al., 2023). Além disso, flavonoides como quercetina e fisetina foram
relatados por sua capacidade de modular o sistema imunoldgico do hospedeiro contra o
parasito (Carter et al., 2021). Contudo, o processo de isolamento e purificacdo desses
compostos é caro e laborioso. Essas metodologias, por vezes, necessitam de equipamentos
de alto custo, resultam em baixos rendimentos e utilizam solventes toxicos, 0 que reduz a
sustentabilidade do processo. Portanto, a sintese € uma importante alternativa para a
obtencéo otimizada de anélogos de flavonoides.

Neste trabalho, visamos a obtencéo de analogos flavonoidicos inibidores de
CPB através de métodos sintéticos de baixo custo, escalonaveis e flexiveis. Testes de
inibicdo enzimaética in vitro em trés diferentes isoformas recombinantes de CPB foram
realizados como meio de confirmag&o do potencial farmacoldgico dos analogos sintéticos.

Estudos in vitro foram realizados em formas promastigota e amastigota de L. (L.)



20
Introducéo geral

amazonensis para investigacdo da influéncia de inibicdo de CPB sobre as formas do
parasito. Considerando o potencial multialvo dos compostos, anélises de citometria de
fluxo foram realizadas com o intuito de investigar outros potenciais alvos farmacoldgicos
e a citotoxicidade foi avaliada em duas linhagens celulares. Por fim, os compostos com
maior similaridade estrutural e diferenca de atividade biolégica foram analisados em
ensaios in silico com o objetivo de investigar uma possivel relagdo-estrutura atividade da
série de moléculas.

Para uma melhor organizacédo dos resultados, os dados foram distribuidos em
trés capitulos. O capitulo | engloba uma ampla revisdo de literatura utilizada para a
formulacdo dos questionamentos cientificos que motivaram o delineamento experimental
do estudo. Os capitulos 1l e Il contemplam os resultados experimentais divulgados por
meio de artigos cientificos nos periédicos Microorganisms (FI = 4.5) e ACS Infectious
Diseases (FI = 5.3), respectivamente. Os resultados expressivos podem contribuir para a
validacdo da CPB como alvo antileishmania, além de ampliar a compreensdo dos
mecanismos de acdo dos flavonoides contra o parasita, auxiliando estudos futuros que

visam a descoberta de tratamentos mais eficiente contra as leishmanioses.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Sintetizar analogos flavonoidicos com potencial antileishmania e inibidores

de CPB através de métodos sintéticos de baixo custo, escalonaveis e flexiveis bem como

investigar a influéncia dos compostos sintetizados em outros vias bioldgicas capazes de

combater o parasito.

2.2 Objetivos especificos

a)

b)

f)

9)

h)

)

Obtencdo de analogos flavonoidicos utilizando métodos sintéticos escalonaveis
e de baixo custo;

Caracterizacdo inequivoca dos compostos sintetizados por metodologias
espectroscapicas;

Triagem e determinacéo de Clso dos analogos flavonoidicos frente a diferentes
isoformas de cisteino protease recombinantes: rCPB2.8, rCPB3, rH84Y;
Avaliacdo do mecanismo de acdo cinético dos analogos mais ativos contra as
trés isoformas de CPB simultaneamente;

Delineamento de uma relacdo estrutura-atividade através de simulacfes de
docking molecular;

Avaliacdo do potencial citotéxico dos compostos sintéticos em linhagem de
células NIH/3T3;

Determinacdo da Clsp dos compostos frente as formas promastigotas e
amastigotas de L. (L.) amazonensis;

Avaliacdo do potencial citotoxico dos compostos sintéticos em macréfagos
peritoneais;

Determinacédo da producdo de 6xido nitrico de macré6fagos infectados e tratados
com os anélogos flavonoidicos em diferentes concentracdes;

Investigacdo da influéncia dos compostos sintetizados em mecanismos de a¢do

antileishmania adicionais.
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RESUMO

O movimento de combate as doencas tropicais negligenciadas (DTNs) foi iniciado no ano
de 2000 apos a elaboracdo dos 8 Objetivos de Desenvolvimento do Milénio (ODM) pelas
Nagoes Unidas. A ODM 6 declarou o “combate a AIDS, tuberculose, malaria e outras
doengas” como meta para a quebrar o ciclo de pobreza extrema em determinados paises.
Entretanto, a iniciativa gerada pela ODM 6 favoreceu o desenvolvimento de pesquisas
em torno da AIDS, tuberculose e maléria, que ficaram conhecidas como “as trés grandes
enfermidades”. Enquanto isso, os esforcos destinados ao grupo de enfermidades
englobadas pelas Nagdes Unidas como “outras doencas” ficaram em segundo plano. As
graves consequéncias do texto divulgado através da ODM 6 foram observadas a curto e
longo prazo. Doencgas como leishmaniose atingiram numeros alarmantes de incidéncia e
prevaléncia em diversos paises. No Brasil, a falta de informacao, deficiéncia de politicas
publicas, dificuldades no acesso ao tratamento adequado e o clima tropical foram os
fatores que tornaram o pais parte do grupo responsavel por 90% de todos 0s casos
mundiais. Embora as leishmanioses sejam reconhecidas como um grave problema de
salde publica, os medicamentos utilizados na pratica clinica sdo antigos, toxicos e de alto
custo. Apo6s mais de duas décadas desde o inicio do movimento de combate as DTN ter
sido iniciado, a dificuldade de obtencdo de um novo tratamento mais eficaz é
questionavel. E, portanto, evidente a necessidade de assumir novas estratégias para a
descoberta de potenciais prototipos. Para isso, a investigacdo de fatores patogénicos
envolvidos no ciclo da doenga néo parece ser suficiente. Por ser um grupo de DTNs com
alto fator social envolvido, um novo medicamento precisa ser efetivo contra o agente
etiologico da doenca e atender as necessidades dos pacientes acometidos.

Palavras-chave: leishmanioses, ODM 6, DTNs



ABSTRACT

The movement for combating neglected tropical diseases (NTDs) was started in 2000
after the elaboration of the 8 Millennium Development Goals (MDGSs) by the United
Nations. MDG 6 postulated ‘combating AIDS, tuberculosis, malaria, and other diseases'
as a goal to break the cycle of extreme poverty in different countries. However, the
initiative released by MDG 6 favored the development of research involving AIDS,
tuberculosis, and malaria, which became known as “the three great diseases”. Meanwhile,
efforts to combat other diseases encompassed by the United Nations as ‘other diseases'
were in the background. The serious consequences of the text released through MDG 6
were observed in the short and long term. Diseases such as leishmaniasis have reached
alarming numbers of incidence and prevalence in several countries. In Brazil, lack of
information, poor public policies, difficulties in accessing adequate treatment, and the
tropical climate were the factors that made the country part of the group responsible for
90% of all cases worldwide. Although leishmaniasis is recognized as a serious public
health problem, the drugs used in clinical practice are old, toxic and expensive. After
more than two decades since the beginning of the movement to combat NTDs, the
difficulty in obtaining a new, more effective treatment is questionable. It is, therefore,
evident the need to assume new strategies for the discovery of potential prototypes.
However, investigating the pathogenic factors involved in the disease cycle does not
appear to be sufficient. Since leishmaniasis is a group of NTDs with a high social factor
involved, the new drug must be effective against the etiological agent of the disease and
meet the needs of affected patients.

Keywords: leishmaniasis, ODM 6, NTDs
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1 O cenario preocupante das doencas tropicais negligenciadas

A economia de um pais e 0 modo como seus recursos sdo geridos afeta
diretamente na qualidade de vida de sua populagdo. Ao longo do tempo, 0 modo de
desenvolvimento global resultou em uma marcante e crescente diferenga socioecondmica
entre paises. As nacGes com avancos considerados precarios no ambito social e
econémico eram denominadas como paises subdesenvolvidos (Lange, 2012). Apesar do
termo se encontrar em desuso desde a década de 1990, o cenario desses paises ndo sofreu
alteracOes consideraveis. Incentivada pelos preocupantes problemas socioecondémicos, as
Nacdes Unidas promoveram uma mobilizagdo em massa com o objetivo de formular
prioridades sociais no ano de 2000. A agenda visava principalmente o combate as
consequéncias causadas pela pobreza extrema. As prioridades estabelecidas foram
reunidas em 8 objetivos distintos, denominados de Objetivos de Desenvolvimento do
Milénio (ODMs) (Sachs, 2012). Em meio a resolucdo das ODMs, um grupo de
economistas coordenado pelo pesquisador Jeffrey Sachs promoveu um evento conhecido
como Comissdo de Macroeconomia e Saude. O relatério exposto pela comissdo €
considerado um documento histérico que liga a satde a pobreza global ao demonstrar o
modo como doengas como maléria e sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS)
aprisionaram populacdes que vivem em paises de baixa e média renda em um ciclo de
pobreza (Das; Samarasekera, 2011; Sachs, 2001). As conclusdes desse relatorio foram
incluidas na ODM 6 que objetivava “Combater a AIDS, a malaria e outras doengas”
(Molyneux et al., 2021).

Apbs a divulgacdo da ODM 6, o Fundo Global de Combate a AIDS,
tuberculose e malaria foi formado como um instrumento de apoio aos paises para atingir
a meta estabelecida. O alto incentivo do fundo de investimento resultou em um aumento
abrupto de pesquisas sobre essas doengas que passaram a ser denominadas como “as trés
grandes enfermidades” (Makam; Matsa, 2021). Contudo, a chamada do Fundo Global e
a meta descrita pela ODM 6 diminuiu a atencdo dada a diversas importantes enfermidades
que estavam englobadas pelas politicas publicas como “outras doengas” (Molyneux et al.,
2021). Dada essa circunstancia, em 2003, Peter Hotez e colaboradores citaram pela
primeira vez o termo “Doencas Tropicais Negligenciadas” (DTNs). A elaboragdo de um
termo sem referéncia a nenhuma doenca especifica foi uma estratégia para
contrabalancear o protagonismo dado as trés grandes enfermidades. O estudo tratou as

DTNs como uma “pandemia cronica” e, baseado na Comissdao de Macroeconomia e
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Saude, observou-se que as maiores prevaléncias e incidéncias ocorrem em continentes
tropicais como Africa, Asia e Américas (Smith; Taylor, 2016; Winkler et al., 2018). Além
disso, foi demonstrado que as doencas discutidas durante a elaboracdo das ODMs
coincidiam em relacdo a baixa exploracdo pelos oOrgdos de pesquisa e inddstrias
farmacéuticas (Weng; Chen; Wang, 2018). Essa préatica, considerada como um
negligenciamento, foi enfatizada na elaboragéo do termo.

O termo DTN logo passou a ser amplamente divulgado e diversos incentivos
foram criados em reconhecimento a escassez de pesquisas sobre esse grupo de doencas.
Prontamente, uma dinamica foi estabelecida entre pesquisadores e, principalmente,
lideres do Congresso dos EUA e do Parlamento do Reino Unido. Essa interacdo buscava
captar fundos de investimento especificos que apoiassem a ampliacdo da doacdo de
medicamentos com potencial de impacto rapido direcionados as DTNs (Hotez et al.,
2006; Molyneux; Hotez; Fenwick, 2005). Iniciativas ndo governamentais importantes
também foram criadas como a organizacdo “Drugs for Neglected Diseases Iniciative”,
fundada ainda em 2003 (loset; Chang, 2011). Em resposta aos esforgcos globais, a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) criou, em 2005, um departamento voltado ao
combate das DTNs e reconheceu uma série de doencas como parte do grupo de
enfermidades a serem combatidas. Para a OMS, além do acesso a medicamentos, seriam
Necessarios recursos para apoiar os ministérios da sadde dos paises mais acometidos pelas
DTNs. A Agéncia dos Estados Unidos para o Desenvolvimento Internacional (USAID)
respondeu a preocupacdo citada pela OMS em 2006 através da elabora¢do de um
programa que arrecadou US$ 100 milhdes ao longo de 5 anos para os paises mais
afetados. Os primeiros anos apés a criagdo das ODMs foram, portanto, marcados por um
movimento politico-cientifico visando o combate as doencas tropicais negligenciadas
(Molyneux et al., 2021).

Infelizmente, todos esses mecanismos de alerta ndo resultaram em mudancgas
significativas no cenario das DTNs. Entre os anos de 2003 e 2007, a Assisténcia Oficial
ao Desenvolvimento (AOD) revelou que apenas 0,6% dos fundos de investimento
destinados a saude eram atribuidos as doencas negligenciadas. O relatério divulgado pela
AOD tambem demonstrou que o protagonismo fornecido a AIDS, tuberculose e malaria
continuava presente. Considerando todo o fundo de investimento destinado as DTN,
37% eram atribuidos ao combate das trés grandes enfermidades (Liese; Houghton;
Teplitskaya, 2014). Um dos indicativos da falta de investimentos persistente € a

deficiéncia na descoberta e desenvolvimento de novos farmacos visando o tratamento das
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DTNs. No periodo de 2000-2011, ano no qual foi encerrado o programa desenvolvido
pela USAID, apenas quatro novas entidades quimicas foram aprovadas para o tratamento
das doencas tropicais negligenciadas. Esse numero representa apenas 1% de todas as
aprovacoes do FDA nesse periodo (Figura 1) (Goupil; Mckerrow, 2014). Contudo, 0s
dados mais alarmantes da primeira década de combate as DTNs apds a criacdo da ODM
6 foram divulgados pelo Estudo Global de Carga de Doengas em 2010. Segundo o estudo,
as DTNs foram responsaveis por 26,06 milhdes de anos de vida ajustados por
incapacidade em todo mundo (Mitra; Mawson, 2017). Essa divulgacdo cientifica reforgou
a relevante influéncia das DTNs no ciclo de pobreza como divulgado pela Comissao de
Macroeconomia e Saude. Além disso, demonstrou que o combate e tratamento destinado

a esse grupo de doencas ainda estava longe de resultar na erradicacdo das DTNSs.
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Figura 1: Porcentagem de entidades quimicas aprovadas pelo FDA entre 2000-2011 divididas pela
doenca alvo.
Fonte: Adaptado de Goupil; Mckerrow (2014)

Nos anos seguintes, as estatisticas e nimeros epidemioldgicos relacionados a
esse grupo de doencas ndo sofreram alteracdes relevantes. Em 2014, foi estimado que
aproximadamente 1,7 bilhdo de pessoas em 185 paises necessitaram de tratamento em
massa ou individual. Destes, 1,1 bilhdo residiam em paises emergentes e se enquadravam
nos fatores que classificam a pobreza extrema. Em determinadas regides, 0 numero de
pessoas acometidas pelas DTNs pode representar até 60% da populacéo do pais (Bangert
et al., 2017). Em meio a situagdo emergencial, uma nova agenda foi criada pelas Nagdes
Unidas em 2015. Os 17 Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) surgiram como
um plano complexo e multidisciplinar para o desenvolvimento humano até o ano de 2030.
Para isso, a elaboracdo das metas foi baseada na expansdo das ODMs e incluiu fatores

relacionados a mudanga climatica, desigualdade econdémica, inovagdo, consumo
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sustentavel, paz e justica (Joshi; Quadir; Yadav, 2021). Especificamente, a ODS 3.3 se
dedicou a tornar como meta o combate efetivo das DTNs e incentivou a criagdo de
solugdes multidimensionais que influenciem positivamente toda a agenda de
desenvolvimento sustentavel (WHO, 2020).

