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Infeccdo assintomatica por Leishmania em humanos e atividades

bioldgicas de alcaloides B-carbolinas

RESUMO

As leishmanioses sdo doencas parasitarias tropicais negligenciadas, ndo contagiosas,
causadas por espécies de protozoarios pertencentes ao género Leishmania que afetam
milhares de pessoas em todo o mundo. O desenvolvimento das formas clinicas pode levar
o aparecimento de lesdes na pele, até mesmo desfigurantes, acometimento de orgaos
linfoides ou ainda casos de infeccdo assintomatica. Considerando a problematica no
tratamento da doenca devido a toxicidade medicamentosa e resisténcia parasitaria, ¢
necessario que novas moléculas sejam estudadas e avaliadas quanto aos seus efeitos anti-
Leishmania, na tentativa do desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas. Nesse
contexto, o objetivo do trabalho foi desenvolver uma revisao sistematica sobre infec¢do
assintomatica em humanos, e investigar as caracteristicas quimicas e toxicidade in silico,
bem como o potencial hemolitico, atividade anti-Leishmania e antioxidante de onze
alcaloides sintéticos da classe das B-carbolinas. O estudo de revisdo sistematica apds a
aplicagdo de critérios de inclusdo e exclusdo incluiu 82 artigos. Foi demonstrado que o
maior nimero de estudos com casos assintomaticos foi realizado no Brasil (n=27) e India
(n= 15); com os artigos analisados foi possivel identificar as espécies de Leishmania
relatadas nos estudos, bem como técnicas usadas para diagndstico, populagdo analisada,
faixa etdria e historico de doengas pré-existentes. Para o desenvolvimento do segundo
estudo, os compostos B-carbolinas foram obtidos através de sintese quimica relatada em
estudo anterior, e através de suas estruturas quimicas com o auxilio de servidores foi
possivel analisar as caracteristicas quimicas e toxicidade in silico dessas moléculas. A
atividade anti-Leishmania contra as formas promastigotas de Leishmania amazonensis
foi determinada pelo método colorimétrico utilizando MTT. A citotoxicidade foi avaliada
utilizando eritrocitos humanos e a atividade antioxidante foi mensurada utilizando os
ensaios de DPPH e ABTS. Os 11 derivados analisados demonstraram bons parametros
frente a lipofilicidade e solubilidade, e ndo se mostraram mutagénicos e citotdxicos. O
ICs0 para as formas promastigotas teve variacao entre os compostos (ICso=5.15a41.19
uM), sendo que o derivado PNO»-Anis (8) demonstrou melhor potencial anti-Leishmania.
Nenhum dos compostos apresentou potencial hemolitico. Com relagdo a atividade

antioxidante, destaca-se o derivado Cl-Oxa (11) (ICso = 0.0481 pM) no ensaio de DPPH.
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Quanto ao ensaio ABTS, todos os compostos demonstraram potencial antioxidante
melhor que o controle BHT. Apesar dos resultados demonstrados sdo necessarios estudos

futuros desses prototipos na tentativa de utilizagao para o tratamento das leishmanioses.

Palavras-chave: Leishmanioses, -Carbolinas, citotoxicidade, antioxidante.
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Asymptomatic Leishmania infection in humans and biological activities

of B-carboline alkaloids

ABSTRACT

Leishmaniasis are neglected, non-contagious tropical parasitic diseases caused by species
of protozoa belonging to the genus Leishmania that affect thousands of people around the
world. The development of clinical forms can lead to the appearance of skin lesions, even
disfiguring ones, involvement of lymphoid organs or even cases of asymptomatic
infection. Considering the problems in treating the disease due to drug toxicity and
parasitic resistance, it is necessary that new molecules be studied and evaluated for their
anti-Leishmania effects, in an attempt to develop new therapeutic alternatives. In this
context, the objective of the work was to develop a systematic review on asymptomatic
infection in humans, and to investigate the chemical characteristics and in silico toxicity,
as well as the hemolytic potential, anti-Leishmania and antioxidant activity of eleven
synthetic alkaloids from the B-carboline class. The systematic review study after applying
inclusion and exclusion criteria included 82 articles. It was demonstrated that the largest
number of studies with asymptomatic cases was carried out in Brazil (n= 27) and India
(n=15); With the articles analyzed, it was possible to identify the species of Leishmania
reported in the studies, as well as techniques used for diagnosis, population analyzed, age
range and history of pre-existing diseases. For the development of the second study, the
-carboline compounds were obtained through chemical synthesis reported in a previous
study, and through their chemical structures, with the help of servers, it was possible to
analyze the chemical characteristics and in silico toxicity of these molecules. The anti-
Leishmania activity against promastigote forms of Leishmania amazonensis was
determined by the colorimetric method using MTT. Cytotoxicity was evaluated using
human erythrocytes and antioxidant activity was measured using DPPH and ABTS
assays. The 11 derivatives analyzed demonstrated good lipophilicity and solubility
parameters and were not mutagenic or cytotoxic. The ICso for the promastigote forms
varied between compounds (ICso = 5.15 to 41.19 uM), with the PNO»-Anis derivative (8)
demonstrating better anti-Leishmania potential. None of the compounds showed
hemolytic potential. Regarding antioxidant activity, the Cl-Oxa derivative (11) stands out

(ICso = 0.0481 puM) in the DPPH assay. As for the ABTS assay, all compounds
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demonstrated better antioxidant potential than the BHT control. Despite the results
demonstrated, future studies of these prototypes are necessary in an attempt to use them

for the treatment of leishmaniasis.

Keywords: Leishmaniasis, -Carbolines, cytotoxicity, antioxidant.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses representam um grande problema de saude publica e sdo
consideradas doencas infecto-parasitarias tropicais negligenciadas, ndo contagiosas,
provocadas por protozoarios do género Leishmania. O principal mecanismo de
transmissdo ocorre por via vetorial através da picada de insetos flebotomineos fémeas
infectadas por Leishmania do género Lutzomyia. Cerca de 700.000 a 1 milhao de pessoas
sao infectadas anualmente, e destes 26 a 65 mil morrem. A doenca pode se manifestar na
forma cutanea, mucocutanea e visceral, dependendo principalmente da espécie infectante,
capazes de acometer a pele, mucosas e orgaos internos (Da Silva et al., 2020; Matos et
al., 2020; Figueiredo ef al., 2023).

Segundo Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as leishmanioses estdao
distribuidas em 98 paises e aproximadamente um bilhdo de pessoas moram em regides
endémicas, sendo o Brasil incluido dentre os paises que abrangem 91% dos casos de
Leishmaniose Cutanea (LC) relatados em todo o mundo e juntamente com Somalia, India,
Sudao, Sudao do Sul, Etiopia, Eritreia e Quénia concentram 90% dos casos globais de
Leishmaniose Visceral (LV). Em 2019, o Brasil foi responséavel por 15.848 casos de LC
€2.529 de LV (WHO, 2021).

A forma mais comum da doenga ¢ a LC capaz de provocar lesdes na pele. A
doenca possui alta incidéncia e surgem anualmente em torno de 600.000 a 1 milhdo de
novos casos. Ja a Leishmaniose Mucocutanea (LMC) pode provocar lesdes destrutivas
parcial e/ou total das mucosas da boca, nariz e garganta, gerando deformidades que
podem afetar psicologicamente o paciente. A LV ¢ também denominada de calazar,
podendo causar a morte em 95% dos casos, se nio tratada. E considerada uma das mais
relevantes doengas parasitarias relacionadas a surtos e mortalidade potencial (El Mazini
etal., 2022; WHO, 2023).

Além dos casos sintoméaticos da doenga, deve-se ressaltar os quadros de infec¢ao
assintomatica ou inaparente onde nao ha evidéncias de manifestagdes clinicas, porém ha
confirmacao diagnoéstica laboratorial. A maioria dos casos sdo procedentes de areas
endémicas, sendo que aproximadamente 30% dos pacientes com LV desenvolvem o
quadro assintomatico e ndo evoluem para a forma sintomatica. Os pacientes que se
encontram nessa situacdo podem servir de veiculo de transmissao da doenga, por este

motivo ha necessidade de avaliagdo, monitoramento e tratamento dos mesmos com intuito
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de evitar propagacdo da infeccdo (Ministério da Saude, 2006; Van Griensven; Diro,
2012).

Durante a evolucdo clinica da doenca ocorre elevado estresse oxidativo, gerado
pelo desequilibrio entre radicais livres e moléculas antioxidantes, o que gera danos
teciduais e celulares. Além disso, os antimoniais pentavalentes usados para o tratamento
da infec¢do induzem a producdo de moléculas oxidantes em macréfagos infectados por
Leishmania. E sabido que o estresse oxidativo associado a outros fatores como a
peroxidacdo lipidica levam a quadros de hemdlise, relacionada aos quadros de anemia
nos pacientes infectados (Basu et al., 2008; Samanta et al., 2012).

O tratamento de primeira escolha para as leishmanioses ¢ baseado no uso de
antimoniais pentavalentes (estiboglucanato de so6dio e antimoniato de meglumina),
introduzidos para uso desde década de 1940. Atualmente existem também medicamentos
de segunda escolha como a anfotericina B e suas formulacdes, pentamidinas, miltefosina
e outros. As limitagdes no tratamento continuam sendo desafiadoras incluem a via de
administracao, efeitos toxicos, resisténcia parasitaria, tempo de tratamento prolongado, e
dificuldades de seguimento da terapéutica medicamentosa (Abpeikar et al., 2023; Guerin
et al., 2002; Chappuis et al., 2007). Diante deste cenario, substancias de origem natural
e/ou sintetizadas em laboratorio se apresentam como uma alternativa na descoberta de
adjuvantes ou substitutos as terapias existentes, com melhor eficacia e menores efeitos
adversos.

