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RESUMO

As leishmanioses sdo doencas prevalentes negligenciadas que afetam a saude publica
de forma preocupante e estdo cada vez mais presentes nos paises em desenvolvimento. Dentre
o arsenal quimico e farmacoldgico que emerge na busca de novos compostos leishmanicidas,
o derivado ftalimido-triazolico, fenil-1-[2-(ftalimido-2-il)etil]-1h-1,2,3-triazol, foi identificado
como composto promissor para obtencdo de um novo farmaco contra a leishmaniose. O
presente estudo, assim, investigou o efeito in vitro do fenil-1-[2-(ftalimido-2-il)etil]-1h-1,2,3-
triazol sobre duas formas evolutivas de Leishmania amazonensis e Leishmania braziliensis.
Foi avaliada a citotoxicidade contra as cepas de L. amazonensis, L. braziliensis, e macr6fagos
peritoneais, bem como a producao de 6xido nitrico (NO). Foram realizadas atividades contra
amastigotas e formas promastigotas de L. amazonensis e L. braziliensis e investigadas as
alteragOes ultraestruturais nos parasitas e alvos intracelulares envolvidos. Os resultados
mostram que o composto obtido da hibridagdo de ftalimida e 1,2,3-triazol apresentou
atividade leishmanicida promissora. O composto fenil-1-[2-(ftalimido-2-il)etil]-1h-1,2,3-
triazol produziu alteragbes ultraestruturais, como encolhimento do corpo celular, perda de
integridade da membrana e alteracdes significativas na morfologia celular e do flagelo . Os
resultados mostraram que o composto diminuiu a sobrevivéncia de amastigotas e apresentou
baixa toxicidade para as células hospedeiras. Nao houve a inducdo do aumento de NO nas
células tratadas com o composto. De acordo esta pesquisa, o hibrido fenil-1-[2-(ftalimido-2-
iletil]-1h-1,2,3-triazol apresenta efeito leishmanicida e se constitui de um proto6tipo para o

desenvolvimento de novos farmacos anti-leishmania.

Palavras-chave: Leishmaniose Tegumentar. Derivados de Ftalimida. Triazois.



ABSTRACT

Leishmaniasis is a prevalent neglected disease that affects public health in a
worrying way and is increasingly present in developing countries. Among the chemical and
pharmacological arsenal emerging in the search for new leishmanicidal compounds, the
phthalimido-triazole derivative, phenyl-1- [2- (phthalimido-2-yl) ethyl] -1H-1,2,3-triazole, has
been identified as a promising compound for obtaining a new drug against leishmaniasis. The
present study thus investigated the in vitro effect of phenyl-1- [2- (phthalimido-2-yl) ethyl] -
1H-1,2,3-triazole on two evolutionary forms of Leishmania amazonensis and Leishmania
braziliensis. The cytotoxicity against strains of L. amazonensis, L. braziliensis and peritoneal
macrophages, as well as the production of nitric oxide (NO) were evaluated. Activities were
performed against amastigotes and promastigotes of L. amazonensis and L. braziliensis and
investigated the ultrastructural changes in parasites and intracellular targets involved. The
results show that the compound obtained from the hybridization of phthalimide and 1,2,3-
triazole showed promising leishmanicidal activity. The phenyl-1- [2- (phthalimido-2-yl)
ethyl] -1H-1,2,3-triazole compound produced ultrastructural changes such as shrinkage of the
cell body, loss of membrane integrity and significant changes in cell morphology and of the
flagellum. The results showed that the compound decreased the survival of amastigotes and
showed low toxicity to the host cells. There was no induction of NO increase in infected cells
treated with the compound. According to this research, the phenyl-1- [2- (phthalimido-2-yl)
ethyl] -1H-1,2,3-triazole hybrid has leishmanicidal effect and is a prototype for the

development of new anti- leishmania drug.

Keywords: Cutaneous Leishmaniasis. Phthalimide derivatives. Triazoles.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo doencas prevalentes negligenciadas que afetam a satde publica
de forma preocupante e estdo cada vez mais presentes nos paises em desenvolvimento. Essas
parasitoses constituem um complexo de doencas causadas por espécies de parasitas do género
Leishmania com alto indice de letalidade e possibilidade de produzir deformidades fisicas,
funcionais e metabdlicas. O acometimento humano pode ocorrer de trés formas distintas:
cutanea, mucocutanea e visceral (LAINSON e SHAW, 1988; SANTOS e COIMBRA, 1994,
LAINSON, 1997; CAMARGO e BARCINSKI, 2003; ORYAN, et al. 2008).

Alguns fatores tém contribuido para a disseminacdo dos protozoarios em ambientes
urbanos; como mudancas climaticas, desmatamento, urbanizacdo, imigracdo de paises
endémicos, viagens turisticas e de trabalho. No Brasil, foram notificadas as trés formas
clinicas da leishmaniose, dentre elas a Leishmaniose Tegumentar (LT) se destaca por presente
em todas as regides do pais e € predominantemente ocasionada por Leishmania amazonensis e
Leishmania braziliensis. Devido as questfes psicossociais envolvidas, os individuos com LT
se marginalizam e, na maioria dos casos, ndo procuram assisténcia médica por receio da lesao
e falta de informacdo, dificultando o diagnostico precoce e tratamento eficiente (BRASIL,
2017; DAYRIT, et al. 2018).

Por ndo haver uma vacina eficaz que impeca a infeccdo por Leishmania, a
erradicacdo da doenca é quase que completamente pautada no tratamento. Atualmente, 0s
antimoniais pentavalentes (Sbh*°) sdo drogas de primeira linha para o tratamento das
leishmanioses, os medicamentos de segunda linha sdo pentamidinas e a anfotericina B
(SANTOS, 2008; GOTO e LINDOSO, 2010). Mesmo existindo tratamento para as
leishmanioses, a resisténcia do parasito ja foi relatada e seus efeitos colaterais ainda sdo
prevalentes. Os antimoniais pentavalentes provocam uma variedade de efeitos adversos, a
saber: mialgia, artralgia, cefaleia, nauseas, vOmitos, dores abdominais e um grande
desconforto no local de aplicacdo do medicamento. As ocorréncias de afeccbes cardiacas,
como a arritmia, tém sido relacionadas ao tratamento com essas drogas, sendo este um dos
principais efeitos colaterais. Dessa maneira, de grande importancia a busca por novas drogas
com potencial leishmanicida de baixa ou nenhuma toxicidade ao ser humano (PELISSARI, et
al. 2011; RAJASEKARAN e CHEN, 2015; BRASIL, 2017).

Através dos avangos dos estudos quimicos e farmacoldgicos, em especial os de

quimica orgéanica, tém-se obtido resultados de novas drogas e tratamentos de doencas
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infecciosas. Nesse contexto, destacam-se os derivados de ftalimidas como importantes
compostos obtidos através de sintese organica e com ampla variedade de atividades bioldgicas
investigadas (SHAMA, et al. 2010; BROCKSOM, et al. 2015; SANGI, 2016). Dentre as
atividades bioldgicas de derivados ftalimidicos ja exploradas, destacam-se: acgéo
hipolipidémica (CHAPMAN, et al. 1983; ABDEL-AZIZ, et al. 2011), analgésica (ALANAZI,
et al. 2015), anticonvulsivante (OBNISKA, et al. 2016), anti-inflamat6ria (ALANAZI, et al.
2015; JOSE, et al. 2016); antitubercular (ABDEL-AZIZ, et al. 2011; BERK e AKGUN,
2012), e antimicrobiana (SINGH, et al. 2015).

Assim com as ftalimidas, o heterociclico 1,2,3-triazol, tem se mostrado promissor no
campo da quimica medicinal e ja vem sendo utilizado na sintese de farmacos comerciais. Esta
classe de compostos tem chamado a atencdo da comunidade cientifica pelas suas propriedades
qguimicas no contexto biologico, como por exemplo, grande possibilidade de ligacdes e
rearranjo quimico, formacdo de ligaces de hidrogénio, ligacdo a alvos biolégicos com alta
afinidade e solubilidade facilitada (HAIDER, ALAM e HAMID, 2014; PRAVEENA,
MURTHY e PAL, 2015; KUMAR, et al. 2016; DANGROO, et al. 2016).

A busca por hibridos moleculares derivados de compostos quimicos bioativos com o
objetivo de unir mais de uma atividade biolégica ou potencializar a¢des ja existentes tem
crescido. O derivado 4-(phenyl)-1-(4 phthalimidobuthyl)-1,2,3-triazole foi escolhido devido
aos resultados promissores, com bom rendimento durante a sintese organica e em testes anti-
inflamatdrios in vivo, tendo em vista que 0 acometimento cutdneo e mucocutaneo da
leishmaniose é estabelecido através de um intenso processo inflamatério com adjacente
desenvolvimento dos parasitas. O presente estudo investigou o efeito de um novo hibrido
derivado de ftalimida com nudcleo triazdlico sobre macrdfagos peritoneais e as formas

evolutivas das espécies de L. amazonensis e L. braziliensis.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito do composto 4-fenil-1-[2-(ftalimido-2-il)etil]-1h-1,2,3-triazol sobre

Leishmania brasilienses e Leishmania amazonensis.
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1.2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar o efeito de 4-fenil-1-[2-(ftalimido-2-il)etil]-1h-1,2,3-triazol sobre o crescimento de

promastigotas de Leishmania brasilienses e Leishmania amazonensis;

b) Avaliar o indice e o percentual de infeccdo de amastigotas de Leishmania brasiliensis e
Leishmania amazonensis em macréfagos peritoneais tratados com 4-fenil-1-[2-(ftalimido-2-
iletil]-1h-1,2,3-triazol;

c) Analisar a citotoxicidade de 4-fenil-1-[2-(ftalimido-2-il)etil]-1h-1,2,3-triazol em células de

mamifero;

d) Analisar o efeito 4-fenil-1-[2-(ftalimido-2-il)etil]-1h-1,2,3-triazol sobre a producdo de

oxido nitrico de macrdéfagos;

e) Avaliar as alteragdes ultraestruturais em L. brasiliensis e L. amazonensis tratadas com

diferentes concentracdes de 4-fenil-1-[2-(ftalimido-2-il)etil]-1h-1,2,3-triazol;
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 QUIMICA MEDICINAL MODERNA: SINTESE ORGANICA E BUSCA DE NOVOS
AGENTES TERAPEUTICOS

A busca por agentes terapéuticos ocorre desde a antiguidade, tendo em vista a
necessidade do homem em aliviar dores e se curar de diversas enfermidades. O tratamento de
doencas por intermédio de drogas precede a histdria escrita, 0s primeiros compostos com
propriedades terapéuticas tiveram origem natural, obtidos na maioria das vezes de plantas e
destinavam-se ao tratamento de doencas infecciosas. Com o passar do tempo e a medida que a
quimica progredia, os produtos isolados, de pureza mais acentuada, ganharam a preferéncia na
terapia medicamentosa (BARBERATO FILHO, 2006; PINTO e BARREIRO e BOLZANI,
2009).

No século XIX iniciou-se a tentativa de obtencdo dos principios ativos presentes nas
plantas, dessa forma, comecaram a surgir os primeiros medicamentos com caracteristicas
semelhantes aos atuais. Em 1806, Friedrich Serturner, pesquisador alemao, conseguiu isolar a
morfina da papoula, o que impulsionou a pesquisa de produtos biologicamente ativos noutras
variedades de fontes naturais. Pouco mais de vinte anos mais tarde, o pesquisador Raffaele
Piria obtém a salicina a partir da Salix alba, que passa por modificacdes para formar o acido
salicilico (figura 1), e a partir deste, Felix Hoffman sintetizou o acido acetil salicilico
(CALIXTO e SIQUEIRA JUNIOR, 2008).

Figura 1 — Farmaco sintético derivado da salicina

O OH 0 OH
OH
O CH3
= H —— -
OH
OH
Acido Salicilico

Fonte: Menegatti, Fraga e Barreiro (2001)
Os primeiros compostos sintetizados de maneira intencional surgiram com o objetivo

de combater a sifilis. Além de sintetizar compostos quimicos para tratar a doenca, 0
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pesquisador alemdo Paul Erlich estabeleceu, também, defini¢es sobre 0 mecanismo de acéo
dos medicamentos, contribuindo sobremaneira com o entendimento dos conceitos de
receptores farmacoldgicos (PALMEIRA FILHO e PAN, 2003).

Na década de 80, o progresso da Biologia Molecular contribuiu para o entendimento de
processos bioquimicos relacionados a fisiopatologia de diversas doencas, proporcionando
estudos sobre o planejamento racional de farmacos. Nos dias atuais, através dos recursos
disponiveis da quimica organica, aléem de criar analogos sintéticos e derivados, também ¢
possivel sintetizar substancias inéditas, com grande possibilidade de tornarem-se farmacos
(MENEGATTI, BARREIRO & FRAGA, 2001; BITTERMAN, SPYCHER e GOSS, 2016).

O setor de sintese organica passou por grandes avancos tecnoldgicos. O
aprimoramento dos métodos de sintese de novos compostos fez com que os produtos naturais
deixassem de ser a maior fonte de novos farmacos, sendo substituidos por compostos
sintéticos. A quantidade e o nivel de complexidade dos novos compostos cresceram
exponencialmente com diversas aplicagdes, como por exemplo: farmacoldgica, candidatos a
novos farmacos e reagentes para avaliacdo de sistemas biologicos (BROCKSOM, et al. 2015;
SANGI, 2016).

Os farmacos sintéticos sdo, na maioria das vezes, aquirais e possuem mais de um
heterodtomo entre atomos de nitrogénio, enxofre e oxigénio, além de cloro e flior. S&o
classificados pelo tipo de acdo e comumente apresentam propriedades reguladoras de enzimas
ou antagonistas de receptores celulares (ANDREI, et al. 2011).

Além de determinar a atividade biologica de compostos sintéticos, também sdo
avaliadas as propriedades biofisicas. O efeito farmacoldgico esté intrinsicamente relacionado
a possibilidade de uma molécula interagir com a célula alvo (figura 2), seja atravessando a
membrana plasmatica ou por meio de sinalizacdo celular, através de um receptor
(BITTERMAN, SPYCHER e GOSS, 2016).