Apos a divulgacdo da ODS 3.3, o combate as doencas negligenciadas foi
marcado por um importante avanco entre os anos 2015-2019. Durante esse periodo, mais
de 1 bilhdo de pessoas receberam tratamento todos 0s anos, atingindo aproximadamente
60% do total de 1,7 bilh&o de pacientes estimados pela OMS em 2014 (Cohen et al., 2016;
WHO, 2019). O progresso inédito do tratamento e combate das DTNs foi repentinamente
paralisado com o surgimento da pandemia da doenca respiratoria COVID-19. A doenca
foi responsavel por aproximadamente 14,9 milhdes de mortes apenas entre os anos de
2020 e 2021 (WHO, 2022a). Contudo, a pandemia foi decretada como encerrada pela
OMS somente no inicio de 2023, o que demonstra que o numero de mortes ainda é
crescente (The Lancet, 2023). Além da letalidade do agente etiol6gico da COVID-19,
uma grande crise socioeconémica global foi instaurada. Doencas que possuem em seu
ciclo de transmissdo um forte componente social, como as DTNs, sofreram um aumento
abrupto no nimero de casos registrados. Relatorios recentes indicaram também a
disseminacdo desse grupo de doencas em areas onde antes ndo eram endémicas (Hotez;
Fenwick; Molyneux, 2021). Esse novo retrocesso no contexto de combate as DTNs fez
com que a OMS divulgasse um relatorio visando demonstrar as necessidades atuais e
direcionar os estudos das DTNs entre os anos 2021-2030 (Brindha; Balamurali; Chanda,
2021). Contudo, a instabilidade histérica do cenario desse grupo de doencas
negligenciadas deixa clara a necessidade de desenvolver novas estratégias analisando

todas as anteriormente tracadas.

2 Um grupo de doenc¢as duplamente negligenciado

No mesmo ritmo em que novos casos de DTNs eram registrados, o indice de
pobreza também sofreu grandes aumentos. Considerando as metas estabelecidas pelos
ODMs, o numero de pessoas vivendo em condicdes de pobreza extrema ap0s a primeira
década deveria ser de aproximadamente 500 milhdes (Hotez; Fenwick; Molyneux, 2021).
Contudo, em 2019 foi estimado que 650 milhdes de pessoas viviam em condicOes
precarias, o que representava cerca de 8,4% da populacgéo global. Em 2020, um ano apds
0 inicio da pandemia de COVD-19, o combate a pobreza sofreu um novo e alarmante

retrocesso. Esse periodo foi marcado por um aumento de mais de 100 milhdes de pessoas
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atingindo indices englobados na pobreza extrema (Homi Kharas, 2020). As
consequéncias socioecondmicas provocadas pela pandemia demonstraram de forma
explicita a relacdo entre a economia e as DTN, reafirmando o postulado pela Comissédo
de Macroeconomia e Saude. De forma pratica, o periodo pandémico demonstrou que o
combate eficiente as DTNSs precisa ser acompanhado pela reducdo do nimero de pessoas
vivendo em condicdes precérias.

A compreensdo da participacdo das DTNs no ciclo da pobreza extrema
depende da anélise de dois fatores: como as condi¢Oes precarias de vida influenciam na
transmisséo das doencas; e como 0s casos registrados impactam na qualidade de vida de
uma populagdo. A OMS engloba 20 diferentes enfermidades no grupo das DTNs, o que
reflete em um alto numero de possiveis agentes etioldgicos (Weld et al., 2022). Parasitos,
bactérias, fungos, ectoparasitas ou virus podem ser causadores dessas doencas e cada um
desses agentes possui um ciclo de vida particular (Borlase et al., 2022). Doengas como
AIDS, tuberculose e hanseniase sdo transmitidas de forma direta, o que implica que ndo
ha necessidade de um hospedeiro intermediario no ciclo de transmissdo. Areas urbanas,
por suas caracteristicas definidoras de aglomeracdo populacional, resultam em condi¢bes
propicias a geracdo e disseminacdo de doencas infecciosas de contagio direto como as
DTNs citadas (Anugwom; Anugwom, 2023). Atrelado a esse fator intrinseco a
urbanizacdo, condicGes precarias de moradia e falta de saneamento basico contribuem
também para o surgimento e proliferacdo de varios hospedeiros intermediarios como
flebotomineos, triatomineos e caramujos (Chastonay; Chastonay, 2022). Estes
hospedeiros participam do ciclo de vida de diversos agentes etioldgicos das DTNs com
transmissao indireta como maléaria, leishmanioses, doenca de Chagas e esquistossomose.
Com a falta de politicas publicas e poucos programas de educacdo sobre salde, as
populacdes que vivem sob essas condicdes ficam propicias a diversos riscos sem o
conhecimento adequado, aumentando consideravelmente a transmisséo das DTNS nessas
regides (Ocholaid; Karanja; Elliott, 2021).

Um novo caso de DTN representa um grande impacto socioecondmico para
essas populacbes. Dadas as condigOes precarias e, por vezes, dificil acesso a rede publica
de saude, o diagnostico e inicio do tratamento s&o tardios (Winkler et al., 2018). Ao iniciar
a terapia, os pacientes se deparam com uma dura realidade: os medicamentos utilizados
contra as DTNSs sdo comumente toxicos e geram muitos efeitos adversos (Mengarda et
al., 2022; Muchiri et al., 2023). Além disso, parte desses medicamentos sdo administrados

por via endovenosa e/ou intramuscular, causando desconforto e exigindo
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acompanhamento hospitalar periddico (Mitra; Mawson, 2017). Esse conjunto de fatores
atrelados ao tratamento das DTNs é incompativel com a realidade dos pacientes
acometidos que acabam por descontinuar a terapia. O resultado disso é o agravamento do
quadro da doenca e consequente diminuicdo da capacidade de trabalho desses pacientes.
Com a menor produtividade, as ofertas de emprego se tornam escassas, diminuindo a
renda per capita de uma populacdo que j& possui problemas econémicos graves (WHO,
2022b). A alarmante realidade vivenciada por essas pessoas demonstra como uma
populacdo também pode ser negligenciada. Enquanto isso, as Unidades Béasicas de Saude
(UBS) locais também sofrem com consequéncias diretas provocadas por essas doencas.
O grande numero de casos registrados sobrecarrega as UBS que enfrentam a dificuldade
de distribuicdo de medicamentos em massa dado o valor do tratamento que, de forma
geral, é alto.

Outra grave consequéncia do tratamento farmacol6gico inadequado e
utilizado em massa é a resisténcia adquirida aos farmacos pelos agentes etiologicos. Pelo
menos 11 das 20 enfermidades compreendidas como DTNs apresentam resisténcia a
terapia medicamentosa (Akinsolu et al., 2019). Apesar do surgimento da resisténcia ao
tratamento atual, os medicamentos onerosos utilizados na prética clinica contra as DTNs
permanecem 0s mesmos h& décadas (De Assis; Rabello; Cota, 2021). Os fatores
socioecondémicos e farmacoldgicos deixam claro que a busca por novas terapias
eficientes, acessiveis e voltadas as necessidades do paciente e caracteristicas das doencas
pode representar uma ferramenta crucial para quebrar o ciclo provocado pelas DTNs
(Weld et al., 2022).

3 A populagio brasileira é fortemente atingida pelas DTNs

O Brasil é marcado por sua ampla diversidade de recursos naturais que
representam 14% de toda a biocapacidade mundial (Ahmed; Le; Shahzad, 2022). A
biodiversidade distribuida em todo o amplo territério fez com que o pais emergente
atraisse atences no ambito econémico. Desde 2013, o Brasil se destacou na América
Latina e Caribe ao atingir 34% de toda a populacéo da regido. Ainda nesse periodo, foi
considerado um dos paises com mais rapido crescimento econdmico, sendo a segunda
maior economia no Hemisfério Ocidental (Hotez; Fujiwara, 2014). Contudo, a historia da
economia no Brasil ndo é linear. Apesar da capacidade de altas taxas de crescimento, o
pais tem enfrentado desafios significativos em seus esfor¢os de promover um crescimento

robusto e sustentavel. Consequentemente, seu desempenho econémico a longo prazo tem
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sido pouco relevante. A instabilidade do crescimento econdmico no Brasil atraiu atengéo
cientifica substancial e diversos estudos apontaram causas significantes para o fenémeno
como inflacdo, balanca de restricdes de pagamento, liberalizacdo financeira e comercial,
mudanca estrutural e instabilidade politica (Doré; Teixeira, 2022).

A reducéo do poder de compra e qualidade de vida da populacdo séo alguns
dos reflexos da inexisténcia de um crescimento econdmico linear. A crise econdmica mais
recente advinda da pandemia de COVID-19 fez com que o pais caisse no ranking do
indice de Desenvolvimento Humano (IDH), chegando ao 87° lugar em 2022 (Nu, 2022).
O quadro geral demonstrado pelo IDH se torna ainda mais preocupante ao analisar
determinados estratos socioecondmicos. Historicamente, o Brasil € um pais marcado
pelas desigualdades sociais. Em 2021, a negligéncia sofrida pelas populacdes de
determinadas regides ficou ainda mais evidente. O contingente de pessoas com renda
domiciliar per capita de até 497 reais mensais atingiu cerca de 29,6% de toda a populacao
do pais, 0 que representa 62,9 milhdes de pessoas. Em comparac¢do ao ano de 2019, houve
um aumento de 9,6 milhdes de brasileiros atingindo o indice de pobreza extrema. Apenas
esse aumento representa praticamente toda a populacdo de um pequeno pais como
Portugal (Neri, 2022). Esse marcante retrocesso socioecondémico representou problemas
graves ao pais.

O aumento dos indices de prevaléncia e incidéncia de doencas como as DTNs
é uma das consequéncias do retrocesso socioeconémico apos o periodo da pandemia de
COVID-19. Os casos de DTNs no Brasil sdo mundialmente relevantes desde o inicio do
movimento visando ao combate dessas doencas e algumas sdo registradas em todo o
territdrio do pais. O grande nimero de casos faz com que o Brasil seja 0 maior foco de
DNTs em toda a America Latina. Mesmo antes da crise socioecondémica, em 2018, o
namero de mortes relacionadas a essas doencas era estimado entre 8.000-10.000
anualmente (Martins-Melo et al., 2018). Ainda assim, a verdadeira carga de DTN é
considerada subestimada no Brasil (Martins-Melo et al., 2016).

A diversidade dos seis biomas brasileiros (Amazénia, Mata Atlantica,
Cerrado, Caatinga, Pampa e Pantanal) e as condic¢des climéticas caracteristicas também
afetam na relevancia em termos epidemioldgicos de determinadas DTNs no pais. Em
geral, as doencas que dependem de um hospedeiro intermediario como leishmanioses,
dengue, filariose e doenca de Chagas sdo altamente registradas no Brasil (Hotez, 2014).
Dentre elas, a doenca de Chagas e as leishmanioses se destacam pela letalidade. Apesar

do numero de pacientes acometidos pela doenca de Chagas ter chegado a 1,9 milhdes, a
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reducdo da transmissdo dessa doenca tem apresentado avancos, o que reduziu o nimero
de novos casos (Bern et al., 2011). Em contrapartida, o Brasil ainda faz parte do grupo de
paises responsavel por 90% de todos os casos mundialmente registrados de
leishmanioses. Especificamente, a leishmaniose cutanea se destaca como a forma clinica
mais prevalente no Brasil, com casos registrados em todos os Estados (Anversa et al.,
2018). Vale ressaltar que o flebotomineo responsavel pela transmissao dessas doencas €
endémico em todas as regides do pais, dificultando a reducdo do nimero de novos casos
(Andrade-Filho et al., 2017). Dessa forma, as leishmanioses no pais ainda necessitam de

grande atencdo por parte de politicas publicas de satde e centros de pesquisa.

4 As leishmanioses

Os altos indices epidemiologicos das leishmanioses se repetem em diversas
regides do mundo. Esse grupo de doencas esta presente em mais de 90 paises, sendo 0s
primeiros casos registrados em regides da Africa, Asia e Brasil (Costa-Da-Silva et al.,
2022). Rapidamente, os indices de incidéncia atingiram nimeros alarmantes. Estima-se
que 12 milhGes de pessoas sdo acometidas pelas leishmanioses. Contudo, o nimero exato
de pacientes € impreciso uma vez que, por ano, aproximadamente 1,5-2 milhdes de novos
casos sdo registrados (Benallal et al., 2022). O conhecimento sobre a gravidade da doenca
e representatividade do Brasil em seu ciclo epidemiolégico ndo foram suficientes para
um combate efetivo contra as leishmanioses. Considerando um intervalo de 18 anos, entre
2001-2019, 3,2% dos Estados ainda apresentam incidéncia crescente de casos e 72,5%
ndo demonstraram alteracdo (Portella; Kraenkel, 2021). Além disso, embora o niUmero
geral de novos casos tenha reduzido entre 2001-2021 (Figura 2), a porcentagem de
letalidade das leishmanioses em 2021 foi de 9,5%, a maior ja registrada desde 2012 (Opas,
2022).
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Figura 2: Numero de casos registrados de leishmanioses no Brasil entre 2001-2021.
Fonte: Adaptado de Opas (2022)
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Diversos fatores que envolvem as leishmanioses as tornam doencas de dificil
combate e tratamento. Os agentes etioldgicos da doencga sdo protozoarios parasitos da
Ordem Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae e género Leishmania. Diversas
espeécies foram identificadas como parte desse género e, dentre elas, 20 séo responsaveis
por provocar doencas em humanos (WHO, 2016). Apesar da transmissdo antroponotica
ser rara, existem alguns casos registrados de transmissdo através de transfusdes
sanguineas, transferéncia placentaria e contato com agulhas contendo resquicios de
sangue de pacientes infectados (Yadav et al., 2023). Contudo, a maioria dos casos de
transmissao das 20 espécies de Leishmania se da atraves da picada de fémeas infectadas
de insetos vetores. Esses insetos pertencem a ordem Diptera, Familia Psychodidae,
subfamilia Phlebotominae e podem ser encontrados em dois géneros distintos:
Phebotomus e Lutzomyia (Akhoundi et al., 2016). No Brasil, o género encontrado é o
Lutzomyia, sendo o flebotomineo Lutzomyia longipalpis identificado em todos os Estados
(Andrade-Filho et al., 2017). Esse fator ¢ um dos motivos responsaveis pelo registro das
leishmanioses em todo o territorio brasileiro. Entretanto, essa classificacdo de vetores da
leishmaniose divulgada durante décadas é controversa. Em 2003, o pesquisador Galati
propbs um reagrupamento das espécies de flebotomineos americanos em 22 géneros
diferentes (Galati; Marassa; Andrade, 2003). As diferencas da nova classificacdo
filogenética proposta por Galati e colab. (2003) ndo resultaram em modificacdo do
cenario de contaminacdo propicio do Brasil, uma vez que a maior parte dos vetores
citados no estudo sdo encontrados no pais (Shimabukuro; Galati, 2011).

Dada a quantidade de espécies do género Leishmania patogénicas para 0s
hospedeiros humanos, as leishmanioses sdao marcadas por seu amplo espectro clinico. Os
pacientes acometidos por essas doengas podem apresentar desde lesdes cutdneas com
tendéncia a ulceracdo (leishmaniose cutinea) até o acometimento de 6rgaos como figado,
baco e medula 6ssea (leishmaniose visceral) (Burza; Croft; Boelaert, 2018). A
leishmaniose cutdnea, a forma clinica mais prevalente da doenca, pode ainda ser
encontrada com manifestagdes unicas, multiplas, difusas ou sob forma mucosa. De modo
geral, a leishmaniose cutdnea ¢ caracterizada por uma lesdo no local da picada do
flebotomineo vetor, apresentando forma arredondada, ulcerada e de fundo granuloso
(Abadias-Granado et al., 2021). A depender da interacdo imunoldgica do hospedeiro,
essas lesdes podem se distribuir em multiplos locais podendo ou nao ser ulceradas (forma
multipla e difusa, respectivamente). A leishmaniose cutdnea em sua forma mucosa ¢

definida pela evolugcdo das ulceragdes que causam destruigdo parcial ou total de
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membranas mucosas, aumentando as chances de infecgdes secundarias ¢ dificultando o

tratamento (Jaimes, 2022).

5 O atual tratamento contra as leishmanioses
Ainda ndo existem vacinas disponiveis para a populacdo humana visando o
combate das leishmanioses e as intervencdes sdo essencialmente medicamentosas. Os
farmacos utilizados na pratica clinica global s&o: o antimoniato de N-metil-glucamina, a
anfotericina B na formulacdo lipossomal, a pentamidina, a miltefosina e a paromomicina

(Santiago; Pita; Guimaraes, 2021).