Os alcaloides B-carbolinas (BC) pertencem a familia dos alcaloides inddlicos por
possuirem um anel de piridina ligado a uma molécula de indol. Essa classe de compostos
possui imensa ocorréncia na natureza como em vegetais e invertebrados marinhos (Cao
et al.,2007), além efeitos de farmacoldgicas descritos, tais como anticancer (Ayipo et al.,
2021; Guo et al., 2019), anti-HIV (Ashok et al., 2015), antimalarico (Brokamp et al.,
2014; Pierrot et al., 2018) e antimicrobiano (Buaban et al., 2021). Estudos realizados in
vitro e in vivo demonstraram atividade anti-Leishmania de diferentes alcaloides BC em
diversas espécies de Leishmania. A avaliacdo in vitro € in vivo de derivados de 2,3,4,9-
tetrahidro-PB-carbolina tetrazol sintéticos frente a espécie L. donovani, demonstrou que a
maioria dos compostos exibiram atividade contra promastigotas in vitro, com énfase para
o 14t (R=3,4,5 tri-OMe) que por se mostrar mais ativo foi testado in vivo e promoveu
redugdo da carga parasitaria esplénica em modelos de hamsters dourado (Purohit et al.,

2017).
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Considerando o panorama atual dos casos de infec¢do assintomatica, da terapia
medicamentosa onerosa dos quadros de leishmaniose, € o potencial valor terapéutico dos
alcaloides BC, este trabalho tem por objetivo analisar por intermédio de uma revisao
sistematica de literatura os casos de infeccao assintomatica ¢ avaliar as caracteristicas
quimicas e toxicas in silico, citotoxicidade, atividade anti-Leishmania e antioxidante de

alcaloides BC sintetizados frente a L. amazonensis.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo zoonoses, consideradas doengas tropicais negligenciadas
causadas por mais de 20 espécies de protozoarios intracelulares obrigatorio pertencentes
ao género Leishmania, subdivididos em dois subgéneros da familia Trypanosomatidae:
Leishmania e Viannia, como mostrados na Figura 1. S3o considerados parasitas
digenéticos, ou seja, s6 completam o seu ciclo evolutivo passando pelo menos em dois

hospedeiros (Mishra et al., 2009).

| |

Leishmania Viannia Subgéneros

L. donovani L. major L. tropica L. mexicana L. aethiopica L. lainsoni L. braziliensis L. guyanensis Complexos

- L. donovani - L. major - L. tropica - L. mexicana - L. braziliensis -L. guy L -

- L. chagasi - L. killicki - L. amazonensis L piravinng < T panamiensis Espécies
- L. infantum - L. garhani
- L. archibaldi - L. pifanoi

- L. venezuelensis

Figura 1 - Taxonomia das espécies de Leishmania

Fonte: Mishra et al. (2009).

A leishmaniose ¢ endémica em mais de 90 paises e estima-se que
aproximadamente 350 milhdes de pessoas correm o risco de serem infectadas, em muito
pela conexdo com fatores de risco como a desnutri¢ao, pobreza, imunocomprometimento
e migracao populacional. Os caes sdo considerados os principais reservatorios domésticos

da doenga, e animais selvagens, como roedores, atuam como reservatorios silvestres
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(Garrido-Jarefio et al., 2020; Abadias-Granado et al., 2021; Saini; Joshi; Kaur et al.,
2022).

Em ambientes domésticos e peridomésticos tem ocorrido um aumento na
transmissao da doenca, concedido substancialmente pela adaptacdo dos vetores a novos
habitats através do descobrimento de novas fontes de sangue humano e ndo humano
nessas areas, além da répida e elevada urbanizacao de areas rurais e aptidao das espécies

de Leishmania a adaptagdo a outras espécies de flebotomineos (Moreno et al., 2020).

2.1.1 Aspectos clinicos das leishmanioses

O desenvolvimento das formas clinicas na leishmaniose depende de fatores como
resposta imunologica do hospedeiro, fatores genéticos e espécie de Leishmania
envolvida. As manifestagdes clinicas variam desde infecgcdo assintomatica, formas
cutaneas, mucocutanea e visceral. A LC e LMC podem gerar lesdes desfigurantes na pele
e mucosas. A LV atinge 6rgdos hematopoiéticos como figado, bago e medula 6ssea, com
altas taxas de letalidade caso nao tratada (Damianou et al., 2020).

A Leishmaniose Cutanea Localizada (LCL) ¢ caracterizada pelo surgimento
inicial de uma papula inflamatoria enrijecida no local da picada, geralmente em locais
expostos do corpo, que aumenta gradualmente com o passar das semanas gerando uma
ulceracdo de fundo irregular, bordas elevadas e indolor, podendo ser tnica ou multipla
(Figura 2). A resolucdao pode se estender de 3 a 18 meses dependendo dos aspectos
imunologicos do paciente, porém em uma pequena parcela as lesdes persistem, nao
adquirindo melhora no tempo esperado, demonstrando caracteristicas clinicas mais
graves. Em decorréncia da variedade de espécies, existe variabilidade nas manifestacdes
clinicas, sendo que as principais espécies responsaveis pela LCL sdo L. mexicana, L.
amazonensis, L. braziliensis e L. guyanensis, nas Américas; e L. tropica, L. major ¢ L.
aethiopica no restante do mundo (Gurel; Tekin; Uzun, 2019; Mokni, 2019; Panahi et al.,
2022).
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Figura 2 — Forma cuténea (a esquerda), com lesdo inicial, papulosa, eritematosa, com vértice
ulcerado; e forma cutanea localizada (a direita), com lesdo ulcerada tnica, arredondada, de formato
regular, localizada no dorso da méo, apresentando bordas elevadas, eritematosas e fundo granuloso limpo

Fonte: Folster et al. (2021).

Na LMC ocorre propagacdo da Leishmania através dos vasos linfaticos e
sanguineos da pele para a regido de mucosa nasal e orofaringea (Figura 3), comumente
observada em pacientes acometidos com LCL nos ultimos dois anos. Se caracteriza pela
presenca de lesoes inflamatodrias e destrutivas. As principais espécies responsaveis pela
LMC sdo L. braziliensis, L. panamensis, L. amazonensis € L. guyanensis nas Américas;
e L. major, L. tropica e L. infantum no restante do mundo (Crovetto-Martinez et al., 2015;

Pinart et al., 2020).

Figura 3 — Forma mucocutéinea: lesdo tlcero-vegetante no labio inferior e mucosa labial (a
esquerda) e lesdo ulcerosa da mucosa do septo nasal e do introito das narinas (a direita)

Fonte: Mattos (2017).

A Leishmaniose Disseminada (LD) trata-se de uma condigdo rara e se caracteriza
pela formagdo de numerosas lesdes papulares que acometem toda a superficie da pele,
frequentemente na regido facial e tronco (Figura 4). Sdo reconhecidas duas espécies

causadoras: L. braziliensis e L. amazonensis (Brasil, 2017).
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Figura 4 — A forma cutanea disseminada pode apresentar multiplas lesdes papulares (foto a
esquerda) e lesdes com aspecto de nodulo verrucoide (foto a direita)

Fonte: Brasil (2017).

Pacientes imunocomprometidos podem desenvolver a Leishmaniose Cutinea
Difusa (LCD), situacdo rara que se associa a resposta imune prejudicada e resisténcia ao
tratamento, o que a torna um desafio. As espécies L. infantum, L. mexicana, L. aethiopica,
L. major e L. amazonensis estdo implicadas no desenvolvimento dessa condicao. No
Brasil L. amazonensis ¢ a responsavel por esse tipo de acometimento por se multiplicar
descontroladamente devido a falha na resposta celular do hospedeiro, o que contribui para
a gravidade da doenca. Caracteriza-se pelo aparecimento de nddulos e placas nao
ulceradas que podem cobrir grande parte do corpo (Figura 5) (Azeredo-Coutinho et al.,

2007; Barral; Barral-Neto, 2009; Sampaio et al., 2021).

Figura 5 — Paciente com LCD com lesdes nodulares nao ulceradas pelo corpo

Fonte: Brasil (2006a).
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A LV, também conhecida como calazar possui acometimento sistémico,
principalmente em 6rgdos hematopoiéticos como medula 6ssea, figado e bago, pois os
parasitos tém preferéncia por infectar macrofagos dessas localidades. Trata-se da forma
clinica mais grave da doenca e os sinais e sintomas abrangem hepatoesplenomegalia,
palidez cutaneomucosa, perda de peso, linfadenopatia e anemia (Figura 6). E causada
por L. infantum e L. chagasi nas Américas; e L. donovani e L. infantum no restante do
mundo. O cao ¢ considerado o principal reservatorio doméstico quando se tratade LV, ja
que mesmo os assintomaticos podem apresentar alta carga parasitaria (Griensven; Diro,

2019; Akbari; Oryan; Hatam, 2021; Luz ef al., 2021).

Figura 6 — Paciente com LV apresentando hepatoesplenomegalia

Fonte: Brasil (2014).

O primeiro relato de LV nas Américas foi feito em 1911 na Bacia Amazonica por
Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas. At¢ meados dos anos 1990, a infeccdo era
considerada uma doenga rural, porém devido ao crescimento populacional atingiu zonas
urbanas. Este crescimento foi uma das causas do aumento substancial no nimero de casos,
influenciado por falhas no tratamento e dificuldade da populagdo em acatar medidas

preventivas (Shimozako et al., 2017).

2.1.2 Infecgdo assintomatica

O primeiro relato mundial de infec¢ao assintomatica de leishmaniose ocorreu em
1974 ap6s um surto da doenga no norte da Italia e dez anos mais tarde no Brasil. O termo
“assintomatico” refere-se a pacientes que tiveram diagndstico para leishmaniose, porém
ndo apresentam sinais e/ou sintomas da doenca (Pampiglione et al., 1974; Badar6 et al.,

1984). Os casos assintomaticos, podem servir como meio de transmissdao, ja que
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individuos infectados agem como reservatorios do parasito, tornando a forma
assintomatica um fator crucial para o aumento do nimero de casos (Sudarshan; Sudar,
2014).

Em areas endémicas sdo comuns os casos de infec¢do assintomatica e devemos
ressaltar que inimeras variaveis estdo envolvidas no desenvolvimento e na progressao
para a forma sintomatica, incluindo fatores nutricionais, imunogénicos, fisioldgicos e
genéticos. Casos de progressao podem acontecer entre trés meses € um ano apos a
infeccdo. Sendo assim, medidas de controle como diagndstico precoce, tratamento,
controle de vetores e detec¢do dos casos assintomaticos precisam de atencdo para
diminuir a transmissibilidade (Stauch et al., 2011; Das et al., 2011).

Estudos realizados por Moreno et al (2006), avaliaram por meio de técnicas
moleculares e imunoldgicas casos de infecgdo assintomatica por Leishmania,
demonstrando que ¢ possivel detectar a doenga nos pacientes quando utilizados ensaios
diagnosticos diferentes com o intuito de aumentar o limiar de detec¢do. Além disso foi
relatado a relevancia de descrever os fatores que levam a progressao da doenga, estudar
esses casos com o intuito de tratar esses pacientes para que os mesmos nao sirvam de

reservatorio para avanco da doenga.