A capacidade do farmaco de penetrar as células é baseada, em parte, pela sua
lipofilicidade, que esta relacionada a absorcéo, transporte, distribuicdo e bioacumulacao e é
comumente expressa pelo coeficiente de particdo. O coeficiente de particdo é a medida de
distribuicio de um composto em um sistema lipofilico-hidrofilico (NOGUEIRA,
MONTANARI e DONNICI, 2009; OMRAN, 2013; DURSH, et al. 2014; BAO, et al. 2016).
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Figura 2 — Interacdo de Moléculas com Células Alvo
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As atividades bioldgicas de novas drogas tém sido relacionadas na literatura a
compostos que apresentam, pelo menos, dois grupamentos quimicos distintos numa mesma
molécula. Geralmente esses grupamentos apresentam atividades bioldgicas nas formas
isoladas, podendo, o hibrido resultante de sua unido potencializar a acdo bioldgica, suprimi-la
ou desencadear uma nova atividade (CARDOSO, et al. 2015; LIU, et al. 2016; BACH, et al.
2017).

Dentre as estratégias de sintese de compostos, partindo do principio de modificacéo
molecular, esta a hibridacdo molecular, técnica que possibilita o desenvolvimento de desenhos
estruturais de novos analogos ou protétipos. A hibridacdo molecular consiste na identificacdo
das subunidades farmacoféricas de dois compostos que sdo acoplados em uma nova estrutura,
mas com preservacdo estrutural dessas subunidades (RAMPRASAD, NAYAK e DALIMBA,
2015; SHAIK, DANOVICH e HIBERTY, 2017).

Observando essas informacdes, podemos destacar as ftalimidas N-substituidas e também
os heterociclicos 1,2,3-triazéis como substancias quimicas com amplas atividades bioldgicas e

merecedoras de destaque.

2.2 FTALIMIDAS

A ftalimida,1,3-isoindolindiona, (figura 3) pertencente a importante familia de

compostos heteroaromaticos denominada de imidas ciclicas. As imidas ciclicas sdo compostos
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que contém o grupamento —CO-N(R)-CO-, podendo R ser um &tomo de hidrogénio,
grupamentos alquila ou arila. Essas substéncias e seus derivados podem ser subclassificados
em maleimidas, succinimidas, glutarimidas, ftalimidas, naftalimidas (AL-RAZZAK, 2012).

Os estudos com imidas ciclicas se iniciaram a partir da descoberta do alcaloide
natural filantimida, purificado das partes aéreas do Sarandi, Phyllanthus sellowianus. Este
metabdlito apresentou significativas atividades bioldgicas, como por exemplo, efeito
antimicrobiano e analgésico, tornando-se, dessa forma, protétipo para sintese e elaboracéo de
diversos analogos (TEMPESTA, et al. 1988; CECHINEL FILHO, et al. 1998).

Figura 3 — Estrutura Quimica da Ftalimida
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Fonte: Cechinel Filho, et al. (2003)

2.2.1 Métodos de Sintese de Ftalimidas

O método mais comum para obtencdo de ftalimidas consiste na condensagdo
desidratante de um anidrido com uma amina na presenca de reagentes que produzem &acidos
amicos contendo ambos 0s grupos carboxilo e amida na sua estrutura. Esses compostos sdo
considerados heteroaromaticos devido & viabilidade da formacéo do anel imida através das
reacOes entre aminas e compostos relacionados com anidrido ftalico (Esquema 1) e dicloreto
ftalico (SANI, et al. 2007; ABDEL-AZIZ, 2007).

Outras reacOes para obtencdo de derivados de ftalimidas podem ocorrer partindo do
anidrido ftadlico com grupamentos especificos, quando se busca determinada atividade
bioldgica. Por exemplo, a sintese de derivados de ftalimidas através da reacdo de condensacdo
com anidrido 4,5,6,7 tetrafluoroftalico e derivados de sulfonaida, resulta na obtencdo de

compostos bifuncionais hibridos com atividade anti-micobacteriana (AKGUN, et al. 2012).
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Esquema 1 - Sintese de ftalimidas partindo do anidrido ftalico com aminas
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Fonte: Gawronski, et al. (1998)

A presenca de um Unico anel aromatico conjugado propicia as ftalimidas e derivados
a possibilidade de sofrerem outras reacdes, como por exemplo, as classicas reacbes de
Gabriel, Colman e de TiocarbonilagcGes. Através da sintese de Gabriel, empregando-se
ftalimida de potassio como base nucleofilica e volumosa, este derivado favorece a conversdo
de um diasteroisdbmero e permitindo a resolucdo quiral através de uma reacdo acido-base livre
de catalisador e com excelente estereoseletividade e rendimento (Esquema 2) (GIBSON &
BRADSHAW, 1968).

Esquema 2 — Sintese de Gabriel de Ftalimidas
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Fonte: Kubo, et al. (1996)
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A sintese de ftalimidas N-substituidas tem se modificado ao longo do tempo, sendo
possivel a obtencdo de novos compostos com menos tempo, menos custo e melhores
rendimentos. Bach, et al. 2017, sintetizaram trés tipos de analogos de ftalimidas (figura 4),
utilizando-se de reacdes com halohidrocarbonetos, desmetilacdo e utilizacdo de cloreto de

acilo como reagente de acilagéo.

Figura 4 — Novos Derivados de Ftalimida N-substituidas
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Os intermediarios arinos tém sido outro ponto de partida para sintese de novos
derivados de ftalimidas. Dentre 0s principais representantes deste grupo destaca-se o benzino,
intermediario altamente reativo na quimica organica, aplicado em preparacdes de compostos
funcionais e sinteses totais. Através da técnica de cicloadi¢do 1,3-dipolar de CO2 com
isocianetos e arinos, é possivel obter derivados de ftalimida sob condi¢des livres de transicdo
(ZHAO, WNAG e JI, 2013; FANG, WANG e JI, 2015).

Outras rotas sintéticas partindo de reacdes homogéneas com compostos nitrilos,
aminas ciclicas e ftalimidas em catalise de metal de transicdo tém sido relatadas. Porém, a
dificuldade de separacdo de reagentes catalisadores e produtos, além da possibilidade de
contaminacdo de metais pesados em protétipos farmacologicos, tém limitado a aplicacdo
dessas metodologias (WU, et al. 2013; SHI, RENZETTI e KUNDU, 2014).

Recentemente, a utilizacdo de reagentes heterogéneos tem sido uma alternativa
eficiente no que diz respeito a economia e reutilizacdo de catalisadores usados na sintese de
compostos. O oxido de niobio V (Nb2Os) tem sido aplicado em varias reagdes organicas e foi
visto que esse composto apresenta atividade catalitica tolerante, gerando altos rendimentos de
ftalimidas a partir da reagdo entre o acido dicarboxilico e aminas (ALI, SIDDIKI e KON,
2014; ALI, MOROMI e TOUCHY, 2016; WAN, et al. 2017).

A utilizacdo de liquidos idnicos tem sido empregada na sintese e obtencdo de

derivados de ftalimidas contendo benzimidazol. A reacéo de sintese consiste na condensacgéo
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do anidrido ftalico a partir da aplicagdo de 2-aminobenzotiazol em liquidos idnicos distintos,
com variacao de tempo e temperatura. Nesse método de sintese foi observado que, quando as
reacOes ocorreram sob vacuo, houve um ligeiro aumento no rendimento dos compostos
sintetizados (NAGARAJAN, et al. 2013).

Novos derivados de ftalimidas ligados ao sal de litio de dimetil metilfosfonato foram
descritos na literatura como compostos inéditos. O mecanismo de sintese desses derivados
consiste na adi¢do do sal de litio de dimetil metilfosfonato, obtido a partir de uma reagéo de
dimetil metilfosfonato com n-butil-litio, a ftalimidas N-substituidas. Através desse método, foi
possivel obter trés derivados de ftalimidas: N-metilftalimida, resultante da reagdo entre a
ftalimida de potéssio com o iodeto de metil; N-benzilftalimida e N-terc-butil-ftalimida,
obtidas da reacdo do anidrido ftalico com aminas primarias. Essa metodologia se mostrou
eficaz para sintese de novos derivados de ftalimidas (PIETKA-OTTLIK, POTACZEK e
PIASECKI, 2010; OLIVEIRA, et al. 2011; ZAGORSKI, et al. 2016).

2.3 HETEROCICLICOS 1,2,3 TRIAZOLICOS

Os triazbis sdo importantes compostos organicos heterociclicos de cinco membros,
com trés atomos de nitrogénio e dois atomos de carbono. Existem dois isdmeros triazolicos:
1,2,4-tiazol e 1,2,3-triazol (figura 5A e 5B, respectivamente). O composto 1,2,3-triazol ainda
é classificado em: 1,2,3-triaz6is monociclicos, benzotriazdis e 1,2 sais de 3-trazdlio. Esta
classe de compostos tem chamado a atencdo da comunidade cientifica pelas suas propriedades
quimicas no contexto biolégico, como por exemplo: formacdo de ligacBes de hidrogénio,
ligacdo a alvos bioldgicos com alta afinidade e solubilidade facilitada (HAIDER, ALAM e
HAMID, 2014; PRAVEENA, MURTHY e PAL, 2015; KUMAR, et al. 2016; DANGROO, et
al. 2016).

Figura 5 — Estrutura Quimica dos Isémeros 1,2,3-Triazolicos
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Estes compostos podem ser facilmente obtidos em excelentes rendimentos, na escala
de multigramas, através do método de Click Chemistry, reacdo de halogenetos de
arilo/alquilo, alcinos e NaN3z sob condi¢Ges ambientais (SHANKAR, et al. 2009; KAPPE e
EYCKEN, 2010; SELVAM, et al. 2012; BAUMANN e BAXENDALE, 2013;
HOPKINSON, et al. 2014).

2.3.1 Sintese de 1,2,3-Triazois: cicloadi¢éo 1,3 dipolar e click chemistry

Assim como os derivados de ftalimidas, nos ultimos anos, muitas metodologias de
sintese de heterociclicos triazélicos tém sido elaboradas e veiculadas na literatura. A reacdo
mais popular para producdo de 1,2,3-triazol é a cicloadigdo 1,3 dipolar, ou cicloadi¢do de
Huisgen, entre uma azida e um alquino terminal. Devido a baixa regiosseletividade,
rendimento quimico diminuido e necessidade do emprego de altas temperaturas, este método
ndo foi prontamente empregado na sintese de compostos organicos. Posteriormente, o
protocolo foi adaptado e, através da catalise por cobre e emprego do principio de Click
Chemistry, foi possivel obter, com elevado indice de rendimento 1,2,3-triaz6is 4-
dissubstituidos (HUISGEN, GUENTER e LEANDER, 1967; KOLB, FINN e SHARPLESS,
2001).

As reagdes de Click Chemistry constituem uma ampla possibilidade para o rapido
desenvolvimento de compostos orgénicos e inclui reacdes com formacdo de ligacGes, que
podem ser utilizadas para vincular estruturas moleculares através de heteroatomos. A sintese
de derivados triazélicos impulsionou o interesse da comunidade cientifica pelo método, que
vem sendo aprimorado cada vez mais ao longo do tempo. A reacdo de catalisagdo por metais,
especificamente pelo cobre, é uma das reacfes de Click Chemistry mais bem documentadas
(CONSTANT, et al. 2014; TOTOBENAZARA e BURKE, 2015; KHAN, et al. 2016).

Com o0 sucesso na obtencdo de heterociclicos triazolicos, o método de Click
Chemistry se difundiu e tem sido amplamente utilizado. A sintese catalisada por cobre
apresenta diversas vantagens, como por exemplo, alta regiosseletividade, vasto alcance do
substrato, facil manuseio, excelentes rendimentos e auséncia de sensibilidade a oxigénio e
agua. Outros reagentes tém sido pesquisados e testados, a fim ampliar as possibilidades de
sintese sem perder as vantagens ja encontradas pela rota catalisada por metal (SHAO, et al.
2011; RUIZ, PEDRO e LIMA, 2013).

Dentre os exemplos de compostos que foram utilizados com o objetivo de melhorar a
reacdo estdo: Oxido cuproso sobre carvao, descrito na literatura, catalisa a reacdo de 1,2-di-
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substituido 1,2,3-triazois, com excelente rendimento; 2-etinilpiridina, adicionando como
aditivo com o cloreto de cobre possibilitou a sintese de diversos triazois; o iodeto de cobre na
presenca de N-diisopropiletlamina e &cido acético em diclorometano a temperatura ambiente
também foram explorados.

O protocolo mais utilizado para obtencdo de heterociclicos 1,2,3-triaz6licos
catalisados por metal, consiste na utilizacdo de cobre e ascorbato de sédio. Outra maneira
também explorada foi a utilizacdo de Cu (0), Cu (I) e Cu (Il) sob forma catalitica, em que se
produziu uma reacdo a partir da mistura de agua, trietilamina e terc-butanol, sob 100°C,
obtendo bons resultados. Outros catalisadores metalicos, como prata (Ag), ruténio (Ru) e ouro
(Au) também foram analisados para reacdo de cicloadi¢do de azoto, com objetivo de sintese
de triazdis (SHAO, et al. 2010; WANG, et al. 2011; SHIN, LIM e LEE, 2012; HIROKI e
OGATA, 2013; COOK, WALKER e MACK, 2013).

2.4 ATIVIDADES BIOLOGICAS DE DERIVADOS DE FTALIMIDAS E
HETEROCICLICOS 1,2,3 TRIAZOLICOS

2.4.1 Derivados de Ftalimida

Os derivados de ftalimidas e heterociclicos triazélicos apresentam diversas atividades
bioldgicas ja descritas na literatura e isso tem atraido a atencdo da comunidade cientifica.
Muitos derivados de ftalimida foram promissores quanto as seguintes atividades bioldgicas:
hipolipidémica (CHAPMAN, et al. 1985; ABDEL-AZIZ, et al. 2011), analgésico (ALANAZI,
et al. 2015), anticonvulsivante (OBNISKA, et al. 2016), anti-inflamatéria (ALANAZI, et al.
2015; JOSE, et al. 2016); antiviral (HOLFFMAN et al. 1992); antitubercular (ABDEL-AZIZ,
et al. 2011; BERK e AKGUN, 2012), e antimicrobianos (BERK e AKGUN, 2015; ELUMAI
e ASHRAF, 2013; SINGH, et al. 2015).