5.1 Os antimoniais pentavalentes

Os antimoniais sdo utilizados como agentes terapéuticos ha séculos. O
primeiro registro do uso dessa classe de compostos para o tratamento de leishmaniose
cuténea (LC) foi ainda em 1913. Os relatos positivos fizeram com que essas moléculas
fossem também empregadas na terapia de leishmaniose visceral (LV) nos anos seguintes.
Entretanto, a alta toxicidade e instabilidade quimica fez com que os antimoniais
trivalentes parassem de ser utilizados na terapia dessas doencas. A necessidade de novos
farmacos para o tratamento da LC e LV incentivaram a descoberta e desenvolvimento
dos antimoniais pentavalentes em 1920. Os novos farmacos geravam menor quantidade
de efeitos adversos em relacdo aos antecessores, além de demonstrar alta eficiéncia,
evitando o o6bito de diversos pacientes acometidos pelas leishmanioses no século XX
(Haldar; Sen; Roy, 2011). A importancia dessa descoberta foi reconhecida através da
premiacdo do Nobel de 1929 e atraiu grande interesse dos pesquisadores. O antimoniato
N-metil-glucamina (Glucantime®) e o estibogluconato de sédio (Pentostam®),
sintetizados em 1937 e 1945, respectivamente (Goodwin, 1995; Schmidt, 1937)
continuam sendo considerados os medicamentos de primeira escolha para o tratamento

desse grupo de DTNs ha seis décadas (Figura 3).
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Figura 3: Formula estrutural proposta para ions 364 Da e 365 Da identificados por ESI (-)-MS em
solucBes aquosas de Glucantime® e Pentostam®, respectivamente.
Fonte: Adaptado de Frézard; Demicheli; Ribeiro (2009)
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As pesquisas em torno dos antimoniais pentavalentes ndo foram suficientes
para eliminar alguns efeitos adversos associados a esses farmacos. Administrados por
via endovenosa ou intramuscular, os antimoniais pentavalentes sdo associados a mialgia,
anorexia, febre, além de alteracdes hepaticas, cardiovasculares e renais (Marques et al.,
2019). A toxicidade desses farmacos é relacionada com seu perfil farmacocinético. Apds
aadministracdo, a meia-vida do Pentostam® ou Glucantime® é de apenas 2 horas e a maior
parte (81-97%) é excretada num periodo de 6-8 horas. Dessa forma, sdo necessarias altas
e repetidas doses para que os almejados efeitos terapéuticos sejam alcancados. Apesar da
curta meia-vida e alta excregédo, pequenas quantidades dos antimoniais pentavalentes se
acumulam nos tecidos sob sua forma reduzida de antimoniato trivalente, gerando uma
toxicidade crescente (Rath et al., 2003; Sharma; Anand, 1997). O uso desses farmacos
como primeira escolha dos tratamentos de LC e LV demonstra a necessidade emergencial
da descoberta e desenvolvimento de novos compostos bioativos mais seguros.

A utilizacdo desses compostos € justificada pela alta atividade antileishmania
da classe. Entretanto, 0s mecanismos responsaveis por essa bioatividade ainda nao foram
completamente elucidados. Uma das razGes que dificultam a interpretacdo desses estudos
¢ a reacdo de oxirreducdo dos antimoniais pentavalentes em meio fisioldgico (Haldar;
Sen; Roy, 2011). A participacdo dos antimoniatos trivalentes ainda néo é clara, contudo,
a descoberta da sua existéncia fez com que a hip6tese de que os antimoniais agem como
um pro-farmaco seja a mais aceita. Outras hipdteses de mecanismo farmacolégico desses
compostos sdo: formacgdo de complexos com nucleotideos e glicoconjugados, inibicdo da

enzima tripanotiona redutase e imunomodulacdo do hospedeiro (Bastos et al., 2016).

5.2 Anfotericina B

A alta toxicidade relacionada ao acimulo de antimoniato trivalente nos
tecidos fez com que a anfotericina B (AmB) surgisse como uma alternativa promissora
para o tratamento de LC e LV (Figura 4). Trata-se de um antibi6tico poliénico
primeiramente isolado em 1955 a partir de cepas de Streptomyces nodosus provenientes
da Venezuela (Chattopadhyay; Jafurulla, 2011). Esse farmaco foi amplamente utilizado
nos anos posteriores por sua alta atividade antifingica. Ap6s 0s primeiros anos de uso, a
AmB ja era considerada o farmaco de primeira escolha para o tratamento de infec¢des
fangicas sistémicas causadas por Candida albicans e/ou Aspergillus fumigatus (Cohen,

1998). A bioatividade marcante desse farmaco fez com que a AmB fosse apontada como
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um potencial agente antiparasitario atraves de estudos de reposicionamento de farmacos.
A hipotese foi confirmada e o uso desse antibidtico na préatica clinica demonstrou
excelentes resultados, com uma porcentagem de 97% de cura em casos de LV
(Chattopadhyay; Jafurulla, 2011; Wasan et al., 2009).

OH OH

Figura 4: Estrutura quimica do antibidtico poliénico anfotericina B.
Fonte: Autoria prépria

O amplo espectro da AmB é relacionado ao seu mecanismo de acdo. Acredita-
se que esse antibiotico consegue interagir com esterdis presentes em membranas
celulares, levando a formacdo de canais transmembranicos (Figura 5). A formacéo de
poros na membrana celular induz o aumento da permeabilidade a ions e pequenas
moléculas, o que gera uma instabilidade da homeostase citoplasmatica e posterior morte
celular (Hartsel; Bolard, 1996). Essa hip6tese de mecanismo de acdo é fundamentada
através da caracteristica anfifilica da AmB que permite a interagdo com esterdis da
bicamada lipidica (Chattopadhyay; Jafurulla, 2011). Entretanto, as etapas de interacdao
desse farmaco com a membrana celular sdo complexas e estudos de dinamica molecular
vém sendo utilizados para elucidar o mecanismo de acdo proposto (Umegawa et al.,
2022).

Figura 5: Proposta de interacéo entre a AmB e 0s esterdis presentes na membrana celular.
Fonte: CHATTOPADHYAY; JAFURULLA (2011)
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Por outro lado, o mecanismo de acdo mais aceito para a AmB apresenta
grandes desvantagens praticas. A membrana celular do mamifero também possui esterois,
sendo o colesterol considerado determinante para a estabilidade da bicamada lipidica
(Zhang et al., 2019). Em meio fisioldgico, a AmB interage sem seletividade com o0s
esterois presentes nas células do paciente e do parasito e/ou fungo. Como resultado, a
administragdo desse farmaco gera graves efeitos adversos como nausea, febre, tremores,
hemolise, bem como problemas cardiacos, renais e hepaticos agudos (Kaminski, 2014;
Kumari et al., 2022). De modo a minimizar os efeitos adversos, varios estudos tiveram
como objetivo o desenvolvimento de um carreador ou formulagdo com potencial seletivo
apenas para os esterois dos agentes patogénicos. Por meio desses esforgos, a anfotericina
B incorporada em lipossomas carreadores demonstrou grande potencial antileishmania e
reducio de efeitos adversos. O AmBisome® é fortemente indicado pela OMS como
alternativa para o tratamento de LC e LV, contudo, o alto custo desse medicamento ainda
é considerado um fator limitante para sua implementacdo em massa (Chan Margaret,
2017).

5.3 Pentamidina

Assim como os outros farmacos utilizados para o tratamento das
leishmanioses, a descoberta da pentamidina ndo é recente. Por volta de 1930, um analogo
da insulina contendo grupamentos guanidina foi desenvolvido. A sintalina demonstrou
alta potencial antiprozoério frente a infecgdes causadas por diferentes espécies do género
Trypanosoma. Essa descoberta gerou grande interesse no estudo de moléculas aromaticas
contendo grupamentos nitrogenados. A pentamidina é um exemplo desses compostos,
sendo uma diamidina aromatica simétrica conectados entre si por uma cadeia
hidrocarbénica alifatica (Figura 6). Esse composto, assim como a sintalina, demonstrou
resultados de inibicdo relevantes frente aos protozoarios Trypanosoma brucei gambiense

e Trypanosoma brucei rhodesiense (No, 2016).
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Figura 6: Estrutura quimica da pentamidina.
Fonte: Autoria prépria
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Quando utilizado para o tratamento das leishmanioses, a pentamidina
apresentou atividades importantes principalmente em casos de LC com taxas de
efetividade de 31.2-96% (Gadelha et al., 2015; Heleine et al., 2023). Por isso, a
pentamidina passou a ser utilizada como um farmaco de segunda escolha para o
tratamento de LC em casos nos quais 0s antimoniais pentavalentes ndo geram respostas
adequadas (Gadelha et al., 2015). Embora seja um farmaco descoberto por volta da
década de 1940, o mecanismo de acdo responsavel pelo efeito antiparasitario da
pentamidina ainda ndo foi completamente esclarecido. As principais hipoteses sao
relacionadas a alteracéo do transporte de membrana ao inibir a reagdo de poliaminas bem
como interferéncia na sintese de DNA e posterior disfungdo mitocondrial (No, 2016).

Apobs intensa utilizacdo em casos de LC, relatos de resisténcia dos parasitos
aos farmacos reduziram sua taxa de eficacia nos tratamentos (No, 2016). Reacdes
adversas como nausea, dor de cabeca, hipertensdo, erupgdes na pele, disfungéo renal e
hepatotoxicidade também marcaram o0 uso desse farmaco. Além disso, a formulacéo
farmacéutica comercial da pentamidina é administrada por via endovenosa, resultando
em incébmodo para o paciente e altos custos para o hospital (Oliveira et al., 2011).
Somados, esses aspectos fizeram com que o uso da pentamidina na pratica clinica fosse

reduzido a partir da década de 2000.

5.4 Miltefosina

A miltefosina é o exemplo de farmaco mais recente utilizado para o
tratamento das leishmanioses. Trata-se de um analogo alquilfosfocolinico inicialmente
desenvolvido para o tratamento de metastase de cancer de mama (Figura 7). Esse agente
antineoplésico teve sua atividade contra espécies de Leishmania elucidadas in vitro e,
posteriormente, testes in vivo provaram sua alta eficacia (Pali¢; Beijnen; Dorlo, 2022).
Esses resultados atrelados a alta biodisponibilidade oral da molécula fizeram com que a
OMS, Asta médica e o governo da india iniciassem o financiamento de estudos clinicos
de fase Il e 11l. Em 2002, a miltefosina se tornou o primeiro farmaco de administracdo

oral disponivel para o tratamento das leishmanioses (Sundar et al., 2012).
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Figura 7: Estrutura quimica da miltefosina.
Fonte: Autoria propria
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Em termos estruturais, a miltefosina € uma molécula menor e obtida com
maior facilidade de sintese em comparacdo a anfotericina B. Contudo, esses dois
farmacos possuem caracteristicas anfifilicas como semelhanca. De fato, a cadeia
hidrocarbonica alifatica presente na estrutura da miltefosina faz com que esse farmaco
apresente alta afinidade aos esterdis como colesterol e/ou ergosterol (Azzouz et al., 2005).
Sendo assim, seu mecanismo de acdo antileishmania é associado a distdrbios do
metabolismo e composicdo da membrana celular do parasito. Além disso, estudos
posteriores demonstraram também que esse farmaco é capaz de combater indiretamente
0 parasito atuando em vias imunomodulatérias do hospedeiro (Pali¢; Beijnen; Dorlo,
2022).

A alta biodisponibilidade oral € rara e altamente desejada entre os farmacos
antileishmania. A miltefosina foi, portanto, o Unico tratamento com apresentacdo oral
aprovado pelo FDA visando, principalmente, o tratamento da LV (Pali¢; Beijnen; Dorlo,
2022; Sunyoto; Potet; Boelaert, 2018). Entretanto, trata-se de uma molécula com diversos
efeitos reprodutivos indesejados, sendo reportados graves casos de teratogenicidade
relacionados a sua administracdo. Consequentemente, o uso da miltefosina é
contraindicado para o tratamento de pacientes gravidas, limitando sua aplicacdo clinica
(Sundar et al., 2012).

5.5 Paromomicina

A paromomicina € um outro exemplo de farmaco que ndo foi inicialmente
desenvolvido para o tratamento das leishmanioses. Esse antibiético aminoglicosideo
isolado de cepas de Streptomyces krestomuceticus é utilizado para o tratamento de
infeccOes do sistema gastrointestinal por seu amplo espectro frente as bactérias (No,
2016) (Figura 8). Sua atividade antileishmania foi comprovada na década de 1960 através
de testes in vitro. Ao ser submetida a experimentos posteriores, os estudo clinicos de fase
IV demonstraram 94,6% de eficacia no tratamento da LV, o que solidificou seu uso
também contra essa doenga (Sundar et al., 2007). Por sua baixa biodisponibilidade oral,
a formulacdo farmacéutica desenvolvida para esse farmaco é administrada por via

intramuscular (Jamil et al., 2015).
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Figura 8: Estrutura quimica da paromomicina.
Fonte: Autoria propria

Trata-se também de um farmaco antileishmania com mecanismo de acdo
ainda ndo completamente elucidado. Capacidade de inibicdo da sintese proteica,
alteracdes na fluidez da membrana do parasito e inducdo de disfungfes mitocondriais séo
algumas das hipoteses relacionadas aos provaveis mecanismos antileishmania da
paromomicina (No, 2016).

Visando aumentar a comodidade e adesdo ao tratamento, formulac6es topicas
contendo esse farmaco foram desenvolvidas. Estudos clinicos de fase I11 conduzidos com
uma formulag&o topica apresentaram um indice de cura de 82% em pacientes acometidos
por LV (Ben Salah et al., 2013). As taxas de sucesso com o tratamento da paromomicina
sdo, entretanto, menores quando comparados a farmacos de primeira escolha como
antimoniais pentavalentes e AmB. Ao expor cepas de Leishmania donovani a
paromomicina, parasitas resistentes foram facilmente geradas experimentalmente,
demonstrando o potencial para o rapido surgimento de cepas resistentes ao tratamento
(Hendrickx et al., 2014). Como resultado, a paromomicina nao é o farmaco mais utilizado

no tratamento da LC e LV.

6 A industria farmacéutica e a descoberta de farmacos antileishmania

Ao analisar 0s medicamentos disponiveis para o tratamento das
leishmanioses, nota-se facilmente que todos sdo antigos, toxicos e de alto custo.
Considerando que o movimento de combate as DTNs foi iniciado desde a década de 2000,
a utilizacdo de farmacos desenvolvidos ainda no século XX gera diversos
questionamentos. A industria farmacéutica € a principal responsavel pelo processo de
descoberta e desenvolvimento de novos farmacos e atribui a suas pesquisas avangos
bioldgicos, quimicos e biomédicos (De La Torre; Albericio, 2019). Trata-se de um dos

setores industriais mais rentaveis em escala global, movimentando bilhdes de dolares
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anualmente. Por sua importancia econdmica, diversos paises investem continuamente no
desenvolvimento das inddstrias farmacéuticas, o que tem resultado em um crescimento
de mercado anual de cerca de 5,7% desde 2017 (Gonzélez Pefia; Lopez Zavala; Cabral
Ruelas, 2021).

O volume de investimentos nesse setor industrial ndo reduz a complexidade
envolvida na pesquisa das industrias farmacéuticas. A descoberta de uma substancia
bioativa inclui etapas de identificacdo da doenca e seus principais aspectos clinicos,
selecdo de um alvo molecular e sua validacéo, e testes de eficacia in vitro e in vivo (Sinha;
Vohora, 2017). Os resultados das anélises da pesquisa basica sdo utilizados na posterior
otimizagdo dos compostos com o0 objetivo de aumentar a eficicia terapéutica e
biodisponibilidade. Somente apds essas etapas, 0 desenvolvimento do potencial farmaco
é iniciado, sendo dividido em ensaios pré-clinicos e clinicos (Steinmetz; Spack, 2009).