2.1.3 Mecanismos de transmissao

O principal mecanismo de transmissao ocorre via vetorial, porém existem outras
vias de transmissibilidade que incluem transfusdo de sangue, congénita, transplante de
orgdos e acidentes laboratoriais. A transmissdo vetorial ocorre através da picada de
vetores hematdfagos do género Phlebotomus e Lutzomyia, pertencentes a familia
Psychodidae. Estes insetos apresentam coloracdo amarelada e sdo conhecidos
popularmente como mosquito-palha, birigui, tatuquira e/ou cangalhinha, dependendo da
regido do Brasil. Nos paises do Velho Mundo (Europa, Asia e Africa), os vetores
comumente pertencem ao género Phlebotomus, ao passo que no Novo Mundo (Américas)
englobam o género Lutzomyia. Existem cerca de 950 espécies de flebotomineos em todo
o mundo, das quais cerca de 50 espécies possuem relevancia médica e sao caracterizadas
como vetores da doenga. Os insetos flebotomineos fémeas (Figura 7) apresentam habitos
noturnos, sdo pequenos (2 — 3 mm de comprimento) € ndo sdo ouvidos por seus
hospedeiros por voarem de forma silenciosa, além disso os vetores infectados tendem a
rondar inumeras vezes o mesmo hospedeiro. As espécies de regides subtropicais

completam seu ciclo de vida ao longo dos meses mais quentes, enquanto as de regides
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tropicais o fazem ao longo de um ano (Xiong et al., 2012; Okwor et al., 2016; Jimenez-
Marco et al., 2016; Gajurel et al., 2017; Argy et al., 2020; Mann ef al., 2021; Wijerathna
etal., 2022).

Figura 7 — Fémea de flebotomineo adulto, Lutzomyia longipalpis

Fonte: Brasil (2006b).

A sobrevivéncia do parasito sujeita-se ao sucesso da transmissdo entre o
hospedeiro invertebrado e o vertebrado. A Leishmania apresenta duas fases distintas em
seu ciclo de vida: promastigota e amastigota. As formas promastigotas sdo formas
alongadas e extracelulares que se reproduzem no tubo digestivo do vetor, possui flagelo
externalizado permitindo assim sua motilidade. J4 as amastigotas sdao formas
intracelulares, com formato arredondado e sem flagelo aparente (Figura 8). A mudanca
de formas promastigotas para amastigotas acontece no interior de células fagociticas

mononucleares no hospedeiro vertebrado (Pace, 2014).
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Figura 8 — Formas promastigotas (A) e amastigotas internalizadas em macréfagos (B)

Fonte: Martins (2016).
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A fémea do flebotomineo se contamina com a Leishmania ao se alimentar de
sangue de um hospedeiro infectado, alimento necessario para maturagdo de seus ovos.
Macrofagos repletos de amastigotas sao carreados junto ao sangue e no intestino do vetor
as amastigotas sdo liberadas das células transformando-se em promastigotas prociclicas
(forma ndo infectante) que se proliferam rapidamente e realizam um processo
denominado metaciclogénese, com mudangas morfologicas originando as promastigotas
metaciclicas (formas infectantes) (Figura 9). Os parasitos migram para a proboscida do
vetor e sdo transmitidos ao hospedeiro vertebrado no repasto sanguineo. O processo de
desenvolvimento do protozoario no vetor que leva a uma infecgcdo transmissivel dura
cerca de 7 a 14 dias (Assche et al., 2011; Bates, 2018).

No momento do repasto sanguineo, o vetor infectado injeta as formas
promastigotas metaciclicas na pele do hospedeiro que sdo englobadas por células do
sistema mononuclear fagocitdrio como células dendriticas, neutréfilos e especialmente
macréfagos, capazes de eliminar muitos dos parasitos através de agdes leishmanicida.
Todavia, alguns destes conseguem burlar o sistema imune através de mecanismos de
escape. As promastigotas fagocitadas sofrem diferenciagdo em amastigotas e iniciam seu
processo de multiplicacdo através de divisdo binaria gerando o rompimento da membrana
celular, onde os parasitos sdo liberados e englobados por novas células dando
continuidade ao ciclo e propaga¢do (Franco; Beverley; Zamboni, 2012; Mann et al.,

2021).
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Figura 9 — Ciclo de vida dos parasitos pertencentes ao género Leishmania

Fonte: Espuri (2017).

2.1.4 Diagnostico

O diagnostico das leishmanioses ¢ baseado em caracteristicas clinicas de acordo
com estudos epidemiologicos, ensaios clinicos e laboratoriais, com amplia¢ao do limiar
de detecgao quando ha associagdo de técnicas diagnosticas. Como a LC possui um amplo
espectro de lesdes, o diagndstico clinico torna-se limitado devido a similaridade das
lesdes com outras doencas existentes. De maneira geral, as técnicas de diagnostico
utilizadas comumente compreendem a quantificagao e a identificagdo de parasitas, porém
a sensibilidade, especificidade e viabilidade de uso podem limitar a utilizagdo na pratica
clinica (Gontijo; De Carvalho, 2003; Vega et al., 2023). Na LV, o parasito pode ser
identificado de forma direta em aspirados de medula 6ssea e outros tecidos, ou por meios
menos invasivos como amostras de sangue, soro ¢/ou plasma, com o auxilio de técnicas
moleculares e imunolégicos (Asfaram et al., 2018).

Os métodos parasitologicos direto ainda sdo apontados como padrdo ouro para
diagnostico da doenga, devido a alta especificidade e custo-efetividade. A andlise
microscopica permite visualizar e detectar as formas amastigotas no interior de células

do sistema mononuclear fagocitario através de esfregacos corados de material obtido de
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bidpsias, raspados e/ou pungao aspirativa de linfonodos, figado, bago e/ou medula dssea.
(Pérez-Cordero et al., 2011; Vega et al., 2023).

Ja& os ensaios imunoldgicos como ensaio imunoenzimatico (ELISA),
imunofluorescéncia indireta (RIFI), western blotting (WB) e aglutinagdo direta, apesar de
serem menos invasivos para obtencdo de amostras em comparagdo aos parasitologicos
possuem especificidade e/ou sensibilidade varidvel dependendo de fatores como estado
clinico do paciente, doengas pré-existentes e antigeno usado. Para LV, existem testes de
diagnostico rapido (RDTs) como o K39 que possuem sensibilidade variavel e detecta
anticorpos contra o antigeno recombinante derivado de L. chagasi em amostras de sangue
e/ou soro. Em casos sintomdticos, os métodos possuem melhor sensibilidade e
especificidade quando comparados aos assintomaticos, cujo deteccdo ¢ desafiadora
(Albuquerque et al., 2023; Kammona; Tsanaktsidou, 2021).

As técnicas moleculares sdo caracterizadas por alta sensibilidade e/ou
especificidade, porém sido mais demoradas, alto custo e requerem laboratorios altamente
equipados, geralmente disponiveis em paises subdesenvolvidos. A reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) convencional e em tempo real sao as comumente usadas, fornecendo
resultados quantitativos confiaveis. O diagnostico laboratorial precoce principalmente em
pacientes assintomaticos ¢ de extrema importancia para o tratamento adequado das
leishmanioses, dessa maneira sdo necessarios o desenvolvimento de novos meios de
deteccao de facil acesso que sejam altamente sensiveis e especificos (Farschi; Saadati;

Hasanzadeh, 2020; Kammona; Tsanaktsidou, 2021).

2.1.5 Medicamentos utilizados no tratamento das leishmanioses

Os medicamentos de primeira escolha utilizados para o tratamento das
leishmanioses estdo incluidos em um arsenal limitado de drogas mal toleradas e toxicas
que incluem os antomoniais, pentamidina, anfotericina B e paramomicina. Os antimoniais
pentavalentes foram produzidos em 1945 e desde entdo continuam sendo usados como
primeira escolha para o tratamento da doenca, havendo duas formulagdes principais:
estibogluconato de sodio (Pentostam®) (Figura 10) e antimoniato de meglumina
(Glucantime®) (Figura 11), sendo este ultimo usado para o tratamento no Brasil. As
hipoteses de mecanismo de agdo estdo relacionadas a inducdo do estresse oxidativo,
obstru¢do de vias metabolicas, quebra do DNA e morte por via apoptdtica. Ainda que
eficazes, os efeitos toxicos graves como cardiotoxicidade e toxicidade pancredtica, a via

de administragdo parenteral e os mecanismos de resisténcia do parasito dificultam o
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tratamento, além de serem contraindicados na presenca de doengas cronicas graves (Roatt

et al., 2020; De Carvalho et al., 2020; Kumari ef al., 2021).

Figura 10 — Estrutura quimica do Estibogluconato de sodio

Fonte: Mathew e Negi (2019).
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Figura 11 — Estrutura quimica do Antimoniato de meglumina

Fonte: Mathew e Negi (2019).

O Glucantime® (Figura 11) ¢ obtido de forma sintética a partir do acido
antimdnico do Nmetil-glucamina, sendo o farmaco de primeira escolha para o tratamento
das leishmanioses e no Brasil ¢ fornecido pelo Sistema Unico de Saude (SUS). Sua
posologia ¢ calculada em mg de SbV/kg para igualar o tratamento. O medicamento ¢
eficaz para o tratamento de todas as formas clinicas, gerando rapida regressao dos sinais
e/ou sintomas, eliminando o parasito (RATH et al., 2003). Apesar de sua eficécia, o
paciente pode apresentar efeitos colaterais como: artralgia, anemia, mialgia e nausea,
além de hepatotoxicidade, cardiotoxicidade e pancreatite, podendo levar a 6bito (Lima et
al.,2017; Lawn et al., 2006).

Posteriormente surgiram os medicamentos considerados de segunda escolha como
a anfotericina B e a pentamidina. Apesar da sua eficacia, efeitos adversos como
nefrotoxicidade, miocardite, hepatotoxidade, hipocalemia e teratogenicidade sao

observadas e podem demandar hospitalizagdo. Com o intuito de evitar a resisténcia do



32

parasito, reduzir o tempo de tratamento, custos e baixa adesdo do paciente foram criadas
as terapias combinadas (Pradhan et al., 2022).

A Anfotericina B (Figura 12) ¢ um antifingico produzido através de culturas
bacterianas de Streptomyces nodosus, cuja atividade anti-Leishmania foi relatada em
1960. Seu mecanismo de acdo estd relacionado com a ligagdo ao ergosterol (principal
constituinte da membrana plasmatica da Leishmania) gerando modificagdo de
permeabilidade de membrana e do equilibrio osmético do parasito. O medicamento € uma
op¢do para pacientes que adquirem resisténcia aos antimoniais € suas variagdes
lipossomais (anfotericina B lipossomal, dispersdo coloidal de anfotericina B e complexo
lipidico de anfotericina B) tem sido sintetizada na tentativa de diminuir seus efeitos de

toxicos (Monzete, 2011).

Figura 12 — Estrutura quimica Anfotericina B

Fonte: O autor (2023).