A acdo hipolipidémica dos derivados de ftalimida é uma das primeiras atividades
descritas.  Compostos  contendo  1-N-ftalimidobutano-3-ona  demonstraram  agéo
hipocolesterolémica significativa, noutro estudo, foi observado que, ap6s 16 dias de
tratamento (20 mg/kg/dia) com o derivado 4,8 di-O-acetil-2,3-didesoxi-a-D-eritro-hex-2-
enopiranosido de ftalimidometil, houve uma reducdo de até 25% de colesterol plasmatico e
triglicerideos. Apds tratamento de camundongos com 20 mg/kg/dia com o derivado de
ftalimida N-(4-clorofenil)ftalimida, foi observado diminuicdo de 63 a 47% nos niveis de

colesterol e triglicerideos, respectivamente. Esses estudos demonstram que compostos
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contendo o grupamento ftalimida sdo promissores com agentes hipolipidémicos (CHAPMAN,
COCOLAS e HALL, 1983; SRIVASTAVA, et al. 2001; SENA, et al. 2003).

Um novo derivado de ftalimida, LASSBIi0-1425, apresentou, dentre outras
atividades, a capacidade de reducdo dos niveis séricos de colesterol total
(248,9£30,6 x 519,2+ 17,4 mg/dL), triglicerideos (107,3 + 7,8 x 192,5 + 46,0 mg /
dL), LDL (135,7+31,2 x 336,6 + 18,5 mg/dL) e aumentou os niveis de HDL (96,7 *
17,0 x 25,4 + 38 mg / dL) em ratos wistar alimentados com uma dieta
hipercolesterolémica. Outras novas imidas ciclicas halogenadas com fracdo N-ftalimida
apresentaram significante acdo hipolipidémica em camundongos diabéticos, com taxas
proximas aos valores normais, reforcando a perspectiva de utilizacdo de derivados de
ftalimidas como agentes hipolipidémicos (ABDEL-AZIZ, et al. 2011; FIUMAN, et al. 2016).

Os derivados de ftalimida também apresentam atividade analgésica com mecanismos
bem estabelecidos ja descritos na literatura. Sete novos compostos contendo a o grupo
ftalimida ligados ao metil 1,2,4-oxadiazol-5-il apresentaram potente efeito analgésico (IDso =
2,2 mg/kg/ip) através da avaliacdo por contor¢do abdominal, induzido por acido acético em
camundongos. Recentemente, um grupo composto por 30 imidas ciclicas derivadas de
ftalimida, foi projetado como inibidores seletivos de COX-2, a fim de se obter atividades anti-
inflamatorias e analgésicas. Dentre os derivados, foi destacado pelos pesquisadores um
potente inibidor (ICso = 0,18 uM) e altamente seletivo (SI = 668) de COX-2 (ANTUNES, et
al. 1998; ALANAZI, et al. 2015).

A atividade anticonvulsivante também tem sido relatada ap6s experimentos com
produtos sintéticos contendo a ftalimida como componente central. Dentre 0os compostos ja
descritos, destacou-se o 2-{2-[4-(4-fluorofenil)-piperazin-1-il]-2-oxoetil}ftalimida que
revelou protecdo contra convulsdes induzidas eletricamente nas doses de 30 mg/kg e 100
mg/kg e se mostrou mais potente do que a fenitoina, medicamento de referéncia no tratamento
de convulséo (RAGAVENDRAN, et al. 2011).

Outra atividade biologica das ftalimidas descrita na literatura é a agdo anti-
inflamatoria. Uma série de derivados foi sintetizada visando & modulac¢do da superproducéo
de TNF-a, mediador primario da resposta inflamatoéria. Foi observado que os derivados de
ftalimida apresentaram relevantes resultados frente @ modulacdo do TNF-a nas concentragdes
de 10 e 100 pM, superando a atividade da talidomida. Além disso, os mesmos derivados
conseguiram inibir significativamente (36%) o edema de pata em camundongos tratados com
10 mg/kg e diminuiu (45%) a hiperalgesia induzida por carragenina. Noutro estudo, onde

foram utilizados os derivados 2-ftalimidetanol e 2-ftalimideto, ambos inibiram o edema de
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pata quando administrados 1 hora antes da aplicacdo de carragenina (GONDIN, et al. 2014;
CASAL, et al. 2016).

Apesar das diversas atividades metabodlicas dos derivados de ftalimida, os ensaios
antimicrobianos merecem destaque pela amplitude de acdo desses compostos e exceléncia no
combate a microrganismos patogénicos. Muitas infec¢fes por virus, bactérias, protozoérios,
fungos e etc. necessitam de coquetéis de drogas, incluindo drogas potentes que trazem ao
usuario diversos efeitos colaterais, além de requererem terapias a longos prazos e com
multiplos medicamentos ().

O potencial antiviral de novos compostos, seja de origem sintética ou natural, tem
sido alvo de grande interesse ao longo do desenvolvimento da ciéncia. O derivado N-I-
adamantil-4-aminoftalimida recebeu destaque ao apresentar atividade antiviral, com ECso =
4,78 pug/mL para o virus HIVV. No mesmo estudo, foi destacada a importancia do grupo amino
na porcao ftalil na atividade bioldgica investigada, tendo em vista que outros compostos com
resultados significativos também apresentaram a mesma caracteristica quimica em comum.
Uma série de andlogos de ftobuzona, preparados a partir da ftalimida de potéssio
apresentaram significativos resultados inibitérios contra virus 1 e 2 do herpes simples. Os
compostos com porcOes ftalimida apresentaram-se como potenciais agentes antivirais, com
ICso = 2,85 pg/mL para virus herpes simples 1 (DERPOORTEN, et al. 1997; YANG, et al.
2010).

Outros derivados de ftalimida contendo anel de pirimidina também foram
sintetizados e testados frente a M. tuberculosis e apresentaram valores significativos de
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) = 3,9 pg/mL, citotoxicidade (CCsp) = 312,5 e indice
de seletividade frente a macrofagos (J774) de 80. Derivados de ftalimidas fluorados também
foram testados quanto a eficacia no combate ao agente causador da tuberculose, M.
tuberculossis H37Ra (ATCC 25177) e foi visto que as moléculas hibridas de ftalimidas
fluorada tiveram atividade anti-micobactaria semelhante aos farmacos sulfonamidas. Noutro
estudo, no qual foram sintetizados 12 derivados de ftalimidas com radicais fluorados, os
compostos apresentaram potentes atividades anti-micobactéria, com a CIM médio de 1,8
ug/mL (SANTOS, et al. 2009; AKGUN, et al. 2012; ELUMALALI, et al. 2013).

Os analogos obtidos a partir da sintese de N-(trietoxisililpropil)ftalimida, através da
reacdo de transimidizacdo entre o anidrido ftalico e 3-aminopropril trietoxissilano, foram
testados quanto ao possivel efeito antimicrobiano sobre cepas de Staphylococcus
aureus (ATCC  25923), Acinetobacter baumannii (ATCC 19606), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853) e Escherichia coli (ATCC 25922). As drogas testadas foram
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consideradas antimicrobianas efetivas contra todos 0s microrganismos testados, e 0s
compostos com a estrutura ftalimidica apresentaram resultado significativamente superior,
podendo esse efeito ser atribuido a presenca da ftalimidas em sua composicdo quimica
(SINGH, et al. 2015).

Os compostos N-vinilftalimida e 8-[4-(ftalimida-2-il) butiloxi] quinolina, derivados
de ftalimidas obtidos através de reacBes de condensacdo modificadas, estdo descritos na
literatura como bons agentes fungicidas. Os analogos sintéticos foram testados contra os
fitopatdgenos, Alternaria solani e Botrytis cinérea, com valores de ICso de 7,92 pg/mL e 10,85
png/mL (PAN, et al. 2016).

Outros compostos contendo o grupamento ftalimidas também apresentaram
excelente atividade frente ao agente etiologico da malaria, Plasmodium falciparum. De forma
geral, no estudo, o grupo ftalimida foi introduzido em (+) — deshidroabietilamina e a partir de
outras reacdes posteriores, foram obtidos 12 derivados. Dentre os compostos obtidos, 0 12-
acetil-N, N-ftaloildhidroabietilamina apresentou 6tima atividade contra o protozoario com EC
(atividade antiplasmddica) = 0,086 uM e SI (indice de seletividade) = >290, confirmando que
compostos com grupamento ftalimida sdo promissores no tratamento de infec¢bes por
protozoarios intracelulares (GONZALES, et al. 2014).

2.4.2 Heterociclicos 1,2,3-Triazobis

Do mesmo modo que as ftalimidas e seus derivados, os heterociclicos 1,2,3-
triazolicos também apresentam diversas atividades bioldgicas estudadas e ja descritas na
literatura. Os anéis heterociclicos apresentam grande possibilidade de ligacdes e rearranjo
quimico, tornando-se alvo de pesquisas e promovendo grandes avancos na area medica em
longo prazo. Os 1,2,3-triaz0is e benzotriaz6is monociclicos apresentam notavel estabilidade
frente a reacdes de hidrdlise, oxi-reducéo e a degradacdo enzimatica, ampliando dessa forma,
a possibilidade de aplicacdo e uso terapéutico (BAUMANN e BAXENDALE, 2013;
HOPKINSON, et al. 2014).

Muitas atividades bioldgicas dos 1,2,3-triazdis tém sido investigadas. Foi visto que
numa série de compostos contendo grupo heterociclico 1,2,3-triazolico, 0 composto 2-metoxi-
5-(1-(3,4,5-trimetoxifenil)-1  H-1,2,3-triazol-5-il)anilina  inibia  consideravelmente a
polimerizagdo da tubulina em baixas concentracdes (ICso = 4,8 uM). Outros compostos,
hibridos de 1,2,3-triaz6is-Jaspine B, foram testados frente a linhagens de células de cancer

humano, dentre elas: MGC-803, cancer gastrico; MCF-7, cancer de mama e EC-9706, cancer
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de esbfago e foi visto que o composto com cadeia alquilo de 1-4 atomos de carbono
apresentou maior poténcia citotoxica contra as células testadas, com 1Cso = 7,83; 8,21 e 1,85
KM, respectivamente (ODLO, et al. 2008; XU, et al. 2014).

A exigéncia de novas drogas anti-inflamatorias tem aumentado apos elucidacdo dos
mecanismos de acdo dos farmacos atuais. Muitos anti-inflamatorios ndo-esteroidais inibem o
metabolismo de aminoacidos ao inibir a COX, e alguns efeitos colaterais significativos tém
sido relatados a terapia com esses medicamentos, como por exemplo: aumento do tempo de
sangramento, insuficiéncia renal e ocorréncia de Ulcera. Dessa forma, alguns novos analogos
de &cido carboxilico contendo 1H-1,2,3-triaz6is foram avaliados quanto a capacidade anti-
inflamat6ria num modelo de edema de orelha em camundongos. Foi visto que 0s compostos
sintetizados apresentaram melhor atividade, a nivel molecular, quando comparados nao
farmaco de referéncia, diclofenaco (FOSSLIEN, 1998; KIM, et al. 2015).

Em estudos recentes foi descrito que o composto oxazolo[4,5- b]piridina-2-ona 1,2,3-
triazois, sintetizado através do método de Click Chemistry, inibiu significativamente a
atividade da glicogénio sintase quinase (GSK-3p), com ICso = 0,19 MM. O referido composto
também apresentou ainda boa atividade anti-inflamatoria in vivo, no modelo de edema de pata
em rato, inibindo citocinas inflamatérias como TNF-a, IL-15 e IL-6. Esses resultados foram
comparados com o farmaco indometaciona, padrdo para acdo anti-inflamatéria e também
inibidor de GSK-3p (SARIGOL, et al. 2015).

Outros compostos contendo 1,2,3-triazois, também sintetizados a partir do Click
Chemistry apresentaram atividade contra M. tuberculosis (H37Ra) e M. bovis, e se destaaram
alguns derivados pelo baixo valor de MIC (27, 34 pg/mL). Em estudos continuados, foi visto
que moléculas incluindo 1,2,3-triaz6is se mostraram inibidores promissores de M.
tuberculosis, com valores de MIC inferiores a 5,8 pg/mL (SHAIKH, et al. 2015; SHAIKH, et
al. 2016).

Quanto as atividades antimicrobianas, os 1,2,3-triazois tém sido relatados na
literatura como substancias promissoras no combate de microrganismos diversos. Uma
pesquisa realizada na tentativa de introduzir novas classes de agentes antimicrobianos, testou
novos compostos sintetizados a partir de heterociclicos 1,2,3-triaz6licos, chalconas e flavonas
pelo método de “Click Chemistry”. Os compostos sintetizados foram avaliados quanto a sua
atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa, Shigella boydii, Klebsiella pneumoniaee atividade

antifangica contra Candida albicans, C. tropicalis, C. Parapsilosis, Cryptococcus
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neoformans, Dermatophyte. A maioria dos compostos testados mostrou atividade potente
tanto antibacteriana como antifungica (ALY e SAAD, 2015; KANT, et al. 2016).

As B-lactamases bacterianas sdo exemplos de compostos comerciais que contém
1,2,3-triaz0is. Esse potencial antibacteriano tem instigado diversos pesquisadores a
sintetizarem e avaliarem o potencial antimicrobiano de compostos triazolicos frente a
bactérias. Foi visto que drogas derivadas de 6-bromobenzo[ d Jtiazol-2( 3H )-ona,
apresentaram atividade boa moderada quando comparadas ao antibiético estreptomicina, da
mesma forma, em outra pesquisa, 0 bis-1,2,3-triazol simétrico foi descrito com potencial
antibacteriano, contra E. coli e Y. pseudotuberculosis (DUGDU, et al. 2016).