A alta taxa de insucessos durante esse processo é outra dificil realidade
enfrentada pelas industrias farmacéuticas. A maioria dos compostos protétipo nédo
reproduz sua eficacia demonstrada in vitro e in vivo quando submetidos aos testes de fase
clinica. Mesmo aqueles com resultados clinicos promissores passam por um complexo
processo até a utilizacdo em préatica hospitalar. Estima-se que apenas um dentre oito
compostos testados clinicamente consiga ser aprovado para comercializacdo (Mohs;
Greig, 2017). Erros na escolha da dose do farmaco e problemas de eficécia e seguranca
sdo apenas alguns dentre diversos motivos responsaveis por essa taxa de insucessos
significativa (Sacks et al., 2014).

Por todas essas particularidades, a descoberta e desenvolvimento de novos
farmacos se torna um processo longo, complexo e oneroso. Desde a selecdo da doenca a
ser investigada até a introducdo de um novo medicamento no mercado farmacéutico, um
periodo aproximado de 12 a 15 anos é necessario (Mohs; Greig, 2017). A combinacéo do
tempo e tecnologias indispensaveis geram altos custos que podem ultrapassar até US$ 2,6
bilhdes. Mesmo com a possibilidade de tragar estimativas, o custo real do processo de
desenvolvimento de um farmaco ndo pode ser orcado de forma precisa, uma vez que
existe alto indice de variacdo (Morgan et al., 2011).

A industria farmacéutica ¢ um setor comercial e seus produtos sao
desenvolvidos visando um determinado mercado consumidor. A venda de novos
farmacos e demais formulag@es precisa resultar em um valor capaz de retornar o que foi
investido e gerar lucro. Dessa forma, a maior parcela das pesquisas de industrias

farmacéuticas esta voltada para encontrar solugdes de interesse ou necessidade de uma
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grande quantidade de pessoas. Entretanto, a determinagdo do tamanho de um mercado
consumidor depende também de um outro fator crucial: a capacidade de compra da
populacdo envolvida. Essa estratégia comercial é facilmente visualizada ao analisar a
classe de farmacos com maior indice de crescimento nas Ultimas décadas. O mercado
farmacéutico de medicamentos musculoesqueléticos atingiu altas taxas de expansao,
representando 14% de todo o mercado farmacéutico em 2017 (Gonzélez Pefia; Lopez
Zavala; Cabral Ruelas, 2021). O aumento da busca por esses farmacos esta relacionado
ao crescente envelhecimento populacional que é substancialmente maior em grupos de
média ou alta renda (Zhang; Xing; Li, 2019). O mercado de farmacos
musculoesqueléticos possui entdo o cendrio ideal para as inddstrias farmacéuticas, no qual
0 nimero de pessoas atingidas é crescente e, em sua maioria, com alto poder aquisitivo.

Por outro lado, o mercado de farmacos para o tratamento das leishmanioses é
pequeno e incerto. Apesar dos altos nimeros de prevaléncia, o reduzido poder de compra
da maioria das pessoas acometidas e o inicio do tratamento tardio fazem com que a busca
por esses medicamentos seja baixa (Choi et al.,, 2021). Adicionalmente, a AIDS,
tuberculose e malaria ainda continuam atraindo a maior parte do interesse das industrias
desde a publicacdo da ODM 6 (Mukherjee, 2023). Sendo assim, a producédo de farmacos
para o tratamento das leishmanioses fica limitado a um pequeno grupo de industrias
farmacéuticas, gerando uma centralizagdo comercial. Esses elementos sdo determinantes
para que as grandes indudstrias considerem o mercado de farmacos antileishmania pouco
lucrativo, o que reduz a busca por novos farmacos (Banjara et al., 2012; Sunyoto et al.,
2019).

7 A complexidade das leishmanioses e o tratamento multialvo

O pouco conhecimento acerca do mecanismo de acdo dos farmacos
antileishmania é outro aspecto que faz do desenvolvimento de novos compostos um
desafio. Com os avancos da biologia molecular e metodologias in silico, a identificagdo
de um alvo farmacoldgico é considerada uma etapa inicial da descoberta de farmacos
(Lourenco et al., 2020). A compreensdo sobre como ocorre 0 reconhecimento,
especificidade e afinidade entre um farmaco e seu alvo molecular é amplamente utilizada
no desenho racional e otimizagéo estrutural de novos prototipos (Veljkovic et al., 2011).
No contexto das leishmanioses, a dificuldade na identificacdo de um alvo farmacolégico
se deve a complexidade dessas doengas e 0 modo de interacdo parasita-hospedeiro. Os

parasitos do género Leishmania possuem um aparato bioquimico extremamente
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desenvolvido. Por isso, a atuacdo de um farmaco em um alvo molecular gera diversas
respostas bioldgicas, tornando a identificacdo da via responsavel por todas elas uma dificil
tarefa.

O ciclo de vida geral das espécies de Leishmania ja é bem estabelecido
(Figura 9). Inicia-se quando uma fémea de flebotomineo adquire os parasitos na forma
amastigota durante o repasto sanguineo de um hospedeiro vertebrado infectado. No trato
digestivo do inseto vetor, os parasitos se transformam em formas flageladas conhecidas
como promastigotas em resposta adaptativa ao novo ambiente. Posteriormente, as novas
formas adaptadas se multiplicam por divisdo binaria no estbmago das fémeas do inseto.
Por meio da motilidade conferida pelos flagelos, os parasitos migram para o es6fago e
faringe do hospedeiro intermediario, onde € iniciada a metaciclogénese para a producéo
de formas promastigotas metaciclicas. Essas formas infectantes de Leishmania sdo
inoculadas pelo inseto vetor através de novo repasto sanguineo. O parasito é entdo
reconhecido pelo sistema imunol6gico do hospedeiro vertebrado que ativa o sistema
complemento e células como os macrdfagos se encarregam pela fagocitose. Nesse
momento, ocorre um novo processo de adaptacdo e as formas promastigotas se
diferenciam em amastigotas, capazes de sobreviver e se multiplicar no fagolisossomo do
macréfago. O processo de multiplicagdo das formas amastigotas ocorre até a lise da célula
hospedeira, gerando a disseminacdo da infeccdo (Borghi et al., 2017; Das Chagas et al.,
2022; Kaye; Scott, 2011).
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Figura 9: Ciclo de vida das espécies patogénicas do género Leishmania.
Fonte: Autoria prépria
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A complexidade da infec¢do mediada por Leishmania é evidenciada quando
0s mecanismos de sobrevivéncia do parasito ao evoluido sistema imune dos mamiferos
sdo investigados. De forma geral, o equilibrio entre as repostas imunoldgicas do
hospedeiro é determinante para o desfecho das leishmanioses (Costa-Da-Silva et al.,
2022). A resposta imune inata é a primeira a ser ativada no sitio de infeccdo. Durante o
repasto sanguineo, formas promastigotas e componentes salivares do flebotomineo
interagem com diversos componentes do plasma sanguineo do hospedeiro. Em conjunto,
o indculo gera vasodilatacao, inibicdo da coagulacdo e imunomodulacdo. De acordo com
estudos em camundongos infectados, 0s neutrofilos sdo as primeiras células do sistema
complemento a serem ativadas e seu papel pode ser benéfico ou prejudicial. Em
hospedeiros susceptiveis, a presenca dos neutréfilos € persistente, enquanto o
recrutamento em animais resistentes retorna aos niveis basais em 72 horas (Filardy; Pires;
Dos reis, 2011). Os parasitos desenvolveram ao longo do tempo diversos mecanismos de
protecdo e sobrevivéncia as células do sistema complemento como inducdo da biogénese
do fagolisossoma, prevencao do estresse oxidativo e atraso do apoptose de neutréfilos.
Em resposta, os neutréfilos infectados produzem uma variedade de quimiocinas e
citocinas para o recrutamento de outras células fagocitarias como IL-8 (Charmoy et al.,
2016).

Os macrofagos sdo um exemplo de classe celular recrutada e desempenham
um papel fundamental no processo de infeccdo. No interior dessas células, as formas
promastigotas metaciclicas sdo capazes de se diferenciar em amastigotas e sofrer
replicacdo. Dessa forma, os macréfagos correspondem ao principal reservatorio de
Leishmania in vivo (Costa-Da-Silva et al., 2022). Os fatores de viruléncia expressos na
forma amastigota sdo a principal ferramenta para garantir a sobrevivéncia e proliferacdo
do parasito. Dentre eles, a cisteino protease B (CPB) é capaz de modular a expressao de
fatores como STAT-1 e AP-1, além de reduzir a producdo de 6xido nitrico induzida por
IFN-y (Abu-Dayyeh et al., 2010; Silva-Almeida et al., 2012). Esse conjunto de eventos
bioquimicos atua como um “feedback” negativo da resposta imune Thl, confirmado
através de ensaios que demonstram a auséncia da producdo de 1L-12 por macrofagos
infectados (Belkaid; Butcher; Sacks, 1998; Siqueira-Neto et al., 2018). A resposta Thl é
considerada fundamental para a resisténcia a infeccdo por Leishmania e sua inibigéo
favorece o surgimento dos sinais e sintomas desse grupo de doencas (Shahi et al., 2013).

A quantidade de vias biologicas que participam do ciclo de infec¢do das

leishmanioses demonstra que farmacos eficientes devem ser capazes de gerar diversos
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efeitos farmacologicos. Nesse contexto, surgiu a estratégia de desenvolvimento de
farmacos multialvo. Essa ferramenta se baseia na complexidade de diversas doencas e
considera os prototipos que agem em um dnico alvo insuficientes para alcancar os efeitos
terapéuticos desejados (Loscher, 2021). De fato, o estudo de compostos multialvo tem
sido relatado como uma importante ferramenta para a descoberta de novos farmacos mais
eficientes e seguros para o tratamento das leishmanioses (De Carvalho et al., 2020). De
modo geral, esses compostos vém atraindo cada vez mais atencdo nas ultimas décadas.
Entre os anos de 2015-2017, 23% de todas as novas entidades quimicas aprovadas pelo
FDA tem caracteristicas multialvo (Figura 10). Comparando com anos anteriores, houve
um aumento significativo da aprovacao dessa classe de prot6tipos (Ramsay et al., 2018).
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Figura 10: Distribuicdo por classes de novas entidades moleculares aprovadas pela FDA de 2015 a 2017.
Fonte: Adaptado de Ramsay et al. (2018)

8 A fitoquimica como fonte de novos compostos multialvo

Historicamente, a fitoquimica aplicada a prospeccao de produtos naturais é
considerada uma importante fonte de moléculas bioativas. O uso de plantas medicinais
tem grande valor na medicina popular pela vasta quantidade de constituintes com
potencial atividade terapéutica (Kessler; Kalske, 2018). De acordo com a OMS, cerca de
40% da populacéo ja fez uso de medicamentos derivados de plantas para o tratamento de
diversas doencas (WHO, 2002) Em paises emergentes, onde a dificuldade de acesso a
medicamentos sintéticos é constante, a utilizacdo de plantas medicinais pode chegar a até
80% (Tsobou; Mapongmetsem; Van Damme, 2016). Essa alta capacidade farmacolégica
¢ atribuida a presenca de metabdlitos secundarios que sdo constituintes quimicos
produzidos e armazenados em diversas estruturas especificas como vacutolos, glandulas

especializadas e tricomas. A producdo desses compostos é afetada de forma direta por
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fatores ambientais, como mudancas climaticas ou presenca de patdgenos. Essa influéncia
é explicada pela importante funcao que os metabdlitos secundarios exercem na interacao
entre as plantas e 0 meio ambiente, sendo responsaveis por varios mecanismos de
protecdo (Gongalves; Romano, 2018).

Dada a relevancia terapéutica, os metabolitos secundarios séo utilizados como
compostos prototipos ha décadas. Em 2018, os produtos naturais representaram 18% de
todos as entidades quimicas aprovadas pelo FDA (De La Torre; Albericio, 2019).
Indiretamente, esses compostos também sdo responsaveis por quase 50% de todos 0s
farmacos em uso clinico (Patridge et al., 2016). Contudo, a elucidagdo do perfil quimico
e farmacoldgico de fontes naturais ainda deve ser fortemente incentivada. A investigacao
sistematica da presenca de compostos de interesse terapéutico é estimada em apenas 5-
15%. Essa porcentagem demonstra que a biodiversidade quimica dos biomas é ainda
pouco explorada como fonte de potenciais prototipos (De Luca et al., 2012; Monteiro,
2017).

O avan¢o das pesquisas e interesse em compostos com caracteristicas
multialvo podem representar o incentivo necessario para 0 aumento dos estudos
envolvendo produtos naturais. Os diversos grupos de metabolitos secundéarios ja foram
relatados como inibidores de inimeros alvos moleculares. Essas moléculas séo, portanto,
capazes de combater diferentes doencas através de uma série de efeitos bioldgicos
(Kessler; Kalske, 2018; Ponticelli et al.,, 2023). Considerando o tratamento das
leishmanioses, flavonoides como apigenina (Fonseca-Silva et al., 2013), quercetina
(Fonseca-Silva et al., 2015) e epigalocatequina-3-galato (INACIO et al., 2014) foram
amplamente reportadas pela atividade antileishmania frente as formas promastigota e/ou
amastigota. Esses compostos foram capazes de aumentar a concentracdo de espécies
reativas de oxigénio, causando disfuncdo mitocondrial e morte celular. Uma atividade
semelhante foi encontrada ap6s o tratamento de formas promastigotas com diferentes
concentragdes de carajurina e amentoflavona, uma antocianidina e um biflavonoide (Rizk
et al., 2022; Silva-Silva et al., 2022). Catequina, epicatequina e fisetina sdo outros
exemplos de compostos que foram capazes de reduzir a parasitemia em animais e modular
0 sistema imune do hospedeiro (Carter et al., 2021). Diversos mecanismos ja foram
investigados para justificar a atividade antileishmania relacionadas aos flavonoides.
Dentre eles, inibicdo de alvos como arginase, tirosina aminotransferase, glicoproteina 63,
tripanotiona e CPB foram observadas (Khademvatan et al., 2019; Mercado-Camargo et

al., 2020; Sasidharan; Saudagar, 2020). Esse conjunto de dados evidencia a importancia
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do desenvolvimento de novos compostos antileishmania inspirados na estrutura de

metabolitos secundarios como os flavonoides.

8.1 Flavonoides

Os flavonoides fazem parte de um dos maiores e mais diversificados grupos
de metabdlitos secundarios, sendo marcados por sua ampla distribuicdo nas plantas, e em
geral, baixa toxicidade (Saxena; Saxena; Pradhan, 2012). Moléculas pertencentes a classe
foram exploradas ao longo dos anos em estudos de isolamento fitoquimico, sintese e
semissintese para a obtencdo de prototipos utilizados contra diversas doengas (Uivarosi;
Munteanu; Nitulescu, 2019). O interesse relacionado a essa classe € proveniente do alto
potencial biolégico dessas moléculas, o que as tornam estruturas privilegiadas. Atividades
anti-inflamatorias, antiparasitarias, antiproliferativas e antivirais representam apenas
alguns dos exemplos da acéo dos flavonoides (Boniface; Elizabeth, 2019).

A caracteristica multialvo desses compostos se deve ao grande potencial de
variacdo estrutural reportada para um ndcleo basico. O ndcleo flavilium contém quinze
atomos de carbono organizados em trés anéis, sendo dois fenolicos (A e C) e um pirano
(cadeia heterociclica B) (Figura 11). A partir desse nucleo fundamental, hidrogenacdes,
hidroxilaces, metilacdes e glicosilagdes podem ocorrer durante a via de biossintese dos
flavonoides (MACHADO, 2006; PRITHVIRAJ, 2018). Fatores ambientais como
aumento do estresse por UV, alteracfes de salinidade do solo e presenca de patdgenos
sdo responsaveis pelo direcionamento da biossintese dessa classe de metabdlitos
secundarios (LI1U et al., 2022; WAN et al., 2015).