Em 1939 foi descrito a acdo anti-Leishmania da Pentamidina (Figura 13),
derivado aromatico das diaminas que abrange outras atividades biologicas como
antifungica e antibacteriana. Seu mecanismo de a¢gdo consiste na inibi¢do da produgdo de
moléculas importantes para manutencdo da vida do parasito através de inibicdo

enzimatica (Valle et al., 2019).
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Figura 13 — Estrutura quimica da Pentamidina

Fonte: O autor (2023).
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O esquema terapéutico para tratamento da doenga compreende um longo periodo
e via de administragdo intravenosa e/ou intramuscular, sendo um fator impactante para a
desisténcia do paciente e inducdo de resisténcia parasitaria. O tratamento ¢ indicado de
acordo com a forma clinica, para LC na dosagem de 10 a 20mg Sb5+/kg/dia por 20 dias,
enquanto na LMC ¢ usado 20mg Sb5+/kg/dia por 30 dias associado a Pentoxifilina 400mg
via oral 3x ao dia por 30 dias, at¢ no maximo 3 ampolas. O uso ¢ contraindicado para
pacientes que possuem doenca hepatica, insuficiéncia renal, cardiopatias e gestantes.
Nesses casos, como alternativa pode ser utilizada a anfotericina B lipossomal (Ministério
da Saude, 2017; Pelissari et al., 2011).

Para LV, recomenda-se o tratamento com a dose de 20mg de Sb+5 kg/dia por no
minimo 20 e no maximo 40 dias, com limite maximo de 2 a 3 ampolas/dia do produto,
demonstrando bons indices de cura, ja em casos avangados o tempo minimo de tratamento
deve ser de 30 dias. Antes do inicio do tratamento, o paciente deve ser avaliado
clinicamente. O eletrocardiograma (ECG) ¢ um dos exames a fim de avaliar as fungdes
cardiacas do paciente, em decorréncia do principal efeito toxico do medicamento estar
associado ao sistema cardiovascular, e caso haja infec¢cdes concomitantes, a mesma deve
ser tratada (Ministério da Saude, 2006; Pelissari et al., 2011).

Todos os medicamentos disponiveis para tratamento das leishmanioses possuem
limitagdes que incluem alto custo, efeitos colaterais graves, via de administracdo e
mecanismos de resisténcia do parasito. At€¢ o momento nao ha vacinas licenciadas para
uso em seres humanos e por isso ha necessidade de desenvolver novas moléculas que
tenham capacidade de exercer efeitos sob o parasito e que possuam minima ou nenhuma
toxicidade, baixo custo e facil administragdo, sejam moléculas obtidas de fontes naturais

e/ou sintetizadas em laboratorio (Mishra ef al., 2009; Savar et al., 2022).

2.2 Radicais livres e sistema antioxidante

Os radicais livres (RL) sdo atomos que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados em seu orbital mais externo, tornando-os altamente instaveis, reativos
e com curto tempo de vida. Dessa forma, os RL atacam outras moléculas na tentativa de
capturar e/ou ceder elétrons para se tornarem estaveis. Quando ocorre captura de elétron,
eles operam como agentes oxidantes, situagdo que prejudica a estrutura celular. Em
situagdes normais sao essenciais para o funcionamento do organismo. Porém, quando

ocorre excesso na quantidade dessas moléculas, elas se tornam prejudiciais podendo ser
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responsaveis pelo desenvolvimento de inumeras doencas (Mosca, Sanches e Comune,
2017; Vasconcelos et al., 2014).

Alguns RL embora atuem em reagdes de oxirreducdo, nao apresentam elétrons
nao pareados. Desse modo, os termos reactive oxygen species (EROs — espécies reativas
de oxigénio) e reactive nitrogen species (ERNs — espécies reativas de nitrogénio) sdo
usados de forma mais apropriada para caracterizar essas moléculas. A presenga dessas
moléculas em funcgdes bioldgicas foi relatada pela primeira vez em 1954 através de
espectroscopia de ressonancia paramagnética eletronica. Os EROs e os ERNs em
concentragdes baixas a moderadas possuem efeitos benéficos ao organismo, onde estdo
envolvidos em inumeros processos fisiologicos e vias de sinalizacdo celular (Propac et
al.,2017; Zhu et al., 2023).

Estes podem ser naturalmente sintetizados através de processos enddgenos
durante processos metabolicos ocorridos na mitocondria, na membrana ou no citoplasma
celular, como na fosforilacdo oxidativa, mecanismo responsavel pela geragdo de ATP
(adenosina trifosfato). Além da fonte endogena, os RL podem ser produzidos em resposta
a estimulos externos (fonte exdgena) através do tabagismo, poluicao do ar, consumo de
alcool, radiagdo ultravioleta, residuos de pesticidas presentes em alimentos e estresse
(Prevedello e Comachio, 2021).

O equilibro entre moléculas oxidantes e antioxidantes sdo essenciais para
manutengdo do bom funcionamento do organismo. Os efeitos prejudiciais dessas
moléculas ocorrem quando hd um aumento em sua produgao associada a deficiéncia de
substancias antioxidantes, gerando o estresse oxidativo, ou seja, esse desequilibrio ocorre
quando a quantidade de RL excede a de substancias antioxidantes, gerando dano
oxidativo contra células e tecidos. O estresse oxidativo estd envolvido no
desenvolvimento de mais de 50 doengas como Alzheimer, glaucoma, cancer, Parkinson,
aterosclerose ¢ enfisema (Mosca, Sanches ¢ Comune, 2017; Vasconcelos et al., 2014).

Os antioxidantes sdo moléculas responsaveis por reduzir e/ou inibir os danos
gerados pelos RL, impedindo a formagdo destes, inibindo sua agdo e/ou reparando
estruturas biologicas. Sao classificados em enzimaticos e ndo enzimaticos, ou seja,
produzidos via endégena ou exdgena. Os ndo enzimaticos incluem substancias de origem
dietética como os compostos fendlicos distribuidos em legumes, frutas e cereais. J& os
enzimaticos incluem enzimas como Catalase (CAT) e a Superoxido Dismutase (SOD),
que atuam na prevengao e controle dos agentes oxidantes (Barbosa et al., 2010; Fiorentini

etal., 2015).
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2.2.1 Métodos para determinagdo de atividade antioxidante

O potencial antioxidante de uma substancia pode ser mensurado com o auxilio de
diferentes técnicas que possuem graus de sensibilidade e complexidade distintos. A
avaliagdo ¢ realizada por meio de reagdes quimicas para estabelecer a capacidade da
amostra em reagir com moléculas oxidantes. Os ensaios para andlise de atividade
antioxidante sao divididos em dois grupos: aqueles que envolvem transferéncia de &tomos
de hidrogénio como os ensaios de peroxidacao lipidica e os que envolvem transferéncia
de elétrons como o ensaio da capacidade sequestradora do radical livre 2,2-difenil-1-
picril-hidrazila (DPPH) (Huang et al., 2005; Magalhaes et al., 2008).

Existem intmeras técnicas disponiveis para avaliar a atividade antioxidante in
vitro de uma molécula que se diferem de acordo com seu mecanismo de agdo. Dentre as
mais utilizadas estdio DPPH, FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power), ABTS (2,20-
azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolino6-sulfonico), ORAC (Oxygen Radical Absorbance
Capacity) e o método de branqueamento de B-caroteno. Devido a diferenca entre as
técnicas e as caracteristicas isoladas de cada substiancia em estudo, recomenda-se o uso
de dois ou mais ensaios para mensurar a capacidade antioxidante de uma determinada
amostra (Maciel et al., 2013; Sucupira et al., 2012).

A técnica de DPPH foi a primeira técnica descrita (1958) para determinar
capacidade antioxidante e ¢ baseada na reagdo de transferéncia de elétrons, trata-se de um
método simples e rapido que permite mensurar a capacidade de substancias em reduzir o
radical DPPH. Esse radical ¢ estavel e possui coloragao purpura, ao reagir com moléculas
antioxidantes ¢ convertido em difenil-picril-hidrazina (DPPH-H) (Figura 14), de
coloracdo amarelada, ou seja, ocorre descoloragdo do meio (Figura 15). A mudanga de
coloracao ¢ visualizada macroscopicamente e medida em espectrofotdmetro, devido a sua

acentuada absor¢ao na regido visivel (Giilgin, 2012; Sousa et al., 2007).
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Figura 15 — Mudanca de coloracdo observada apds reagdo entre o radical DPPH (violeta) e

molécula antioxidante gerando DPPH-H (amarelo)

Fonte: Fortes (2006).

O ensaio de ABTS baseia-se na capacidade da molécula antioxidante capturar o

cation ABTS com descoloragdo da solucdo e consequente diminuicdo da absorbancia.

Esse radical ¢ gerado através de reagdes quimicas ou enzimaticas, como por exemplo a

reacdo com persulfato de potassio (K»S>Og) (Figura 16). Tem caracteristica de

solubilidade em solventes polares e apolares caracterizada como uma de suas vantagens,



37

pois permite seu uso tanto para substancias hidrofilicas quanto hidrofobicas (Magalhaes

et al., 2008; Giilgin, 2012).
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Figura 16 — Reacdo de geragdo do radical ABTS' com persulfato de potassio

Fonte: Gulgin (2012).

A técnica de FRAP utiliza o complexo férrico-tripiridiltriazina (Fe-TPZ) que é
reduzido a complexo ferroso (Fe'-TPZ) em meio 4cido na presenca de substincia
antioxidante. J& o ensaio o ORAC (Capacidade de Absor¢ao de Radicais de Oxigénio) ¢
baseado na inibicdo da oxidag¢dao induzida pelo radical peroxil, compreendendo a
capacidade de fluorescéncia das proteinas B-ficoeritrina (B-PE) e R-ficoeritrina (R-PE),
utilizadas como indicadores fluorescentes. O método da co-oxidacao do B-caroteno/acido
linoleico avalia o potencial de uma substancia prevenir a oxidagao do B-caroteno durante
a peroxidagao do acido linoleico (Sucupira ef al., 2012; Duarte-Almeida et al., 2006).

O método da co-oxidagdo do P-caroteno/acido linoleico permite analisar a
capacidade da amostra em prevenir a oxida¢ao do B-caroteno, protegendo o mesmo dos
RL produzidos durante a auto-oxidag¢ao do &cido linoleico. Essa reagdao ¢ monitorada via
espectrofotometro através da leitura imediata e em intervalos de 15 minutos durante 2h,
visto que, amostras com capacidade antioxidante irdo gerar o decaimento da absorbancia.
Trata-se de um ensaio simples e de alta sensibilidade e o ndo uso de altas temperaturas na

realizacdo da técnica, permite a analise de moléculas termossensiveis (Alves et al., 2010).

2.3 Alcaloides p-carbolinas

Os alcaloides sdo estruturas de baixo peso molecular de ocorréncia natural,
constituindo cerca de 20% dos metabolitos secundérios de origem vegetal. Possuem em
sua composi¢do um ou mais atomos de nitrogénio que integra um par de elétrons nao
ligante, conferindo uma caracteristica singular a essa classe de compostos organicos.
Também podem se apresentar como compostos levemente 4cidos ou neutros e raramente

conter na molécula cloro, bromo ou fosforo. Inimeros compostos pertencentes a essa
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classe foram relatados com atividade anti-Leishmania (Mishra et al., 2009; Dey et al.,
2020).

