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RESUMO

Os medicamentos utilizados no controle da infec¢do causada por espécies de Leishmania
estdo associados a alta toxicidade, dificuldade de administracéo, altos custos e crescente
resisténcia. A procura por novas alternativas de tratamento €, portanto, uma prioridade.
Na busca de outros farmacos que possam ser efetivos e menos toxicos destacam-se 0s
inibidores de protease. As proteases de Leishmania estdo envolvidas nos mais diversos
mecanismos, tais como viruléncia e patogénese. Dentro deste contexto, trabalhos
mostram a atividade de inibidores de aspartico protease do HIV (IPs-HIV) em patdgenos
oportunistas, dentre eles Leishmania spp. No presente estudo trabalhamos com moléculas
precursoras de sintese dos IPs-HIV, as hidroxietilaminas (HEAS). O objetivo deste estudo
foi avaliar a atividade leishmanicida de HEAs e suas implicacbes na biologia de
Leishmania spp. De 23 mdleculas submetidas a triagem inicial em promastigotas, 15
prosseguiram nos testes e confirmaram sua atividade sobre amastigotas intracelulares de
L. amazonensis, todas com ICsp < 5,0 uM. A avaliacdo da toxidez in vitro sobre
macrofagos peritoneais murinos e células MRC5 demonstrou que as substancias-teste
PMTB1, PMTB4, PMTB11, PLIP2, PLIP19 possuem indice de seletividade superior a
20. As substancias mais ativas sobre amastigotas foram selecionadas para testes onde
diferentes varidveis foram usadas, como: espécies do parasito, razdo de infeccéo, tempo
e metodologia de contagem. Os resultados destacaram os compostos PMTB1, PMTBS,
PMTBL10, PLIP1, PLIP27 e PLIP33, que foram mais ativos para L. amazonensis e L.
major considerando as diversas variaveis. Além disso, ficou evidente que existe uma
diferenca significativa no resultado de ICso/ICgo de acordo com a metodologia de
contagem. Os testes de inibi¢do da atividade proteolitica de aspartico protease mostraram
que as HEAs tem perfis diferentes de inibicéo, e as com maior capacidade inibit6ria foram
PLIP19, PLIP27, PMTB3, PMTB4, PMTB5, PMTB7, PMTB9 e PMTB10, nédo
guardando correlacdo direta com a atividade leishmanicida. Ao analisarmos a relagédo
estrutura/atividade das moléculas, percebemos que o grupamento NH; mantém a
atividade leishmanicida. A analise do perfil dos lipideos neutros mostrou que ndo houve
acumulo de esterdis metilados na posicdo 14, que sdo caracteristiscos da inibicdo
farmacoldgica da CYP51. No entanto, houve uma alteracdo na composicao dos esterais,
principalmente pela PLIP27, cujo mecanismo necessita ser explorado. A analise in silico
demostrou a aderéncia das moléculas a regra dos cinco (Ro5) de Lipinski, sugerindo que
de acordo com parametros fisico-quimicos, elas sdo boas canditadas a administracéo oral.
Juntos, estes resultados sugerem que as HEAs, principalmente PLIP27 e PMTB10, séo
moléculas promissoras com amplo espectro de atividade e podem auxiliar no estudo e
desenvolvimento de prototipos semelhantes aos IPs-HIV para o tratamento das
leishmanioses.
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ABSTRACT

Drugs used to control infection caused by Leishmania species are associated with poor
therapeutic responses, adverse effects, high toxicity, high costs and resistance. The search
for new treatment approaches is a priority. Seeking other effective and less toxic drugs
there are the protease inhibitors. Leishmania proteases are involved in many mechanisms,
such as virulence and pathogenesis. In this context, studies show the activity of HIV
aspartic protease inhibitors (HIV-PIs) in opportunistic pathogens, including Leishmania
spp. In this study we worked with hydroxyethylamines (HEAS) used as precursor
molecules in the synthesis of HIV-PIs. The objective of the study was to evaluate the
leishmanicidal activity of HEAs and their implications in Leishmania biology. From 23
molecules in the initial screening with promastigotes, 15 continued in the tests and
confirmed their activity on intracellular amastigotes of L. amazonensis, all of them with
ICs0 < 5,0 uM. The toxicity assay on murine peritoneal macrophages and MRC5 cells
showed that the molecules PMTB1, PMTB4, PMTB11, PLIP2, PLIP19 have selectivity
index greater than 20. The most active substances on amastigotes were selected for testing
in different methodologies, ranging parasitic species, infection rate, time and counting
procedure. The results highlighted PMTB1, PMTBS8, PMTB10, PLIP1, PLIP27 and
PLIP33 as the most active compounds for L. amazonensis and L. major, considering
several variables. Furthermore, it was evident that there are significant differences in
results of IC50/1C90 according to the counting methodology. Inhibition tests of the
proteolytic activity of aspartic protease showed that HEAs have different profiles of
inhibition. PLIP19, PLIP27, PMTB03, PMTB04, PMTB05, PMTB07, PMTB09 e
PMTB10 were the most potent inhibiting the protease activity, without having a direct
correlation with the leishmanicidal activity. Analyzing the relationship structure / activity
of molecules, we realize that the group NH: is important for leishmanicidal activity.
Analysis of neutral lipids from promastigotes of L. amazonensis treated with PLIP27 and
PMTB10 showed that there was no accumulation of C14-methylated sterols, which are
typical of pharmacological inhibition of CYP51. However, other changes in sterol
composition induced mainly by PLIP27 were noted, but the mechanism remains to be
explored. The in silico analysis demonstrated the adherence of molecules to the rule of
five (Ro5) of Lipinski, suggesting that according to physicochemical parameters they are
good candidates of oral treatment. Altogether, these results suggest that HEAs, mainly
PLIP27 and PMTB10, are promising molecules with broad-spectrum activity, and can be
useful in the study and development of prototypes similar to HIV-PI for the treatment of
leishmaniasis.
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1.1. O género Leishmania e o ciclo bioldgico

A classe Kinetoplastea é constituida por protozoarios que possuem minicirculos de DNA
mitocondrial arranjados em uma estrutura muito caracteristica, denominada de cinetoplasto,
localizada no interior da mitocdndria unica (Moreira et al., 2004). Dentre os taxa dessa classe, a
familia Trypanosomatidae se destaca por reunir parasitos que infectam uma variedade de
organismos, incluindo o homem. Importantes doencas sdo provocadas por estes parasitos, como
a doenca de Chagas, causada por Trypanosoma cruzi, a doenca do sono, causado por duas
subespécies de T. brucei, e as leishmanioses, causadas por diferentes espécies do género
Leishmania (d"Avila-Levy et al., 2015).

Os tripanossomatideos sdo protozoarios maéveis que possuem corpo geralmente alongado
contendo um Unico flagelo, que emerge na extremidade anterior da célula, em uma regido
denominada bolsa flagelar. Neles os peroxissomos sdo modificados para a glicélise e chamados
glicossomos (Stuart et al., 2008). Podem apresentar mais de uma morfologia celular durante o
ciclo de vida, que se distinguem pelo aspecto geral da célula, presenga ou auséncia de flagelo
extracelular, presenca de membrana ondulante e posicdo do complexo flagelo-bolsa flagelar-
cinetoplasto em relacdo ao nucleo (Vickerman et al., 1976).

O género Leishmania, um dos mais estudados, apresenta dois subgéneros: Leishmania e
Viannia, que englobam as espécies causadoras das leishmanioses (Lainson, 2010). Mais de vinte
espécies de Leishmania foram identificadas como patogénicas para humanos, causando
leishmaniose dermotrdpica, viscerotropica e mucotrépica. Os parasitos do subgénero Viannia
tém a sua distribuicdo geografica limitada ao Novo Mundo. Os parasitos do subgénero
Leishmania, abrangem todas as espécies do Velho Mundo e sdo também encontrados no Novo

Mundo. Estes subgéneros estdo agrupados da seguinte maneira (OMS, 2015) (Tabela 1):
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Tabela 1. Espécies de Leishmania patogénicas para o homem (adaptado de OMS 2015)

Subgénero L.(Leishmania L.(Leishmania L. (Viannia L. (Viannia
Velho Mundo L. donovani L. major
L. infantum L. tropica
L. killicki
L. aethiopica
L. infantum
Novo Mundo L. infantum L. infantum L. braziliensis L. braziliensis
L. mexicana L. guyanensis L. panamensis
L. pifanoi L. panamensis
L. venezuelensis L. shawi
L. garnhami L. naiffi
L. amazonensis L. lainsoni
L. lindenbergi
L. peruviana
L. colombiensis
Dermotropismo

No Brasil, as espécies mais importantes sdo L. infantum, Leishmania braziliensis, L.

guyanensis e L. amazonensis (Ministério da Saude, 2010).

As espécies de Leishmania sdo heteroxénicas, pois necessitam de dois tipos de
hospedeiros durante o seu ciclo biolégico. A transmissao ao hospedeiro vertebrado ocorre através
da picada de um flebotomineo, hospedeiro invertebrado da ordem Diptera, pertencentes a
subfamilia Phlebotominae. Estima-se que entre as mais de 800 espécies de flebotomineos
existentes, apenas 98 espécies dos géneros Phlebotomus e Lutzomyia sdo de interesse médico
com papel comprovado ou indicios de envolvimento na transmissdo de leishmaniose. No Velho
Mundo, Phlebotomus é o principal género encontrado, e no Novo Mundo 56 espécies
pertencentes ao género Lutzomyia estdo envolvidos na transmissao de 15 espécies de Leishmania
(Maroli et al. 2013; Sharma and Singh 2008).

Os hospedeiros vertebrados do parasito consistem em uma grande variedade de
mamiferos, como humanos, roedores, cées, lobos e raposas (Neuber, 2008). Durante o ciclo,
esses protozoarios apresentam duas formas evolutivas, os promastigotas e 0s amastigotas, o
primeiro nos hospedeiros invertebrados e o segundo nos vertebrados.

As formas promastigotas encontradas nos flebotomineos séo alongadas, apresentam um
flagelo livre, longo, que emerge da parte anterior do corpo celular. Apresentam um nucleo
arredondado ou oval que se situa na por¢do mediana da célula, e o cinetoplasto, em forma de
bastonete, que localiza-se entre 0 nlcleo e a extremidade anterior proximo da bolsa flagelar
(Neves, 2005). Os promastigotas apresentam ainda varias formas de transi¢cdo no interior do

intestino do inseto vetor até se diferenciarem completamente em promastigotas metaciclicos,
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formas também flageladas que possuem mobilidade intensa e sdo altamente infectantes para o
hospedeiro mamifero.

As formas amastigotas sdo intracelulares, encontradas no hospedeiro mamifero. Séo
formas esféricas ou ovais que ndo apresentam flagelo livre, mas apenas um rudimento que esta
presente na bolsa flagelar. Sdo normalmente encontradas no interior dos macrdéfagos de
mamiferos. Apresentam em seu interior um nucleo grande e arredondado e o cinetoplasto em
forma de gréo ou bastonete (Santos et al., 2008; Mishra et al., 2009b; Singh et al., 2009).