Figura 11: Estrutura quimica do ntcleo flavilium.
Fonte: (Lourenco et al., 2023)

O anel B dos flavonoides € um grande foco de alteragBes estruturais.
Modificacdes relacionadas a sua insaturacdo e oxidacdo sao comumente relatadas. A
presenca ou ndo de substituintes, como hidroxilas, ligados a esse anel também sao

marcantes em determinados flavonoides. Considerando a quantidade de possiveis
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estruturas a partir do nucleo flavilium, o grupo dos flavonoides € dividido nas seguintes
subclasses: flavona, flavonol, isoflavona, flavanona, flavononol, antocianina, aurona e
chalconas (De Rijke et al., 2006; Panche; Diwan; Chandra, 2016) (Figura 12).
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Figura 12: Nucleo basico das subclasses de flavonoides.
Fonte: Adaptado de De Rijke et al. (2006)

No entanto, diversos flavonoides possuem estruturas complexas além de
apresentarem desvantagens que dificultam sua eleicdo como potenciais farmacos. Em
meio fisiologico, flavondis e derivados glicosilados podem sofrer hidrolise pela acéo da
enzima lactase-florizina hidrolase, encontrada no intestino delgado de mamiferos (Day et
al.,, 2000). A solubilidade de alguns flavonoides também representa um desafio
farmacocinético que diminuiu a biodisponibilidade dessas moléculas. Adicionalmente, o
isolamento e purificacdo de metabolitos secundarios é considerado um processo laborioso
que, por vezes, depende de solventes e métodos toxicos (Krysa; Szymanska-Chargot;
Zdunek, 2022).

Por conseguinte, 0 uso de produtos naturais para o desenvolvimento de novos
farmacos enfrenta um declinio apesar das importantes atividades farmacoldgicas
relatadas (Patridge et al., 2016). Essa redugdo também se deve ao crescimento da sintese
combinatéria, planejamento racional de farmacos e processos de triagem de alta
produtividade. Combinados, esses fatores levaram a geracdo de grandes bibliotecas
compostas por pequenas moléculas bioativas e, em geral, de reproducdo sintética mais

viavel quando comparada aos produtos naturais (Shen, 2015).
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9 Sintese de analogos flavonoidicos como novos agentes antileishmania

A sintese organica é considerada por muitos uma ciéncia criativa. O inicio do
planejamento sintético se da através da escolha de um produto-alvo. Entretanto, os
produtos almejados sdo, por vezes, complexos e ndo disponiveis comercialmente. Esses
obstaculos sdo superados através da analise retrossintética que tem como objetivo a
simplificacdo estrutural. Nesse processo, uma determinada molécula-alvo é convertida
em estruturas precursoras mais simples que, por sua vez, sao novamente simplificadas
(Clayden; Greeves; Warren, 2012). Essas etapas sdo repetidas até a obtencdo de materiais
de partida pouco complexos e/ou comercialmente disponiveis. O conceito da retrossintese
foi formalizado por E. J. Corey através do livro The Logic of Chemical Synthesis e passou
a ser o ponto de partida dos estudos sintéticos (Corey, 1991).

Cada etapa retrossintética ocorre a partir da quebra hipotética de determinadas
ligacGes quimicas do produto analisado. Contudo, essas quebras conhecidas como
desconexdes ndo podem ser aleatorias. O resultado de uma desconexao é a formacao de
dois ou mais sintons que sdo fragmentos moleculares com polaridades associadas. A
andlise de cada sinton é o que leva a obtencdo de moléculas simples que, em conjunto,
formam o produto-alvo de cada etapa retrossintética. Sendo assim, a escolha do local de
desconexao é crucial, uma vez que é necessario a obtencdo de materiais de partida reais
capazes de formar a molécula-alvo através de uma reacdo quimica possivel e conhecida
(Clayden; Greeves; Warren, 2012). Considerando as diferentes possibilidades de
desconexdes em uma mesma estrutura molecular e o grande nimero de reagdes quimicas
elucidadas, nota-se que o caminho gerado pela andlise retrossintética ndo é unico. Um
produto-alvo pode entdo ser obtido por diversas reacdes quimicas fruto de diferentes
desconexdes (Law et al., 2009).

Considerando, o carater multialvo dos metabdlitos secundarios e suas
atividades relatadas, os flavondis se destacam como importantes produtos-alvo visando o
tratamento da leishmaniose. Além de importantes relatos antileishmania, essa subclasse
de flavonoides possui diversas outras atividades associadas (Kamaraj et al., 2022). Os
flavonois também se destacam por serem consideradas moléculas versateis. A presenca
de um grupamento hidroxila na posigdo trés do anel C permite diversas modificacfes
estruturais, 0 que aumenta o nimero de possiveis andlogos provenientes de uma Unica

estrutura basica (Figura 13). A possibilidade de geracdo de um banco de moléculas
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permite a elaboragdo de estudos de relagdo estrutura-atividade mais fidedignos. Dessa
forma, a versatilidade estrutural dos flavondis os torna moléculas prototipo ideais. A
analise retrossintética dos flavonois € um exemplo da diversidade de possiveis reagdes e
diferentes estratégias de sintese organica para a obtencdo de um produto-alvo. O interesse
de obtencdo desses compostos fez com que novas metodologias sintéticas fossem
exploradas ao longo dos anos. Dentre elas, destaca-se: rearranjo de Baker-Venkataraman,
sintese de Auwers e reacdo de Algar-Flynn-Oyamada (Mei; Yuan; Wang, 2015; Pereira;
Cidade; Tiritan, 2023).

Figura 13: Estrutura quimica béasica dos flavonois.
Fonte: Autoria propria

9.1 Rearranjo de Baker-Venkataraman e a obten¢do de compostos flavonol-like

Em 1933, o cientista Venkataraman foi responsavel pelo desenvolvimento de
um importante método para a sintese de flavonas divulgado através do periodico Current
Science (Kshatriya; Jejurkar; Saha, 2018). Simultaneamente, Wilson Baker delineou uma
metodologia semelhante para a obtencéo de flavonas e 3-acilcromonas (Baker, 1933). A
reacao que ambos descreveram separadamente passou a ser conhecida como rearranjo de
flavonas de Baker-Venkataraman. A metodologia foi considerada um grande avanco para
a sintese de flavonas e foi amplamente utilizada para a obtencéo de inimeras moléculas
bioativas. O rearranjo de Baker-Venkataraman continua a ser um dos métodos mais
eficazes para sintese desses flavonoides e a partir de sua teoria diversas modificacdes
foram elaboradas para a sintese de novos compostos (Kshatriya; Jejurkar; Saha, 2018).

A obtencdo de 1,3-dicetonas a partir de catdlise basica de 2-
acetoxiacetofenonas € o que marca a reacdo de rearranjo de flavonas de Baker-
Venkataraman. O método atualmente mais aceito como responsavel pelo rearranjo é a
condensacdo de Claisen. As condensagOes tradicionais de Claisen ocorrem
intramolecularmente por meio da interacdo entre 0s grupos cetona e éster. Nas 2-
acetoxiacetofenonas ambas as funcionalidades estdo presentes no mesmo anel aromatico,

tipicamente orto entre si. Essa caracteristica estrutural faz com que a condensacéo de
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Claisen consiga ocorrer intramolecularmente (Ameen; Snape, 2015). Posteriormente, a
formacdo da flavona ocorre através de uma ciclizacdo seguida por desidratacdo

comumente realizada através do tratamento de &cidos fortes (Esquema 1).
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Esquema 1: O mecanismo proposto para o rearranjo de Baker-Venkataraman (1 — 6).
Fonte: Adaptado de Ameen; Snhape (2015)

De modo detalhado, em um rearranjo classico de Baker-Venkataraman,
ocorre o0 ataque nucleofilico inicial da base a um dos a-hidrogénios da metila da cetona
aromatica (1) (Esquema 1). O resultado é a formacao do enolato (2) que atua no ataque
intramolecular ao centro eletrofilico da carbonila do éster para formacao do intermediario
3. Posteriormente, ocorre uma deslocalizacdo eletrénica que favorece a formagdo do
fenolato (4) mais estavel. Por fim, o produto 1,3-dicetona (5) é obtido através de uma
extracdo em meio 4cido.

Considerando que o produto almejado ap6s o rearranjo de Baker-
Venkataraman € uma flavona, diversos estudos foram incentivados para que modificacdes
permitissem a obtencdo de flavonois. Dentre eles, Fougerousse e colaboradores
propuseram a inser¢do de um grupo protetor para a obtencéo da hidroxila caracteristica
da estrutura dos flavonois (Fougerousse; Gonzalez; Brouillard, 2000) (Esquema 2).

Contudo, a metodologia desenvolvida acrescenta 4 etapas a mais que 0
método classico de Baker-Venkataraman. Em termos experimentais, isso resulta em um
processo laborioso e com menor rendimento global do produto-alvo, reduzindo a

sustentabilidade do processo.
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Esquema 2: Esquema de retrossintese para obtengéo de flavondis com base no rearranjo de Baker-
Venkataraman.
Fonte: Adaptado de Fougerousse; Gonzalez; Brouillard (2000)

9.2 A metodologia sintética de Karl von Auwers

O interesse na obtencdo de flavonois foi divulgado décadas anteriores a
elaboracdo da metodologia do rearranjo de Baker-Venkataraman e, portanto, possui
metodologias de sintese mais direcionadas. Em 1908, Karl von Auwers reportou a
primeira metodologia de sintese de 3-hidroxiflavonas. Para isso, o material de partida
utilizado foi uma aurona (1). Este composto, também classificado como um flavonoide,
é submetido a uma bromacdo em carbonos sp? seguido de tratamento com solugdo
etandlica de KOH para obtencdo dos flavonois (7) (Kshatriya; Jejurkar; Saha, 2018)
(Esquema 3).

Br,/ CHCl,, 20°C

KOH / EtOH, refluxo

Esquema 3: Sintese de flavonois através da metodologia de Karl Von Auwers.
Fonte: Adaptado de Kshatriya; Jejurkar; Saha (2018)
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A bromagdo, primeira etapa da sintese de Auwers, trata-se de uma reacéo de
adicéo eletrofilica amplamente conhecida. A molécula de bromo (Brz) possui coloragdo
castanha e participa de um teste de identificacdo classico de alcenos. Ao entrar em contato
com esses hidrocarbonetos insaturados, a solugdo aquosa e castanha de bromo se torna
incolor. O resultado do teste de identificagdo comprova que os alcenos reagem com a
solugéo de Br, formando um novo composto sem coloracdo, os dibromoalcanos (Clayden;
Greeves; Warren, 2012).

A reacdo quimica é explicada através da interacdo entre orbitais moleculares.
Nesse tipo de reacdo, é necessario que um reagente possua um orbital molecular de baixa
energia desocupado (LUMO) e o outro composto apresente um orbital molecular ocupado
(HOMO). Respectivamente, as moléculas com essas caracteristicas sdo reconhecidas
como eletrofilo e nucledfilo. O resultado da interacdo entre o LUMO de um eletréfilo e o
HOMO de um nucleéfilo € formacdo de dois novos orbitais moleculares (o e 6*). Em
uma reacdo quimica bem-sucedida, a ocupagdo do novo orbital molecular ligante (o)
representa um aumento de estabilidade pela diminuicdo energética de . Logo, quanto
maior a diminuicao energética do orbital o formado, mais favoravel é a reacdo. Para isso,
é necessario que LUMO e HOMO dos reagentes envolvidos sejam energeticamente

semelhantes (Clayden; Greeves; Warren, 2012) (Figura 14).
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Figura 14: Interacdo de LUMO (E) e HOMO (NU) com diferentes energias e formacéo de orbitais moleculares G €
c*.
Fonte: Adaptado de Clayden; Greeves; Warren (2012)

Na reacdo de adicdo eletrofilica de alcenos, o Brz atua como eletrofilo. Apesar
do bromo ser menos eletronegativo que outros halogénios, seu nucleo é volumoso. Para
a formac&o de ligagcGes moleculares, os orbitais atbmicos 4s e 4p sdo envolvidos. Esses
orbitais séo grandes e difusos, resultando em uma dificil e ineficiente sobreposic¢éo. Dessa
forma, o orbital molecular ligante de Br, ndo possui uma diminuigéo de energia relevante

guando comparado com os orbitais atdbmicos do bromo, tornando a ligacéo o fraca (Figura
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15A). Além disso, o orbital molecular antiligante (c*) ndo possui elevada energia,
favorecendo o preenchimento de elétrons e tornando o Br> um forte eletrofilo (Figuras
15A e 15B). Em contrapartida, os alcenos possuem como orbital molecular ocupado de
menor energia o0 ©* e, por isso, podem atuar como nucledfilos em uma reacdo quimica
(Clayden; Greeves; Warren, 2012) (Figuras 15C e 15D).

A LUMO de baixa energia: B
eletrofilo forte

Br-Br o* orb\tau
or 4+ e Bre—Bt
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Figura 15: Diagramas de orbitais moleculares de Br e alcenos (A e C, respectivamente) e suas
representacdes moleculares (B e D, respectivamente).
Fonte: Adaptado de Clayden; Greeves; Warren (2012)

Contudo, o produto da bromagao dos carbonos sp? da aurona néo é estavel (2)
e a deslocalizacdo eletrdnica envolvendo o oxigénio favorece a eliminacdo de um dos
atomos de bromo. O resultado é a formacao de um intermediario no qual a posicéo alfa a
carbonila se torna um centro eletrofilico apds deslocalizacdo eletrdnica envolvendo a
ligacdo dupla do anel diretamente ligado ao benzeno (3). A reacdo de Auwers segue a
metodologia one-pot e a formacao do flavonol depende do ataque nucleofilico ao centro
eletrofilico desse intermediario. O nucledfilo que participa dessa etapa é o anion
hidroxido proveniente da dissociagdo de KOH utilizada na segunda etapa da reacao
(Esquema 4). O ataque nucleofilico em condic¢Ges alcalinas gera uma o, B cetona
insaturada (5) que posteriormente sofre ciclizacdo seguida da eliminagdo do bromo para

formagéo do flavonol.
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Esquema 4: Mecanismo reacional da metodologia para obtencdo de flavonois de Karl von Auwers.
Fonte: Adaptado de Kshatriya; Jejurkar; Saha (2018)

9.3 A sintese de flavonois através da metodologia de Algar-Flynn-Oyamada (AFO)
A formacao in situ de uma cetona a, B-insaturada na metodologia de Auwers
demonstrou a possibilidade de utilizar esses compostos como materiais de partida.
Inspirados pela ideia, diferentes pesquisadores propuseram uma nova rota sintética mais
rapida e facil para a obtencdo de flavonois (Oyamada, 1935). Assim como as auronas, as
cetonas a, B-insaturadas representam um grande subgrupo de flavonoides. Além de
amplamente utilizadas como reagentes na sintese organica, as chalconas atraem grande
interesse na quimica medicinal por suas diversas atividades terapéuticas e, em geral, baixa
toxicidade. Por isso, varios analogos sintéticos e semissintéticos desse subgrupo de
flavonoides ja foram aprovados para o uso clinico aplicado a diferentes doengas (Zhuang
etal., 2017).
A obtencéo de flavonois através da metodologia de Algar-Flynn-Oyamada se
baseia na ciclizacdo oxidativa de derivados de chalcona (Oyamada, 1935). Para a
ciclizagdo intramolecular é necessario que todos esses derivados utilizados como
materiais de partida possuam um substituinte hidroxila na posi¢do orto a carbonila. A
reacdo proposta ocorre em meio etandlico sob temperatura ambiente e adi¢do de H202¢yq)
como agente oxidante (Esquema 5). Ao longo do tempo, a versatilidade dessa reacédo foi
confirmada e, por isso, tornou-se 0 método de obtencdo de derivados de flavonois mais

utilizado por grupos de pesquisa e industrias farmacéuticas (Bhattacharyya; Hatua, 2014).
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Esquema 5: Sintese de flavonois através da metodologia de Algar-Flynn-Oyamada.
Fonte: Adaptado de Oyamada (1935)

Através dessa metodologia, a sintese de flavonois ocorre em apenas uma
etapa sintética, mas 0 mecanismo da obtencdo desses compostos € complexo. Apds a
descoberta da reacédo de Algar-Flynn-Oyamada em 1935, diversos estudos experimentais
e computacionais foram realizados para elucidar as etapas reacionais e intermediarios
envolvidos na sintese dos flavonois. Mesmo com o volumoso nimero de tentativas, o
mecanismo reacional ainda ndo foi totalmente elucidado (Bhattacharyya; Hatua, 2014;
Shen et al., 2017).