As B-carbolinas pertencem a classe dos alcaloides inddlicos e possuem um anel
triciclico pirido [3,4-B] indol triciclico em sua estrutura e sdo classificadas como -
carbolina (BC), di-hidro B-carbolina (DHBC) e tetra-hidro B-carbolina (THBC) (Figura
17) baseados no nivel de instauragdo do anel de piridina, onde carbolinas totalmente
aromaticas sao denominadas B-carbolinas, enquanto que as completamente saturadas
correspondem a DHPC e THPRC. Fazem parte de um grandioso grupo de aminas
hetorociclicas sintéticas e naturais provenientes do triptofano (Aaghaz et al., 2021;

Kamboj et al., 2021; Wang et al., 2021).
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Figura 17 — Estrutura dos alcaloides p-carbolinicos

Fonte: Adaptado de Laine, Lood e Koskinen (2014).

Em 1841 no Oriente Médio foi isolado o primeiro alcaloide PC denominado
harmalina das sementes da espécie Peganum harmala conhecida popularmente como
arruda selvagem. Apos isso, inimeros derivados BC foram obtidos de diversas familias
do reino vegetal, microrganismos, frutas, bebidas, alimentos e espécies marinhas em todo
o mundo. Além do isolamento em fontes naturais, a modifica¢do do nucleo BC e sintese
destes pode ser realizada através de inimeras metodologias, e posteriormente aplicados
na avaliacdo biologica e desenvolvimento de novos farmacos. Até o presente momento,
nove medicamentos BC sdo comercializados (Figura 18) (Banoth et al., 2020; Ayipo et

al.,2021; Zhang et al., 2021; Abinaya et al., 2022).
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com o nucleo BC em destaque

Fonte: O autor (2023).

Iniimeras atividades farmacoldgicas sdo atribuidas aos alcaloides BC, tais como
antifungica, anti-inflamatéria, antiviral, antimaldrica, anticancerigena, antibacteriana,
antitrombotica e anti-Leishmania (Dai et al., 2018; Gonzalez et al., 2018; Suzuki et al.,

2018; Baréa et al., 2018; Luo; Song, 2021).
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2.4 Atividades biologicas de alcaloides p-carbolinas

Em estudo realizado por Kontham et al (2021), os derivados 7d, 7g e 7h (hibridos
de B-carbolina sintetizados pela unido da cadeia do alcool 10-undecenilico) exibiram
atividade antioxidante em ensaio de DPPH, com destaque para o composto 7d,
demonstrando que os compostos com grupos funcionais hidroxila fendlicos foram os
ativos. Goh et al (2015), avaliou o potencial antioxidante de anadlogos 6-metoxitetrahidro-
B-carbolina pelos ensaios de DPPH, ABTS e FRAP, demonstrando que na técnica de
DPPH o composto VAN (2-metoxi-4-(6-metoxi-2,3,4,9-tetrahidro-1H-pirido[3,4-
b]indol-1 -l)fenol) apresentou melhor atividade (ICso =1,74 = 0,02), enquanto nas demais
técnicas os derivados demonstraram potencial antioxidante moderado.

O alcaloide acido B-carbolina-1-propionico isolado das cascas do caule de
Quassia amara foi investigado quanto a seu potencial anti-Leishmania através da técnica
de microdiluicdo com resazurina, ¢ demonstrou atividade contra L. infantum e L.
amazonensis em formas promastigotas e amastigotas com concentracao inibitoria de 50%
variando de 2,7+0,82 a 9,4+0,5 ug/ml e indices de seletividade >10 (Gabriel et al., 2019).

Inimeros  derivados de  2-(pirimidin-2-il)-1-fenil-2,3,4,9-tetrahidro-1H-f3-
carbolina foram sintetizados e avaliados quanto a seus efeitos citotoxicos e anti-
Leishmania contra L. donovani. Dentre os compostos analisados, doze destes mostraram
mais de 80% de inibi¢do contra promastigotas na concentragao de 10 pg/ml e outros acima
de 90% de inibi¢do, ainda que a baixa atividade em amastigotas tenha sido observada. O
derivado contendo grupo 3,4-dimetoxifenil no C-1 do sistema de anel tetrahidro-p3-
carbolina demonstrou melhor atividade anti-Leishmania em amastigotas com ICso de 1,93
pg/ml, sendo mais ativo que a pentamidina e o estibogluconato de soédio (Kumar et al.,
2010).

Dois compostos [-carbolinas: 1-(4-(dimetilamino)fenil)-3-(4,5-di-hidro-1,3-
oxazol-2-il1)-9H-B-carbolina e N-(2-cloroetil)-1-(2-clorofenil)-9H-B-carbolina-3-
carboxamida foram sintetizados e avaliados frente a cepa de L. amazonensis,
demonstrando atividade semelhante a miltefosina frente a promastigotas. Através de
analise de membrana em microscopia eletronica foram confirmadas altera¢des nas duas
formas do parasito, além da reducdo do nimero de amastigotas nos macrofagos
infectados, aumento na producdo de radicais livres e modificacdes no ciclo celular
(Alonso et al., 2021).

Moléculas tetrahidro-B-carbolinas sintetizadas foram analisadas frente as formas

promastigotas e amastigotas axénicas de L. donovani, onde os analogos tiofen-2-il e naftil
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demonstraram efic4cia contra ambas as formas do parasito, e sem citotoxicidade para as
seguintes linhagens celulares: macréfagos humanos, células de hepatoma humano,
fibroblastos de rim de macaco e células epiteliais de rim de porco. Os alcaloides também
demonstraram atividade antitripanossoma contra Trypanossoma brucei, espécie
causadora de tripanossomiase humana africana que pertence a mesma familia da
Leishmania (Manda et al., 2014).

Os BC harmano, harmina e harmalina apresentaram atividades anti-Leishmania €
antiproliferativa em L. infantum. Os compostos harmano e harmina apresentaram fraca
atividade em ambas as formas do parasito, enquanto harmalina exerceu efeito
significativo contra as amastigotas, demonstrando capacidade de inibir a internalizagdo
do parasito dentro dos macrofagos (Giorgio et al., 2004). Varios outros estudos
publicaram os efeitos das moléculas BC em diferentes espécies de Leishmania (Tonin et

al., 2010; Gohil et al., 2012; Gellis et al., 2012).

3 OBJETIVOS
Objetivo geral

Realizar uma revisdo sistematica sobre casos de infec¢do assintomatica em
humanos e investigar o comportamento quimico, toxicidade in silico, citotoxicidade,

atividade anti- Leishmania e antioxidante de onze alcaloides B-carbolinas sintéticos.

Objetivos especificos
o Revisar, de forma sistematica, a distribuicdo global de casos de infec¢ao

assintomatica por Leishmania em humanos.

J Avaliar o comportamento quimico e a toxicidade in silico de alcaloides -
carbolinas.
o Determinar a atividade anti-Leishmania de alcaloides B-carbolinas sobre

as formas promastigotas de L. amazonensis.

o Analisar a citotoxicidade em eritrécitos humanos de alcaloides -
carbolinas.
o Mensurar a capacidade antioxidante pelos ensaios de DPPH ¢ ABTS de

alcaloides B-carbolinas.
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Introduction were then examined to remove any articles that were unrelated to

Leishmaniasis is a parasitic disease caused by more than 20 dif-
ferent Leishmania species. It belongs to what are referred to as ne-
glected tropical diseases (NTDs), infecting 700,000-1 million people
annually, especially in underdeveloped countries [1]. The disease is
transmitted through the bite of sandflies and affects several animal
species, including humans, who are a natural reservoir for these
protozoa [2/|. In addition to vector transmission, other transmission
routes include congenital transmission |[3], blood transfusion [4],
organ transplantation 5], and accidental laboratory exposure [G].

When infecting humans, the disease manifests itself as two main
forms: visceral leishmaniasis (VL), or kala-azar, caused by the spe-
cies Leishmania (Leishmania) donovani in the Old World and
Leishmania (Leishmania) infantum in the New World and also in the
vast majority of endemic countries of the Old World, including de-
veloped countries characterized by irregular episodes of fever,
weight loss, enlarged spleen and liver, and anemia | 7], which is fatal
in more than 95% of untreated cases [8]; and cutaneous leishma-
niasis (CL), which is the most common form, caused by several
species belonging to the Viannia and Leishmania subgenera, causing
ulcers and scarring of the skin, in addition to disability [9].

Some infections result in asymptomatic cases and are clinically
unnoticeable. Asymptomatic Leishmania infection is common in
endemic areas and may be more common than symptomatic cases
[10]. However, asymptomatic carriers can transmit the infection [11].
Considering the capacity of humans to be a reservoir of Leishmania,
the objective here is to carry out a systematic review of asympto-
matic cases in the world to document the frequency and distribution
of these cases and reinforce the importance of monitoring asymp-
tomatic individuals in endemic regions.

Methods
Search strategy

A systematic review of asymptomatic Leishmania infection in
humans was carried out in the Medline/PubMed and Science Direct
(Elsevier) databases with the descriptors “Asymptomatic leishma-
niasis”, The search was conducted from August to September of
2020. This review was conducted according to the Cochrane
Handbook for Systematic Reviews of Interventions [12| described
in Fig. 1.

Inclusion criteria

For the selection of articles, studies had to be on asymptomatic
Leishmania infection in humans, published in English and in peer-
reviewed scientific journals. In the first phase of the search, dupli-
cates were manually removed. The remaining titles and abstracts
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the inclusion criteria.
Exclusion criteria

Articles published in a language other than English, bibliographic
reviews, articles without access to the full text, studies of molecular
markers, pharmacology, diagnostic and treatment techniques, in
vitro and ex vivo studies, book chapters, comments, and letters to the
editor were excluded.

Obtaining and analyzing data

At this stage, the studies included in the systematic review were
analyzed to ensure the complete collection of data to be included in
Table 1. The analyzed data included the study location, type of de-
tection technique, Leishmania species found, total population ana-
lyzed, number of positive samples, pre-existing diseases, and age

group.
Results
Literature revision

The search resulted in 4568 studies: 834 from Medline/PubMed
and 3734 from Science Direct. Only 157 articles remained after re-
moving duplicates among the platforms and applying the exclusion
criteria. After the eligibility analysis, 84 articles were re-
tained (Fig. 1).

Studies with asymptomatic Leishmania infection

The reviewed studies reported the global incidence of asympto-
matic infection, with the majority of studies conducted in Brazil
(n=27), including the states of Mato Grosso do Sul, Sio Paulo,
Maranhado, Rio de Janeiro, Piaui, Rio Grande do Norte, and Minas
Gerais. Other studies were carried out in India (n=15), Spain (n=9),
Ethiopia (n=7), Iran (n=5), Italy (n =4), Turkey (n=3), Nepal (n=2),
Israel (n=2), Croatia, Sri Lanka, Thailand, Austria, France, Tunisia,
Morocco, Sudan, the United States, and Argentina (n=1 each)
(Table 1).