A infec¢édo do inseto ocorre durante o repasto sanguineo, quando ele suga do hospedeiro
vertebrado o sangue contendo células infectadas. No trato digestivo do vetor, ocorre a lise das
células e a liberacao das formas amastigotas, que se diferenciam inicialmente em promastigotas
prociclicos ndo infectivas e se multiplicam por divisao binaria de forma logaritmica no intestino.
Durante a metaciclogénese, ocorre o alongamento da molécula de LPG que permite o
“desligamento” do parasito do epitélio e migracao para o pro-ventriculo do inseto, diferenciando-
se em promastigotas metaciclicas infectivas. As promastigotas metaciclicas migram para a
proboscide e sdo regurgitadas para o hospedeiro vertebrado durante um novo repasto sanguineo
do inseto vetor. No local da infeccdo, as formas metaciclicas sdo fagocitadas por células do
sistema fagocitico presentes na derme. Nessas células, os parasitos ficam no vacuolo
parasitoforo, sendo capazes de resistir a agdo microbicida das hidrolases &cidas, diferenciam-se
em amastigotas e multiplicam-se por divisdo binaria, levando as células ao rompimento. As
amastigotas liberadas podem infectar outros fagdcitos adjacentes e, por via hematogénica, de
acordo com o tropismo de cada espécie, podem alcancar tecidos como baco, figado, medula 6ssea
ou linfonodos, disseminando a infeccdo (Fig. 1) (Stuart et al., 2008; Mishra et al., 2009a; Singh
et al., 2009; Lamour et al., 2012).
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Figura 1. Ciclo bioldgico de Leishmania spp. O inseto torna-se infectado durante o repasto sanguineo, ao ingerir,
do hospedeiro vertebrado, células infectadas com formas amastigotas. No vetor, as formas amastigotas diferenciam-
se em promastigotas que infectam outro hospedeiro vertebrado durante um novo repasto sanguineo. No hospedeiro
vertebrado as formas promastigotas infectam células fagocitarias, diferenciam-se em amastigotas e se multiplicam
levando as células hospedeiras ao rompimento. As amastigotas liberadas infectam novas células, disseminando a
infeccdo (adaptado de CDC, 2013).

A fagocitose constitui-se como um mecanismo importante de invasdo intracelular
utilizado por patdgenos. Ao serem infectadas, as células fagociticas utilizam diversos
mecanismos para destruir o parasito. Para que a infeccdo seja bem sucedida os patdgenos
precisam desenvolver mecanismos eficientes de evasao a resposta imune do hospedeiro, de forma
gue possam sobreviver as condi¢Bes hostis do ambiente intracelular.

Diversas moléculas de superficie estdo relacionadas a interacdo entre as formas
promastigotas de Leishmania e os macrofagos. A glicoproteina gp63 e a molécula
lipofosfoglicana (LPG) séo proteinas presentes na superficie do parasito que sdo importantes para
0 sucesso da invasdo da Leishmania e seu estabelecimento no interior do vactolo (Denkers &
Butcher, 2005). Estas moléculas interagem com receptores do complemento — CR1 e CR3 —
presentes na membrana dos macrofagos. A gp63 esta diretamente envolvida na infectividade do
parasito e na forma como este vai se ligar a membrana da célula hospedeira (Mosser & Rosenthal,

1993). No momento de diferenciagdo das formas promastigotas em amastigotas a expresséo dessa
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proteina é diminuida, evidenciando sua importancia no processo de interacdo com a célula
hospedeira. A molécula LPG também & importante para o estabelecimento das formas
promastigotas no interior do macréfago e diferenciagdo na forma amastigota. Ela afeta diversos
mecanismos desempenhados pela célula hospedeira, como a degradacéo do conteddo interno do
vacuolo formado, possivelmente atrasando o processo de fusao lisossomal (Gruenberg & van der
Goot, 2006). Essa molécula também esta relacionada a viruléncia do parasito, sendo mais
abundante em formas promastigotas metaciclicas do que em prociclicas, permitindo que as
formas metaciclicas desprendam-se do aparelho bucal do inseto e entrem em contato com o
organismo vertebrado (Lodge & Descoteaux, 2005).

Apos a invasdo, para sobreviver no meio adverso e acidificado do vactolo do hospedeiro,
0 parasito conta com a a¢do de uma ATPase translocadora de prétons presente em sua membrana,
gue mantem o pH neutro no interior do parasito (Glaser et al., 1992). Algumas espécies de
Leishmania tém a capacidade de evitar a fusdo do vactolo com lisossomos da célula hospedeira
até sua diferenciagdo em amastigotas, como L. donovani. Outras espécies, como L. amazonensis,
sdo capazes de resistir ao ambiente &cido do vacuolo parasitéforo antes mesmo da diferenciacdo
em formas amastigotas (Courret et al., 2002). As formas amastigotas de todas as espécies do
género Leishmania sdo metabolicamente ativas em pH acido, conseguindo sobreviver no
ambiente acidificado do fagolisossomo (Leirido et al., 2004). Isso se deve a presenca de um
gradiente de prétons na membrana do parasito, cuja manutencdo € essencial para sua
sobrevivéncia (Burchmore & Barret, 2001). Ap6s a completa diferenciacdo das formas
promastigotas em amastigotas e seu estabelecimento em um pH &cido, 0s parasitos sdo capazes
de se dividir no interior do vacuolo, estabelecendo a infec¢do no hospedeiro vertebrado.

Além de estabelecer uma entrada bem sucedida na célula hospedeira, o parasito também
precisa desenvolver estratégias de escape dos mecanismos microbicidas apresentados por
macrofagos. Nesse processo, a molécula gp63 também apresenta papel fundamental, protegendo
as formas amastigotas da degradacdo. Essa molécula converte o componente C3b do sistema do
complemento em uma forma inativa, C3bi, evitando a opsonizacdo pelo complemento e a
degradacdo mediada por esta via (Olivier et al., 2005).

No interior dos macrofagos, as formas amastigotas também conseguem inibir suas
fungdes microbicidas, como producédo de radicais livres, apresentacdo de antigenos e produgédo
de citocinas, devido a interagdo entre 0 macrofago e a fosfatidilserina exposta na membrana das
formas amastigotas, processo conhecido como mimetismo apoptotico (Freitas Balanco et al.,
2001; Wanderley et al., 2005). A apresentacdo de antigenos pela célula hospedeira também é

alterada pelo parasito, que consegue diminuir a capacidade de apresentagdo de antigenos a outros
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componentes do sistema imune (Reiner et al., 1987). Esses e outros mecanismos de evasao séo

fundamentais para o estabelecimento de uma infec¢do bem sucedida.

1.2. As leishmanioses

As leishmanioses apresentam diferentes formas de manifestacéo clinica, que dependem
da espécie do parasito que foi transmitido pelo vetor e da resposta imune do hospedeiro
vertebrado acometido (Santos et al., 2008). As manifestacdes clinicas variam desde Ulceras
cuténeas localizadas a doenca sistémica fatal (EI-On, 2009). A doenca se apresenta em duas
grandes formas clinicas no homem: tegumentar, que acomete pele ou mucosas, e visceral, que
acomete as visceras.

As leishmanioses ocorrem em 98 paises e 5 continentes apresentam transmissdo
endémica. O numero de casos totais é superior a 58.000 casos de leishmaniose visceral e 220.000
de leishmaniose cutdnea (OMS, 2015). Mais de 90% dos casos de LV estdo concentrados em
apenas seis paises: india, Bangladesh, Sud&o, Sud&o do Sul, Brasil e Etiopia (Alvar et al., 2012).
A leishmaniose cutdnea apresenta uma maior distribuicdo e os dez paises com grande nimero de
casos registrados sao: Afeganistdo, Argélia, Colémbia, Brasil, Ird, Siria, Etiopia, Suddo do Norte,
Costa Rica e Peru. Juntos esses paises correspondem a 75% da incidéncia global estimada de LC
(Alvar et al., 2012).

Em 2012, do total dos 50.060 de LC reportados nas Américas, 47,5% foram notificados
pelo Brasil, e dos 3.214 casos notificados de LV, o Brasil representa 97% (OMS, 2015).

Dados da Secretaria de Vigilancia do Ministério da Saude apontam as regides Norte e
Nordeste com os maiores nimeros de casos notificados para leishmaniose no Brasil (Ministério
da Salde, 2014).

Na Tabela 2 estdo os principais sintomas, espécies e epidemiologia relacionados as

manifestacdes clinicas.
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Tabela 2. Principais sintomas, espécies e distribuicédo relacionados as manifestacdes clinicas das
leishmanioses (adaptado de Nagle et al., 2014).

Apres,er'lta(;ao Sintomas Espécies Prevaléncia
Clinica ]
. . Febre prolongada, esplenomegalia, India, Bangladesh,
Leishmaniose ; ; . . .
X hepatomegalia, pancitopenia, anemia L. donovani Nepal, Leste da
Visceral . P
progressiva e perda de peso Africa
Regido do
L infantum Mediterraneo,
' Ameéricas do Sul e
Central
L. siamensis Tailandia
Leishmaniose . ~ R Leste da Africa,
- . Dermatite grave com lesdes cutaneas e . P
Dérmica Pds ; L. donovani India, Bangladesh,
placas pelo corpo contendo 0s parasitos
Calazar Nepal
Leishmaniose L. aethiopica Sul da Europa,
A Pépulas eritematosas e lcera no local L. killicki Oriente Médio,
Cuténea (Velho . . X P
da picada do inseto vetor L. tropica Sudeste da Asia e
Mundo) ) Ay
L turanica Africa
L. major
L. amazonensis
L. braziliensis
L. colombiensis
LelsAhmanlose Péapulas eritematosas e Ulcera no local L. guyanensis Américas Central
Cutéanea (Novo . . L. mexicana
da picada do inseto vetor . e do Sul
Mundo) L. panamensis
L. peruviana
L. venezuelensis
L. pifanoi
L. aethiopica
Leishmaniose  LesBes destrutivas e desfigurantes em L. braziliensis Etiopia, Américas
Mucosa mucosas 0ro-nasais L. guyanensis do Sul e Central
L. panamensis

A leishmaniose cutanea (LC) é a forma mais prevalente da doenca, causada

principalmente pelas espécies de Leishmania dermotropicas, L. major, L. tropica, L. aethiopica,

L. braziliensis, L. amazonensis e L. guyanensis (Brito et al., 2012; Fraga et al., 2012). As les6es

usualmente sdo encontradas em partes expostas da superficie corporal como maos, rosto ou

pernas (Neuber, 2008; David et al., 2009). A LC inicia-se com uma papula no local da picada do

inseto, que aumenta de tamanho, forma uma crosta e eventualmente ulcera (Reithinger et al.,

2007), mas pode evoluir para a cura espontanea. As lesbes se apresentam como Ulcera de

superficie plana com margens aumentadas e bem delimitadas.

Nas Américas, as principais espécies envolvidas sdo as do complexo L. mexicana e do

subgénero Vianna (Myler, 2008). Na regido norte do Brasil, as lesbes multiplas sdo

frequentemente causadas por L. guyanensis e parecem estar relacionadas as maltiplas picadas de
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Lutzomya umbratilis ou por disseminacao linfatica metastatica (Lainson, 2010). Um estudo nesta
regido, com 180 pacientes diagnosticados com leishmaniose, mostrou uma prevaléncia de
infeccdo com L. guyanensis de 94% e com L. braziliensis de 6% (Benicio et al., 2011).

A leishmaniose cutaneo-difusa (LCD) apresenta infeccdo e mecanismos de transmisséo
similares aos da leishmaniose cutdnea. Sob o ponto de vista clinico, inicialmente apresenta-se
como macula, papula ou nédulo no local da inoculagao, que evolui de forma lenta com formacéo
de placas e multiplas nodula¢des ndo ulceradas disseminadas pelo corpo, face (nariz, regides
malares, labio superior, orelhas) e membros (bracos, antebracos, pernas, pés) (Ministério da
Saude, 2010). As lesdes apresentam-se como eritemas, papulas, tubérculos, nodulos, infiltragdes
difusas e aspecto tumoral. A infiltracdo pode envolver extensas areas do corpo (Costa e al., 2009).