Inicialmente, acreditava-se que a obtencédo de flavonois pela reacdo AFO se
daria a partir da formacdo de um epoxido como intermediario chave. Um ataque 3 seria
responsavel pela abertura do anel, gerando uma 3-hidroxiflavonona que sofreria oxidacao
na etapa final (Bhattacharyya; Hatua, 2014; Gormley; O’sullivan, 1973) (Esquema 6A).
Posteriormente, Dean e Podimunag divulgaram uma nova proposta de mecanismo
reacional que foi de encontro ao anteriormente postulado. Segundo esse estudo, uma
epoxidacdo de reagentes como 2-hidroxichalconas seria improvavel (Dean; Podimuang,
1965). Em meios fortemente alcalinos como na reagdo AFO, os derivados de 2-
hidroxichalconas sdo convertidos em anions, gerando uma repulséo eletrdnica ao anion
hidroperdxido. O estudo exposto por Dean e Podimunag prop6s entdo que a formacado dos
flavonois ocorreria a partir de uma ciclizacdo intramolecular seguida de oxidacgdo
(Bhattacharyya; Hatua, 2014; Dean; Podimuang, 1965) (Esquema 6B). Além disso, uma
proposta mais simples de mecanismo foi sugerida, na qual haveria uma ciclizagdo e

hidroxilagdo de forma simultanea (Esquema 6C) (Bhattacharyya; Hatua, 2014).



57
Capitulo |

o 2 PN
4 o I )

A A SV O
(-w/ l, S m ; |/\I o

- : L

FNE 0-0H o~ °

2 ~ ~~ ~F 1
T onon [
3 0

oD e e o

O IM-4 o ’/'\7
[/\\\ /c:.rﬁ§,

\'//A\( “OH
0

Esquema 6: Mecanismos propostos para obtencédo de derivados de flavonol através da reagdo AFO.
Fonte: Adaptado de Bhattacharyya; Hatua (2014)

Com os avancos das metodologias de quimica computacional, 0s mecanismos
reacionais ja propostos para a sintese de Algar-Flynn-Oyamada foram analisados. Sendo
assim, cada intermediario formado nos diferentes mecanismos foi submetido a calculos
energéticos envolvendo conceitos quanticos como a teoria do funcional da densidade
(DFT) (Bhattacharyya; Hatua, 2014). Os resultados corroboraram com a hip6tese de Dean
e Podimunag, demonstrando que a formacdo de um epdxido é pouco valida. Nas
condicBes da metodologia da sintese AFO, a obtencdo de um epoOxido ocorre através de
uma adicéo de Michael. Essas reacGes séo caracterizadas por um ataque nucleofilico, em
geral de um carbanion, a um composto carbonil o, B insaturado (DAS et al., 2020).
Aplicando o conceito a reacdo AFO, o anion hidroperoxido atuaria como um nucledéfilo
atacando a ligagdo dupla C,=Cp da 2-hidroxichalcona. No estado de transi¢cdo de
formacgdo do epoxido, o ion hidroperdxido, em uma distancia de 2,4 A, causaria um
alongamento da ligacdo C,=Cg considerado o estado fundamental da chalcona. O
alongamento de 0,01 A é o suficiente para que a energia necesséria para a obtencéo do
epoxido seja muito alta (56,73 kcal/mol) e a formacdo do intermediario (IM-1) seja
desfavoravel (Esquema 6A). Para que tal energia seja alcancada seria necessario a
utilizacdo de altas temperaturas, o que ndo é compativel com as condi¢fes reacionais
determinadas pela sintese AFO. Em contrapartida, o0 mesmo estudo computacional
demonstrou diferencas energéticas pouco relevantes entre os dois outros mecanismos
reacionais propostos para a formacéo de flavonois (Esquema 6B e 6C) (Bhattacharyya;

Hatua, 2014). Consequentemente, ainda existem dois possiveis mecanismos vigentes para
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a obtencdo de derivados de flavonois e as etapas responsaveis pela formacéo produto da
sintese AFO permanecem pouco conhecidas.

A publicacdo de outros estudos envolvendo a sintese AFO comprovam a
necessidade de uma elucidacdo mais detalhada do mecanismo da reacdo. Dentre alguns
desses resultados, ao utilizar 2-hidroxichalconas substituidas na posicao 6, derivados de
flavonois ndo foram obtidos (Nigam; Jayashree, 2017; Shen et al., 2017). Nesses casos,
analogos de aurona foram identificados como os produtos majoritarios. Curiosamente, o
mecanismo de reacao mais aceito para a obtencdo das auronas envolve a formacéo de um
epoxido. A abertura do anel apds a formagdo do intermediario epoxido é a etapa que
determina a obtencdo de auronas ou flavonois. No caso da formacdo de auronas, a
abertura do anel ocorre através de um ataque intramolecular ao carbono sp? na posic&o o
a carbonila. O intermediario formado apos essa etapa reacional (IMA-2) demonstrou ser
aproximadamente 2 vezes menos energético que o obtido a partir do ataque na posi¢éo f3
a carbonila (Esquema 7). Essa diferenca energética prova que nos casos em gue ocorre a
epoxidacdo via adicdo de Michael, a aurona € o produto mais provavel (Bhattacharyya;
Hatua, 2014). E importante destacar que as auronas foram obtidas somente quando
metoxila ou metila representavam o0 grupo substituinte na posicdo 6 das 2-
hidroxichalconas. As dlvidas acerca do mecanismo reacional da metodologia AFO
representam um obstaculo para compreender a influéncia na reatividade imposta por esses
grupamentos. Até o momento, acredita-se que a diferenca de reatividade esta relacionada
adoacdo de densidade eletrbnica caracteristica de grupos como metila e metoxila (Nigam;
Jayashree, 2017; Pai; B.S, 2022). Além disso, apesar da possibilidade de formacao de
uma aurona, a maior estabilidade dos flavonois é notoria, o que faz com que a sintese
AFO ainda seja considerada o método mais rapido e direcional para a obtencdo de

analogos desse subgrupo de flavonoides (Bhattacharyya; Hatua, 2014).



59
Capitulo |

O IMA-3 v

Esquema 7: Formacao de auronas através da reacdo de Algar-Flynn-Oyamada.
Fonte: Adaptado de Bhattacharyya; Hatua (2014)

10 Escolha de um método de sintese

A grande quantidade de métodos sintéticos capazes de gerar o mesmo produto
alvo faz com que o delineamento experimental se torne uma etapa chave para o estudo.
A escolha de uma metodologia deve seguir diferentes aspectos que vao desde a analise
da complexidade da sintese até a consideracdo de um potencial biolégico também dos
materiais de partida (Schick-Makaroff et al., 2016). Adicionalmente, o uso de métodos
sustentaveis é cada mais estimulado e a sintese sustentavel defendida pela quimica verde
envolve diferentes aspectos. E necessério, portanto, que um composto seja obtido no
apenas através do emprego de solventes pouco toxicos, mas também por metodologias
com a menor quantidade de etapas possivel e baixo gasto energético (Kar et al., 2022).

Considerando a obtencdo de flavonois, a sintese AFO € a Unica na qual a
formacéo do produto alvo ocorre de forma direta, através de apenas uma etapa reacional.
Além de reduzir os gastos energeticos, a diminuicdo de etapas reduz tempo e custos
laboratoriais e tem impacto direto no aumento do rendimento global do produto. O alto
rendimento de analogos de flavonois é confirmado por meio da ampla divulgacdo de
estudos que utilizaram a sintese AFO para formacéo desses derivados (Ahn et al., 2023;
Borsari et al., 2019). No contexto das DTNs, a obtencdo de compostos potencialmente

ativos com menor custo de sintese e altos rendimentos é uma importante ferramenta no
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descobrimento de protdtipos mais acessiveis. Assim sendo, a metodologia AFO ¢, de fato,
valida para a sintese de analogos de flavonois visando o combate as DTNs como as
leishmanioses.

Os materiais de partida utilizados na reacdo também devem ser analisados.
Em determinados casos, moléculas mais simples empregadas como reagentes podem
apresentar potencial farmacol6gico assim como os produtos-alvos. E o caso das
chalconas, materiais de partida da sintese AFO, que possuem reconhecida atividade
antileishmania (Espinoza-Hicks et al., 2019). De modo semelhante ao que acontece com
os flavonois, as chalconas séo consideradas multialvo e o mecanismo de acao responsavel
por sua capacidade antileishmania ndo é completamente elucidado. Derivados desses
compostos ja foram reportados como inibidores de alvos como arginase, cisteino
proteases e tripanotiona redutase (Ferraro et al., 2016; Garcia et al., 2021; Lourenco et
al., 2023; Osman et al., 2022).

11 Sintese de chalconas através da condensac¢iao de Claisen-Schmidt

A reacdo de condensacdo aldol entre um aldeido e uma cetona em presenca
de base ou acido foi relatada pela primeira vez em 1881. A descri¢do dessa reacdo de
forma independente por dois pesquisadores fez com que ficasse conhecida como
condensacdo de Claisen-Schmidt (CSC) (Claisen; Claparéde, 1881; Schmidt, 1881).
Entre 2012-2018, uma média de 200 artigos por ano utilizaram a metodologia CSC. O
namero foi consideravelmente maior que em anos anteriores, demonstrando o aumento
do interesse pela sintese de compostos marcados por uma ligacdo C-C. O exemplo de
aplicacdo mais frequente do método CSC é na formacdo de chalconas dada a importancia
sintética e biologica dessas moléculas (Yadav; Wagh, 2020). As chalconas sdo
caracterizadas pela presenca de dois anéis aromaticos conectados entre si por um grupo
carbonil a, B-insaturado e ja foram obtidas por diversas metodologias sintéticas (Zhuang
et al., 2017) (Figura 16). Dentre elas é possivel citar: reacdo de acoplamento de Heck,
reacdo de acoplamento de Suzuki-Miyaura, reacOes de Friedel-Crafts, reacdo de
acoplamento de Sonogashira, reagéo de deuteracdo e olefinacdo de Julia-Ko-Cienski.
Contudo, a metodologia CSC ainda e considerada o método mais conveniente de
obtencdo de chalconas por sua facilidade e eficiéncia de formacdo de ligagOes duplas

entre atomos de carbono (Yadav; Wagh, 2020).
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Figura 16: Estrutura quimica basica das chalconas.
Fonte: Autoria prépria

Uma caracteristica marcante da reacdo de condensacgéo de CSC € o uso de um
reagente contendo a-hidrogénio. Esses atomos sdo diretamente ligados ao carbono
localizado na posi¢do o relativa a um grupo carbonila, e, portanto, possuem caracteristicas
especificas como uma acidez incomum (pKa = 19-20). A presenca de um carbono e
oxigénio, ambos com hibridizacao sp?, faz com que, em ambiente alcalino, o ion enolato
seja estabilizado por deslocalizacdo eletrénica com conjugacdo do orbital = do grupo
carbonila (Figura 17A). Assim sendo, 0 aumento da acidez dos a-hidrogénios, deve-se a
estabilidade do ion enolato que também € a base conjugada do enol formado através do

tautomerismo ceto-enol (Figura 17B) (Clayden; Greeves; Warren, 2012).

A
0o Formacio do ion enolato Oe
catalizado por uma base
H .
H —_— H - H
H Q H H C)
H
OH H H
Oxianion Carbanion
B Anion enolato
Forma “ceto” (oxi&nion) (g\ H
o)
H AN
), )\f )\f
Forma enol

OH

Figura 17: Deslocalizacédo eletronica do anion enolato (A) e formagéo do ion enolato através das formas
taturoméricas ceto e enol do composto acetaldeido em meio alcalino.
Fonte: Adaptado de Clayden; Greeves; Warren (2012)

A formacdo de um ion a partir de uma cetona pode também ser catalisada por
um 4acido de Lewis. Sabendo disso, alguns estudos propuseram modificacbes nas
condicdes classicas da reacdo CSC ao alterarem o catalisador da reacdo. De modo geral,

as reac0es utilizando catélise acida apresentaram também rendimentos bons a excelentes
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das chalconas sintetizadas (Halpani; Mishra, 2020; Murugesan et al., 2023; Qian; Liu;
Lv, 2011). Nesse caso, 0s a-hidrogénio ndo participam da formacéo do ion que ocorre
apos um ataque do oxigénio da carbonila (centro nucleofilico) ao préton do acido
utilizado (Figura 18) (Clayden; Greeves; Warren, 2012). Contudo, a obtencdo de
chalconas visando a utilizacdo como material de partida na sintese AFO apresenta uma
particularidade. Para a sintese de derivados de flavonol, as chalconas utilizadas devem
ser substituidas por um grupamento hidroxila na posicao orto a carbonila. A ligacdo de
hidrogénio intramolecular entre o grupamento hidroxila e carbonila resulta em um
aumento ainda maior da acidez dos a-hidrogénios da cetona. Na presenca de uma base
essa caracteristica quimica auxilia entdo na geracdo de um anion enol de ataque forte,
fazendo com que a catalise béasica forneca melhores rendimentos na obtencdo de
derivados de flavonol (Wang et al., 2017).

Forma “ceto” OH, Forma enol

Figura 18: Formagcdo de ion de uma cetona em meio &cido.
Fonte: Adaptado de Clayden; Greeves; Warren (2012)

Com a formac&o do ion enolato ocorre a primeira etapa da reacdo de obtencéo
das chalconas. Nessa etapa, acontece um ataque do ion da acetofenona ao carbono da
carbonila presente no aldeido (Figura 19A). Para que essa etapa ocorra é necessario que
0s reagentes estejam em uma distancia considerada étima para a interagdo de seus orbitais
moleculares. Estudos computacionais propuseram que o ion da acetofonena e o
benzaldeido se arranjam em paralelo. Um importante detalhe da interacao entre esses dois
reagentes é que uma molécula de agua faz parte do estado de transicao da etapa, formando
um interessante complexo. Os hidrogénios da molécula de 4&gua atuam como doadores de
ligagdo de hidrogénio e conseguem fazer uma ponte entre 0s reagentes através de
interacOes intermoleculares com o oxigénio da carbonila de ambos os materiais de partida
(Figura 19B). A posicdo em paralelo dos reagentes é entdo estabilizada (Enchev;
Mehandzhiyski, 2017). Essa é a etapa mais lenta e, por isso, considerada a limitante da
reacdo CSC. Isso se deve ao fato de que o ataque ao centro eletrofilico da carbonila do

benzaldeido € feito pelo carbénion da acetofenona. Uma vez que a deslocalizagdo
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eletronica ocorre para estabilizar o ion enolato, o oxianion é a forma mais estavel ja que
a densidade eletrénica é maior em atomos eletronegativos (Clayden; Greeves; Warren,
2012) (Figura 19C). Como consequéncia a porcentagem de carbanion no meio é menor e

a etapa ¢é dificultada.