Diagnostic techniques and Leishmania species

The detection techniques used to diagnose the disease were
different between the studies. Included parasitological (culture and
microscopy), serological tests, enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA), fast agglutination screening test (FAST), soluble leishmania
antigen (SLA), immunochromathographic test (ICT); im-
munochromatographic test (rk39), immunofluorescence antibody
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Fig. 1. Flow diagram of selection of articles used for the systematic review.

test (IFAT), western blot (WB), direct agglutination test (DAT), latex
agglutination test (KAtex), montenegro skin test (MST), and fucose
mannose ligand (FML); molecular test, polymerase chain reaction
(PCR), real-time PCR (qPCR) and single nucleotide polymorphism
(SNP); cellular test Leishmanin skin test (LST), delayed-type hy-
persensitivity (DTH), microcapillary culture method (MCM), inter-
feron gama release assay (IGRA); Among the species analyzed were
the L. infantum and L. donovani etiological agents of VL, and L
amazonensis, L. braziliensis, and L panamensis responsible for CL
(Table 1).

Number of people tested and incidence, pre-existing diseases, and age
groups

The studies with the highest number of people tested were car-
ried out in India and Nepal, one of which involved 32,529 people and
reported an incidence of 8.3% (n=2702), and the other involved
21,267 people and reported an incidence of 1.76% (n=375). The
study with the smallest number of tested individuals (n=20) was
carried out in Spain, with 100% asymptomatic cases. The locations
with the highest positivity were the Balearic Islands (Spain), Para
(Brazil), and Minas Gerais (Brazil), with positivity rates of 100%,
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73.2%, and 71.3%, respectively. Only 14.28% of the studies in-
vestigated leishmaniasis in blood donors (Table 1).

The vast majority of authors did not report the presence of pre-
existing diseases in the participants, but studies carried out in Minas
Gerais and Mato Grosso do Sul (Brazil) analyzed liver transplant
donor and recipient populations as well as patients with chronic
kidney failure., Other analyses carried out in countries such as
Thailand, Spain, Iran, Morocco, and Ethiopia determined pre-existing
diseases such as HIV, malaria, multiple myeloma, and candidates for
kidney transplantation (Table 1).

The age group of the studied population ranged from zero to 94
years of age, and some authors did not describe data regarding the
age selected for the study (Table 1).

Discussion

The nature of the articles selected for the systematic review
shows that there were only a limited number of studies involving
asymptomatic infection in humans, compared to articles involving
animals or studies not related to the pathology. Although only 19
countries were the targets of asymptomatic case studies, leishma-
niasis is a major public health problem and has a wide geographic
distribution, with more than 1 billion people living in endemic areas
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and at risk of contracting the parasite, which is the second most
prevalent pathogen of parasitic diseases |[1]. The selected studies
demonstrated that the occurrence of asymptomatic infection by
Leishmania is common in endemic regions, especially in developing
countries such as Brazil and India.

Asymptomatic infection refers to an individual who has had a
confirmed diagnosis of Leishmaniasis, without showing signs or
symptoms of the disease, common in endemic regions. Sandflies are
the main vectors of Leishmania and their evolution with mammals
are well documented in the literature. Its transmission can follow an
anthroponotic or zoonotic cycle. Domestic dogs are the main re-
servoirs of L. infantum, although other mammals are reservoirs of the
parasite, A cohort study in Brazil demonstrated, through PCR tests,
infection for asymptomatic leishmaniasis in up to 80% of the ana-
lyzed dogs. Despite the amount of clinical research, the nature of
asymptomatic infection remains poorly understood [10,93-95].

A variety of diagnostic techniques were used across the different
study areas. Most studies used combined immunological methods,
while others plot molecular and parasitological tests. Immunological
assays, although appropriate for regions with a high infection rate,
cannot distinguish whether it is an active infection. Molecular
methods, on the other hand, have high sensitivity and specificity, but
do not indicate whether the infection is active. Parasitological
techniques are time consuming, require trained personnel to vi-
sualize the parasite and, in asymptomatic cases, parasite identifica-
tion is limited. It is difficult to diagnose asymptomatic cases due to
the low parasite load and low levels of antibodies. The combination
of methods raises the threshold for detecting asymptomatic infec-
tions in endemic regions [96].

In Brazil, the leishmaniasis control program involves rapid di-
agnosis and treatment of human cases [97]. Many asymptomatic
infection detection techniques are used for the symptomatic form
and have already allowed cross-reactions to be avoided. Owing to
the low parasite load, combining tests improves performance and
provides greater diagnostic certainty. Once asymptomatic infection
in humans is identified, its monitoring is essential for the adoption
of adequate therapy upon the onset of the first symptoms.

Four Leishmania species that cause CL (L. braziliensis, L. amazo-
nensis, L. major, and L. panamensis) and two species that cause CL (L.
infantum and L donovani) were identified. L. braziliensis has a high
prevalence in South America and is associated with mucosal forms.
In contrast, L amazonensis is responsible for disseminated
forms [98].

The main risk factors for leishmaniasis are climate and environ-
mental changes, socioeconomic conditions, malnutrition, and po-
pulation mobility [99]. These are common factors in developing
countries such as Brazil and India, which are the main countries with
a high incidence of CL. In the case of asymptomatic infection by
Leishmania, because it is “silent,” its incidence is underestimated,
although epidemiological surveillance of asymptomatic infection
allows for subsidization of prevention measures. The determinants
of asymptomatic conditions have not yet been elucidated, but factors
such as a high albumin concentration, high levels of vitamin A, high
birth weight, and high consumption of red meat can favor asymp-
tomatic infection [100].

In the research on asymptomatic infection by Leishmania, the
presence of comorbidities such as HIV, malaria, multiple myeloma,
and chronic renal failure was also described. In the case of infectious
diseases, further studies are needed to verify whether the treatment
of these diseases could inhibit the activity of Leishmania.

Some patients with immunosuppressive diseases such as HIV/
AIDS undergoing antiretroviral treatment have asymptomatic
Leishmania infection even with an increase in the parasite load,
which enhances the infectivity of the vector and consequently
transmission of the parasite [52,78]. The condition of individuals
with asymptomatic Leishmania infection in HIV patients needs
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further studies to elucidate the immune status that allows this
condition.

Asymptomatic Leishmania infection has been reported in organ
donors [27,31,69] and in blood donors [17,101], thus reinforcing the
need for screening in donors in countries that have not yet adopted
such screening, especially if they come from endemic areas. To avoid
discarding a large number of blood bags from suitable donors with
only asymptomatic Leishmania infection, leuko-depletion can be
adopted, which, in addition to preventing transfusion transmission,
improves the quality of blood products [64].

Most of the studies evaluated covered a wide age range, showing
that asymptomatic cases can occur from children to the elderly, thus
proving that age is not a determining factor for asymptomatic in-
fection. The investigation of asymptomatic Leishmania infection is
considered a priority to eliminate and reduce the transmissibility of
the disease, since transmission remains in these hosts. More studies
should be carried out in an attempt to investigate the percentage of
individuals who can progress to clinical disease.

The determining factors (such as genetic background, nutritional
aspects, and co-infections) for the asymptomatic condition caused
by Leishmania have not yet been elucidated. Asymptomatic cases are
a source of infection and contribute to the endemicity of the disease.
Therefore, the detection of asymptomatic infection is important so
that treatment can be started in a timely manner if the infection
evolves into the symptomatic form, as this increases the chance of a
therapeutic response, Studies performed in several endemic coun-
tries have highlighted the need to screen blood banks and organ
donors, as this allows horizontal transmission through blood and
organ donation to be avoided.

Conclusions

Our review demonstrates the worldwide incidence of asympto-
matic Leishmania infection cases, describing the relevance of the
search for alternatives in order to increase the detection rate and
reduce the number of cases.
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ABSTRACT

Leishmaniasis are parasitic diseases caused by numerous species belonging to the genus
Leishmania, including Leishmania amazonensis. The infection generates intense
oxidative stress capable of generating tissue damage. In this study, we investigated in
silico the drug similarity and toxicity, anti-Leishmania activity, hemolytic potential and
antioxidant activity of eleven B-carboline derivatives, a highly promising group of
alkaloids against L. amazonensis. In silico toxicity demonstrated different biological
toxicities and chemical parameters, good permeability and solubility values of these
compounds. Activity against promastigotes was evaluated after 72 hours, with an 1Cso
variation between 5.15 and 41.19 uM, with emphasis on the PNO>-Anis (8) and CI-Hi (5)
derivatives. Cytotoxicity was performed with human erythrocytes and all derivatives did
not demonstrate hemolytic potential. Antioxidant activity was measured by DPPH and
ABTS assays, where in general the compounds demonstrated potential in combating free
radicals, with emphasis on Cl-Oxa (11) in the DPPH technique. In the ABTS test, all
derivatives were better than the control. The results demonstrated are pioneering and from
this study new substances with anti-Leishmania, antioxidant properties and low
hemolysis potential were identified, in addition to in silico analyzes that demonstrate the
chemical characteristics and possible useful toxic effects of the derivatives, useful for
future studies and analysis of molecular docking.

Keywords: Alkaloids, Leishmania, free radicals, oxidative stress
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1 Introduction

Although efforts are made to combat leishmaniasis, the disease is considered a
major public health problem worldwide, due to the wide variety of hosts and reservoirs,
as well as the difficulty in treating the infection. According to the World Health
Organization (WHO), the disease is endemic in 97 countries, and it is estimated that
approximately 200.000 people are affected annually. Leishmaniasis is caused by species
belonging to the genus Leishmania and is transmitted through the bite of infected female
sandflies. The disease comprises two clinical forms: tegumentary and visceral, with the
cutaneous being the most common form of infection, where numerous species of
Leishmania are involved in the development, including Leishmania amazonensis (Alonso
et al. 2021; Sreedharan and Rao 2023).

The treatment of leishmaniasis is based on chemotherapy since there are still no
vaccines available for humans. The main drugs used are pentavalent antimonials such as
N-methylglucamine antimoniate and sodium stibogluconate. However, the problem in the
treatment of the disease involves drug toxicity such as cardiotoxicity and hepatotoxicity,
in addition to the parenteral route of administration, which often causes the patient to
abandon treatment. Despite the various surveys conducted worldwide, there are still gaps
to be filled in relation to the treatment for the disease (Assolini et al. 2022; Gabriel et al.
2019).

Synthetic and naturally B-carboline (B-CA) derivatives exhibit a large spectrum of
important pharmacological properties, including potent antileishmanial activity. A
variety of synthetic B-carboline derivatives have demonstrated that the introduction of
appropriated substituents into position-1, -2, -3 and -9 of the B-carboline skeleton resulted
in more potent derivatives (Paula et al. 2022; Alonso et al. 2021; Aquino et al. 2022;

Ueda-Nakamura et al. 2014; Silva et al. 2012). In this work, 11 1-substituted-phenyl -
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carboline derivatives, bearing the substituted-carbohydrazide/or 1,3,4-oxadiazol moiety
at C-3 were selected.