As espécies envolvidas estdo associadas ao complexo L. mexicana (L. amazonensis, L.
mexicana, L. pifanoi) no continente americano. Na Africa, L. tropica e L. aethiopica sdo as
principais espécies (OMS, 2010).

A leishmaniose mucosa (LM) provoca destruicdo intensa da cavidade oro-nasal e da
faringe, podendo provocar lesdes desfigurantes e mutilacdes na face. Na maioria dos casos, a LM
resulta da leishmaniose cutanea de evolucgdo cronica e curada sem tratamento ou com tratamento
inadequado (Goto et al., 2010). A LM desenvolve na presenca de uma resposta imunoldgica
insuficiente ou induzida ao erro na fase inicial da LC. Pacientes coinfectados com o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e Leishmania apresentam taxas mais elevadas de
desenvolvimento de LM (46,7-68%) do que pacientes infectados somente com Leishmania
(1,5%) (Maretti-Mira et al., 2012).

No Brasil, a LM é causada principalmente por L. braziliensis, mas outras espécies
também podem desencadeé-la, como L. panamensis, L. guyanensis, L. amazonensis e L. major
(Fraga et al., 2012).

A leishmaniose visceral (LV), também chamada calazar, é a forma mais grave da doenca,
sendo fatal quando ndo tratada. O parasito é inoculado na pele e migra, via circulagdo linfatica e
sanguinea, infectando células do sistema fagocitico de diferentes érgdos como baco, figado,
linfonodos e medula 6ssea. Caracteriza-se por febre, perda de peso, hepatoesplenomegalia,
linfadenopatia e anemia (Maltezou, 2010). A LV é causada por L. donovani e L. infantum no
velho mundo e somente por L. infantum (syn. L. chagasi) no novo mundo (Lukes et al., 2007).

Existem dois tipos de LV, que diferem em suas caracteristicas de transmissdo: LV
zoonotica, transmitida de animal para vetor, e vetor ao ser humano e LV antropondtica,
transmitida de humano para vetor, vetor para humano. No primeiro caso, 0s seres humanos séo

hospedeiros ocasionais, e principalmente cdes, sdo o reservatorio do parasito. LV zoonética é
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encontrada em areas de transmisséo de L. infantum, enquanto que LV antropondtica é encontrado
em areas de transmissdo de L. donovani (Antinori et al., 2012; Chappuis et al., 2007).

Na infec¢do por L. donovani, ap6s a recuperacéo, o paciente pode desenvolver uma forma
de leishmaniose cutanea cronica, causada por L. donovani, chamada leishmaniose dérmica pos-
calazar, de tratamento longo (Srivastava et al., 2011). A doen¢a manifesta-se como multiplas
méculas hipocrémicas, papulas eritematosas e nddulos que usualmente se espalham a partir da
regido oral para outras areas do corpo (Piscopo et al., 2006). Estudos buscam conhecer se a
leishmaniose dérmica pos-calazar desempenha papel importante na transmissao da LV, devido a
localizagdo dérmica dos parasitos nas lesbes, especialmente as papulonodulares, ricas em
parasitos, que os torna mais acessiveis para o flebotomineo (Ganguly et al., 2010; Mukhopadhyay
etal., 2014).

A leishmaniose vem sendo descrita em varios municipios brasileiros, ampliando a sua
distribuicdo geografica, apresentando mudancas importantes no padrdo de transmissao,
inicialmente predominando em ambientes silvestres e rurais e, mais recentemente, em centros
urbanos. Esse processo de expansdo geografica das leishmanioses estd associado a pressao
antropica sobre o ambiente, a ocupacdo desordenada do espaco fisico e a capacidade de

domiciliacédo do flebotomineo (Ministério da Saude, 2010).

1.3. Tratamento

Baixa eficacia, alta toxicidade, dificuldade de administracdo, altos custos e crescente
resisténcia sdo alguns dos problemas associados as opcOes terapéuticas utilizadas para o controle
das leishmanioses. Apesar das diferencas de suscetibilidade a farmacos existentes entre as varias
espécies de Leishmania e de existirem varias formas de manifestacdo da doenca, 0s
medicamentos usualmente empregados nos tratamentos s&o 0s mesmos (Goto et al., 2010).

Em geral, a primeira linha de medicamentos utilizada no tratamento contra a leishmaniose
se baseia no uso dos antimoniais pentavalentes complexados a carboidratos, o antimoniato de
metilglucamina (Glucantime®) e o estibogluconato de sddio (Pentostam®). No Brasil, 0
antimonial utilizado como primeira escolha no tratamento da leishmaniose é o antimoniato de
metilglucamina (Ministério da Saude, 2010), administrado por via intramuscular ou endovenosa.

O mecanismo de ac¢do dos antimoniais ainda ndo foi completamente elucidado, mas um
consenso geral é de que agem sobre varios alvos importantes para a bioenergética do parasito,

como a glicolise, a beta-oxidacao de &cidos graxos e a inibi¢do da fosforilacdo do ADP (Franco
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et al., 1995). O antimdnio também pode alterar o potencial tiol-redox em ambas as formas do
parasito, tornando-o mais suscetivel ao estresse oxidativo (Wyllie et al., 2004).

Os antimoniais sdo medicamentos injetaveis, frequentemente requerem hospitalizacao,
acarretam desconforto para o paciente e alto custo. Diversos efeitos adversos estao relacionados
ao seu uso. Os principais consistem em artralgia, mialgia, anorexia, nauses, vémitos, plenitude
géastrica, epigastralgia, dor abdominal, pancreatite, prurido, febre, fraqueza, cefaléia, tontura,
insbnia, nervosismo, choque pirogénico e edema (Ministério da Saude, 2010). Efeitos adversos
graves, como cardiotoxicidade e falha renal podem ocorrer, principalmente, em pacientes idosos,
cardiopatas e com insuficiéncia renal. Além disso, o uso deste medicamento ndo é indicado
durante a gravidez (Goto et al., 2010).

Além dos efeitos colaterais, varias limitacbes comprometem a utilizacdo dos antimoniais
no tratamento, como eficacia varidvel em relacdo ao tipo de leishmaniose, e surgimento de
resisténcia (Croft et al., 2003).

A anfotericina B, farmaco de segunda escolha para o tratamento da leishmaniose no
Brasil, ¢ uma lactona macrolidica poliénica com potente acdo antifingica, usada para o
tratamento de micoses sistémicas. Seu mecanismo de acdo € decorrente de sua afinidade pelo
ergosterol, esterol presente na membrana de Leishmania e fungos, e ausente nas membranas de
células de mamiferos (Singh et al., 2004). Dessa forma, a anfotericina B forma poros na
membrana dos parasitos, levando-os a morte por lise celular (Ramos et al., 1996). No entanto,
este farmaco pode se ligar, em menores proporc¢des, ao colesterol das membranas celulares de
mamiferos, induzindo efeitos adversos sobre os pacientes. A anfotericina B é administrada por
infusdo venosa e pode produzir febre, calafrio, dor nas articulacbes, e nefrotoxidez. A sua
utilizacdo requer hospitalizagdo e acompanhamento (Mishra et al., 2007).

A diminuicdo dos efeitos toxicos da anfotericina B foi conseguida com as formulagdes
lipidicas. Essas formulacdes incluem a anfotericina B lipossomal (L-AmB: Ambisome®),
disperséo coloidal de anfotericina B (ABCD: Anfocil®) e complexo lipidico de anfotericina B
(ABL: Abelcet®) (Mishra et al., 2009b; Singh et al., 2009). Essas formulagdes estdo entre os
mais notaveis avancos na terapia da leishmaniose (Blum et al., 2009), mas apresentam alto custo,
0 que inviabiliza sua utilizacdo pela maior parte da populagao afetada.

A pentamidina é uma poliamina utilizada contra protozoarios patogénicos, como por
exemplo o T. brucei e também para leishmaniose visceral resistente aos antimoniais (Piscopo et
al., 2006), e no tratamento da leishmaniose cutanea e leishmaniose visceral em algumas regides
do Novo Mundo (Goto et al., 2010). A pentamidina provoca a morte do parasito por interferir na

sintese do seu DNA, induzindo modifica¢cbes na morfologia do cinetoplasto e fragmentagdo
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mitocondrial (David et al., 2009; Goto e et al., 2010). Comercializada em duas formulacdes
injetaveis, o seu uso é limitado devido a sua toxicidade (Piscopo et al., 2006). As principais
reacOes incluem dor no local da injecdo, gosto metélico, dores de cabeca, hipotenséo, sincope e
hipoglicemia (Goto et al., 2010). Estudos demonstram que a pentamidina atua inibindo a
topoisomerase Il (topoisomerase mitocondrial) e resulta em alteracdes caracteristicas de
apoptose, como externalizagcdo de fosfatidilserina, liberagdo de citocromo C, ativagdo de
proteases e fragmentacdo de DNA (Singh e Dey, 2007).

A miltefosina € o mais recente farmaco leishmanicida disponibilizado no mercado e o
principal avanco no tratamento da leishmaniose nos ultimos anos, uma vez que € 0 primeiro
farmaco de administracdo oral utilizado no tratamento da leishmaniose. E uma fosfocolina que
foi licenciada pelo governo indiano em 2002 e atualmente j& esta licenciada em diversos paises
(Berman, 2008), eficaz até mesmo no tratamento de coinfec¢cdes com o virus HIV (Schraner et
al., 2005).

Esse composto se liga a membrana plasmatica, € internalizado pela célula do hospedeiro
e induz alteragGes significativas no metabolismo do parasito. Foi demonstrado que estimula
producdo de 6xido nitrico e expressdo de iNOS em macrdfagos. Além disso, a miltefosina induz
um aumento na quantidade de receptores de IFN-y, elevando a resposta de macrofagos infectados
para o controle da infeccdo (Wadhore P. et al., 2009). Também induz a morte celular por apoptose
em L. donovani (Paris et al., 2004) e L. amazonensis (Marinho et al., 2011), provocando diversas
alteracdes no parasito, como externalizacao de fosfatidilserina e fragmentacdo de DNA.

Dentre os problemas relacionados ao uso da miltefosina esta o seu potencial teratogénico,
sendo contra-indicado na gravidez, ou para mulheres em idade fértil e criancas. A resisténcia
pode ocorrer durante o tratamento devido a mutacgdes, que levam a diminui¢do no acumulo do
farmaco na célula (Maltezou, 2010). Além disso, efeitos adversos como distdrbios
gastrointestinais e toxicidade renal foram observados. O alto custo € um fator que limita a sua
utilizacdo (Mishra et al., 2009a; Singh et al., 2009) e os indicios de teratogenicidade em animais
tem sido um dos fatores limitantes para o licenciamento pela ANVISA no Brasil.

A paramomicina é um aminoglicosideo ativo por via topica, eficaz contra bactérias e
protozoarios, incluindo Leishmania (Neal, 1968). Ela se liga a subunidade ribossémica 30S,
interferindo com a iniciacdo da sintese proteica (Trudel et al., 2008). Outros estudos
demonstraram que a paromomicina promove disfuncdo no sistema respiratério do parasito,
impede o seu crescimento e altera a fluidez de membrana (Maarouf et al., 1997a; Maarouf et al.,
1997b).
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Para aumentar a quantidade de paromomicina na pele e nos parasitos das lesdes, trés
preparacdes de pomadas séo utilizadas para leishmaniose cutanea: paromomicina 15% com
cloreto de metilbenzeténio 12%, paromomicina 15% com 10% de uréia e paromomicina com
gentamicina 0,5%. Estas formulacbes apresentam resultados varidveis de acordo com a espécie
envolvida e a situacdo epidemiologica (Monge-Maillo e Lopez-Vélez, 2013).