Noutro estudo, trés compostos foram sintetizados, derivados do &cido 1-(2,6-
difluorobenzil)-1H-1,2,3-triazois-4-carboxilico contendo piperazina carboxamidas, (5-(fenilo
substituido) 1,3,4-oxadiazol-2-ilo) e (5-(alquiltio)-1,3,4-oxadiazol-2-il) substituintes na
posicdo 4. Foi visto que os compostos eram ativos contra todas as espécies patogénicas de
bactérias, gram-negativas e gram-positivas, e fungos testados, confirmando dessa forma a
eficacia de compostos contendo derivados triazolicos contra microrganismos que causam
doencas ao ser humano (SINGH, et al. 2014).

Os compostos contendo o grupo 1,2,3-triaz6is também sdo sintetizados a partir de
estruturas bem estabelecidas clinicamente e farmacologicamente. A exemplo, tem-se a
ribavirina, uma classe ampla de compostos a base de triazdis, com atividades relatadas contra
virus herpes simples (HSV), virus da imunodeficiéncia humana (HIV-1), virus da gripe, virus
respiratorio sincicial e virus da hepatite C. Dentre as limitacbes do uso clinico do
medicamento ribavirina, se destaca a sua alta toxicidade, a partir disso, novos derivados séo
sintetizados a base de 1,2,3-triazéis, através do método de “Click Chemistry” com o objetivo
de diminuir os efeitos colaterais aos usuarios. Em estudos recentes, foi visto que é possivel
obter andlogos triazolicos da ribavirina com atividade superior ao composto padrédo,
destacando agdo contra a replicagdo da gripe A e atividade da transcriptase reversa
(LOURDES, et al. 2014).

Os microrganismos parasitas intracelulares sdo um desafio na pesquisa de novas
drogas e quimioterapia, visto que os compostos sintetizados com a finalidade de combater tais
agentes necessitam ultrapassar ou interagir com a celula hospedeira sem causar danos e ser
seletivos para o patogeno. Dessa forma, diversos medicamentos tém sido utilizados no
tratamento de doengas causadas por parasitas intracelulares, como o caso da maléria
(DEVENDER, et al. 2016). Os compostos 1,2,3-triazolicos sdo alvo de pesquisas quanto a

acao anti-parasitaria intracelular e novos compostos contendo o grupo triazol, como por
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exemplo, 1 H-1,2,3-triazol conjugados de 4-aminoquinolinas foram descritos na literatura
com excelente atividade antimalérica, exibindo uma ICs de 3,76 UM contra a estirpe 3D7 de
P. falciparum (SINGH, et al. 2016).

A ampla acdo dos compostos triazolicos e derivados de ftalimidas frente a
microrganismos patogénicos reforca o incentivo a aplicacdo de novas drogas que contenham
esses grupamentos. Assim como a malaria, a leishmaniose é causada por um protozoério
intracelular e tem desafiado a comunidade cientifica quanto ao desenvolvimento de
compostos mais eficazes e menos toxico para o tratamento da doenca. Recentemente, alguns
estudos tém sido realizados sugerindo que derivados de ftalimida e heterociclicos triazolicos
sdo eficientes no combate a protozodrios tripanossomatideos, o que inclui principalmente: T.
cruzi, L. braziliensis, L. amazonensis e L. infantum, agentes causadores da Doenca de Chagas

e Leishmanioses Cutanea e Visceral, respectivamente.

2.5 LEISHMANIOSE

2.5.1 Aspectos Histdricos e Epidemioldgicos

A leishmaniose é uma doenca transmitida por vetores causada por varias espécies de
parasitas protozoarios intracelulares obrigatorios e tem trés formas clinicas bem estabelecidas,
sdo elas: cutanea, mucocutanea e visceral (LAINSON, e SHAW, 1988; SANTOS e
COIMBRA, 1994; LAINSON, 1997). O acometimento humano pela leishmaniose é descrito
desde a antiguidade, havendo sido relatada na literatura desde o século | d. C. Nas Américas,
pecas de ceramica denominadas de huaco (figura 6) datadas de 400 a 900 anos d.C., retratam
os habitantes locais com deformacdes faciais, compativeis com o que € observado na
leishmaniose muco-cutanea, confirmando indicios de que o acometimento humano pelos
parasitas do género leishmania é antigo (CAMARGO e BARCINSKI, 2003; ORYAN, et al.
2008).

A obtencdo de dados precisos sobre a incidéncia da leishmaniose é algo dificil, tendo
em vista que o numero de casos seja subestimado devido ao perfil subclinico da doenca e pela
concentracdo de casos nas areas pobres do mundo (WHO, 2014). Estima-se que existam
aproximadamente 12 milhdes de individuos infectados e que, a cada ano, 2 milhdes de novos
casos sdo confirmados, sendo a maioria relacionada as formas cutdnea e mucocutanea. 1sso
faz da leishmaniose a segunda principal doenca ocasionada por protozoarios, causando 20.000
a 30.000 mortes por ano (BOER, et al. 2011).
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Figura 6 — Huaco mochica apresentando lesdo sugestiva de leishmaniose muco-cutanea

Fonte: Marzoch, et al. (2003)

A infecgdo por leishmania é comumente relacionada a ocorréncia em areas tropicais
e outros fatores também tém contribuido para a sua disseminacdo em diversas areas como:
mudancas climéticas, desmatamento, urbanizacdo, imigracdo de paises endémicos, viagens
turisticas e de trabalho e etc. No Brasil, hd a ocorréncias das trés formas cinicas da
leishmaniose, sendo a Leishmaniose Tegumentar (LT) registrada em todas as regides (figura
7), destacando os principais estados para cada regido: Amazonas, Par4, Ronddnia e Tocantins
(Norte), Maranhdo, Bahia e Ceara (Nordeste), Minas Gerais e Sdo Paulo (Sudeste), Goias
(Centro-Oeste) e Parana (Sul) (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Figura 7 — Distribuicdo da Leishmaniose Tegumentar no Brasil, segundo municipio

Sem casos
1a 20
20a SO

B 5s0a100

B 100a621

I 1 ponto=1caso

Fonte: Ministério da Saude (2015)
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A Leishmaniose Visceral (LV) é altamente endémica no subcontinente indiano e
leste da Africa. Estima-se que 200 000 a 400 000 novos casos de LV ocorrem anualmente no
mundo. Mais de 90% dos novos casos ocorrem nos seguintes paises: Bangladesh, Brasil,
Etidpia, india, Suddo do Sul e Suddo. Nas Américas, 0 acometimento visceral é notificado em
12 paises. Aproximadamente 90% dos casos notificados na América Latina sdo registrados no
Brasil, distribuidos amplamente no territorio nacional (Figura 8). No pais, 3500 casos séo
identificados anualmente, com coeficiente de incidéncia de 2,0 casos/100.000 habitantes. O
aumento substancial da letalidade fez com que no ano 2000 3,1% dos casos resultassem em
Obito, j& em 2015 o registro de Obitos totalizou 7,8% dos casos, além disso, tem sido
observado um intenso processo de urbanizacdo da doenca com varias ocorréncias notificadas
nas areas urbanas (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Figura 8 — Distribui¢do da Leishmaniose Visceral no Brasil, segundo municipio

Sem casos
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B 15a100

W 100a126

B 1 ponto =1 caso

Fonte: Ministério da Saude (2015)

A ampla distribuicdo do vetor associada a diversidade de espécies de leishmania
patogénicas ao homem, contribui com o grande numero de casos e diversidade de formas
clinicas encontradas no Brasil. Outro fator que esta diretamente ligado a ocorréncia dos casos
de leishmaniose é a existéncia de reservatdrios urbanos, como no caso dos cédes e roedores.
Esses aspectos tém se tornando desafios no controle e combate a leishmaniose, sobretudo em

paises em desenvolvimento (Kevric et al., 2015)
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2.5.2 Agente Etiologico, Ciclo de Vida e Vetor

Protozoarios do género Leishmania sdo parasitos intracelulares obrigatérios. As
principais espécies infecciosas de leishmaniose estdo descritas na tabela 1. Esses
microrganismos sdo classificados em dois subgéneros: Viannia e Leishmania. Essa
classificacdo esta relacionada ao local de desenvolvimento do protozoéario no hospedeiro
invertebrado. No primeiro subgénero, o parasito se dirige para a regido posterior do tubo
digestivo do vetor, ja& nos organismos pertencentes ao subgénero Leishmania, o
desenvolvimento ocorre livremente ou no estdmago, com posterior migracdo para a porgédo
anterior do tubo digestivo. Os grupos Viannia e Leishmania contém todas as espécies mais
conhecidas e aproximadamente 20 espécies sdo responsaveis por infec¢cdes em humanos e 10
apresentam grande importancia para a saude publica (AKHOUNDI, et al. 2016; COTTON,
2017).

Tabela 1 — Principais Espécies de Leishmania de acordo com regido e manifestacao clinica associada

Regido Complexo Espécies Manifestacéo clinica
Velho Leishmania donovani L donovani CL, VL, PKLD, ML (raro)
Mundo . .
L infantum CL, VL (criancgas), PKLD, ML
(raro)
L chagasi CL, VL (criangas), PKLD, ML
(raro)
Leishmania tropica L tropica CL, ML (raro), VL (raro)
L major CL, ML (raro)
L aethiopica CL, DCL
Novo Leishmania mexicana L mexicana CL, DCL (raro)
Mundo

L amazonensis  CL, DCL, ML, VL (raro), PKLD

(raro)

L venezuelensis CL, DCL (raro)
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Regido Complexo Espécies Manifestacéo clinica
Leishmania (Viannia) L braziliensis CL, ML, VL
braziliensis
L guyanensis CL, ML
L panamensis CL, ML
L peruviana CL

CL: leishmaniose cutanea; DCL: leishmaniose cutanea difusa; ML: leishmaniose mucocutanea; VL:

leishmaniose visceral; PKLD: leishmaniose dermatolégica pos-kala-azar

A infeccdo por parasitos leishmania (Figura 9) se inicia no momento em que 0
hospedeiro invertebrado, o flebotominio, realiza o repasto sanguineo. Durante a picada, o
inseto injeta a saliva que contém elementos que evitam a coagulacdo, importante para o
processo de alimentacdo sanguinea do vetor. Durante este processo, promastigotas
metaciclicos sdo liberados e entram na pele do hospedeiro por regurgitacdo, resultando na
répida infiltracdo de neutrdfilos e substancial recrutamento de macréfagos no local da
infeccédo

Figura 9 — Ciclo de Vida de parasitos do género Leishmania

Stages in insect vector

Stages in vertebrate host

Fonte: Adaptado de TEIXEIRA, et al. (2013)
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As leishmanias atingem a pele do hospedeiro mamifero e, inicialmente, invadem os
neutrofilos, macréfagos e outros tipos de células como, fibroblastos, também podem ser
infectados. Nas células do sistema mononuclear fagocitico, existe o reconhecimento por
adesdo, seguido por sinalizagdo e invasdo e estas células se tornam espécies de “cavalos de
Troéia”, ao ficarem repletas de parasitos, sendo o macrofago a principal célula relacionada ao
estabelecimento final e amplificacdo da infeccdo (MCCLEAN, et al. 2005).

O parasita se liga a célula do hospedeiro através do flagelo ou corpo celular. A
adesdo envolve estruturas importantes ja descritas na ultraestrutura da leishmania, tais como,
lipofosfoglicanos (LPGs) e a glicoproteina Gp63, essas moléculas se ligam a receptores do
complemento, receptores de manose e receptores de fibronectina. O macréfago realiza a
fagocitose através da formacdo de pseudopodes, permitindo que o parasita se ligue a
superficie de macrdfagos e entdo, é internalizada num vactolo, denominado de vacuolo
parasitoforo (VP) (UENO, et al. 2012).

No VP, o promastigota se diferencia em amastigota, seguido pela fusdo de
lisossomos da célula hospedeira com o VP. Alguns amastigotas se aderem a membrana do
vacuolo, engquanto outros permanecem livres e se proliferam, se dividindo rapidamente.
Através de alguns estudos, foi visto que, durante a infeccdo por L. amazonensis, 0sS
amastigotas se multiplicam dentro de um VP muito grande, que contém muitos parasitas
ligados a membrana, ja nas espécies do subgénero Viannia, os amastigotas permanecem
segregados dentro de um pequeno VP. Apds um intenso processo de multiplicacdo, ocorre a
ruptura da membrana do macrofago, liberando os amastigotas no tecido. Esses amastigotas
podem invadir outros macrofagos, retomando a multiplicacdo ou serem ingeridos por outro
flebotominio durante o repasto sanguineo (STUART, et al. 2008; UENO, et al. 2012).

2.5.3 Manifestagdes Clinicas da Leishmaniose Tegumentar Americana

2.5.3.1 Leishmaniose Cutanea

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) também denominada de
Leishmaniose Cutanea (LC), foi descrita pela primeira vez no Velho Mundo pelos
pesquisadores Lewis e Cunningham, em 1876. No Brasil, essa doenca é comumente
ocasionada através de infeccdo com as espécies: L. braziliensis e L. amazonensis. A

manifestacdo dermatologica da leishmaniose ocorre em areas do corpo expostas a picadas do
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inseto, podendo acometer mais de uma area quando néo tratada (VARGAS-MARTINEZ, et
al. 2013; HOYOS, et al. 2016).

As regides mais acometidas sdo: orelhas (hélice e anti-hélice), nariz, labio superior,
bochechas, pernas, mdos e antebracos. O periodo de incubacdo pode variar, desde 1 a 4
semanas, até varios anos e a lesdo inicial caracteriza-se por inchaco e aumente da temperatura
local. No local da picada, forma-se uma papula assintomatica eritematosa, com prurido
reportado e tamanho variavel, de 1 a 10 mm de diametro. Apos 2 dias, a lesdo inicial se
transforma em vesicula, evolui para pustula e por fim resulta na formacdo de Ulcera, seja de
forma esponténea ou ap6s algum trauma mecénico, assumindo uma morfologia ulcerosa de
bordas nodulares, grossas ou pontudas (Figura 10). O quadro clinico é normalmente afebril
com adenopatia regional (SEIDELIN, 2016).