Several naturally occurring and synthetic B-CA were evaluated for their anti-
Leishmania action and reported in the literature, demonstrating that they are prototypes
against different Leishmania species. In the present study, 11 synthetic B-CA were
evaluated for their chemical behavior and in silico toxicity, cytotoxicity, anti-Leishmania
and antioxidant activity. To our knowledge, these compounds have never been reported

in the literature regarding these activities and against Leishmania amazonensis.

2 Material and methods
2.1 Compounds

The compounds 1-(Phenyl)- 9H-pyrido[3,4- B-]indole-3-carbohydrazide (1), 1-
(4-Methoxyphenyl)-9H-pyrido [3,4-B-]indole-3-carbohydrazide (2), 1-(3-Nitrophenyl)-
9H-pyrido[3,4- B-]indole-3-carbohydrazide (3), 1-(4-Nitrophenyl)-9H-pyrido[3,4- B-
Jindole-3-carbohydrazide (4), 1-(2-chorophenyl)- 9H-pyrido[3,4- [B-]indole-3-
carbohydrazide (5), 1-(Phenyl)-N’-(2-chlorobenzylidene)-9H-pyrido[3,4- B-]indole3-
carbohydrazide (6), 1-(4-Methoxyphenyl)-N’-(benzylidene)-9H-pyrido[3,4- B-]indole-3-
carbohydrazide (7), 1-(2-chorophenyl)-N’-(4-methoxybenzylidene)-9H-pyrido[3,4- B-
]indole-3-carbohydrazide (8), 1-Phenyl-3-(2-thioxo-1,3,4-oxadiazol-5-yl) - B -carboline
(9), 1-(4- Methoxyphenyl)-3-(2-thioxo-1,3,4-oxadiazol-5-yl) B -carboline (10), 1-(2-
chorophenyl)-3-(2-thioxo-1,3,4-oxadiazol-5-yl) B-carboline (11) (Figure 1) as described

by Formagio et al. (2008, 2009).
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(1) R=H; (2) R= p-OCH3, (6) R=H: Ri= 0-Cl; (9) R=H: (10) R= OCH3;
(3) R=m-NO2 (4) R= p-NO2z; (7) R= OCHs; Ri= H; (11) R= 0-Cl
(5) R=0-Cl (8) R= 0-Cl; Ri= OCH3

Fig. 1 Molecular structures of B-carboline derivatives.

2.2 Drug-likeness and toxicity prediction

Drug likeness prediction of B-CA was done by using Molinspiration online server,
where drug likeness is based on the Lipinkies rule of five (Lipinski et al. 1997). Toxicity
was calculated using Protox II servers, a server used to determine LDso and classify
potentially toxic substances for future animal testing. Toxicity was measured in LDso
values ranging from Class I: fatal if swallowed (< 5 mg/kg); Class II: fatal if swallowed
(between 5 and 50 mg/kg); Class III: toxic if swallowed (between 50 and 300 mg/kg);
Class I'V: harmful if ingested (between 300 and 2.000 mg/kg); Class V: may be harmful

if ingested (between 2.000 and 5.000 mg/kg) and Class VI: non-toxic (> 5.000 mg/kg).

2.3 Antileishmanial Activity
2.3.1 Parasites and cell culture

The L. amazonensis strain IFLA/BR/1967/pH8 was used for anti-Leishmania
assays. Promastigotes were grown in a biochemical oxygen demand (BOD) incubator at
a temperature of 25°C in Schneider’s insect medium (Sigma-Aldrich®, SP/Brazil) and
supplemented with 20% fetal bovine serum, (Sigma-Aldrich®, SP/Brazil), 10,000 U/mL

penicillin, and 10 mg/mL streptomycin (Sigma-Aldrich®, SP/Brazil).
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2.3.2 Promastigote assay

The promastigotes (2x10° parasites/mL) were distributed in 96-well plates
together with B-CA (0.78 — 50.0 pg/ml) and/or amphotericin B (AmB) (Sigma-Aldrich®
SP/Brasil; 0,25-10 pg/mL), used as a positive control and pure Schneider culture medium
was used as a negative control. The plates were incubated for 72h at 25°C and 5% COx.
Parasite viability was verified by the colorimetric method with tetrazolium bromide dye-
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, Sigma-Aldrich®,
St. Louis, USA). After the incubation period, 10 pL. of MTT (5 mg/mL) was added to
each well and the plates were incubated again for 4 h at 25°C with 5% COa». After this
period, 80 pL of DMSO was added to each well to dissolve the formazan crystals. The
result was measured by absorbance at 540 nm using a spectrophotometer plate reader (EZ
Read 400, Biochrom, Cambridge, UK). The minimum inhibitory concentration (ICso) by
a non-linear dose-response regression curve using the statistical program GraphPad
Prism® 5.0 software (Rizk et al. 2022; Dutta et al. 2005). The experiment was carried out

in duplicate.

2.4 Citotoxicity in erythrocytes

Hemolytic activity was determined according to Valdez et al. (2009), with
modifications. The study was submitted to the Research Ethics Committee involving
Human Beings (CEP/UFGD). Briefly, a 6% suspension of defibrinated fresh human
blood was prepared with sterile saline and 1% glucose. B-CA were diluted (0.78 — 50.0
png/mL) in 96-well plates. An erythrocyte suspension plus 4% Triton X-100 was used as
a positive control and the cell suspension was used as a negative control. The plates were

incubated for 2h at 37°C and centrifuged at 300g for 5 min. The absorbance of the
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supernatant was determined by reading on a microplate reader at 595 nm. The percentage
of hemolysis was calculated using the equation hemolysis (%) = 100 - [(Ap - As)/(Ap -
Ac) x 100]; where Ap represents the mean of the positive control, As absorbance of the
test sample and Ac the mean of the negative control. The experiment was carried out in

triplicate in two independent assays.

2.5 Measurement of Antioxidant Activity

The 1,1-Diphenyl-2-Picrylhydrazyl (DPPH) and ethylbenzothiazoline-6-sulfonic
acid (ABTS) assays are widely used methods for the assessment of the antioxidant
capacities of natural products, they both are spectrophotometric techniques based on
quenching of stable colored radicals and show the radical scavenging ability of

antioxidants.

2.5.1 Scavenging of 1,1-Diphenyl-2-Picrylhydrazyl (DPPH)

Different concentrations (5-250 pg/mL) of the B-CA derivatives and the positive
control butylhydroxytoluene (BHT) were evaluated for free radical scavenging activity
by the DPPH assay (Blois 1958). DPPH produces violet/purple color in methanol solution
and fades to shades of yellow color in the presence of antioxidants. Was added to the
samples 2 mL of previously prepared methanolic DPPH solution (0.1 mM). The mixture
was stirred and left to stand under light deprivation at room temperature for 30 min and
absorbance was measured at 515 nm, in spectrophotometer (Bel Photonics, Monza, IT).
The experiment was carried out in triplicate. The percentage of DPPH inhibition (1%) was
calculated using the following equation: 1% = (A0 — A/A0) x 100; where A0 is the
absorbance of the blank solution and A is the absorbance of the compound. Sample

concentrations for 50% DPPH inhibition (ICsp) were obtained from the graph of 1%
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(percentage of inhibition) versus compound concentration in micromolar per milliliter

(uM/mL). The experiment was carried out in duplicate.

2.5.2 ABTS (ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) assay

Total antioxidant activity was assessed using the improved azinobis radical
scavenging assay (ABTS) (Re et al. 1999). Potassium persulfate (12.25 mM) and ABTS
reagent (7.0 mM) were mixed and left under protection from light at room temperature
for 16h. For analysis, 1.980 mL of ABTS solution was added to 20 pL of different
concentrations of the compounds (5-250 pg/mL). BHT was used as a positive control.
After 6 min, absorbance was measured on a spectrophotometer (Bel Photonics, Monza,
IT) at 734 nm. The ABTS radical scavenging activity was calculated using the equation:
ABTS radical scavenging activity (%) = (A0 - A/A0) x 100; where A0 is the absorbance
of the blank solution and A is the absorbance of the compounds. The experiment was

carried out in duplicate.

3 Results and discussion

Leishmaniasis is considered a very common neglected disease in many countries
around the world. The vast majority of medications currently available generate toxic
effects for the patient, in addition to cases of parasitic resistance. So, there is an urgent
need to discover new drugs to treat the disease that have minimal or no toxicity and an
easier route of administration for the patient, in an attempt to ensure that they do not
abandon treatment (Abamor et al. 2017). The discovery and development of a drug for
the treatment of leishmaniasis entails several challenges that depend on many biological
aspects, including cytotoxicity. In addition to having high anti-leishmanial activity

against forms of the parasite, the compound must not be toxic against macrophages, since
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part of the Leishmania cycle occurs within the host cell, nor must it generate hemolysis,
as this would cause serious problems for the patient.

B-CA derivatives were evaluated for their chemical characteristics to estimate
lipophilicity (logP) through in silico analysis, first postulated by Lipinski et al. 1997,
through the publication of the rule of five, which encompasses the number of hydrogen
bond donor atoms (sum of O-H and N-H atoms), number of hydrogen bond acceptor
atoms (sum of O and N atoms) and the coefficient of Calculated octanol/water partition
(logP). This rule assumes that poor absorption or permeation is expected when there are
more than 5 H-bond donors. Through the characteristics of a variety of standard
medications it has been determined that the ideal value is for the substance to have logP
< 5, number of hydrogen bond donor atoms <5 and number of hydrogen bond acceptor
atoms <10. Molecules that present two or more parameters outside the reference values
have a high chance of being poorly permeable (Piccirillo and Amaral 2018).

Following Lipinski's rule, compounds (6), (7) and (8) violated one of the five rules
by presenting logP > 5. All compounds analyzed demonstrated good characteristics
regarding intestinal absorption (TPSA) with values < 140 and most of them did not
present a number of violations (n violations), an important rule for interaction with
receptors (Table 1). When predicting toxicity, all compounds were hepatotoxic in nature,

but none of them showed characteristics of cytotoxicity and mutagenicity (Table 1).