A paramomicina também é utilizada por via oral e via parenteral no tratamento da
leishmaniose cutadnea no Novo e no Velho Mundo (Goto et al., 2010). Apesar de ser um farmaco
eficaz contra as leishmanioses, com baixo custo, menor tempo de administracdo e bom perfil de
seguranca, a sua utilizacdo € limitada pelos seus efeitos colaterais, como toxicidade renal e dano
a um nervo craniano (Singh et al., 2004).

Outros farmacos sdo utilizados como medicamentos alternativos para o tratamento das
leishmanioses. Estudos demonstram a eficacia do fluconazol, cetoconazol e itraconazol, azois
desenvolvidos para tratamento de infec¢des fungicas, mas usados no tratamento da leishmaniose.
A dapsona é eficaz no tratamento da leishmaniose no Velho Mundo e a rifampicina apresenta
eficdcia variada (Monzote, 2009). A azitromicina apresenta atividade contra L. major, mas
relatos do Novo e Velho Mundo apresentam resultados divergentes, com taxas de cura de 85% e
27,6%, respectivamente (Goto et al., 2010).

Diversas falhas nas terapias citadas ja foram relatadas. Essas falhas podem estar
relacionadas a resisténcia do parasito durante o tratamento (Hadighi et al., 2006) ou podem ser
decorrentes de deficiéncias de natureza imunologica (Gil et al., 2007). A associacdo entre
leishmaniose e a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) tem crescido muito. A
maioria dos casos de coinfeccdo Leishmania e HIV nas Américas é notificada no Brasil, onde a
incidéncia de leishmaniose se espalhou nos Gltimos anos devido a sobreposi¢do com as principais
areas de transmissao do HIV. O tratamento da leishmaniose em pacientes HIV apresenta nimero
reduzido de opcdes terapéuticas (Alvar et al., 2007).

A necessidade de mecanismos de prevencdo e controle das leishmanioses é urgente e por
isso é tdo necessaria a busca pela identificacdo de novos alvos especificos no parasito para o
desenvolvimento de farmacos e vacinas eficazes, seletivas e de baixo custo contra todas as

espécies de Leishmania.

1.4. Alvos terapéuticos

1.4.1. Biossintese de esterdis
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Dentre os lipideos, principais constituintes das membranas celulares, encontram-se 0s
esterois, que regulam a fluidez das membranas biolégicas, controlam o ciclo celular, entre outras
funcBes. A via biossintética dos esterois nos tripanossomatideos diverge da via dos mamiferos.
Assim, determinadas etapas sdo consideradas alvos para o desenvolvimento de farmacos. Os
tripanossomatideos, bem como os fungos, sintetizam esterdis de esqueleto ergostano,
caracterizado pela presenca de ramificagdes na posicdo 24, estruturalmente diferentes do
colesterol, principal esterol de mamiferos (Almeida-Amaral et al., 2014).

Na composicdo de esterois de Leishmania foram identificados esqualeno, lanosterol
(4,4,14a-trimetilcolesta-8,24-dieno-3B-o0l, 1) e dimetilzimosterol (4a,14a-dimetilcolesta-8,24-
dieno-3pB-ol, 3) (Goad et al., 1984). A descoberta dessas substancias sugeriu que a biossintese de
esterol ocorria de maneira similar a dos fungos, uma vantagem para a quimioterapia com alvo
nesta via (Almeida-Amaral et al., 2014).

O conhecimento sobre a biossintese de esterdis foi adquirido, em sua maior parte, através
de estudos sobre o colesterol, na via biossintética dos mamiferos, que conta com 4 estagios. No
estagio 1, ocorre a sintese de um intermediario com seis &tomos de carbono, o &cido mevaldnico.
O estagio 2 envolve a conversdo do acido mevalénico em unidades de isopreno ativadas. O
estagio 3 consiste na polimerizacdo de seis unidades isoprénicas com cinco 4&tomos de carbono
para formar a estrutura linear do esqualeno, com trinta &tomos de carbono. No estagio 4 ocorre a
ciclizacdo do esqualeno, formando os quatro anéis do nucleo de esterdis, e uma série de mudancas
posteriores levam aos produtos finais (Nelson et al., 2014). A biossintese dos esterdis dos
tripanossomatideos ocorre de acordo com essa linha geral, com diferencia¢@es nas etapas finais.

Essa via biossintética parece ser essencial para Leishmania, ja que a sua inibicdo leva a
morte dos parasitos. A inibicdo das enzimas HMG-CoA redutase, esqualeno epoxidase, C-14
desmetilase e C-24 metiltransferase, por exemplo, pelas estatinas (sinvastatina, lovastatina),
alilaminas (terbinafina), azdis (cetoconazol, miconazol, itraconazol e fluconazol) e azasterdis
(Fig.2) , é fatal tanto para Leishmania, quanto para o Trypanosoma cruzi (Berman et al., 1984;
Beach et al., 1988; Haughan et al., 1992; Rodrigues et al., 2002) (Fig. 2).

Os antifangicos imidazdlicos e triazdlicos possuem alta atividade de inibicdo da
biossintese de esterdis e do crescimento de Leishmania spp. (Goad, 1994) e T. cruzi (Liendo et
al., 1999). Eles atuam na enzima citocromo P450 C-14 desmetilase (CYP51), essencial na
biossintese de esterdis do fim da via, ocasionando a diminuigdo de esterdis C-28 e C-29 e
acumulo de varios esterdis metilados, levando o parasito a morte (Goad, 1994). Novas isoformas

de CYP51 foram encontradas em Trypanosoma brucei, T. vivax, T. cruzi e Leishmania spp. Essas
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isoformas possuem 74-86% de identidade entre elas e de 22-33% com C-14 desmetilase de outros
reinos biologicos. Ha homologia também com a CYP51 de Mycobacterium tuberculosis (28%)
e humana (27%) (Lepesheva e Waterman, 2004).

O cetoconazol, um importante derivado imidazolico, apresenta como efeito adverso a
inibicdo de outras enzimas do complexo P450 oxidase, como a CYP3A4. Curiosamente, 0S
inibidores da protease do HIV (IPs-HIV) também possuem como efeito adverso a inibicdo de
enzimas desse complexo. Além disso, o tratamento com os IPs-HIV lopinavir/ritonavir, em
pacientes com AIDS, pode resultar em alteracdes da concentracdo de colesterol total e
triglicerideos. Esses pacientes podem sofrer redistribuicdo ou acumulo de gordura corpdrea,
incluindo obesidade, crescimento do seios ou aparecimento de ginecomastia, aumento da gordura
dorso cervical, emagrecimento periférico e aparéncia cushingoide. Também podem apresentar
lipoatrofia, lipoacumulacdo ou a combinacdo destas condicdes, referida como lipodistrofia
(Anuurad et al., 2010; Reis et al., 2011).
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V, 4,14-dimetilfecosterol; VI, 14-metilfecosterol; VI, zimosterol; VIII, colesta-5,7,24-trien-33-ol; 1X, colesta -7,24-dien-3p-ol; X,
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ergosterol; ES, esqualeno sintase; EE, esqualeno epoxidase; EMT, esterol metiltransferase; EMR, esterol metil-redutase; EDM, esterol
14 desmetilase (adaptado de Rodrigues et al., 2002).
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1.4.2. Proteases de Leishmania

As proteases, também conhecidas como peptidases, formam um diversificado e amplo
grupo de enzimas que estdo presentes em diferentes sistemas bioldgicos, como por exemplo:
animais, plantas, helmintos e protozoarios. Essas proteinas que compdem cerca de 2% da massa
de todos os organismos multi e unicelulares, possuem um papel de extrema importancia nos
fendmenos biologicos. As proteases, também sdo conhecidas por sua importancia médica, ja
tendo descrito na literatura os mecanismos de catalise, especificidade e relagéo estrutura e funcao.
Sendo assim, tornam-se 6timos alvos farmacolégicos (McKerrow et al., 2008).

As proteases sdo denominadas: A- aspartico, C-cisteina, M- metalo, G- glutdmico, T-
treonina, S- serina, N- asparagina e U para mecanismo de hidrélise desconhecido. Estas
denominacdes estdo associadas ao sitio catalitico e quando referidas devem ser citadas com duas
letras, sendo a primeira referente a familia a qual esta protease pertence (Beynon & Bond, 2001,
Barret et al., 2003; Rawlings et al., 2012; MEROPS, 2015).

Na interacdo dos tripanossomatideos com a célula hospedeira, as proteases sao
fundamentais, uma vez que estdo envolvidas com a degradacéo do tecido conjuntivo no momento
da penetracdo dos tripanossomatideos nas células ou tecidos alvos. Esta degradacdo ocorre em
proteinas do citoesqueleto no momento da ruptura das células do hospedeiro; isso ocorre por
mecanismos de evasdo, blogueio na circulacdo sanguinea do hospedeiro e, também, do sistema
fibriolitico dependente de cascatas catalisadas por proteases; além disso, também esta envolvido
a variabilidade antigénica do parasito (Mckerrow et al., 1993; Mckerrow et al., 2006).

Vale destacar que além de estarem envolvidas nos fatores de viruléncia dos
tripanossomatideos, as proteases estdo associadas ao seu ciclo de vida, como transicdo do seu
estagio de vida. Outra caracteristica importante, é a participacdo nos processo nutricional do
parasito. (Mckerrow et al., 1993; Sajid et al., 2002).

As metalo e as cisteino proteases, sdo as classes mais comumente encontradas em
tripanossomatideos (Branquinha et al., 1996; Santos et al., 2005). Além dessas, as proteases da
classe serino, treonina e aspartico também foram identificadas (Burleigh et al., 1997; Paugam et
al., 2003; Silva-Lopez et al., 2004; Alves et al., 2005; Valdivieso et al., 2007).

As proteases que contribuem para viruléncia e patogénese de Leishmania sdo as mais
diversos. Dentre eles, podemos destacar uma metalo protease de 60-65 kDa (MSP- “major
surface peptidase™), gp63, PSP ou leishmanolisina (“promastigote surface peptidase™), que €

considerada a glicoproteina mais abundante expressa na superficie celular das formas
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promastigotas (Bordier e et al., 1987; Yao et al., 2003). A protease gp63 estd associada a
resisténcia a lise mediada pelo sistema complemento, invasdo dos macrofagos, confere protecéo
dentro do fagolisossomo de macrdfagos, além da inibicdo da quimiotaxia de neutrdfilos e
monocitos (Yao et al., 2003). A gp63 promove a morte apoptética mediada por peptideos
antimicrobianos (Kulkani et al., 2006) e inibe a proliferacdo de células NK (Natural Killer) (Lieke
et al., 2008).

As leishmanias pertencentes principalmente ao complexo mexicana expressam niveis
elevados de cisteino proteases. Das proteases, as que sdo melhor caracterizadas séo as similares
a catepsina L (CPA e CPB) e as similares a catepsina B (CPC), localizadas nos megassomas
(organelas ditas como grandes lisossomos, ricas em cisteino proteases, especificas das formas
amastigotas) (McKerrow et al. 2006).