Figura 10 — Acometimento cutaneo da Leishmaniose

A

Fonte: Torres-Guerrero, et al. (2017)

A LC pode curar espontaneamente em até 4 anos, quando isso acontece, a cura
progride da periferia para o centro da lesdo. A cicatrizagdo espontanea deixa uma placa com
pigmentacdo irregular e cicatrizes retrateis, bem como deformidade local devido a grande
extensdo do dano tecidual. Por outro lado, quando ndo ha uma resposta imune celular do
hospedeiro frente & infecgdo por espécies de leishmania que causam a LC, pode haver uma
piora do quadro e estabelecimento da Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD) (ARENAS, 2015).
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2.5.3.2 Leishmaniose Cutanea Difusa

A LCD resulta da disseminacdo do parasito atraves dos tecidos e fluidos corporais,
como linfa e sangue. Esse tipo de acometimento cutaneo da LTA desenvolve multiplas lesdes
numa extensa area da pele (Figura 11), com exceg¢do ao couro cabeludo e, as vezes, com
acometimento de mucosas. Normalmente, a LCD se inicia com a ocorréncia de nédulos
eritematosos enrijecidos e placas verrucosas marrom-avermelhadas, que podem aparecer no
rosto e progredir para outras areas como nadegas e mucosas, além de quase toda a superficie
da pele. Os individuos acometidos apresentam também febre, linfadenopatia acentuada e
obstrucdo das vias aéreas quando a mucosa estd afetada. Ndo ha relatos de cura espontanea
dessa forma clinica (VERA-IZAGUIRRE, et al. 2006; REITHINGER, et al. 2007).

Figura 11 — Extensa lesdo dermatoldgica na Leishmaniose Cutanea Difusa

Fonte: Torres-Guerrero, et al. (2017)

Além da forma difusa, foi visto que a LC localizada também pode evoluir para
leishmaniose muco-cutanea (LM). Em paises como Bolivia, Brasil e Peru, 90% dos casos de
LTA apresentam essa variante clinica e estd mais associada as espécies do complexo L.
braziliensis (MIRANDA e GONZALEZ, 2017).
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2.5.3.3 Leishmaniose Muco-Cutanea

O acometimento de mucosa é frequentemente observado na regido nasofaringea
(Figura 12). A leséo se inicia lentamente e, muitas vezes ndo ocasiona nenhum desconforto
inicial, ndo chamando a atencdo dos individuos acometidos. Em alguns casos, as lesdes
causam prurido e inchago moderado. As lesdes comegcam na mucosa nasal e depois se
espalham para outras areas como: labios, cavidade oral, faringe e laringe, quando estdo num
estado mais avancado desencadeiam muito desconforto, sendo observado dor e até caquexia
em casos extremos. As lesdes se iniciam com ulceracGes superficiais e posterior evolugéo
para Ulceras bem delimitadas, com aspecto necrético e destruicdo parcial ou total de tecidos
cartilaginosos, ocorre também linfadenopatia acentuada e, quando ndo tratada, pode levar a
morte (KHEZZANI, et al. 2017; TORRES-GUERRERO, et al. 2017).

Figura 12 — Leishmaniose Muco-Cutanea “Espundia”

-

Wagh

Fonte: Torres-Guerrero, et al. (2017)

O acometimento cutaneo, seja difuso ou mucoso, ndo é um sinal patognomonico da
leishmaniose, ndo podendo ser utilizado de forma isolada na clinica para o diagnéstico da
infeccdo por leishmania.  Apesar dos avancos cientificos, o diagndstico efetivo da
leishmaniose ndo é uma tarefa facil, pois é necesséria a associacdo de dados clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais para estabelecimento de um diagndstico preciso (PAIVA-
CAVALCANTI, 2015).
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2.5.4 Diagnostico

Dentre as ferramentas disponiveis para diagnostico da leishmaniose, 0s testes
imunolodgicos (Tabela 2) recebem destaque pela praticidade e precisdo, e tem sido observado
que, em alguns casos, tais métodos s&o a Unica forma de diagndstico antes do inicio da terapia
com medicamentos anti-leishmania. A associagdo de ferramentas imunoldgicas e de biologia
molecular facilita o estabelecimento de um diagnostico mais rapido e preciso, além de se

mostrar util na diferenciacéo dos casos de infec¢cdo por leishmania spp. (SOUZA, et al. 2013).

Tabela 2 — Vantagens e Limitagcbes nos testes imunoldgicos utilizados no diagnéstico das

leishmanioses

Meétodo Antigeno Vantagem Limitacéo

N&o pode detectar casos
de leishmaniose visceral

em alguns estagios da

Reacdo Baixo custo e . )
) Mataram doenca. Ndo € possivel
Intradérmica de o detecgdo de _ _
parasitas inteiros ) diferenciar entre infeccéo
Montenegro imunidade a células T

e doenga, nem doenga
ativa e progressiva. Risco

de recorréncia.

Ensaio _ Sensibilidade e
_ ) Baixo custo e alta o )
imunoabsorvente Moleculas o especificidade e altamente
) ) ) sensibilidade e )
ligado a enzimas Recombinantes dependente do antigeno
especificidade
(ELISA) usado
Processo laborioso
o consome de tempo e
. Mataram Alta sensibilidade e )

Imunofluorescéncia custo. Necessidade de

parasitas inteiros especificidade _
pessoal treinado  para

realizar o teste.
Foram testadas Melhor sensibilidade e Custo associado a
) ) moléculas especificidade quando reagentes e
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Fonte: PAIVA-CAVALCANTE, et al. (2015)

A reacdo intradérmica de Montenegro tem sido utilizada como diagndstico das
formas cutaneas e apresenta-se positivo em dareas endémicas com infeccdes subclinicas,
porém o teste também tem algumas limitacGes, por exemplo, é negativo em casos de lesdes
recentes, na LCD e em pacientes imunodeprimidos. Na LC, a utilizagdo da
imunofluorescéncia indireta associada ao teste intradérmico de Montenegro ou técnica
parasitologica pode fornecer um diagnostico diferencial (BRITO, et al. 2000; SZARGIKI, et
al. 2009; ALVES, et al. 2013).

A maior parte das técnicas imunologicas empregadas na busca de anticorpos anti-
Leishmania baseiam-se em reacfes com ensaio de imunossorvente vinculado a enzimas
(ELISA). Diversos antigenos foram identificados com potencial para uso diagnostico: a
proteina K-39 recombinante de leishmania; glicoproteinas recombinantes ou purificadas:
gp63, gp70 e gp72; proteina A2, todas especificas para o género leishmania. Esta ultima
proteina esta presente em amastigotas e algumas pesquisas sugerem que ela também pode ser
utilizada no rastreio da leishmaniose canina (GOMES, et al. 2002; GOMES, et al. 2008;
SRIVASTAVA, et al. 2013).
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Na rotina laboratorial, inimeros Kits comerciais tém sido utilizados pela facilidade de
manuseio e interpretacdo de resultados. Os testes rapidos para leishmaniose sdo baseados na
deteccdo de anticorpos especificos, no soro ou no sangue periférico de um individuo com
leishmaniose, a exemplo disso tem-se 0 TRALd (Rapid Antibody Test Leishmania donovani).
Esse teste é composto das proteinas recombinantes, rK39 e K26, fixadas em papel de
nitrocelulose e pode ser utilizado como teste confirmatério quando associado a outro principio
destino, seja imunofluorescéncia indireta ou ELISA. O diagnéstico correto associado as
medidas terapéuticas eficientes sdo ferramentas essenciais no controle da leishmaniose
(GOMES, et al. 2008; OLIVEIRA, et al. 2011).

2.5.5 Medidas de Controle e Tratamento

A indisponibilidade de vacina para a leishmaniose associada as limitagdes dos
recursos terapéuticos atuais, impulsiona a busca de novas drogas com acdo leishmanicida.
Atualmente séo disponiveis trés tipos de medicamentos para tratar a infeccdo com leishmania
spp.: antimoniais pentavalentes, pentamidina e anfotericina B.

No Brasil, os medicamentos a base de antimdnio sdo utilizados como primeira
escolha no tratamento da leishmaniose, inclusive para individuos infectados pelo HIV. A
dosagem recomendada para tratamento da forma cutdnea € de 20 mg de antimonial
pentavalentes por Kg, durante 20 dias com administracdo intramuscular ou intravenosa.
Dependendo do nimero e extensdo das lesbes, é possivel fazer aplicacdo tépica. Essa Gltima
forma de administracdo tem se mostrado menos toxica por ndo desencadear reacOes
sistémicas, apesar das limitaces (LOPES, et al. 2013).

Os antimoniais pentavalentes, apesar de serem a primeira escolha de tratamento, séo
muito tdxicos. Durante o tratamento podem ocorrer um ou Varios dos seguintes sintomas:
artralgia, mialgia, anorexia, nauseas, vomitos, dor abdominal, pancreatite, prurido, febre,
fraqueza, tontura, edema e insuficiéncia renal aguda. Na dose utilizada para o tratamento, 0
antimonial pode atingir o limiar de toxicidade, levando alteracbes cardiacas, hepaticas,
pancredticas ou renais e requerer modifica¢do do tratamento (BRASIL, 2017).

Os rins sdo os principais responsaveis pela eliminacdo dos antimoniais pentavalentes
da corrente sanguinea. A reducdo da capacidade de concentracdo urinaria € o principal efeito
nefrotoxico. A utilizacdo da droga € contraindicada em pacientes com qualquer grau de
insuficiéncia renal, sendo indicado o tratamento de segunda escolha, como a anfotericina B,
indicada também em casos de pacientes gravidas (NEVES et al., 2011; TRACY; WEBSTER,
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2001). A quimioterapia contra as leishmanioses pode ser administrada pela utilizagdo da
diamina aromaética pentamidina, medicamento de segunda escolha. A pentamidina liga-se ao
DNA, inibindo a replicacdo. No entanto, importantes efeitos colaterais como a inducdo do
diabetes insulino dependente esta associado a utilizacdo deste tratamento. Nauseas, vémitos,
dores musculoesqueléticas, cefaléia, hipotensdo, lipotimia, sincopes, hipoglicemia e
hiperglicemia, bem como dor e abscessos estéreis no local de aplicagdo sdo comuns
(BRASIL, 2017).

Os farmacos a base de antiménio sdo utilizados a mais de 60 anos no tratamento para
as leishmanioses. O aumento do numero de casos de resisténcia aos quimioterapicos, a falha
terapéutica em pacientes imunodeprimidos, bem como o conhecimento deficitario sobre os
mecanismo celulares de acdo dos medicamentos utilizados, inviabilizam o tratamento,
constituindo-se um desafio, pois as drogas disponiveis apresentam elevada toxicidade, e
nenhuma delas € bastante eficaz (SRIVASTAVA et al.,, 2017; De LIMA et al., 2007;
HALDAR; SEN; ROY, 2011). Esses fatores motivam a busca de uma droga ideal que

estabeleca uma via alternativa para o tratamento das leishmanioses.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 SINTESE E CARACTERIZACAO DO PT4

O derivado 4- (fenil) -1- (4-ftalimidobutil) -1,2,3- triazole (FT4) (Figura 13) foi
desenhado e sintetizado de acordo com Silva et al. (2012). As anises elementares foram
realizadas num analisador EA1110 CHNS-O. Os espectros de infravermelho foram
registrados com um espectrofotdmetro IFS66 Bruker usando discos de KBr. Obtiveram-se
RMN de 1H e 13C em espectri;¥2etro Varian Unity Plus-300 e 400 MHz utilizando CDCI3 ou
DMSO-d6 como solvente. Os compostos foram purificados utilizando cromatografia em
coluna em sica gel Merck 60 (malha 70-230), com uma raz de sistema hexano: EtOAc (1: 1).
A pureza das fraccBes foi monitorizada em analise de TLC usando GF254.

O acetileno foi preparado de acordo com o procedimento descrito na literatura. Os
dados espectroscopicos adequados também foram. Os compostos de azida foram preparados
de acordo com o procedimento descrito na literatura (Barbosa e Oliveira, 2011). As RMN de
1H e 13C estdo de acordo com dados previamente relatados (Barbosa e Oliveira, 2011). Os

1,2,3-triazbis foram preparados de acordo com o procedimento descrito na literatura.

Figura 13 — Estrutura Quimica do PT4
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3.2 PARASITAS

Formas promastigotas de L. amazonensis (LTB0016) e L. braziliensis (LTB2903)
foram obtidas de lesdes cutéaneas de camundongos Balb/c e mantidas a 26 ° C em meio de
Schneider (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) suplementadas com 10 % soro fetal bovino
inativado (FBS, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) ¢ 100 ug / mL (Sigma-Aldrich, St.
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Louis, MO, EUA). As formas amastigotas foram obtidas de macrofagos peritoneais BALB ¢

infectados por L. amazonensis e L. braziliensis.

3.3 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

O potencial citotoxico do PT4 foi avaliado conforme protocolo estabelecido por
Alianca et al. (2014) com ligeiras modificacdes. Resumidamente, macréfagos peritoneais de
camundongos Balb/c foram plaqueadas a 5 x 10° células / pogo em placa de 96 pogos
contendo 100 uL. de meio RPMI, suplementado com 10% de FBS inativado, e incubados por
2h a 37 ° C em 5% de CO». Apos esse tempo, as células ndo aderentes foram removidas por
lavagem e os macrofagos aderidos foram cultivados por 48h em meio RPMI na auséncia ou
presenca das diferentes concentragdes de PT4 (100 a 6,25 pg / mL). As culas tratadas e n
tratadas foram lavadas e incubadas em meio de cultura RPMI fresco, contendo 5 mg / mL de
brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazio (MTT, Sigma-Aldrich, St. Louis ,
MO, EUA), por um periodo adicional de 3h a 37°C. Apds a incubacdo, as células foram
solubilizadas em DMSO (100 pL / pogo) e o precipitado de formazan derivado da reducdo do
MTT foi determinado espectrofotometricamente a 540 nm. A concentracéo citotoxica de 50%
(CC50) foi determinada por analise de regressdo utilizando o software SPSS 8.0 for Windows.
O indice de seletividade (IE) foi determinado como a razdo de CCsp para 0os macréfagos para
ICso para 0s protozoarios. Cada ensaio foi realizado em triplicado em dois experimentos

independentes.