B SO G— A

2.3

% 3. nv o@
H J&(” o "
H H 5

! H H
%/X Oxianion Carbanion

Figura 19: Primeira etapa de reacdo CSC (A), seu complexo (B) e a deslocalizagéo eletrénica do ion
enolato no meio reacional (C).
Fonte: Adaptado de Enchev; Mehandzhiyski (2017); Clayden; Greeves; Warren (2012)

A segunda etapa da reacdo é a formacdo de um cetol (2) através da
transferéncia de um proton ao oxigénio do intermediario formado na etapa anterior.
Adicionalmente, ocorre também a regeneracdo da base utilizada como catalisador da
reacdo CSC (Figura 20A). Diferente da primeira etapa, a formacéo do cetol tem energia
de ativacao estimada em apenas 0,38 kcal/mol, indicando que se trata de intermediario de
obtengdo extremamente rapida e favoravel (Enchev; Mehandzhiyski, 2017). A ultima
etapa é marcada por um processo de desidratacdo e € fundamental para a formacéo da
ligacdo dupla (3) (Figura 20A) (Enchev; Mehandzhiyski, 2017; Perrin; Chang, 2016). A
eliminacdo de agua nessa etapa reacional incentivou o surgimento de algumas
metodologias que utilizam agentes dessecantes com o objetivo de deslocar o equilibrio
da reacéo em direcdo a formacao dos produtos (Karimi; Naimi-Jamal, 2019). Entretanto
€ necessario destacar que a 4gua atua na etapa de transicdo da etapa limitante da reacéo,
sendo sua presenca necessaria. A ultima etapa da reacdo também tem como caracteristica
a estereoseletividade, uma vez que as chalconas podem ser obtidas em duas configuracdes
diferentes. Porém, por apresentarem dois anéis aromaticos em sua estrutura, a chalcona

em configuragdo cis (Z) possui alto impedimento estéreo (Figura 20B), diminuindo sua
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estabilidade. Portanto, a sintese de chalconas € estereosseletiva e forma majoritariamente
0 produto em configuracéo trans (E) (Figura 20C) (Gomes et al., 2017).

Figura 20: Etapas reacionais 2 e 3 (A) e configuracGes Z e E das chalconas (B e C, respectivamente).
Fonte: adaptado de Enchev; Mehandzhiyski (2017); Gomes et al. (2017)
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RESUMO

As leishmanioses afetam cerca de 350 milhdes de pessoas em todo mundo, mas a
descoberta de prototipos acessiveis e eficazes contra esse grupo de doencas ainda € um
desafio. O crescimento da utilizagdo de compostos multialvo representou uma importante
ferramenta para a obtencdo de novas moléculas antileishmania, uma vez que as
leishmanioses sdo doengas complexas e atingem diversas vias bioldgicas. Os flavonoides
representam um grupo amplo de moléculas multialvo com atividade antileishmania ja
relatada e a obtengdo desses compostos via sintese organica permite alcancar maiores
rendimentos. Entretanto, a escolha de um composto multialvo ndo esta associada a falta
de um delineamento experimental baseado em alvo farmacolégico. O planejamento de
novos farmacos considerando a inibi¢do de determinada enzima chave é considerado o
método mais direcional e rapido para obtengdo de protoétipos eficientes. Derivados
sintéticos e semissintéticos de flavonoide foram descritos recentemente como inibidores
de cisteino proteases de Leishmania mexicana. Essas proteinas sdo expressas
principalmente em formas amastigotas do parasito e consideradas fatores de viruléncia.
Sua inibicdo resulta em uma diminuicdo da parasitemia associada a uma imunomodulagdo
do hospedeiro. Portanto, representam um importante e seletivo alvo para o
desenvolvimento de compostos bioativos. Considerando esse conjunto de informacdes,
0s objetivos iniciais do estudo foram: i) Obtencéo de inibidores de flavonoide através de
uma metodologia sintética simples, versatil e utilizando reagentes de baixo custo; ii)
Investigacdo do potencial de inibicdo dos analogos obtidos sob diferentes isoformas de
cisteino proteases de Leishmania; iii) Avaliacdo da citotoxicidade dos compostos e
triagem prévia da atividade antileishmania contra formas promastigotas de L.
amazonensis; e iv) Realizacdo de testes in silico para elucidacdo de um potencial modo
de interacdo entre 0s compostos e as proteinas testadas. Os resultados foram compilados
na forma de artigo cientifico publicado no periédico Microorganisms.

Palavras-chave: Sintese organica, flavonoides, CPB, docking molecular, leishmaniose



ABSTRACT

Leishmaniasis affects more than 350 million people worldwide, but the discovery of
affordable and effective prototypes against this group of diseases is still a challenge.
Advances in the use of multitarget compounds represented an important tool for the
development of new antileishmanial molecules, since leishmaniasis is a complex disease
and involves different biological pathways. Flavonoids represent a large group of
multitarget molecules with reported antileishmanial activity, and obtaining these
compounds using methods of organic synthesis allows achieving higher yields. However,
the choice of a multitarget compound is not associated with the absence of an
experimental design based on a pharmacological target. The design of new drugs
considering the inhibition of a key enzyme is considered to be the most directional and
fast method to obtain more efficient prototypes. Synthetic and semi-synthetic flavonoid
derivatives were recently described as inhibitors of cysteine proteases from Leishmania
mexicana. These proteins are expressed primarily in forms of amastigotes of the parasite
and are considered virulence factors. Its inhibition results in a decrease in parasitemia
associated with host immunomodulation. Therefore, they are an important and selective
target for the development of antileishmanial compounds. In this context, the initial aims
of the study were: i) to obtain flavonoid inhibitors through a simple and versatile synthetic
methodology and to use low-cost reagents; ii) to investigate the inhibition potential of
analogues obtained from different isoforms of Leishmania cysteine proteases; iii) to
evaluate the cytotoxicity of the compounds and previous screening of antileishmanial
activity against promastigotes of L. amazonensis; and iv) to perform in silico tests to
elucidate a potential mode of interaction between the compounds and the tested proteins.
The results were compiled in the form of a scientific article published in the journal
Microorganisms.

Keywords: Organic synthesis, flavonoids, CPB, molecular docking, leishmaniasis
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RESUMO

A determinacéo da capacidade de inibicdo de um alvo farmacoldgico € o primeiro passo
para o desenvolvimento de novos prot6tipos. Dentre vérias outras etapas que fazem parte
de um estudo pré-clinico, é necessario que a atividade enzimética demonstrada pelo
composto teste se confirme em experimentos celulares. No caso das cisteino proteases,
essa relacdo é controversa. Um numero relevante de antagonistas dessas proteinas ndo
demonstrou uma relagdo entre os resultados de testes enzimaticos e ensaios in vitro contra
formas amastigotas de Leishmania. Esses resultados geram questionamentos acerca da
validacéo das cisteino proteases como um alvo contra o parasito. A determinagdo da
producdo de 6xido nitrico pode fornecer dados necessarios para a validacdo do alvo além
de auxiliar na compreensédo dos eventos bioquimicos que ocorrem apds a inibicdo desse
fator de viruléncia. Estudos anteriores demonstraram que a expressdo de cisteino
proteases afeta fatores de transcri¢do incluindo NF-«xB, o que reduz a expresséo de IFN-
Y e, consequentemente, impede a producdo adequada de éxido nitrico. Logo, na presenca
de inibidores de cisteino proteases, a producdo de 6xido nitrico pelas células infectadas é
reestabelecida, favorecendo a resposta imune celular e diminuicdo da parasitemia. O
cenario que envolve possiveis mecanismos de a¢do se torna ainda mais complexo quando
0os compostos utilizados no estudo apresentam caracteristicas multialvo como o0s
flavonoides. Considerando as caracteristicas desses compostos, um possivel combate de
formas amastigotas poderia néo estar totalmente relacionado apenas a inibicao de cisteino
proteases. Por isso, a investigacdo de outros potenciais mecanismos de agdo é
fundamental para delineamento de futuros estudos baseados nessa classe de compostos.
Sendo assim, a segunda parte desse estudo visa a realizacdo de testes in vitro contra
formas amastigotas de L. amazonensis, investigacdo de citotoxicidade em macréfagos
peritoneais, determinagdo da producdo de 6xido nitrico pelas células infectadas e tratadas
além da busca por outros potenciais alvos antileishmania atraves de ensaios de citometria
de fluxo. Os resultados também foram compilados sob a forma de artigo cientifico
submetido ao periodico ACS Infectious Diseases.

Palavras-chave: Flavonoides, CPB, leishmaniose, citometria de fluxo



ABSTRACT

Determining the inhibition of a pharmacological target is the first step toward the
development of new prototypes. Among several other steps that are part of a preclinical
study, it is necessary that the enzymatic activity demonstrated by the test compound be
confirmed by cellular experiments. When considering cysteine proteases, this activity
relationship is controversial. A relevant number of antagonists of these proteins did not
demonstrate a correlation between the results of enzymatic tests and in vitro assays
against the amastigote form of Leishmania. These results raise questions about the
validity of cysteine proteases as targets against the parasite. The determination of nitric
oxide production can provide the necessary data for target validation, in addition to
helping to understand the biochemical events that occur after the inhibition of this
virulence factor. Previous studies have shown that the expression of cysteine proteases
affects transcription factors, including NF-kB, which reduces the expression of IFN-y
and, consequently, prevents the adequate production of nitric oxide. Therefore, in the
presence of cysteine protease inhibitors, the production of nitric oxide by infected cells is
reestablished, which favors the cellular immune response and decreases parasitemia. The
scenario involving possible mechanisms of action becomes even more complex when the
compounds used in the study have multitarget characteristics such as flavonoids. On
considering the characteristics of these compounds, a possible fight against amastigotes
could not be totally related only to the inhibition of cysteine proteases. Therefore, the
investigation of other potential mechanisms of action is fundamental for the design of
future studies based on this class of compounds. Therefore, the second part of this study
aims to carry out in vitro tests against amastigotes of L. amazonensis, investigate
cytotoxicity in peritoneal macrophages, determine nitric oxide production by infected and
treated cells, in addition to the search for other potential targets for antileishmania through
flow cytometry tests. The results were also compiled as a scientific article submitted to
the journal ACS Infectious Diseases.

Keywords: Flavonoids, CPB, leishmaniasis, flow cytometry
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CONCLUSOES

Foram obtidos 12 anélogos de chalcona (rendimentos de 67,11% a 95,69%)
e 5 anélogos de flavonol (rendimentos de 69,87 a 86,42%). Os rendimentos de bons a
excelentes reforcam positivamente o procedimento experimental. Além disso, 0s
reagentes e solventes utilizados em todas as reacdes sdo de baixo custo e ambientalmente
ndo impactantes, corroborando com a proposta de obtengdo de compostos econdémicos e
menos toxicos.

Todos os compostos demonstraram ser inibidores das trés isoformas testadas
(rCPB2.8, rCPB3 e rH84Y). Particularmente, as chalconas 1c (Clso = 2,75 uM) e 2a (Clso
= 2,35 uM) e os flavonois f12a (Clso = 4,72 uM) e f12b (Clso = 5,23 uM) se destacaram
pela poténcia de inibi¢do da isoforma rCPB2.8. Considerando as outras duas isoformas,
as chalconas 1b, 2a, 2b, 3c, 4a e 4c e o flavonol f12a demonstraram baixos valores de
1Cso.

Em relagdo a atividade dos analogos de chalcona, a presenca de cloro ligado
ao carbono C3’ ou C4’, fluor em C3’ ou hidroxila na posicdo C6’parece ndo afetar a
capacidade inibitoria dos compostos frente a rCPB2.8. Entretanto, a presenca do grupo
1,3-dioxolano, em geral, ndo favoreceu esta inibicdo enzimatica. Em contrapartida, a
presenga do atomo de cloro em C3” (3a e 3c) ou um grupo metoxila em C4 (3a e 4a)
parece aumentar a poténcia de inibicéo da isoforma rCPB3. Na avaliagdo da capacidade
inibitoria dos analogos de flavonol, observou-se que a presenca de dimetilamina na
posi¢do C4’ impactou negativamente na capacidade de inibi¢ao das trés enzimas.

Os ensaios de determinacdo de mecanismo de inibicdo enzimatica dos
compostos mais ativos (3c, f12a e f12b) permitiram a identificacdo do mecanismo de
cooperativismo positivo e linear simples de inibigdo ndo competitiva. Os resultados foram
reforcados através de analises de modelagem molecular.

Considerando os dados obtidos apos tratamento das formas promastigotas
com os derivados flavonoidicos, os compostos 2a, 3a, 3c, 4c e f12c foram os mais ativos,
com atividade superior ao farmaco pentamidina utilizado como controle positivo no
ensaio. Além disso, 11 compostos demonstraram atividade contra as formas amastigota
de L. amazonensis, sendo a chalcona 3a a molécula mais ativa da série (Clso = 1,37 uM).

Os parametros ADMET calculados através de analises in silico apontaram
valores aceitaveis de LogP e LogS e, portanto, nenhuma violagdo na regra de Lipinski.

Entretanto, os analogos de flavonoides obtidos como sélidos cristalinos (2c, 3c e f12a)
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demonstraram baixa solubilidade em &gua, o que possivelmente justifica a baixa atividade
antileishmania demonstrada por estes compostos no ensaio antiamastigota in vitro.

Ensaios de toxicidade frente a linhagem NIH/3T3 e a macrofagos peritoneais
demonstraram que 0s compostos sdo seguros e altos valores de indice de seletividade
foram calculados.

A producéo de 6xido nitrico pelas células infectadas e tratadas revelou que a
chalcona 3c e o flavonol f12a exerceram uma das maiores influéncias na producéo do
oxido nitrico pelas células hospedeiras (22,01 = 1,80 e 13,77 = 1,10 ug/mL,
respectivamente).

As moléculas 2a e 3a, mais ativas contra ambas as formas de L. amazonensis,
geraram alteracdo no potencial da membrana mitocondrial apos 48 horas de tratamento.
Entretanto, esse efeito ndo péde ser relacionado com quaisquer sinais de apoptose precoce
ou tardia.

Apesar dos compostos ndo serem inéditos, a avaliacdo da atividade contra o
parasita Leishmania e a investigacdo potenciais mecanismo de acao desta série ndo foi
explorada em trabalhos anteriores. Os dados obtidos reforcam a validacdo da CPB como
um alvo antileishmania e demonstram o reconhecimento dos flavonoides como potenciais

protétipos para o tratamento de leishmaniose cutanea.

PERSPECTIVAS

Os resultados deste trabalho incentivam o surgimento de outros
guestionamentos que podem ser respondidos através de analises complementares futuras:
i) A inibicdo de CPB é o principal mecanismo de acdo antileishmania dos compostos
sintetizados?; ii) Os analogos flavonoidicos também sdo ativos contra as enzimas
catepsinas B e/ou L ou contra outras cisteino proteases catepsina L-like?.

i Apesar dos resultados em relacdo a inibicdo de CPB terem sido
expressivos, a relagdo entre a inibigdo enzimatica e a atividade antileishmania ndo pode
ser completamente elucidada. Isto se deve a baixa solubilidade em &gua demonstrada
pelos compostos. A possivel precipitagdo em um meio aquoso reduz a quantidade de
composto sollvel e, portanto, capaz de penetrar a membrana celular do parasito ou da
célula hospedeira infectada. Dessa forma, é necessario que a solubilidade em agua dos
compostos seja aumentada para que a validacdo de CPB como alvo no combate ao

parasito tenha resultados mais concretos e definitivos. Esse objetivo pode ser alcangado
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através da alteracdo estrutural do composto ou da elaboracdo de uma formulagdo. Em
relacdo a modificacdo estrutural, destaca-se a possibilidade de obtencdo do sal dos
analogos de chalcona e flavonol através da ionizagao da hidroxila fenolica (posigao C6’
e C3, respectivamente) na presenca de solucdo basica. Além disso, a glicosilacdo dos
flavonoides na posicdo C3 também é uma alternativa para o aumento de solubilidade em
agua e estudos na literatura relatam diferentes métodos de sintese para a obtencdo de
flavonoides glicosilados (Neves et al., 2018) Entretanto, a modificacdo estrutural dos
compostos pode gerar alteracbes na atividade biologica ndo relacionadas apenas ao
aumento de solubilidade, mas a novas interacGes intermoleculares realizadas em razdo da
mudanca de estrutura. Sabendo disto, a elaboracdo de uma formulacdo com base lipidica
pode ser uma alternativa promissora para estudos futuros por aumentar a solubilidade em
agua sem alterar a estrutura quimica do composto. Um projeto visando a elaboracéo de
curativos biopoliméricos contendo os analogos foi iniciado sob coordenacdo do
Laboratorio de Sintese e Transformacdo de Moléculas Orgénicas (SINTMOL — UFMS).

ii. A alta similaridade estrutural entre as cisteino proteases de Leishmania e
as catepsinas € explorada por diversos estudos. Esta semelhanca também pode ser
destacada em outras cisteino proteases, como a cruzaina. Portanto, a conservacdo da
capacidade de inibicdo dos analogos flavonoidicos nestes outros alvos farmacolégicos é
algo esperado. Resultados positivos de inibicdo destas enzimas poderiam sustentar a
investigacdo da série de moléculas sintetizadas como possiveis prototipos para o
tratamento de outras doencas. Entretanto, sabe-se que um determinado composto pode
apresentar diferentes poténcias em alvos farmacoldgicos altamente similares em razdo de
pequenas alteracdes no sitio ativo ou em outras regides da proteina. Resultados negativos
de atividade dos compostos frente as cisteino proteases citadas podem servir de base para
estudos de biologia estrutural. Estes estudos podem informar as interacdes
intermoleculares necessarias para que um determinado composto tenha capacidade
enzimatica inibitdria, podendo esclarecer tambem as razdes por trés da seletividade entre
os alvos. Dessa forma, dados provenientes desta investigacdo poderiam auxiliar estudos
futuros com o objetivo de planejar e sintetizar inibidores de seletivos para as cisteino
proteases do tipo catepsina L-like. Em parceria com a Universidade de Mogi das Cruzes
(UMC), a investigagéo da capacidade de inibigdo dos compostos frente as catepsinas B e
L foi iniciada. Os compostos também foram testados contra a enzima cruzaina em estagio
realizado na Universidade de Minas Gerais (UFMG) com supervisdo da Prof?. Dr?.