Estas cisteino proteases sdo codificadas por genes de baixa massa molecular (cpa, cpb,
cpc) e sdo encontradas na maioria das espécies de Leishmania. Mutantes nulos para cada um dos
genes geraram resultados sugerindo que a CPB pode estar envolvida na diferenciagdo de
promastigota em amastigota; outra possibilidade é que possa estar envolvida no mecanismo de
evasdo ao sistema imune (Frame et al, 2000; Mottram et al., 2004).

Outro fator relevante é que CPA ndo é essencial para a replicacdo de L. infantum.
Entretanto, tem uma importancia relevante na interagdo parasito-hospedeiro (Denise et al., 2006).
Estratégias experimentais como Knock-down ou Knock-out dos genes ou inibicdo da CPA e CPB
em L. mexicana causaram interferéncia na via de autofagia que ocorre durante a diferenciacéo
para amastigotas, como também impede a metaciclogénese, incrementando a hipdtese de que a
autofagia é requerida para a diferenciacdo celular (Williams et al., 2006).

As serino proteases localizam-se em estruturas semelhantes as responsaveis pelas vias
exociticas de células de mamiferos e, principalmente, na bolsa flagelar (Silva-Lopez et al., 2004;
Morgado-Diaz et al., 2005). Na bolsa flagelar, ja foi descrito uma serino protease destinada a
exportacdo extracelular e associada a viruléncia (Duboise et al., 1994; Silva-Lopez et al., 2004).
Existem alguns indicios que as serino proteases possam estar envolvidas nos mecanismos de
evasdo, tendo em vista que hamsters imunizados com amastigotas de L. braziliensis apresentaram
imunidade protetora somente quando as formas infectivas do parasito foram pré-tratadas com
tosilfenilalaninaclorometilcetona (TCLK), inibidor de serino protease (O’Daly et al., 1986).
Também foi demonstrado que as serino proteases solUveis de antigenos das formas promastigotas
do parasito podem ativar citocinas de células auxiliares do tipo 2 (Th2) in vitro (Matos-Guedes

et al., 2010), contribuindo para a proliferacdo do parasito.
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As aspartico proteases funcionam em condicOes acidas, o que limita a funcéo e atividade
da enzima a alguns locais especificos nos diferentes organismos. Por esta razdo, a ocorréncia
desta classe € menos abundante do que as outras (Dash et al., 2003).

Estas enzimas proteoliticas, por terem participacdo nos mais diversos processos
bioldgicos e patologicos, tém recebido grande atencdo como alvos para intervencéo
farmacoldgica (Dash et al., 2003). Os principais investimentos estdo associados ao envolvimento
da catepsina D, uma aspértico protease, na metastase do cancer de mama, da protease do HIV na
AIDS e o envolvimento da renina na hipertenséo (Dash et al., 2003).

Na familia Trypanosomatidae, as aspartico proteases ndo estdo bem caracterizadas,
entretanto ja foi descrito que ocorre uma diminuicdo dessa atividade enzimética durante a
transformacéo de promastigota em amastigota de L. amazonensis (Burleigh et al., 1997; Paugam
et al., 2003; Silva-Lopez et al., 2004; Alves et al., 2005; Valdivieso et al., 2007).

Além disso, esta atividade enzimatica foi descrita em fracGes solUveis de promastigotas
de L. mexicana e de L. amazonensis, possuindo a capacidade de degradar um substrato sintético
especifico para aspartico proteases do tipo catepsina D (Alves et al., 2005; Valdivieso et al.,
2007).

A importancia dos estudos que envolvem as proteases dos parasitos recai sobre a geracao
de informacfes sobre a bioquimica e biologia do parasito, e também do esclarecimento de
diferentes prismas da interacéo parasito-hospedeiro (Santos et al., 2009).

1.4.3. Aspértico proteases

Caracteristicamente as aspartico proteases utilizam dois grupamentos carboxilicos de
acido aspartico do seu sitio ativo para realizar a catalise, e sua atividade hidrolitica 6tima ocorre
em pH baixo e, preferencialmente cliva seu substratato em uma regido entre aminoacidos
hidrofébicos e considerados grandes (Santos et al., 2013). Entretanto, estes critérios sao flexiveis
e passiveis de diferenca de acordo com os sistemas bioldgicos nos quais as proteases estao
inseridas, tais como: funcdo, localizacéo e atuacdo de inibidores (Santos et al., 2013).

As aspartico proteases sdo enzimas produzidas na forma inativa, e se tornam ativas apenas
com a conversao que se desencadeia em meio acido e de forma auto-catalitica. No banco de dados
MEROPS, proteases das diferentes classes sdo agrupadas em familias com base nas semelhancas
significativas na sequéncia de aminoacidos. Familias de homologos que surgiram a partir de uma

origem evolutiva comum sdo agrupadas em clds. O cla representa uma ou mais familias, que
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mostram evidéncias sobre a relacdo evolutiva por estruturas terciarias semelhantes, sobre a ordem
dos residuos no sitio catalitico na cadeia polipeptidica e seu padrdo de sequéncias de nucleotideos
e aminoacidos. De acordo com esse banco de dados estas proteases sdo subdivididas em cinco
clds, sendo eles: AA, AC, AD, AE e AF. Cada um destes ¢ subdivido em subfamilias, de acordo
com as caracteristicas estruturais e bioquimicas; entretanto, as que sdo indistinguiveis
bioquimicamente sdo reunidas de acordo com a sua homologia (Rawlings e Barrett, 1993;
Rawlings et al. 2004).

1.5. Inibidores de protease do HIV e sua acao sobre patégenos oportunistas

Os inibidores da aspartico protease do HIV (IPs-HIV), na quimioterapia da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), constituem o exemplo de maior impacto e sucesso da
abordagem de inibigdo da atividade proteolitica como forma de controlar um patdgeno (Dash et
al., 2003). A primeira geracdo de IPs-HIV desenvolvida compreende: saquinavir, ritonavir,
indinavir, nelfinavir e amprenavir, e a segunda geracdo: fosamprenavir (profarmaco do
amprenavir), lopinavir, atazanavir, tipranavir e darunavir (FDA, 2008).

Nos pacientes com AIDS, a incidéncia, morbidade e mortalidade das coinfecgdes virais,
bacterianas, flngicas e parasitarias diminuiram drasticamente ap6s a introducdo dos inibidores
de protease no esquema da terapia antirretroviral (TARV). Isso ocorreu por volta de 1996, dando
origem a uma nova fase do tratamento que alguns autores chamam de terapia antirretroviral de
alta eficiéncia (HAART, sigla em inglés) (Palella et al., 1998; Pozio et al., 2005). Embora na
maioria dos casos estas melhorias tenham sido atribuidas a recuperacdo da imunidade do
hospedeiro, o controle de infecgdes oportunistas foram demonstradas mesmo na auséncia de
recuperacdo imunolégica (Mele et al., 2003). Esse fato e deve a inibi¢do direta de aspartico
proteases dos patogenos oportunistas, como demonstrado em algumas bactérias, fungos e
protozoarios (Santos et al, 2009; Valdivieso et al, 2010; Tsang & Hong, 2010; Braga-Silva et al,
2010).

De acordo com a literatura, os IPs-HIV teriam um efeito direto sobre algumas infecgdes
oportunistas, tendo sido demonstrado para Pneumocystis carinii, Candida albicans,
Cryptosporidium parvum, Toxoplasma gondii, Plasmodium falciparum (Pozio et al., 2005),
Fonsecaea pedrosoi (Palmeira et al., 2008), Leishmania major, Leishmania infantum (Savoia et

al., 2005; Trudel et al., 2008) e Leishmania amazonensis. Para L. amazonensis, 0s inibidores
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nelfinavir e lopinavir inibem acentuadamente a multiplicacdo do parasito in vitro (Santos et al.,
2009).

Muitos trabalhos tém sido realizados para testar os efeitos dos IPs-HIV sobre Leishmania,
impulsionados pela reducao drastica na incidéncia, morbidade e mortalidade das co-infecg¢des
apos a introdu¢do do HAART (Cruz et al., 2006). Os inibidores foram capazes de promover
efeitos nocivos sobre a proliferacdo e ultraestrutura, bem como reducdo da capacidade de
Leishmania em infectar e sobreviver no interior de macroéfagos de células hospedeiras (Savoia et
al., 2005; Valdivieso et al., 2007; Trudel et al., 2008; Santos et al., 2009; Valdivieso et al., 2010).
Embora haja alguma diferenga quanto a magnitude, a agdo anti-proliferativa desses inibidores
parece clara em Leishmania spp.

A eficacia dos IPs-HIV contra as infec¢bes citadas pode ser atribuida & sua acdo
antiinflamatdria (Tovo, 2000), sua capacidade de bloquear o proteassoma celular (Andre et al.,
1998) e promover apoptose (Gaedicke et al., 2002). Além disso, percebe-se um efeito sinérgico
entre os farmacos rotineiramente utilizados contra as infecgdes oportunistas e os IPs-HIV
(Hommer et al., 2003; Casolari et al., 2004). Alternativamente, eles poderiam atuar diretamente
sobre as aspartico proteases produzidas pelos protozoarios. Um exemplo de aplicacdo préatica da
sinergia entre os diferentes farmacos é a diminuicao das doses dos antimicoticos, que possuem
muitos efeitos colaterais, no tratamento de infec¢bes fangicas em individuos HIV positivos
(Casolari et al., 2004).

1.6. Hidroxietilaminas (HEAS), precursores na sintese dos inibidores de protease do
HIV

Uma série de hidroxietilaminas, intermediarias da sintese dos inibidores de aspartico
protease do HIV, foi sintetizada pelo grupo da Dra. Claudia Branddo. Essas substancias sao
compostos que apresentam hidroxietilaminas centrais, com capacidade de inibir aspértico
proteases do HIV (Ghosh et al., 2001; Brik et al., 2003), de Plasmodium falciparum (Noteberg
etal., 2003; Parikh et al., 2005; Andrews et al., 2006) e de Leishmania spp. (Savoia et al., 2005).
Além disso, 0s amino-alcoois presentes sdo compostos importantes e versateis, com aplicacdes
em muitas areas, como quimica sintética e medicinal. Diferentes compostos contendo o alcool
na porcdo amino foram sintetizados para serem usados em varias doengas (Ferreira et al., 2009).

Em estudos anteriores, demonstramos a atividade leishmanicida in vitro e in vivo de

hidroxietilpiperazinas, que sdo moléculas intermediarias na sintese do inibidor de protease
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indinavir (Vasconcelos, 2011). A PMICA4 foi selecionada como a mais promissora da série (Fig.
3), com um ICsp de 1,8 UM sobre amastigotas de L. amazonensis e atividade in vivo por via oral
(Vasconcelos et al., 2014). Na Figura 3 encontram-se as estruturas dos principais inibidores de
protease do HIV e da PMICA4.
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Figura 3. Estrutura dos principais inibidores de protease do HIV e da hidroxietilpiperazina mais ativa da
primeira geragdo, a PMIC4. Esquema evidenciando o grupo farmacoférico, hidroxietilamina, responsavel pela
inibicdo de aspartico proteases (adaptado de Santos et al., 2013).

Com base no sucesso da atividade in vitro e in vivo da PMIC4, 23 novas hidroxietilaminas
(HEAs) foram selecionadas para estudo. Essas moléculas sdo utilizadas como precursores da
sintese do amprenavir e apresentam semelhanca estrutural com outros IP-HIV.