3.4 EFEITO LEISHMANICIDA DO PT4 NAS FORMAS PROMASTIGOTAS E
AMASTIGOTAS DE L. amazonensis e L. braziliensis

A avaliacdo dos efeitos do PT4 nas formas de promastigotas de L. braziliensis e L.
amazonensis (10° parasitos mL) foi realizada a partir do cultivo das células a 26 ° C em meio
de cultura na auséncia (células controle) ou presenca de diferentes concentra¢fes de PT4 (100
a 6,25 pg / mL). O crescimento do parasita foi determinado por contagem direta, utilizando
uma camara de contagem de Neubauer. A concentracdo de droga que inibiu o crescimento da
cultura em 50% (ICso) foi determinada por andlise de regressdo usando o SPSS 8.0. Para
amastigotas, macrofagos peritoneais foram coletados de camundongos Balb/c e plagueados a
1 x 106 cels / mL em placas de cultura de 24 pogos, contendo meio RPMI suplementado com

10% FBS. Deixou-se os macrdfagos aderirem durante 3 horas a 37°C em 5% de CO> e depois



43

infectaram com promastigotas utilizando uma raz&o 15:1 de parasitas / célula a 37 ° C durante
3 horas. Os parasitas ndo-interiorizados foram removidos por lavagem e incubados durante
mais 24 h a 1/2, 1x e 2x valores de ICso determinados para formas promastigotas de cada
espécie, nas mesmas condicdes de meio. Células infectadas cultivadas em meio isento de
drogas foram usadas como controle negativo. Apds o tempo de incubacdo, as células controles
e tratadas foram lavadas com PBS, fixadas com metanol e coradas com Giemsa.

A percentagem de células infectadas foi determinada pela contagem de 150
macrofagos escolhidos aleatoriamente em duplicado. O indice de sobrevivéncia foi
determinado pela multiplicagdo da porcentagem de macrofagos infectados pelo niUmero médio
de parasitas por célula infectada. A concentracdo que inibiu o crescimento amastigota
(ICso/ama) dentro dos macréfagos em 50% foi determinada por analise de regressdo como
descrito acima. O medicamento de referéncia Pentamidina foi utilizado como um controlo

positivo.

3.5 EFEITO DO PT4 NA PRODUCAO DE OXIDO NIiTRICO POR MACROFAGOS
PERITONEAIS

Para quantificar a producdo de éxido nitrico (NO) macréfagos infectados por L.
amazonensis foram tratados com 6,25 a 100 pg / mL de PT4 e submetidos a 100 pL de
reagente de Griess (1% sulfanilamida e 0,1% de dicloridrato de N-(1-naftil) -etilenodiamina /
2,5% de H3PO4) a temperatura ambiente durante 10 min. A absorbéancia foi medida em 540
nm no leitor GloMax multiplates (Promega, Califérnia, EUA). A concentragdo de nitrito foi
determinada usando uma curva padrdo de nitrito de sédio. Macréfagos ndo infectados e

células infectadas ndo tratadas foram utilizados como controle.

3.6 ENSAIO ULTRA-ESTRUTURAL

Para Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), promastigotas tratadas e ndo
tratadas foram fixadas por 2h em temperatura ambiente em uma solugdo contendo 2,5% de
glutaraldeido / 4% paraformaldeido em 0,1 M de tampdo fosfato pH 7,2. Apds lavagem no
mesmo tampé&o, as células foram pos-fixadas durante 1 h com 1% de tetroxido de 6smio /
0,8% de ferricianeto de potassio / CaCl. 5 mM em tampdo cacodilato 0,1 M, pH 7,2. Ap6s
lavagem com tampdo cacodilato, as células foram deixadas aderir a laminulas revestidas com

poli-lisina. As amostras foram desidratadas em etanol, secas em ponto critico com CO2 em
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um Secador de Ponto Critico HCP-2 (Hitachi, Toquio, Japdo), revestidas com uma camada de
ouro de 20 nm de espessura e observadas com um elétron de varredura JEOL T-200.

microscopio

3.7 ANALISE ESTATISTICA

As regressoes lineares foram realizadas usando o software SPSS 8.0 (IBM Co., Nova
York, EUA). Os dados ndo paramétricos foram analisados usando andlise de variancia
unidirecional (ANOVA) seguida pelos testes de Dunnett ou Bonferroni. A analise estatistica
foi realizada no software Prism 5.0 (GraphPad, San Diego, CA, EUA). Todas as andlises

estatisticas foram realizadas ao nivel de significancia p <0,05.
3.8 CONSIDERACOES ETICAS
Todos os experimentos envolvendo o uso de animais experimentais foram realizados

de acordo com os padroes éticos da Fundacdo Oswaldo Cruz e foram aprovados pelo comité
de ética (CEUA-FIOCRUZ 77/2014).
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ABSTRACT

Leishmaniasis is a prevalent neglected disease with high impact on the public health of many

developing countries. In the search for new compounds with leishmanicidal activity the

phthalimido-triazole derivatives have emerging as a promissory. In the present study we
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investigated the in vitro effect of phenyl-1- [2- (phthalimido-2-yl) ethyl]-1H-1,2,3-triazole
(PT4) on Leishmania amazonensis and Leishmania braziliensis, the etiological agent of
cutaneous leishmaniasis. The effects of PT4 on growth and survival of promastigote and
amastigote forms of parasites were evaluated by direct counting and the IC50 (concentration
that inhibits the parasite growth by 50 %) was estimated by regression analysis. The
cytotoxicity of PT4 was evaluated on peritoneal macrophages by MTT and the NO production
was measured using Greiss reagent. To analyze the morphological changes on promastigotes,
scanning electron microscopy was performed. The results show that the compound obtained
from the hybridization of phthalimide and 1,2,3-triazole showed promising leishmanicidal
activity. The phenyl-1- [2- (phthalimido-2-yl) ethyl] -1H-1,2,3-triazole compound produced
ultrastructural changes such as shrinkage of the cell body, loss of membrane integrity and
significant changes in cell morphology and of the flagellum. The results showed that the
compound decreased the survival of amastigotes and showed low toxicity to the host cells.
There was no induction of NO increase in infected macrophages treated with the compound
only in cells with no infection. According to this research, the phenyl-1- [2- (phthalimido-2-
yl) ethyl] -1H-1,2,3-triazole hybrid has leishmanicidal effect and is a prototype for the

development of new anti- leishmania.

Keywords: Cutaneous Leishmaniasis; Phthalimide derivatives; Triazoles.
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1. Introduction

Leishmaniasis constitutes a complex of neglected diseases caused by protozoa of the
genus Leishmania. These diseases are a serious public health concern, mainly in the
developing countries where they are considered endemic as: India, Brazil, Sudan and Nepal.
The clinical manifestations of leishmaniasis depend on the specie and strain of Leishmania,
the degree of virulence and the immunological status of the infected host, ranging from self-
resolving localized cutaneous ulcer through the more severe mucocutaneous lesions, which
can cause severe deformities, to the potentially lethal systemic visceral form of disease [1].
American Tegumentary Leishmaniasis (ATL) comprising the cutaneous (CL) diffuse (DCL)
and mucocutaneous (MCL) leishmaniasis is on of six most prevalent infectious and parasitic
diseases on the planet. In Brazil, autochthonous cases of ATL were confirmed in all the
federal units of the country where Leishmania amazonensis and Leishmania braziliensis are
its main etiological agent [2].

Regardless of the clinical form of disease and in the absence of effective vaccine, the
treatment of leishmaniasis still relies on penatavalent antimonial as the primary drugs. These
compounds were introduced by 1920s being used nowadays despite their high toxicity and the
emergence of resistance to treatment. Amphoterecin B and its lipososomal formulation have
been used as the second line-drug. However, prolonged administration and the adverse effects
are the major shortcomings to successful treatment [3, 4]. In this regard, the search of new
efficient, safe and affordable drugs for the treatment of leishmaniasis is still needed [5, 6, 7].

Phthalimides derivatives, obtained by organic synthesis, have been reported as a
interesting class of compounds with large of biological activities including anticonvulsant [8],
anti-inflammatory [9, 10], hypolipidemic [11, 12], analgesic [9] and antimicrobial [13]. The
-CO-N(R)-CO structure and the presence of amide hydrophobic ring as functional group of
phythalimides favour these compounds cross the biological membrane interacting with many
essential targets involved in their biological activities and pharmaceutical use [14]. Another
important class of synthetic compound, the 1,2,3, triazole, have been used as heterocyclic
system in many synthetic substances and commercial pharmaceutical compounds. These
nitrogen heterocyclic compounds are able to form hydrogen bounds, which improve their
solubility and ability to interact with biomolecules [15, 16]. In this regard, the triazoles have
been used for broad therapeutic applications due their biological activities, including

trypanocidal and leishmanicidal activities [17].
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Looking at the relevant biological activities performed by phythalimides and the
stability and reactivity of triazole scaffolds a series of pythalimides-1, 2,3,triazole hybrids
molecules were designed and synthesised by our group and their in vitro activities have been
evaluated in different biological models. Among these compounds the derivative 4-(phenyl)-
1-(4 phthalimidobuthyl)-1,2,3-triazole (PT4) has drawn attention due to its relevant anti-
inflammatory activity (unpublished data). Because, ATL is characterized by important
inflammatory response that ultimately leads to intense tissue destruction, a compound
presenting both anti-inflammatory and microbicidal activities in a single molecules seems to
be promissory as chemotherapeutic against ATL. In this work we investigated the effects of a
new phythalimide-triazole hybrid molecule PT4 on the macrophages and on Leishmania

amazonensis and L. brasiliensis, the main etiological agents of ATL in Brazil.

2. Materials and methods

2.1. Synthesis and characterization of PT4 - The derivative 4-(phenyl)-1-(4
phthalimidobuthyl)-1,2,3-triazole (FT4) (Figure 1) was designed and synthetized according to
Silva et al. [18, 19]. Elemental analyses were carried out on in an EA1110 CHNS-O analyzer.
The infrared spectra were recorded with an IFS66 Bruker spectrophotometer using KBr discs.
'H and 3C NMR were obtained on Varian Unity Plus-300 and 400 MHz spectrometer using
CDClz or DMSO-de as the solvent. The compounds were purified using column
chromatography on Merck silica gel 60 (70-230 mesh), with a system hexane:EtOAc (1:1)
ratio. The purity of fractions was monitored in TLC analysis using GF2sa.

The acetylene was prepared according to the procedure described in the literature.
The adequate spectroscopic data [19] was, as well. The azide compounds were prepared
according to the procedure described in the literature (Barbosa and Oliveira, 2011). The H
and *C NMR are in accordance with previously reported data (Barbosa and Oliveira, 2011).
The 1,2,3-triazoles were prepared according to the procedure described in the literature [18].
The compound PT4 was synthetized and had the following characteristics colorless solid; mp
187-189 °C (Lit. 157-158 °C); R¢ 0.4 (EtOAc-Hexane, 1:1); IR (KBr) vmax 3126, 2952, 1774,
1716, 1464, 1432, 1396, 1231, 1078, 765, 720 cm™.



49

Fig. 1. Chemical structure of 4-(phenyl)-1-(4 phthalimidobuthyl)-1,2,3-triazole
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2.2. Parasites - Promastitogote forms of L. amazonensis (LTB0016) e L. braziliensis
(LTB2903) were obtained from Balb/c mice cutaneous lesions and maintained at 26 ° C in
Schneider's medium (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) supplemented with 10% soro fetal
bovino inativado (FBS, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) and 100 pg/mL (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Amastigote forms were obtained from L. amazonensis- and L.

braziliensis- infected BALB/c peritoneal macrophages.

2.3. Cytotoxicity assay - The cytotoxic potential of PT4 was evaluated according to protocol
established by Alianca, et al. [20] with slight modifications. Briefly, Peritoneal macrophages
from Balb/c mice were plated at 5 x 10* cell/well in 96-well plate containing 100 pL of RPMI
medium, supplemented with 10% inactivated FBS, and incubated for 2h at 37 °C in 5% COs..
After this time, non-adherent cell were removed by washing and the adhered macrophages
were cultivated for 48 h in RPMI in the absence or presence of the different concentrations of
PT4 (100 a 6.25 pg/mL). Treated and untreated cells were washed and incubated in fresh
RPMI culture medium, containing 5 mg/mL of 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), for an additional 3
h at 37 °C. After the incubation, the cells were solubilized in DMSO (100 pL/well) and the
formazan precipitate derived from MTT reduction was determined spectrophotometrically at
540 nm. The 50% cytotoxic concentration (CCso) was determined by regression analysis using
the software SPSS 8.0 for Windows. The selectivity index (SI) was determined as the ratio of
CCso for the macrophages to 1Cso for the protozoa. Each assay was carried out in triplicates in

two independent experiments.
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2.4. Leishmanicidal effect of PT4 on promastigote and amastigote forms of L.
amazonensis and L. braziliensis - To evaluate the effects of PT4 on forms of L.braziliensis
and L. amazonensis promastigotes (10° parasites/mL) were incubated at 26°C in culture
medium in absence (control cells) or presence of different concentrations of PT4 (100 a 6.25
ug/mL). The parasite growth was determined by direct counting using a Neubauer counting
chamber. The drug concentration that inhibited the culture growth by 50% (ICso) was
determined by regression analysis using the SPSS 8.0. For amastigotes, peritoneal
macrophages were collected from Balb/c mice and plated at 1x10° cels/mL in a 24-well
culture plates, containing RPMI medium supplemented with 10% FBS. The macrophages
were allowed to adhere for 3 h at 37 °C in 5% CO; and then infected with promastigotes using
a ratio 15:1 parasites/cell at 37 °C for 3 h. Non-interiorized parasites were removed by
washing and incubated for additional 24 h at 1/2, 1x and 2x ICso values determined for
promastigote forms of each species, in same medium conditions. Infected cells cultivated in
drug free medium were used as negative control. After incubation time, control and treated
cells were washed with PBS, fixed with methanol and stained with Giemsa. The percentage of
infected cells was determined by counting 150 randomly chosen macrophages in duplicate.
The survival index was determined by multiplying the percentage of infected macrophages by
the mean number of parasites per infected cell. The concentration that inhibited the
amastigote growth (ICso/ama) within the macrophages by 50% was determined by regression

analysis as described above. The reference drug pentamidine was used as a positive control.