Table 1. Drug-likeness and toxicity prediction of alkaloids B-carbolines
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Compounds Drug Likeness Toxicity
LogP TPSA MW nOH NHn nviolations Lipinski rule Hep Car Imm Mut Cyt LDso (mg/kg)
200
Bz-Cl1 (1) 2.88 83.80 302.34 5 4 0 Yes Active Active Inactive Inactive Inactive
(class IIT)
200
Anis-Hi (2) 2.92 93.04 332.36 6 4 0 Yes Active Active Active Inactive Inactive
(class III)
MNO,-Hi 200
2.33 119.06 333.35 7 6 1 Yes Active Active Active Inactive Inactive
3) (class IIT)
200
PNO:-Hi (4) 2.30 119.06 333.35 7 6 1 Yes Active Active Active Inactive Inactive
(class IIT)
200
CI-Hi (5) 3.54 83.80 336.78 5 4 0 Yes Active Active Active Inactive Inactive
(class IIT)
MNO,-Cl 200
6.32 70.14  424.89 5 2 1 Yes Active Inactive Active Inactive Inactive
(6) (class IIT)
MNO,-Ome 1120
5.67 79.38  420.47 6 2 1 Yes Active Active Active Inactive Inactive
(7 (class IV)
PNO,-Anis 200
6.29 79.38 468.94 6 2 1 Yes Active Inactive Active Inactive Inactive
(8 (class IIT)
550
Van-Oxa (9) 3.80 70.51  344.40 5 2 0 Yes Active Inactive Inactive Inactive Inactive
(class IV)
MNO,-Oxa 550
3.81 79.74  374.43 6 2 0 Yes Active Active Active Inactive Inactive
(10) (class IV)
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1000

Cl-Oxa (11) 4.45 70.51 378.84 5 2 0 Yes Active Inactive Active Inactive Inactive
(class IV)

LogP = lipophilicity (calculated octanol/water partition coefficient); TPSA = intestinal permeation; MW = molecular weight; nOH = number of hydrogen bond acceptor atoms;
NHn = number of hydrogen bond donor atoms; n violations = number of violations; Hep = hepatotoxicity; Car = carcinogenicity; Imm = immunogenicity; Mut = mutagenicity;

Cyt = cytotoxicity; LDso = lethal dose.
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Synthetic compounds have advantages when compared to those isolated in nature
due to the possibility of obtaining a greater quantity of the product and easy access for its
reproduction. B-CA were tested against L. amazonensis promastigotes. The promastigote
assay is considered a screening technique for large-scale compound analysis. To evaluate
anti-Leishmania activity, the parasitic forms were incubated for 72 h in the presence of
B-CA. Compounds with an ICso greater than 10.5 pM/mL were considered inactive.
However, it is known that derivatives that presented ICso values higher than the
standardized ones should not be discarded as potential anti-leishmanial prototypes.

The results showed that the vast majority of derivatives were able to reduce the
parasite load. Among the compounds evaluated, the derivatives PNO2-Anis (8) and CI-
Hi (5) stood out, showing lower values (ICso =5.15 and 5.65 uM, respectively). The drug
control used AmB presented (ICso = 0.16 pM) (Table 2). In general, we can observe that
each compound behaved differently, this difference in behavior seems to be related to the
chemical structure of the compounds that have different functional groups in the

molecule.

Table 2 In vitro activity of B-Carbolines against promastigotes of L. amazonensis.

Compounds Promastigotes
Bz-C1 (1) 10.43 £2.22
Anis-Hi (2) 6.64+1.75
MNO:-Hi (3) 26.08 + 6.46
PNO:-Hi (4) 13.80 +2.83
Cl-Hi (5) 5.65+1.35

MNO:-CI (6) 29.53 +10.24

MNO,-Ome (7) 41.19 £ 11.45
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PNO>-Anis (8) 5.15+1.43
Van-Oxa (9) 7.03+£1.96
MNO-Oxa (10) 8.04 +£2.32
CI-Oxa (11) 9.91+£3.04
AmB (control) 0.16 +£0.11

ICso = inhibitory concentration for 50% of the promastigotes = S.E.M. = standard error of the mean. Each

experiment was performed independently, 3 times, and in duplicate.

B-CA alkaloids, whether synthetic and/or isolated from natural sources, are
promising molecules with numerous reported pharmacological activities, including anti-
Leishmania. Baréa et al (2018), reported the leishmanicidal activity against the L.
amazonensis species of B-carboline-1,3,5-triazine hybrids, showing that among the
evaluated compounds, the 9d (2-Cl-Ph), 9¢ (3-NO»-Ph), 16a (Ph) and 16b (4-OCH3-Ph)
showed potent activity against promastigotes forms with ICso values of 7.6 + 2.02 uM;
5.1+£0.1 uM; 35.0£ 0.5 uM and 6.2 + 1.4 uM, respectively. On the other hands, Giorgio
et al (2004), investigated the leishmanicidal activity of the B-carbolines harmane, harmine
and harmaline, and demonstrating that these compounds exerted weak antileishmanial
activity for the promastigotes and amastigotes forms in Leishmania infantum.

In vitro hemolytic activity test has been reported as an alternative method in
screening for the cytotoxicity of drugs. Erythrocytes are vulnerable to peroxidation,
making it a good biological membrane model for analyzing the oxidative stress and lipid
peroxidation of several xenobiotics (Farag and Alagawany 2018). No hemolytic potential
was observed at the ICso concentration for the promastigote forms. All B-CA derivatives
tested did not show significant cytotoxicity to human erythrocytes at concentrations of
0.78 — 50.0 ug/ml. De Mello et al. (2014), reported the hemolysis potential of AmB that

obtained 100% and 84.07% hemolysis at 135.28 uM and 16.90 uM, respectively. The
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results presented are consistent with literary reports for this class of alkaloids. Valdez et
al. (2009), demonstrated that the compound N-butyl-1-(4-dimethylamino) phenyl-
1,2,3,4-tetrahydro-B-carboline-3-carboxamide caused only 2.2% of hemolysis at the
highest concentration tested (1282 uM). Studies carried out by Stefanello et al. (2014)
reported that N-butyl-[1-(4-methoxy) phenyl-9H-B-carboline]-3-carboxamide did not
present hemolytic activity.

Antioxidant activity was evaluated by DPPH and ABTS assays, based on radical
scavenging. DPPH 1is a stable free radical widely used to estimate the free radical
scavenging capacity of substances, while ABTS is based on the molecule's ability to
capture the ABTS radical (Giil¢in 2012). Due to insufficient sample quantity, only eight
of the eleven alkaloids were subjected to antioxidant analysis. The B-CA derivatives
tested demonstrated excellent antioxidant potential, especially in the ABTS assay. In the
DPPH assay, the derivative Cl-Oxa (11) (ICso = 0.0481 £ 0.0042 uM) presented an ICso
value very close to the positive control (BHT) (ICso = 0.0444 £+ 0.0028 uM), while in the
ABTS assay all compounds demonstrated better results than the reference drug, with
emphasis on the derivative MNO»-Hi (3) (ICso = 0.0017 £+ 4.9645uM) and PNO»-Hi (4)
(ICs0=0.0028 + 7.0922 uM) (Table 3). The B-carboline nuclei are free radical inhibitors
that react immediately with free radicals generated in tests, such as DPPH. The radical
scavenging capacity is relatively due to its hydrogen donating capacity. It is also known
that this class of alkaloids has a high capacity to quench ABTS free radicals (Herraiz and

Galisteo 2009; Prakash et al. 2011).



Table 3 The antioxidant effects of derived B-CA alkaloids in DPPH and ABTS assays

Test
Compounds
DPPH ABTS

Anis-Hi (2) 0.1469 £ 0.0007  0.0292 +2.1276
MNO:-Hi (3) 0.0917+7.0710  0.0017 + 4.9645
PNO»-Hi (4) 0.1871 £0.0070  0.0028 + 7.0922
CI-Hi (5) 0.1316 £0.0004 0.0036 + 4.9645
PNO>-Anis (8) 0.2897 +£0.0049 0.0565 + 0.0028
Van-Oxa (9) 0.0609 £ 0.0084  0.0057 + 0.0001
MNO-Oxa (10) 0.0614 £0.0162 0.0088 + 7.0922
Cl-Oxa (11) 0.0481 +£0.0042 0.0104 + 0.0001
BHT (standard) 0.0444 +£0.0028 0.1167 +0.0028

ICso = corresponds to the concentration of 50% DPPH and ABTS inhibition and is calculated from the
graph of 1% (inhibition percentage) versus extract concentration in uM + S.E.M. = standard error of the

mean. Each experiment was performed independently, 3 times and in duplicate.

In cases of leishmaniasis, there is marked oxidative stress due to the imbalance
between free radicals and antioxidant molecules, generating numerous tissue damages.
Substances with antioxidant potential can improve the patient's clinical status, leading to
a reduction in oxidative stress generated in this infectious condition. Furthermore, these
substances can enhance the effect of pentavalent antimonials (Silva et al. 2015; Silva et
al. 2016).

The discovery of new compounds that have anti-Leishmania activity and are less
toxic to the patient, with a lower cost and an easier route of administration are of great

value, bringing better comfort to the patient during the treatment period. The activities
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mentioned in this study are unprecedented and although future studies against the
amastigote form and in vivo toxicity are necessary, the in silico toxicity results, added to
the biological potential against the promastigote forms, indicate that the B-CA derivatives

studied can be considered promising prototypes for the treatment of leishmaniasis.

4. Conclusion

Our study investigated the anti-Leishmania potential against promastigote forms
of B-CA derivatives, as well as the chemical characteristics and in silico toxicity,
cytotoxicity and antioxidant potential. The results of this study are unprecedented and
extremely relevant. All derivatives did not show cytotoxicity against human erythrocytes,
an important factor for the safety of the medicine. Furthermore, they demonstrated
important computational parameters regarding lipophilicity and solubility characteristics.
This study identified new derivatives with anti-Leishmania and antioxidant activity,
paving the way for further investigations into their mechanisms of action and potential
use as therapeutic agents for the treatment of leishmaniasis. These findings represent a
significant advance in the search for safe and effective treatments for this debilitating

disease.
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6 CONCLUSOES

A partir da revisao sistematica foi possivel concluir que a detec¢do de pacientes
que nao apresentem sinais e/ou sintomas da leishmaniose ¢ de extrema relevancia para
que o tratamento seja iniciado em tempo habil e se evite a propagacao da doenga. Com
relacdo aos resultados obtidos nos ensaios bioldgicos com os derivados B-CA podemos
concluir que cada derivado se comporta de maneira distinta quimicamente e por esse
motivo apresentam sinais prévios de toxicidade diferentes, além disso demonstram bons
parametros de lipofilicidade e solubilidade. A atividade anti-Leishmania contra as formas
promastigota da espécie L. amazonensis demonstrou que a grande maioria dos compostos
reduziu o crescimento do parasito, com destaque para os derivados PNO»-Anis (8) e Cl-
Hi (5). Os compostos nao demonstraram potencial de hemolise, resultado de extrema
importancia quando falamos de tratamento para leishmanioses, visto que a terapia
medicamentosa utilizada atualmente gera efeitos tdxicos ao paciente. Os ensaios
antioxidantes demonstraram o potencial de elimina¢do dos radicais livres destes
derivados, obtendo resultados promissores, visto o elevado estresse oxidativo presente na
patogénese da doenca. Até o momento, trata-se do primeiro relato envolvendo esses

alcaloides com essas atividades.