As novas hidroxietilaminas podem ser classificadas em 3 séries principais: a primeira,
mais simples, contéem um grupo metilenodioxifenil ligado & amina e substitui¢des no carbono -
OH (Fig. 4, Tab. 3); a segunda e a terceira séries consistem na adi¢cdo de um grupo fenilsulfona

na amina, mantendo (Fig. 5, Tab. 4) ou ndo (Fig. 6, Tab. 5) o grupo metilenodioxido.
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Tabela 3. Substituintes e peso molecular das HEASs da série 1

R! M.M. (g/mol) F.M.
PLIP 01 NHBoc 414,49 C23H30N20s
PLIP 01D NH;. HCI 350,88 Ci1gH22N203
>
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Figura 5. Estrutura base das hidroxietilaminas da série 2. As substitui¢Ges estdo relacionadas na Tabela 4.

Tabela 4. Substituintes e peso molecular das HEAs da série 2

R R2 M.M. (g/mol) F.M.
PLIP 02 NHBoc Br 633,55 CogH33BrN,O7S
PLIP 03 NH;. HCI Br 569,93 Ca4H25 BrN2OsS
PLIP 18 NHBoc Me 568,68 Cs0H3sN207S
PLIP 19 NH- . HCI Me 505,07 CstzsNzOsS
PLIP 26 NHBoc NO; 599,65 C29H33N3098
PLIP 27 NH;. HCI NO; 536,04 C24H25N307S
PLIP 33 NHBoc NH; 569,67 C29H35N307S
PLIP 40 NHBoc F 472,53 Ca9H33FN207S
PLIP 41 NH;. HCI F 509,03 C24H25FN20sS
A B

38



Figura 6. Estrutura base das hidroxietilaminas da série 3. As substitui¢des estdo relacionadas na Tabela 5.

Tabela 5. Substituintes e peso molecular da série 3

R! R? M.M. (g/mol) F.M.

PMTB 01 NHBoc NO; 555,64 CasH33N307S
PMTB 03 NHBoc Br 589,54 CosH33BrN,OsS
PMTB 04 NH_. HCI Br 525,93 Ca23H25BrN20sS
PMTB 05 NHBoc F 528,64 CosH3z3sFN20sS
PMTB 06 NH;. HCI F 465,02 Ca23H2sFN203
PMTB 07 NHBoc Me 524,67 Ca9H36N205S
PMTB 08 NH_. HCI Me 461,06 Ca4H28N203S
PMTB 09 NHBoc OMe 540,67 Co9H36N206S
PMTB 10 NH;. HCI OMe 477,06 Ca4H2sN204S
PMTB 11 NHBoc NH; 525,66 CasH35N305S
PMTB 12 NH;. HCI NH; 462,04 Ca3H27N30s5S
PMTB 21 NHBoc H 510,64 CogH34N20sS

Algumas hidroxietilaminas apresentam como substituinte o Boc (tert-butiloxicarbonila,
Fig. 6B), grupo protetor comum em sintese organica, usado para a protecdo de aminas. O Boc
converte a amina em carbamida, que nao reage, permitindo assim reacdes em outras partes da

molécula.
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3.1. Objetivo geral:

O presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade leishmanicida de

hidroxietilaminas e suas implicacdes na biologia de Leishmania spp.

3.2. Objetivos especificos:

3.2.1. Avaliar a atividade das hidroxietilaminas em promastigotas e amastigotas intracelulares de

Leishmania amazonensis;

3.2.2. Avaliar a toxidez das HEASs sobre células de camundongo e de linhagem humana;

3.2.3. Verificar o espectro de acdo das HEAs sobre diferentes espécies de Leishmania;

3.2.4. Estudar a influéncia da razédo de infeccdo e do tempo na atividade das HEAS;

3.2.5. Analisar o efeito da associacdo das HEAs mais ativas com um farmaco de referéncia;

3.2.6. Avaliar o efeito das HEAs sobre a atividade enzimatica de aspartico protease de L.

amazonensis;

3.2.7. Analisar o efeito das HEAS na biossintese de estérois em L.amazonensis;

3.2.8. Realizar a avaliacio ADMET in silico das HEAs.
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I11- METODOLOGIA
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1. Hidroxietilaminas

As hidroxietilaminas, utilizadas como intermedidrias na sintese do amprenavir, foram planejadas
e sintetizadas no Departamento de Sintese de Farmacos, do Instituto de Tecnologia em Farmacos,

Farmanguinhos, como descrito por Cunico e colaboradores (Cunico e cols, 2008).

2. Parasitos

e Leishmania amazonensis

As cepas utilizadas para o0s ensaios foram Leishmania amazonensis
(MHOM/BR/77/LTB0016) e (MPRO/BR/72/M1841 LV79-DSred2). Os parasitos foram
isolados de lesdes de camundongos infectados e mantidos como promastigotas a 26 °C em meio
Schneider (Sigma, Sant Louis, EUA), acrescido de 10 % de soro fetal bovino (SFB), 100 Ul/mL

de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina (Sigma), até a quinta passagem.

e Leishmania donovani
A cepa utilizada para os ensaios foi Leishmania donovani (MHOM/ET/67/HU3). Os
parasitos foram obtidos do baco de camundongos C-57/B6 Ragl KO infectados até a 5%

passagem.

e Leishmania major e Leishmania mexicana

As cepas utilizadas para os ensaios foram Leishmania major (MHOM/SA/85/JISH118) e
Leishmania mexicana (MNYC/BZ/62/M379). Os parasitos foram isolados de lesdes de
camundongos infectados e mantidos como promastigotas a 26 °C em meio Schneider (Sigma,

Sant Louis, EUA), acrescido de 10 % de soro fetal bovino (SFB), até a 52 passagem.

3. Atividade antipromastigota

Promastigotas de L. amazonensis (1x108/mL) foram incubados por 72 horas na presenca
de concentragdes variadas das amostras a 26 °C, em meio Schneider (Sigma) suplementado com
10 % de SFB, penicilina (100 UI/mL) e estreptomicina (100 pg/mL). Estes ensaios foram
realizados em triplicata em placas de 96 pocos (Costar, Nova lorque, EUA) no volume final de

200ul/ poco. A quantidade de células por pogo foi de 2x10°. A atividade leishmanicida foi
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avaliada adicionando a cada pogo 22 puL de MTT a 5 mg/mL (Brometo de tiazolil azul tetrazolio,
Sigma), em um ensaio colorimétrico baseado na reducdo deste composto por enzimas, formando
formazana, que absorve luz em outro comprimeto de onda. Apos 2 horas da adigdo do MTT,
foram adicionados 80 uL de DMSO (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) por poco e realizada a leitura
da densidade Optica no comprimento de onda de 570 nm, em leitor de micro placa (uQuant Bio-
Tek Instruments, Winooski, EUA). O célculo do ICso foi feito por anélise de regressdo
logaritmica e a analise estatistica pelo teste “t” de Student, ambos realizados no GraphPad Prism
5.0.

4. Atividade antiamastigota

Para a avaliacdo da atividade sobre amastigotas intracelulares, macrofagos peritoneais
murinos foram obtidos por lavagem peritoneal com 5 mL de meio RPMI gelado (Sigma). O
lavado peritoneal foi ajustado a concentragéo de 2 x 10® macréfagos/mL, plagueado em camaras
LAB-TEK (Nunc, Rochester, EUA), no volume final de 400ul e incubados por 24 horas a 37 °C
e 5% CO2. Apos, os pocos foram lavadas com tampéo fosfato salino (PBS) a 37°C, para remogéo
das células ndo aderentes. As células aderidas foram incubadas com promastigotas de Leishmania
na proporcao indicada em cada caso, e mantidas a 37 °C e 5 % CO,. Ap0s 24 horas, as camaras
foram lavadas novamente, para remover 0s parasitos livres. As monocamadas foram incubadas
com as moléculas em teste, nas concentra¢cdes 30uM, 10uM, 3.3uM e 1.1uM, por 72 horas a 37
°C e 5 % CO2. Apbs o periodo de incubagdo, a atividade antiamastigota foi avaliada
microscopicamente, corando-se as cdmaras com Giemsa e contando pelo menos 200 macréfagos
por amostra. Os resultados foram expressos em indice de infeccdo (IF), utilizando a seguinte
formula: IF = % células infectadas X nimero de amastigotas/nimero total de macréfagos. O
calculo do ICsq foi feito por analise de regressao logaritmica, no GraphPad Prism 5.0.

5. Citotoxicidade contra células de mamiferos

Para determinar a citotoxicidade contra células de mamiferos foram utilizados
macréfagos peritoneais murinos (4 x 10° células/pogo) e células de linhagem MRC5 (1 x 10*
células/pogo). Os compostos foram dissolvidos em DMSO e diluidos serialmente em meio RPMI
contendo 10% de SFB em placas de 96 pocos. As placas foram incubadas por 72 horas a 37 °C

44



e 5 % CO; e foi determinada a viabilidade celular por alamar blue através da densidade Optica.
O indice de seletividade dos compostos foi determinado por meio da expressdo: LDso em células

de mamifero/ ICso em amastigotas.

6. Avaliacao da atividade de aspértico protease

O extrato de L. amazonensis foi obtido de acordo com metodologia descrita previamente
(Alves e cols, 2005). Os promastigotas (1 x 108 células/mL) foram centrifugados e lavados 3
vezes com PBS pH 7,2. As células foram ressuspensas em 1 mL de Tris—HCI 10 mM, pH 6,8,
contendo 1 % de CHAPS e submetidas a ciclos de congelamento e descongelamento. Os extratos
foram mantidos por 40 minutos em freezer e entdo centrifugados por 30 minutos, 30.000g a 4
°C. O sobrenadante obtido foi aliquotado e mantido em freezer a -70 °C por até 4 dias. A
concentracdo total de proteinas foi determinada pelo método de Lowry e cols., (1951).

Para o ensaio de inibicdo de atividade enzimatica, cerca de 10 pg do extrato bruto dos
parasitos foram pré-incubados com as hidroxietilaminas ou um inibidor cléssico de aspartico
proteases (Pepstatina A 0,2 mg/mL), a 25 °C. Apds 5 minutos, foram adicionados 2 uM de
substrato fluorogénico especifico para catepsina D (7-metoxicumarina-4-acetil-Gly-Lys-Pro-lle-
Leu-Phe-Phe-Arg-Leu-Lys(DNP)-D-Arg-amida, Sigma-Aldrich) em um volume final de 60 pl,
em tampdo de ativacgdo (acetato de sodio 0,1 M, cloreto de sédio 1 M, EDTA 1mM, DTT 1 mM,
DMSO 10%, BSA 1 mg/mL, pH 4,7) (Matayoshi e cols, 1990).

A fluorescéncia foi monitorada durante 20 minutos continuamente em fluorimetro
(SpectraMax Gemini xps, Molecular Devices, CA, USA), com um comprimento de onda de
excitacdo de 328 nm e de emisséo de 393 nm. Os ensaios foram controlados verificando a auto-
liberagdo do conjugado fluorogénico nos mesmos intervalos de tempo. A atividade enzimética
foi expressa em percentual da fluorescéncia gerada apds 20 minutos por miligrama de proteina

em relacdo ao controle sem inibidores.
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7. Extracao de Lipideos

Promastigotas de L. amazonensis foram cultivados na auséncia ou na presenca de
PMTB10 e PLIP27, nas concentracBes indicadas, por 72 horas a 26° C. Os lipideos foram
extraidos usando o método de Bligh e Dyer (1959). Ap6s a incubacdo, as células foram lavadas
em PBS, contadas e centrifugadas novamente. Ao pellet, foi adicionada uma mistura de metanol,
cloroformio e agua (2:1:0,5 v/v). Apos agitacdo de 5 em 5 minutos por 1 hora, a suspenséo foi
centrifugada por 20 min a 1.250 g e o sobrenadante, contendo os lipideos, foi separado do
precipitado. O precipitado foi submetido a uma segunda extracdo, tendo sido adicionado da
mesma mistura de solventes descrita acima, seguindo-se agitacdo de 5 em 5 minutos por 1 hora,
e nova centrifugagdo. Os sobrenadantes foram unificados e a eles adicionados agua destilada e
cloroférmio (1:1 v/v). Apds 40 segundos de agitacdo, o material foi novamente centrifugado
(1.250 g/30 min). A fase inferior (organica), contendo os lipideos, foi entdo separada com o
auxilio de pipeta Pasteur e transferida para tubos de 1,5 ml, resistentes a solventes organicos
(Axygen Scientific Inc., Union city, CA, USA). O solvente foi evaporado por arraste de
nitrogénio gasoso (N2) e os lipideos analisados por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas (GC/EM), conforme descrito a seguir.