2.5. Effect of PT4 on Nitric oxide (NO) production by macrophages - In order to quantify
the NO production by macrophages, L. amazonensis-infected macrophages were treated with
6.25 to 100 pg/ mL PT4 and submitted to 100 pL of Griess reagent (1% sulphanilamide and
0.1% of N-(1-naphthyl)-ethylenediamine dihydrochloride/2.5% H3PO4 ) at room temperature
for 10 min. The absorbance was measured in 540 nm at GloMax multiplates reader (Promega,
California, EUA). The concentration of nitrite was determined using a standard curve of

sodium nitrite. Non-infected macrophages and non-treated infected cells were used as control.

2.6. Ultrastructural assay - For scanning electron microscopy (SEM), treated and untreated
promastigotes were fixed for 2 h at room temperature in a solution containing 2.5%
glutaraldehyde/4% paraformaldehyde in 0.1 M phosphate buffer, pH 7.2. After washing in the
same buffer, the cells were post-fixed for 1 h with 1% osmium tetroxide/0.8% potassium

ferricyanide/5 mM CacCl. in 0.1 M cacodylate buffer, pH 7.2. and post-fixed. After washing
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with Cacodylate buffer, the cells were allowed to adhere to poly-lysine-coated coverslips. The
samples were dehydrated in ethanol, critical-point-dried with CO2 in a HCP-2 Critical Point
Dryer (Hitachi, Tokyo, Japan), coated with a 20 nm-thick gold layer, and observed with a

JEOL T-200 scanning electron microscope.

2.7. Statistic Assay - Linear regressions was performed using SPSS 8.0 software (IBM Co.,
Nova York, EUA). Nonparametric data were analyzed using one-way analysis of variance
(ANOVA) followed by Dunnett's or Bonferroni's post hoc test. The statistical analysis was
performed using Prism 5.0 software (GraphPad, San Diego, CA, USA). All of the statistical

analyses were performed at the p <0.05 level of significance.

2.8. Ethical considerations - All experiments involving the use of experimental animals were
performed in accordance to the ethical standards of Fundagdo Oswaldo Cruz and were
approved by the ethics committee (CEUA-FIOCRUZ 77/2014).

3. Results and Discussion

Drug discovery can be hampered by slow, high cost and complex synthesis. Click
chemistry has been proven to furnish a set of powerful, selective and modular buiding blocks
with valuable pharmacological activity. [21] phythlimides and 1,2,3-triazoles derivatives
obtained by click reactions have shown diverse biological activities as anticancer [22],
antibacterial [13] due to their stability, good yield, high selectivity among other advantages
[23, 24]. In a previous study used 1,3, dipolar cicloaddition reaction to obtain O-
benzenocercertine-1,2,3-triazoles derivatives with promissing antileishmanial activity [25].
Herein we investigate the leishmanicidal effect of phythalimide-triazole hybrid compound
(PT4) with anti-inflammatory activity, otained by click chemistry reaction on the etiological
agents of ATL in Brazil.

3.1. Cytotoxicity of PT4 on peritoneal macrophages

Because Leishmania parasites are obligatory intracellular pathogens, macrophages are
indispensable for parasite survival [26] and also the main cell type to suffer the deleterious
effects of parasite infection [27, 28]. In this regard, the investigation of

cytotoxity/cytoprotector potential of a given compound on macrophages is an important issue
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to be considered in the prospection of leader molecules with leishmanicidal activity. Our
results showed, that PT4 has dose-dependent cytotoxic effect on macrophages as determined
by MTT technique. However, even at higher concentration tested of 400 ug/mL the PT4 was
not able to decrease the cell viability to values lower than 42.61% (Figure 2). The ICs0/48h
value was 312.74 ug/mL (Table 1).

Figure 2. Effect of PT4 on the viability of peritoneal macrophages.
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Table 1. Leishmanicidal and cytotoxic effects of FT4

pg/mL Si
Cell type
CC50 IC50/pro IC50/ama pro ama
Macrophage 312.74+81.63 ; ; ; ;
L. amazonensis - 22.43+7.50 39.85+1.05 13.94 7.84
L. braziliensis ; 57.85+8.13 74.23+1.19  5.40 421

SI = selectivity index; pro = promastigotes; ama = amastigote.
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3.2. The PT4 inhibited the growth of promastigotes and decrease the survival of
amastigotes inside the macrophages infected with L. amazonensis and L. braziliensis

The derivative 4-(phenyl)-1-(4phthalimidobuthyl)-1,2,3-triazole inhibited significantly
the growth of promastigote forms of both species of Leishmania tested, in a dose-dependent
manner after 48 hours of incubation. However, none of the concentrations tested was able to
cause 100% of growth of the parasites (Figure 3). L. amazonensis were more susceptible to
treatment with PT4 than L. braziliensis with an estimated I1Cso of 22.43 and 57.85 ug/mL,
respectivelly (Table 1). Biochemical/molecular differences between the species of Leishmania
are well known in the literature [29]. Taking this in account, the differences in PT4
susceptibility found between L. amazonensis and L. braziliensis could be explained by
biochemical and molecular variations existing between these species such as: the rate of

parasite division, differential permeability and plasma membrane composition and varied
intracellular target [30, 31].

Figure 3. Effect of FT4 on L. amazonensis (A) and L. braziliensis (B) promastigotes forms.

Each bar represents the mean * standart deviation of three independent experiments in
triplicate.
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As expected the reference drug pentamidine (10 pg/mL) significantly inhibited the
survival of amastigotes within the macrophages infected with both species of Leishmania. The
PT4 was also able to decrease significantly the survival of amastigote in all concentrations
tested. However, only at higher concentration (115.70 pg/mL) PT4 presented inhibitory
activity comparable to the reference drug (Figure 4). Amastigote forms were more resistant to
the treatment than promastigote forms. It is important to emphasize that the difference in the
PT4 susceptibility between promastigotes of L. amazonensis and L. brasiliensis is also
observed in the amastigote forms of parasite. The 1Csg values were 39.85 and 74.23 ng/mL for

amastigote forms of L. amazonensis e L. braziliensis, respectively.



54

The effect of triazole derivatives on Leishmania have been already reported.
Tahghghi, et al. [32] showed that the compound N-[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl],

reduced the number of Leishmania major amastigotes within macrophages. Marin, et al. [33]

also have described the inhibitory effects effects of nitroindazoles derivatives on the survival

of intracellular amastigotes of L. infantum e L.brasiliensis

Figure 4. Effect of FT4 on Leishmania amazonensis (A) and Leishmania braziliensis

amastigote survival inside macrophages. Each column represents the mean *

SD of three

independent experiments in duplicate. (C) Light microscopy of Giemsa-stained control (C1)

and PT4-treated macrophages
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The effective internalization and intracellular accumulation is essential for

leishmanicidal activity of drugs, and a clear correlation between drug uptake and

susceptibility has been reported for miltefosine, for example [30].

In this context, the
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hydrophobic/lipophilic feature of some compounds seems to have a pivotal role in the
biological activity against Leishmania sp., Pinto et al. [34], studying a series of
naphtoquinones derivatives showed that the presence of hydrophobic phenyl groups in their
structures conferred greater inhibitory activity against L. infatum than those in which these
chemical groups were absent. In a previous work the substitution of benzophenones by alkyl
groups increase the effectiveness of their hydroxylated precursors against suggesting that the
increase of lipophilicity of these compounds allowing them to cross the host and parasites
membranes [35]. This lipophilic feature of compounds is particularly important for drugs gain
access to intracellular amastigote forms, which reside and divided into the parasitophorous
vacuoles of host cells. However, Silva, et al. [36] showed that the increase of lipophilicity
decrease the antiparasitic activity of thiosemicarbazones against L. amazonensis. This
apparent contradictory result suggested that other factors as size and solubility in vitro test
condition can influence the effect of hydrophobic/lipophilic compounds on parasites [37].

The introduction of nitrogen moieties, as 1,2,3-triazole rings to PT4 might result in an
improvement of the solubility of pthalimide throughout parasite and host lipid cell
membranes. Furthermore, 1,2,3-triazole core is stable against acid and basic hydrolysis, as
well as oxidative e reductive conditions, conferring a high stability and resistance to
metabolic degradation [38] . Besides confers stability to hybrid molecules, the presence of
triazole group in PT4 can also contribute directly to the observed antileishmanial activity of
this compound. Consistently, other triazolic compounds have already reported in the
literature as presenting leishmanicidal activity higher than the reference drug against
Leishmania sp. Gontijo et al. [39] showed that an alquiltriazole derivative presenting 1,2.3-
triazole group strongly inhibited the L. amazonensis promastigote growth. Corrales, et al. [40]
also demonstrated that 6-thiopurine-,2,3-triazole derivatives were effective against
promastigote and amastigote forms of L. amazonensis. Dwivedi, et al. [25] studying a series
of O-benzenocercetine linked to 1,2,3- triazole demonstrated that this chemical group was
involved in the leihsmanicidal activity of hybrid molecules. Besides presenting a phenyl
group linked to pharmacophoric triazole unit, the PT4 also has a alkyl group jointing the
1,2,3-triazole core to aromatic ring of pthalimides. Taken together these chemical groups can

be direct involved in the leishmanicidal activity of PT4.
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3.3. The PT4 was more selective against promastigote and amastigote forms of

leishmanial than to mammalian cells

One the most important disadvantage of currently used chemotherapy for
leishmaniasis is the lack of specificity of drugs towards the parasite, usually resulting in high
toxicity to mammalian cells [41]. Thus, the selectivity index (SI), namely the ratio of 1Cso
against host cells to 1Cso against the parasite, is also an important parameter [42]. Although in
this work the compound PT4 has exhibited some cytotoxic effect to mammalian cells
(CCs0/48h = 312.74 png/mL) we have found that this compound was more selective to parasite
than to peritoneal macrophages, with SI of 13.94 and 5.40 for promastigote and 7.84 and 4.21
for amastigotes from L. amazonensis and L. brasiliensis, respectively (Table 2). Taking in
account that intracellular amastigote forms were the most relevant for the pathology of
disease, a IS >1 favour the amastigote death and could determine the outcome of the disease.
Papadopoulou et al. [42] investigating the biological activity of a series of novel 2-nitro-1H-
imidazole- and 3-nitro-1H-1,2,4-triazole-based aromatic and aliphatic amines established that
as ideal IS values > 20 for L. donovani axenic amastigotes. Although our IS values for
amastigotes were lower than those reported by this authors, it is important to emphasize that
we tested the compound on intracellular amastigote which reside inside the parasitophorous
vacuoles and consequently should be less accessible to drugs than axenic amastigote forms.
Furthermore, as mentioned before we showed that at 44.86 pug/mL (6 fold smaller than CCso
values for peritoneal macrophages) the PT4 had an effect comparable to the reference drug.
Tahghighi, et al. [32] showed a triazole group containing molecules with leishmanicidal
activity higher than the drug the reference drug. The higher leishmanicidal effect of PT4
against amastigote comparing with the cytotoxicity to peritoneal macrophages, especially in
L. braziliensis, points this compound as promissory agent against ATL. Although the
mechanisms behind the action of PT4 on the parasite and mammalian cell have been not
elucidated yet, it is already reported in the literature that drug containing nitroheterocyclic
groups, as PT4 may function as prodrugs which must undergo enzyme-mediated activation on
the pathogen to be effective [42]. Upon be activated, the nitroheterocyclic compound induced
oxidative stress through 1-electron reduction of its nitro-group and subsequently formation of
superoxide anion, which ultimately can lead to the parasite death [42]. Beside the triazole
group the pthalimides have been reported as non-toxic and well tolerated by mammalian cells
[43]. Rani, et al. [44], demonstrated that the pthalimide derivative 4-aminoquinoline-

phthalimide presented a high selective antimalarial activity with no cytotoxicity to J774.
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Bach, et al. [43] synthetized and evaluated the cytotoxicity of novel pthalimide heterocyclic
compounds with low cytotoxicity to RAW 264.7 macrophages.

3.4. The PT affected differentially the production of NO in uninfected and infected
macrophages.

Because nitric oxide (NO), produced by macrophages, is the most important molecules
responsible for the killing of leishmania parasites, we investigated the effect of PT4 on
uninfected and infected-macrophages. Our results showed that PT4 induced a significant
increase in NO production in non-infected macrophages at higher levels compared to
untreated and LPS-treated macrophages (Figure 5A). Several works have demonstrated that
Leishmania sp. can subvert host defenses by inhibiting NO production by macrophages and
thereby favouring its survival and replication inside these cells [45]. Our results showed that
PT4 was not able to revert the inhibitory effect of the parasite on macrophages infected with
both leishmania species at any concentration tested (Figure 5B). Similar results were found
for other triazole compounds in macrophages infected by Leishmania infantum [46]. These
results suggest that the inhibitory effect on amastigote found in PT4-treated macrophages did

not depend on the enhancement of NO production by macrophages.

Figure 5. Effect of the FT4 on the production of nitric oxide (M) by macrophages. (A)

Levels of nitric oxide in the supernatant of uninfected macrophages; (B) Levels of nitric

oxide in the supernatant of infected macrophages.
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3.5. PT4 affect the morphology of L. amazonensis and L. braziliensis

In order to investigate the effects of PT4 on the ultrastructure of promastigote forms of
L. amazonensis and L. brasiliensis Scanning Electron Microscopy assay was performed.
Control cell presented a spindle shaped, twisted cell body and smooth plasma membrane
(Figures 6A-B and 7A-B). An elongated flagellum is observed in most of the control cells
(Figures 6A-B and. 7A-B) Treatment with PT4 induced dose-dependent morphological
changes in promastigote of both species of Leishmania tested (Figures 6C-F and 7C-F). The
most prominent alterations were increased promastigote volume (Figure 6F) with shortening
and rounding of cell body (Figure 7D). The plasma membranes became rough (figure 6F) and
abnormal dividing cells, with more than one flagellum was commonly observed (Figures 7D,
6E). Some drastically affected cells werefound ruptured (Figure 7C) or containing
perforations in the cell membrane (Figure 6F). These latter cell changes were compatible with
loss of plasma membrane integrity and cell death.