Rafaela Salgado Ferreira.
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The following supporting information can be downloaded
at https://www.mdpi.com/article/10.3390/microorganisms11010225/s1: Figures S1-
S10; Tables S1-S3; Spectra 1-34. Figure S1: Determination of the affinity constants of
the 3c compound in the inhibition of rCPB2.8; Figure S2: Determination of the affinity
constants of the f12a compound in the inhibition of rCPB2.8; Figure S3: Determination
of the affinity constants of the f12b compound in the inhibition of rCPB2.8; Figure S4:
Determination of the affinity constants of the 3c compound in the inhibition of rCPB3;
Figure S5: Determination of the affinity constants of the f12a compound in the inhibition
of rCPB3; Figure S6: Determination of the affinity constants of the f12b compound in the
inhibition of rCPB3; Figure S7: Determination of the affinity constants of the 3c
compound in the inhibition of rH84Y; Figure S8: Determination of the affinity constants
of the f12a compound in the inhibition of rH84Y; Figure S9: Determination of the affinity
constants of the f12b compound in the inhibition of rH84Y; Table S1: Differences of
amino acid residues at the active site of rCPB2.8, rCPB3 and rH84Y; Table S2: Potential
energy values for the biding positions of compound 3c at the active site of rCPB2.8; Table
S3: Potential energy values for the biding positions of compound f12a at the active site
of rCPB3a; Figure S10: Cytotoxicity of all flavonoid derivatives against NHI-3T3 cells.
The supplementary material comprises the results of the enzyme Kkinetics and
determination of the mechanism of inhibition in vitro tests. Furthermore, we present the
NMR spectra section of all synthetic compounds.
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APENDICE

Outros projetos desenvolvidos durante o periodo de doutorado (2020-2024)

De forma paralela, outros projetos envolvendo estudos experimentais e/ou
computacionais foram desenvolvidos em parceria com diferentes grupos de pesquisa. Os
resultados principais foram divulgados atraves de trés artigos cientificos publicados e um
manuscrito aceito. Além disso, os resultados de bioatividade significativos dos analogos
de flavonoide inspiraram a elaboracdo de outros projetos de pesquisa. Dentre eles, 0s
compostos foram avaliados contra diferentes linhagens de coronavirus visando a
identificacdo de um possivel protétipo para o tratamento da COVID-19. O estudo foi
realizado durante estagio interinstitucional na Universidade Federal de Minas Gerais sob
coordenacdo da prof®. Dr®. Rafaela Salgado Ferreira (LMMPF — UFMG) e da prof®. Dr?.
Jordana Grazziela Alves Coelho dos Reis (LVBA — UFMG). Os resultados seréo

compilados sob forma de manuscrito para futura publicacdo em periddico cientifico.

a) Modelagem molecular como ferramenta para descoberta e otimizacdo de
prototipos;

O uso de metodologias computacionais aplicadas ao estudo de sistemas
biol6gicos € cada vez mais relevante. As diversas metodologias permitem a compreensao
de determinada atividade bioldgica comprovada experimentalmente bem como o desenho
de novos compostos baseados no estudo de interagdes intermoleculares com o receptor.
Atualmente, esses fatores tornam o planejamento de farmacos assistido por computador
(CADD) um dos pilares do descobrimento e desenvolvimento de novos farmacos. A
metodologia de docking molecular foi utilizada em trés projetos com objetivos distintos.

i. Compreensdo das diferencas de bioatividade dos enantibmeros da

hipaforina;

A doenca de Alzheimer é a patologia neurodegenerativa mais frequente
associada a idade, cujas manifestacfes cognitivas e neuropsiquiatricas resultam em
deficiéncia progressiva e incapacitacdo. A acetilcolina é considerada o principal
neurotransmissor associado a esta doenca e, por isso, inibidores da enzima
acetilcolinesterase vem sendo extensivamente estudados para o descobrimento de novos
farmacos. A L-hipaforina, um alcaldide indol, demonstrou efeitos no sistema nervoso

central (SNC). Este estudo, realizado no Laboratério de Quimica Organica e Bioldgica
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(INBIO — UFMS), teve como objetivo a sintese da L-hipaforina e D-hipaforina, além da
avaliacdo dos enantidbmeros frente a acetilcolinesterase isolada de diferentes regites
cerebrais de ratos. Os resultados apontaram que a L-hipaforina suprimiu a atividade da
acetilcolinesterase (AChE) apenas no cerebelo, enquanto a D-hipaforina inibiu a
atividade da AChE em todas as regides do SNC investigadas. A modelagem molecular
foi empregada neste estudo com o objetivo de compreender as possiveis razdes
responsaveis pelas diferentes atividades demonstradas pelos enantibmeros. O estudo de
docking molecular revelou que os enantidmeros de hipaforina possuem diferencas
significativas no modo de ligacéo e interagem estereoespecificamente com os residuos de
amino&cidos da AChE, confirmando os resultados in vitro.

Yonekawa, Murilo K.A.; Penteado, Bruna De B.; Dal'ongaro Rodrigues,
Amanda; Lourenco, Estela M.G.; Barbosa, Euzébio G.; Das Neves, Silvia C.; De
Oliveira, Rodrigo J.; Marques, Maria R.; Silva, Denise B.; De Lima, Dénis P.; Beatriz,
Adilson; Oses, Jean P.; Dos S. Jaques, Jeandre A.; Santos, Edson Dos A. Dos. I-
Hypaphorine and d-hypaphorine: Specific antiacetylcholinesterase activity in rat brain
tissue. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v. 47, p. 128206, 2021. DOI
10.1016/j.bmcl.2021.128206.

ii. Investigacdo da atividade antitubulinica de diaril dissulfetos e diaril

tiossulfonatos;

A combretastatina A4 (CA-4), encontrada na casca do Combretum caffrum, é
amplamente investigada por sua estrutura quimica simples e potente atividade citotoxica
através da interagdo reversivel com o sitio colchicina da B-tubulina. Tiossulfonatos de
arila assim como os dissulfetos de arila sdo conhecidos por suas diferentes aplicacdes na
industria quimica, alimenticia e potencial farmacéutico. Entretanto, seus efeitos
antiproliferativos ainda sdo inexplorados. Realizado no Laboratorio de Sintese e
Transformacdo de Moléculas Orgéanicas (SINTMOL — UFMS) em parceria com 0
National Cancer Institute (NCI — USA), o estudo teve como objetivo a sintese de
derivados de dissulfetos de diarila e tiossulfonatos. A citotoxicidade dos compostos
obtidos foi avaliada contra a linhagem celular tumoral MCF-7. Os resultados
demonstraram uma diferenca significativa entre os derivados de dissulfetos de diarila e
tiossulfonatos. Para investigar como as diferengas estruturais dos compostos sintetizados
influenciam na interagdo com o sitio colchicina da B-tubulina, a metodologia de docking
molecular foi utilizada. Os modos de interacdo apontados pelas simula¢des de docking

molecular foram consistentes com os achados experimentais. O derivado de tiossulfonato
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mais potente, 3c, demonstrou diversas possiveis interaces intermoleculares com 0s
residuos de aminodcido do sitio ativo do alvo farmacologico. Em contrapartida, um
numero consideravelmente menor de interagcdes com o sitio ativo foi observado no modo

de ligacdo do derivado mais potente de dissulfeto de diarila (29).

Khodyuk, Rejane G. D.; Bai, R.; Hamel, E.; Lourenco, Estela M. G.; Barbosa, Euzébio
G.; Beatriz, A.; Dos Santos, E. Dos A.; De Lima, D. P.. Diaryl disulfides and
thiosulfonates as combretastatin A-4 analogues: Synthesis, cytotoxicity and antitubulin
activity. Bioorganic Chemistry, v. 101, p. 104017, 2020.

iii. Investigacdo do mecanismo de acdo antiparasitario de derivados de

hidrazida aromaética de naftoquinona;

O processo de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos visando o
tratamento de Doengas Tropicais Negligenciadas pode adotar diferentes estratégias para
otimizar as chances de identificacdo de um possivel protétipo. Dentre elas, a hibridizacédo
molecular consiste no planejamento e obtencao de novas entidades quimicas baseadas na
fusdo de fragmentos moleculares bioativos de moléculas com reconhecido potencial
farmacol6gico. O manuscrito reporta o design, sintese e identificacdo de quatro novos
hibridos moleculares de hidrazidas e nafotquinonas resultantes da fusdo de fragmentos
moleculares de acil-hidrazidas aromaticas e lausona. O composto 13 se destacou por sua
baixa citotoxicidade e elevada poténcia contra as formas promastigotas de L. amazonensis
e epimastigotas de T. cruzi. Ja o hibrido 15 que possui pequenas diferencas estruturais em
relagdo ao composto mais potente, demonstrou baixa atividade contra os parasitos. Estes
dois compostos formam um Activity Cliff (AC) que € definido como um par ou grupo de
moléculas marcadas por alta similaridade estrutural e marcante diferenca na bioatividade.
A andlise de ACs é de grande interesse na interpretacdo da relacdo estrutura-atividade de
uma série de moléculas. Os dados da literatura e resultados das simula¢des de docking
molecular apontaram as cisteino proteases cruzaina, rodesaina e CPB2.8 como potenciais
alvos farmacol6gicos responsaveis pelas atividades antiparasitarias. A analise das
interacdes intermoleculares corroborou com as diferengas na poténcia dos compostos
testados, gerando dados que auxiliaram em um futuro estudo de otimizagdo molecular
dos hibridos obtidos. O estudo foi realizado no Laboratdrio de Sintese e Transformacéo
de Moléculas Organicas (SINTMOL — UFMS) em parceria com o Prof. Dr. Celso Vataru
Nakamura (UEM).
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Cezar, Rosane D.; Da Silva, Adriano O.; Lopes, Rosangela S.; Nakamura, Celso V.;
Rodrigues, Jean H. S.; Lourenco, Estela M. G.; Saba, S.; Beatriz, A.; Rafique, J.; De
Lima, D. P. Design, synthesis and identification of novel molecular hybrids based on
naphthoquinone aromatic hydrazides as potential trypanocide and leishmanicidal agent.
Anais da Académia Brasileira de Ciéncias. Artigo aceito (Jul. 2023).

b) Uso da citometria de fluxo para investigar possiveis mecanismos de ac¢éo de
agentes antiparasitarios;

O estudo, realizado no Laboratério de Parasitologia Humana (INBIO —
UFMS) em parceria com o Instituto de Quimica (INQUI - UFMS), detalha a atividade
antileishmania e a citotoxicidade de complexos de usnhato de sodio (SAU) com ions
lantanideos. Os complexos foram altamente ativos contra as formas promastigota e
amastigota intracelulares de L. amazonensis. Os lantanideos demonstraram influéncia na
atividade, uma vez que a poténcia dos complexos foi maior que a atividade do usnato de
sodio reconhecido por seu efeito de apoptose em diversas espécies do género Leishmania.
Os resultados geraram questionamentos acerca do possivel mecanismo de a¢do exercido
pelos complexos testados. Dentre as abordagens utilizadas para esta investigagéo, a
citometria de fluxo é considerada uma metodologia promissora e vem sendo marcada na
ultima década pelos avancos na classificagdo, manuseio de amostragem e aumento de
sensibilidade. A incubacdo de promastigotas com os complexos de lantanideos,
particularmente com SmL3s-4H>0 e GdL3-3H20, levou a uma alteragdo no potencial da
membrana mitocondrial do parasito, indicando a capacidade destes complexos em atingir
esta organela essencial. Os mesmos complexos causaram a morte celular através da
ruptura da membrana celular. Entretanto, a sua relacdo com processos apoptdticos
precoces ou tardios ainda n&o séo totalmente compreendidas.

Da Silva, F.; Rizk, Yasmin S.; das Neves, Amarith R.; Lourenco, Estela M. G.; Ferreira,
Alda M. T.; Monteiro, Melquesedeque M.; De Lima, D. P., Perdomo, Renata T.; Bonfa
llluska S.; Toffoli-Kadri, Ménica C.; et al. Antileishmanial Activity, Toxicity and
Mechanism of Action of Complexes of Sodium Usnate with Lanthanide lons: Eu(lll),
Sm(l), Gd(Hr), Nd(In), La(lll) and Tb(lll). International Journal of Molecular
Sciences. 2024; 25(1):413. DOI 10.3390/ijms25010413.
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c) ldentificacdo de novos protétipos para o tratamento da infec¢do por COVID-19.

Os estudos realizados com os 17 derivados sintéticos de flavonoide
demonstraram uma alta capacidade de inibicdo das cisteino proteases de Leishmania
rCPB2.8, rCPB3 e rH84Y. Estes alvos moleculares séo catepsinas L-like e, portanto, a
similaridade estrutural entre as catepsinas e as cisteino proteases testadas é notoria. As
catepsinas B e L vem sendo descritas como enzimas essenciais para a entrada do virus
SARS-CoV-2 nas células do hospedeiro. Dessa forma, inibidores destas enzimas podem
reduzir a infecgdo através do bloqueio da penetracédo viral. Considerando as informacdes
de similaridade estrutural protéica e a importancia farmacoldgica das catepsinas, 0s
analogos de flavonoide foram testados frente as catepsinas B e L. Os resultados de
inibicdo enzimatica foram promissores e 0s estudos in vitro para avalia¢do do potencial
antiviral estdo em fase final. Os dados serdo compilados sob a forma de manuscrito para
publicacdo em periddico cientifico internacional. O estudo foi coordenado pelo Prof. Dr.
Dénis Pires de Lima (SINTMOL — UFMS) em parceria com o Centro Interdisciplinar de
Investigacdo Bioquimica (CIIB - UMC). Os ensaios de avaliacdo do potencial antiviral
dos compostos e a modelagem molecular estdo sendo realizados em estagio
interinstitucional com a Universidade Federal de Minas Gerais sob coordenacgéo da prof?.
Dr?. Jordana Grazziela Alves Coelho dos Reis (LVBA — UFMG) e da prof?. Dr?. Rafaela
Salgado Ferreira (LMMPF — UFMG), respectivamente.
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