8. Analise do perfil de esterois por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas (GC/MS)

Promastigotas de L. amazonensis foram tratados com as hidroxietilaminas e seus lipideos
neutros foram extraidos como descrito no item 6. Para a separagao e identificagdo dos esterois
foi utilizada a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/MS). As amostras
foram injetadas no equipamento GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu Scientific Instruments,
Toquio, Japao). Apos a injecdo, a temperatura da coluna foi mantida a 50°C por 1 minuto e entdo
aumentada a 270°C na razao de 10°C/min e finalmente a 300°C na razdo de 1°C/min. O fluxo do
gas (He) foi mantido constante a 1,1 mL/min. As temperaturas do injetor e do detector foram de
250°C e 280 °C, respectivamente (Torres-Santos et al, 2009). A identificacdo dos esterois foi
feita por comparagdo do espectro de massas de cada sinal obtido no cromatograma com a

biblioteca de espectros fornecida pelo fabricante do aparelho.
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9. Analise in silico das propriedades farmacocinéticas e toxicologicas das

hidroxietilaminas

Visando o futuro ensaio in vivo das substancias mais promissoras, verificamos a aderéncia
das moléculas aos descritores moleculares conhecidos como “Regra dos Cinco de Lipinski”
(Lipinski 2004; Lipinski et al. 2001) e realizamos a anélise in silico das propriedades ADMET
(absorgdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade) das series PLIPs e PMTBs
utilizando a ferramenta admetSAR (Cheng et al. 2012). Os descritores moleculares de Lipinski
sdo: peso molecular menor ou igual a 500 g/mol; clogP menor ou igual a 5; maximo de cinco
grupos doadores de ligagdo de hidrogénio; méximo de dez grupos aceptores de ligacdo de
hidrogénio. Esses parametros foram calculados utilizando o programa MedChem Designer
versdo 2.5 (Simulations Plus). A andlise in silico admetSAR é uma base de dados que inclui
modelos de avaliacdo qualitativa e quantitativa que permite estimar estas propriedades para
novos compostos quimicos. Para realizar o teste desses pardmetros, geramos os “smiles”
(simplified molecular-input line-entry system), uma forma de notacdo em linha que descreve a
estrutura quimica da substancia (Tab. 5). Foram avaliados preditivamente 0s seguintes
parametros: absorc¢do intestinal humana, permeabilidade em células Caco-2 (células epiteliais de
adenocarcinoma colo-retal humano), absorcdo através da barreira hematoencefélica,
metabolismo por enzimas do citocromo P450, teste de AMES, carcinogenicidade e toxicidade

oral aguda.
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Tabela 6. Representacao em forma de smiles das séries PLIP e PMTB.

Molécula Smiles

PLIPO1 C(=0)(OC(C)(C)C)N[C@H]([C@H](O)CNCclcc2c(OCO2)ccl)Ce3ccecec3

PLIPO1D €12¢(0CO1)cec(c2)CNC[C@H]([C@H](Cc3ccecec3)N)O

PLIPO2 C(=0)(OC(C)(C)C)N[C@H]([C@H](O)CN(S(=0)(=0)clccc(Br)cecl)Ce2cc3c(OCO3)cc2)Cedcececcd
PLIPO3 N(S(=0)(=0)clccc(Br)ccl)(Cc2cc3c(0OCO3)cc2)C[C@H]([C@H](Ccdcccccd)N)O

PLIP18 C(=0)(OC(C)(C)C)N[C@H]([C@H](O)CN(S(=0)(=0)clcce(cecl)C)Ce2ec3c(0OCO3)cc2)Ceaccceccd
PLIP19 N(S(=0)(=0)clcce(ccl)C)(Ce2cc3c(OCO3)cc2)C[C@H]([C@H](Ce4dcceecd)N)O

PLIP26 C(=0)(OC(C)(C)C)N[C@H]([C@H](O)CN(S(=0)(=0)clccc([N](=0)=0)ccl)Cc2cc3c(OCO3)cc2)Ceécccccd
PLIP27 [N](=0)(=0)clcce(S(N(Cc2cc3c(0C03)cc2)C[C@H]([C@H](Cc4ccececd)N)O)(=0)=0)ccl

PLIP33 C(=0)(OC(C)(C)C)N[C@H]([C@H](O)CN(S(=0)(=0)clcce(ccl)N)Cc2cc3c(OCO3)cc2)Ceacccecsd
PLIP40 C(=0)(OC(C)(C)C)N[C@H]([C@H](O)CN(S(=0)(=0)clcce(F)ecl)Ce2cc3c(OCO3)cc2)Ceacccecd
PLIP41 N(S(=0)(=0)clccc(F)ccl)(Ce2cc3c(0OCO3)cc2)C[C@H]([C@H](Ccdcceec4)N)O

PMTBO1 C(=0)(OC(C)(C)C)N[C@H]([C@H](O)CN(S(=0)(=0)clccc([N](=0)=0)ccl)Cc2cceccc2)Ce3cceecc3
PMTBO02 C(=0)(OC(C)(C)C)N[C@H]([C@H](O)CN(S(=0)(=0)c1ccc(Br)ccl)Cc2ccecc2)Ce3ceccee3
PMTBO03 N(S(=0)(=0)c1ccc(Br)ccl)(Cec2ccecc2)C[C@H]([C@H](Cc3ccecee3)N)O

PMTBO04 C(=0)(OC(C)(C)C)N[C@H]([C@H](O)CN(S(=0)(=0)clccc(F)cecl)Ce2ccececc2)Ce3ccccec3

PMTBO05 N(S(=0)(=0)clccc(F)ccl)(Ce2cececc2)C[C@H]([C@H](Cc3ceececc3)N)O

PMTBO06 C(=0)(OC(C)(C)C)N[C@H]([C@H](O)CN(S(=0)(=0)clcce(ccl)C)Ce2cccec?)Ce3ccccec3
PMTBO7 N(S(=0)(=0)c1ccc(ccl)C)(Cc2cceecc2)C[C@H]([C@H](Ce3ccecec3)N)O

PMTBO08 C(=0)(OC(C)(C)C)N[C@H]([C@H](O)CN(S(=0)(=0)c1ccc(0C)ccl)Ce2cccec2)Ce3ccecce3
PMTBO09 N(S(=0)(=0)clccc(OC)ccel)(Ce2ccecc2)C[C@H]([C@H](Ce3ceccee3)N)O

PMTB10 C(=0)(OC(C)(C)C)N[C@H]([C@H](O)CN(S(=0)(=0)clcce(ccl)N)Ce2ccccc2)Ce3cccece3
PMTB11 N(S(=0)(=0)clccc(ccl)N)(Cec2cececc2) C[C@H]([C@H](Ce3ccecc3)N)O

PMTB12 C(=0)(OC(C)(C)C)N[C@H]([C@H](O)CN(S(=0)(=0)c1cccecl)Ce2ceccec2)Ce3ccece3
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10. Andlises estatisticas

Todos os experimentos foram realizados no minimo em triplicata e repetidos
pelo menos 2 vezes. As anélises estatisticas dos dados foram realizadas utilizando teste
ANOVA e teste t de Student. No teste ANOVA foram utilizados pos-testes de

Bonfferroni ou Dunnett.
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V- RESULTADOS

50



4.1. Atividade das hidroxietilaminas sobre promastigotas de Leishmania

amazonensis

As 23 hidroxietilaminas apresentadas neste trabalho, derivadas do inibidor
amprenavir, foram testadas em promastigotas de L. amazonensis. Promastigotas foram
incubados por 72 horas com diferentes concentragdes das substancias., Os mais
potentes, que apresentaram 1Cso mais baixos foram PLIP33, PLIP41, PLIP2, PLIP1D,
PMTB12 e PMTB4, com valores de 1,9; 2,3; 3,1; 3,3; 4,6 e 7,6 UM, respectivamente
(Tab. 7).

Tabela 7. Atividade antipromastigota das HEAs em
L.amazonensis

. . Atividade antipromastigota ICso

Hidroxietilaminas (M) (DP)
PMTB1 16,0 (0,08)
PMTB3 170,0 (1,80)
PMTB4 7,6 (0,50)
PMTB5 > 200
PMTB6 15,9 (0,15)
PMTB7 > 200
PMTBS 15,1 (0,15)
PMTB9 > 200
PMTB10 15,7 (0,30)
PMTB11 12,5 (0,11)
PMTB12 4,6 (0,32)
PMTB21 196,0 (2,00)
PLIP1 23,0 (0,37)
PLIP1D 3,3 (0,30)
PLIP2 3,1 (0,60)
PLIP3 12,1 (0,46)
PLIP18 > 200
PLIP19 8,3 (0,07)
PLIP26 > 200
PLIP27 11,6 (0,72)
PLIP33 1,9 (0,12)
PLIP40 > 200
PLIPA1 2,3 (0,55)
PMIC4? 11,6

As hidroxietilaminas com 1Cso menor que 10 pM foram marcadas
na Tabela. 2A PMIC4 foi incluida como referéncia. DP: Desvio
padrdo da média.
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4.2. Atividade das hidroxietilaminas sobre amastigotas intracelulares de L.

amazonensis

Depois de demonstrar a atividade contra a forma encontrada no inseto vetor,
selecionamos as 15 HEAs que tiveram 1Cso menor que 25uM e fomos testar na forma
intracelular, de maior relevancia clinica. Para este teste, macréfagos peritoneais de
camundongos BALB/c foram infectados com L. amazonensis e incubados por 72 horas
com diferentes concentracfes dos compostos.

As 15 hidroxietilaminas testadas apresentaram 1Cso menor que 3uM (Tab. 8). O
ICso foi calculado a partir do indice de infeccdo de cada substancia. Este indice
correlaciona o percentual de macréfagos infectados com o nimero de amastigotas por

macrdéfago.

Tabela 8. I1Cs da atividade antiamastigota das HEAs em
L. amazonensis

Hidroxietilaminas Atividade antiamastigota -

1Cso (M) (DP)
PMTB1 2,7 (0,30)
PMTB4 1,9 (0,95)
PMTB6 2,7 (1,00)
PMTBS8 2,2 (0,80)
PMTB10 4,4 (0,60)
PMTB11 2,9 (0,20)
PMTB12 0,4 (0,10)
PLIP1 4,9 (0,10)
PLIP1D 0,5 (0,05)
PLIP2 0,4 (0,09)
PLIP3 2,0 (1,00)
PLIP19 1,2 (0,60)
PLIP27 1,4 (0,09)
PLIP33 0,3 (0,10)
PLIP41 1,0 (0,04)
PMIC4 18

DP: Desvio padrdo da média.