An interesting found was the presence of membrane blebbing budding from parasite
surface, mainly in Leishmania braziliensis treated parasites. Cellular blebbing has been
reported as a singular form of dynamic protrusion emanating form the plasma membrane, in
response to wide mechanical or chemical stimuli, which can be related to either apoptotic and
non-apoptotic process [47]. Alterations in cell membrane as observed in PT4-treated cells
have been also reported in Leishmania species treated with triazole derivatives [48] and can
be strongly associated to inhibition of important steps of membrane synthesis. In agreement
with this idea, Singh, et al. [49] demonstrated that triazole compounds were able to inhibit the
enzyme methlsterol 14-demethylase of Leishmania, which is essential for the synthesis of

structural membrane lipids.
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Figure 6. The Effects of PT4 on Leishmania amazonensis ultrastructure as observed by
scanning electron microscopy. (A-B) Control promastigotes showing spindle shape bodies,
normal length flagellum and smooth surface (C-D) Promastigotes treated with 22.43 pug/mL

of cPT4. (E-F) Promastigotes treated with 44.86 ug/mL of PT4
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Figure 7. The Effects of PT4 on Leishmania braziliensis ultrastructure as observed by
scanning electron microscopy. (A-B) Control promastigotes showing spindle shape bodies,
normal length flagellum and smooth surface (C-D) Promastigotes treated with 57.85 pg/mL

of cPT4. (E-F) Promastigotes treated with 115.70 pg/mL of PT4.
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4. Conclusions

Taken together our results showed that the compound 4-(phenyl)-1-(4
phthalimidobuthyl)-1,2,3-triazole, obtained by click chemistry reaction, was effective in
inducing the inhibition growth of promastigote and the survival of Leishmania amazonensis
and L. braziliensis amastigotes inside peritoneal macrophages. This compound was more
selective against the parasite than the peritoneal macrophages leading to important
morphological changes, which can result in the parasite death. Further studies are still
necessary to elucidate the mechanism the action of this pthalimide-triazole hybrid molecule

on both mammalian and parasite cells.
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5 CONCLUSOES

Em concluséo, os resultados da presente pesquisa demonstram que 0 composto 4-
(phenyl)-1-(4 phthalimidobuthyl)-1,2,3-triazole, sintetizado pela metodologia de click
chemistry, apresenta agéo anti-leishmania. O composto FT4 apresentou baixa citotoxicidade
para células de mamiferos, induziu da producdo Oxido nitrico por macrofagos peritoneais e
acao leishmanicida para duas formas evolutivas de L. amazonensis e L. braziliensis, causando
importantes alteragdes ultraestruturais que podem estar relacionadas com a perda da
viabilidade celular em ambas as espécies deste estudo. Os resultados aqui descritos
demonstram o potencial do composto FT4 para o desenvolvimento de novos farmacos anti-
leishmania, especificamente no contexto da Leishmaniose Tegumentar Americana.

As duas espécies de leishmania deste estudo estdo relacionadas a ocorréncia da
forma cutanea da leishmaniose no Brasil, dessa forma, € importante a busca de novos
compostos que sejam eficazes contra ambas, pois ainda ndo é comum a identificacdo
detalhada do agente etioldgico para tomada de decisdes terapéuticas. O presente estudo sugere
a utilizacdo do composto FT4 como prot6tipo para o desenvolvimento de novos agentes anti-
leishmania e fornece subsidio para estudos mais aprofundados do efeito leishmanicida de

derivados de ftalimida com triazéis e dos mecanismos envolvidos.
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future queries about Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given

and that contact details are kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address’) may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used
for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the purpose of the
research, the principal results and major conclusions. An abstract is often presented separately
from the article, so it must be able to stand alone. For this reason, References should be
avoided, but if essential, then cite the author(s) and year(s). Also, non-standard or uncommon
abbreviations should be avoided, but if essential they must be defined at their first mention in

the abstract itself.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 10 keywords, using American spelling

and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, "and", "of").
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Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be
eligible. These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on the first
page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract must be defined at
their first mention there, as well as in the footnote. Ensure consistency of abbreviations

throughout the article.

Acknowledgements

Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise.
List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language

help, writing assistance or proof reading the article, etc.).

Formatting of funding sources

List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxXx,
yyyyl]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the
United States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and
awards. When funding is from a block grant or other resources available to a university,
college, or other research institution, submit the name of the institute or organization that

provided the funding.
If no funding has been provided for the research, please include the following sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,

commercial, or not-for-profit sectors.

Nomenclature and units
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Follow internationally accepted rules and conventions: use the international system of units
(SI). If other quantities are mentioned, give their equivalent in SI. You are urged to

consult IUPAC: Nomenclature of Organic Chemistry for further information.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple formulae in
line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a horizontal line for
small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be presented in italics. Powers
of e are often more conveniently denoted by exp. Number consecutively any equations that

have to be displayed separately from the text (if referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the article. Many
word processors build footnotes into the text, and this feature may be used. Should this not be
the case, indicate the position of footnotes in the text and present the footnotes themselves

separately at the end of the article.

Artwork

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol, Courier.
* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

» For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and tables
within a single file at the revision stage.

* Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in separate
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source files.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given

here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please ‘save as'
or convert the images to one of the following formats (note the resolution requirements for
line drawings, halftones, and line/halftone combinations given below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as ‘graphics'.

TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of 300
dpi.

TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.

TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a minimum of

500 dpi is required.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPQG); the resolution

is too low.

* Supply files that are too low in resolution.

* Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS (or
PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your accepted
article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that
these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect and other sites) regardless of
whether or not these illustrations are reproduced in color in the printed version. For color

reproduction in print, you will receive information regarding the costs from Elsevier
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after receipt of your accepted article. Please indicate your preference for color: in print or

online only. Further information on the preparation of electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title (not on the
figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the illustrations themselves to a

minimum but explain all symbols and abbreviations used.

Text graphics

Text graphics may be embedded in the text at the appropriate position. If you are working
with LaTeX and have such features embedded in the text, these can be left. See further under

Electronic artwork.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either next to the
relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number tables consecutively in
accordance with their appearance in the text and place any table notes below the table body.
Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do not duplicate
results described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and shading in
table cells.

References

Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list (and
vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full. Unpublished results and
personal communications are not recommended in the reference list, but may be mentioned in
the text. If these references are included in the reference list they should follow the standard

reference style of the journal and should include a substitution of the publication date with
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either 'Unpublished results' or 'Personal communication'. Citation of a reference as 'in press'
implies that the item has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by online links
to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and indexing services,
such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data provided in the references are
correct. Please note that incorrect surnames, journal/book titles, publication year and
pagination may prevent link creation. When copying references, please be careful as they may

already contain errors. Use of the DOI is encouraged.

A DOI can be used to cite and link to electronic articles where an article is in-press and full
citation details are not yet known, but the article is available online. A DOI is guaranteed
never to change, so you can use it as a permanent link to any electronic article. An example of
a citation using DOI for an article not yet in an issue is: VanDecar J.C., Russo R.M., James
D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic continuation of the Lesser Antilles slab
beneath northeastern Venezuela. Journal of Geophysical Research,
https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the format of such citations should be in
the same style as all other references in the paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to a source
publication, etc.), should also be given. Web references can be listed separately (e.g., after the

reference list) under a different heading if desired, or can be included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by

citing them in your text and including a data reference in your Reference List. Data references

should include the following elements: author name(s), dataset title, data repository, version
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(where available), year, and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the
reference so we can properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not

appear in your published article.

References in a special issue

Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and any

citations in the text) to other articles in the same Special Issue.
Reference management software
Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular

reference management software products. These include all products that support Citation

Style Language styles, such as Mendeley and Zotero, as well as EndNote. Using the word

processor plug-ins from these products, authors only need to select the appropriate journal
template when preparing their article, after which citations and bibliographies will be
automatically formatted in the journal's style. If no template is yet available for this journal,
please follow the format of the sample references and citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by clicking

the following link:

http://open.mendeley.com/use-citation-style/bioorganic-chemistry. When preparing your

manuscript, you will then be able to select this style using the Mendeley plug-ins for
Microsoft Word or LibreOffice.

Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References can be in
any style or format as long as the style is consistent. Where applicable, author(s) name(s),
journal title/book title, chapter title/article title, year of publication, volume number/book
chapter and the pagination must be present. Use of DOI is highly encouraged. The reference

style used by the journal will be applied to the accepted article by Elsevier at the proof stage.
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Note that missing data will be highlighted at proof stage for the author to correct. If you do
wish to format the references yourself they should be arranged according to the following

examples:

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The actual
authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.

Example: "..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different result ...."
List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in which they
appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific article, J. Sci.
Commun. 163 (2010) 51-59.

Reference to a book:

[2] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York, 2000.
Reference to a chapter in an edited book:

[3] G.R. METTAM, L.B. ADAMS, How to prepare an electronic version of your article, in:
B.S. Jones, R.Z. Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc., New
York, 2009, pp. 281-304.

Reference to a website:

[4] Cancer Research UK, Cancer statistics reports for the UK.
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/, 2003 (accessed 13
March 2003).

Reference to a dataset:

[dataset] [5] M. Oguro, S. Imahiro, S. Saito, T. Nakashizuka, Mortality data for Japanese oak
wilt disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1, 2015.
https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Journal abbreviations source

Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word Abbreviations.
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Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance your
scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to submit with
their article are strongly encouraged to include links to these within the body of the article.
This can be done in the same way as a figure or table by referring to the video or animation
content and noting in the body text where it should be placed. All submitted files should be
properly labeled so that they directly relate to the video file's content. . In order to ensure that
your video or animation material is directly usable, please provide the file in one of our
recommended file formats with a preferred maximum size of 150 MB per file, 1 GB in total.
Video and animation files supplied will be published online in the electronic version of your
article in Elsevier Web products, including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your
files: you can choose any frame from the video or animation or make a separate image. These
will be used instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For

more detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and

animation cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text for both

the electronic and the print version for the portions of the article that refer to this content.

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their published
article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown next to the online
article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to summarize their research in
their own words and to help readers understand what the paper is about. Authors of this
journal will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides presentation

after acceptance of their paper.

Data visualization

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and
engage more closely with your research. Follow the instructions hereto find out about

available data visualization options and how to include them with your article.

Supplementary material
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Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be published with
your article to enhance it. Submitted supplementary items are published exactly as they are
received (Excel or PowerPoint files will appear as such online). Please submit your material
together with the article and supply a concise, descriptive caption for each supplementary file.
If you wish to make changes to supplementary material during any stage of the process,
please make sure to provide an updated file. Do not annotate any corrections on a previous
version. Please switch off the 'Track Changes' option in Microsoft Office files as these will

appear in the published version.

Research data

This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research
data refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To
facilitate reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your
software, code, models, algorithms, protocols, methods and other useful materials related to

the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a
statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are
sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and
reference list. Please refer to the "References” section for more information about data

citation.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article
directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on
ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives
them a better understanding of the research described.



100

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can directly
link your dataset to your article by providing the relevant information in the submission

system.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your

published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC:
734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including
raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated
with your manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process,
after uploading your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant
datasets directly to Mendeley Data. The datasets will be listed and directly accessible to

readers next to your published article online.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or additional raw
data into one or multiple data articles, a new kind of article that houses and describes your
data. Data articles ensure that your data is actively reviewed, curated, formatted, indexed,
given a DOI and publicly available to all upon publication. You are encouraged to submit
your article for Data in Brief as an additional item directly alongside the revised version of
your manuscript. If your research article is accepted, your data article will automatically be
transferred over to Data in Brief where it will be editorially reviewed and published in the
open access data journal, Data in Brief. Please note an open access fee of 500 USD is payable

for publication in Data in Brief. Full details can be found on the Data in Brief website. Please

use this template to write your Data in Brief.
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MethodsX

You have the option of converting relevant protocols and methods into one or multiple
MethodsX articles, a new kind of article that describes the details of customized research
methods. Many researchers spend a significant amount of time on developing methods to fit
their specific needs or setting, but often without getting credit for this part of their work.
MethodsX, an open access journal, now publishes this information in order to make it
searchable, peer reviewed, citable and reproducible. Authors are encouraged to submit their
MethodsX article as an additional item directly alongside the revised version of their
manuscript. If your research article is accepted, your methods article will automatically be
transferred over to MethodsX where it will be editorially reviewed. Please note an open
access fee is payable for publication in MethodsX. Full details can be found on the MethodsX
website. Please use this template to prepare your MethodsX article.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is
unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why
during the submission process, for example by stating that the research data is confidential.

The statement will appear with your published article on ScienceDirect.

Online proof correction

Corresponding authors will receive an e-mail with a link to our online proofing system,
allowing annotation and correction of proofs online. The environment is similar to MS Word:
in addition to editing text, you can also comment on figures/tables and answer questions from
the Copy Editor. Web-based proofing provides a faster and less error-prone process by
allowing you to directly type your corrections, eliminating the potential introduction of errors.
If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All
instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative

methods to the online version and PDF.
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We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please
use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the
text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only
be considered at this stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all
corrections are sent back to us in one communication. Please check carefully before replying,
as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your

responsibility.

Offprints

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Linkproviding 50 days
free access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can
be used for sharing the article via any communication channel, including email and social
media. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is
sent once the article is accepted for publication. Both corresponding and co-authors may order
offprints at any time via Elsevier's Webshop. Corresponding authors who have published their
article open access do not receive a Share Link as their final published version of the article is
available open access on ScienceDirect and can be shared through the article DOI link.
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