4.3. Toxidez sobre células de mamiferos

Para avaliar a toxicidade das hidroxietilaminas, inicialmente macréfagos

peritoneais murinos foram incubados com as substancias. Foi possivel notar que
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algumas hidroxietilaminas possuem certa toxidez para as células de mamiferos,
especialmente PLIP41, PLIP33 e PMTB12, apresentando LDso de 1,8; 3,5 € 3,9 uM,

respectivamente (Tab. 9).

A toxicidade também foi avaliada usando as células de linhagem de fibroblasto

de adenocarcinoma de pulmdo humano MRC5. Nesse caso, PLIP3 apresentou maior
toxidez, com LDsp de 6,5 uM.

Na Tabela 9 comparamos os indices de seletividade das moléculas, que é a razéo

da LDsp em macréfagos murinos, que representa a citotoxicidade em macrofagos, pelo

ICso em amastigotas. Quanto maior este valor, a substancia & menos toxica ao

macrofago e, desta forma, é capaz de matar as amastigotas de L. amazonensis sem afetar

a célula hospedeira. As substancias com os melhores indices de seletividade sdo
PMTBL, PMTB4, PMTB11, PLIP2 e PLIP19. Os que apresentaram 0s menores indices

de seletividade, ou seja, mais toxicos aos macrofagos, sdio PMTB10, PLIP1 e PLIP41.

Tabela 9. indice de seletividade das HEAs em L. amazonensis

Hidroxietilaminas

Toxidez em macré6fagos

Toxidez em células

indice de seletividade

murinos LDso (UM) MRC5 (LDso M@/1Cso
LDso (UM) L. amazonensis)

PMTB1 63,5 36,8 23,5
PMTB4 61,6 ND 32,4
PMTB6 36,4 ND 13,5
PMTBS8 37,6 9,4 17,4
PMTB10 25,8 22,5 5,9
PMTB11 > 200 > 150 > 69
PMTB12 3,9 ND 9,5
PLIP1 40,8 63 8,3
PLIP1D 8,3 23,6 16,3
PLIP2 8,8 14,4 20,0
PLIP3 21,3 6,5 10,7
PLIP19 24,0 ND 20,0
PLIP27 23,7 10,9 17,0
PLIP33 3,5 58,3 12,5
PLIP41 1,8 ND 1,8
PMIC4 > 100 ND > 55,6
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4.4. Avaliacdo do espectro de atividade antiamastigota das hidroxietilaminas,

comparando diferentes protocolos experimentais.

As dez substancias apresentadas na Tabela 10 foram selecionadas para testes
em L. major, L. mexicana e L. donovani, e outra cepa de L. amazonensis. A razéo de
infeccdo utilizada para cada espécie foi de acordo com o nimero de parasitos por
macr6fago em um patamar aceitavel. Como pode ser observado na tabela, 1Cso > 10uM
indica que a maior concentracdo testada, 30M, foi toxica.

As que se destacaram foram PMTB1, PMTB8, PMTB10, PLIP1, PLIP27 e
PLIP33. Notamos que as substancias foram mais ativas contra L. amazonensis e L.
major.

Nesta Tabela, os valores da primeira linha de cada substancia para ICso € 1Cgo
(a) foram calculados considerando apenas o percentual de células infectadas. Os valores
da segunda linha para ICso e 1Cgo (b) foram calculados considerando o indice de
infeccéo.

Existe uma diferenca significante entre os dois valores observados. Essa
diferenca se deve ao fato de considerarmos o nimero de amastigotas intracelulares no
segundo método, além do percentual de células infectadas, e essa consideracdo é muito

importante para a avaliagdo da atividade.
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Tabela 10. Atividade antiamastigota das HEAs em diferentes espécies de Leishmania em M.

HEAs L.amazonensis 3:1 L.major 3:1 L.mexicana 5:1 L.donovani 7:1
I1Cso ICq0 ICso ICq0 I1Cso I1Cy0 I1Cso ICy0
PMTB1 5,5, >10, 10,3, >30, >30 >30 >30 >30
1,2, 5,4, 1,8, 2,7y
PMTBS 0,9, 2,0, >3,3 >10 >3,3 >10 >10 >10
0,4, 1,1,
PMTB10 3,5 8,4a 6,5a >10, 6,9 >10 >10 >10
0,% 2,2 1,0p 9,1y
PMTB11 >10, >10, 21,1 >30 >30 >30 >30 >30
5,2y 22,1,
PLIP1 4,7, 9,3, >10 >10 >10 >10 >10 >30
2,6p 4,1
PLIP1D >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >10
PLIP2 >10 >10 >10 >10 >10 >10 >30 >30
PLIP3 >1,1 >3,3 >3,3 >3,3 >3,3 >3,3 >3,3 >3,3
PLIP27 >3,3 >3,3 3,62 7,4, >10 >10 >10 >10
0,7, 5,2,
PLIP33 4,9, >10, >10 >10 >30 >30 >30 >30
3,00 3,%
Miltefosina 10,2, 17,9, 7,3a >30, 19,1 >30 6,6 30,0
16,8y 29,5 <1,1y 6,1y

a Calculado considerando apenas o percentual de células infectadas. , Calculado considerando o indice de infecgdo, como
descrito na metodologia.

Fomos entdo avaliar raz6es de infeccdo diferentes das apresentadas na Tabela 9
e diferentes tempos de incubacdo, como mostra a Tabela 11. Para L. amazonensis e L.
major infectamos na razdo 1:1 e 3:1 e para L. mexicana utilizamos a razéo 4:1 e 5:1
(parasitos/macréfago). Para L. amazonensis e L. major, a infeccdo com 1:1 gerou
valores maiores de 1Cso e 1Cgo. Para L. mexicana ndo houve diferenca significativa entre
asrazbes 4:1 e 5:1. Em relacdo ao tempo de incubacao, observamos que tempos maiores

(5 dias) geraram valores menores de ICsp para L. major e L. mexicana.
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Tabela 11. Atividade antiamastigota em diferentes razdes de infeccéo, tempo de incubacéo e diferentes espécies de Leishmania

L. amazonensis L. major L. mexicana
HEAs IC (UM) IC (UM) IC (UM)
1:1 3:1 1:1 3:1 4:1 5:1
3 dias 3 dias 3 dias 3 dias 5 dias 3 dias 5 dias 3 dias
ICso0 | 1Ce0 | ICs0 | ICe0 ICso 1Co0 I1Cs0 ICo0 | 1Cs0 | 1Ca0 I1Cso ICo0 | 1Cs0 | ICe0 ICs0 | 1Cq0
PMTB1 55, | >10, 10,3. | >30, |58 |>10 |>30 >30 >30 >30
1,2, |54 1,8 2,7y

PMTB10 8,0, 9,3, 3,5, 8,4, | 8,6a 10,3, | 6,5, >10, |45 |75 9,3, >10, | 7,2 9,8 6,9 >10
5,5 83 0% |22 5,0p 13,3 | 1,00 9,1, 5,00 8,2y

PLIP27 9,5, 10,7, | >3,3 | >3,3 | 5,7, 10,7, | 3,6a 7,4, 33 |53 16,8, | >10. |>3,3 | >10 |>10 >10
3,1 12,5, 2,5 4,8y 0,7y 5,2y 6,1, 10,7y

Miltefosina | 27,6, | >30, | 10,2, | 17,9, | 26,8, | >30. | 7,3 >30, |42 |>30 |185, |>30, |14,0 |22,1 |19,1 |>30

10,8, | 42,9, | 16,8, | 29,5, | 6,15 219 | <11, | 6,1 5,61 24,1y

a Calculado considerando apenas o percentual de células infectadas. , Calculado considerando o indice de infec¢do, como descrito na metodologia.
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4.5. Estudos de combinacao da PLIP27 com miltefosina em L. major

Considerando os parametros de atividade e seletividade, selecionamos a PLIP27 para o
estudo de associacdo com miltefosina, farmaco disponivel para o tratamento por via oral da
leishmaniose. O estudo de combinagdo de farmacos pode levar ao encontro de associagdes
sinérgicas ou aditivas, que podem sugerir novas alternativas para o tratamento da doencga. A
metodologia mais utilizada para avaliar o efeito de associagdo de farmacos ¢ o célculo da
somatoria das concentragdes inibitorias fracionarias (2.CIF). Este indice relaciona os valores de
ICso empregados na associagdo com os valores de ICso dos farmacos isolados (Seifert et al.,
2011).

Na Tabela 12 temos os valores de ICso da miltefosina, da PLIP27 e da associagao de
PLIP27 e miltefosina em L.major. Nesta Tabela também temos os valores de CIF das associa¢des

e 2.CIF. A interagdo foi classificada de acordo com o valor de 2.CIF.

Tabela 12. Atividade antiamastigota da associac@o de miltefosina e PLIP27 em L.major

ICso (uM) CIF (ICsp associagdo/ 2 CIF (soma das CIF)
ICs individual)
Miltefosina 12,3 0,45
PLIP27 5,7 0,67
Milt. + PLIP27 5,5+3,8 - 1,12

Valores de >.CIF maior que 0,5 ¢ menor que 4 indicam associagdo indiferente (Odds,
2003). Desta forma, como o valor de >.CIF encontrado para a associa¢do de miltefosina ¢ PLIP27

foi 1,12, consideramos esta associagdo como indiferente.

4.6. Efeito das hidroxietilaminas sobre a atividade enzimatica de aspartico proteases de L.

amazonensis

Para avaliar o efeito das HEAS sobre a atividade de aspartico protease de Leishmania, 10
ug de extrato bruto dos parasitos foram pré-incubados com as HEAs a 5, 10 e 20 pg/mL e, apds
5 minutos, com 2 uM de substrato fluorogénico para catepsina D. A atividade enzimatica foi
expressa como percentual da fluorescéncia do produto gerado por miligrama de proteina apés 20
minutos, em relacdo ao controle sem inibidor. A pepstatina A foi utilizada como controle de

inibig&o.
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Atividade proteolitica (%) Atividade proteolitica (%) Atividade proteolitica (%)

Atividade proteolitica (%)

As HEAs tiveram perfis diferentes de inibicdo da atividade proteolitica. Foi calculada a

concentracdo capaz de reduzir em 50% a atividade enzimatica (K;) para cada HEA, e aquelas
com maior capacidade inibitéria foram: PMTB3, PMTB7, PMTB9, com valores de K; de 21,3;

26,8 e 26,2 UM, respectivamente (Figs. 7 e 8). PMTB21 néo foi capaz de inibir a degradacao do

substrato mesmo na concentracao mais alta utilizada (Fig. 7).

Toda a série PLIP apresentou capacidade inibitdria com valores de Ki maiores que 30uM

(Fig.8).
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Figura 7. Inibicdo da atividade de aspartico protease de L. amazonensis pelas moléculas da série PMTB. O extrato
proteico solGvel de L. amazonensis foi incubado na presenca ou auséncia (controle) de HEAs nas concentragGes indicadas e
a atividade proteolitica foi avaliada utilizando-se substrato fluorogénico para catepsina D. O ensaio de atividade enzimatica
ocorreu em pH 4,7 por 20 minutos, a leitura realizada em fluorimetro. Os gréficos, obtidos no programa Graphpad Prism 5,



baseiam-se na médiat SD, sendo que cada um representa quatro ou cinco experimentos independentes, em triplicata. A
fluorescéncia obtida sem inibidor foi considerada como 100% de atividade enzimatica. *p<0,05, **p<0,01 e *** p<0,0001.
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Figura 8. Inibicdo da atividade de aspartico proteases de L. amazonensis pelas moléculas da série PLIP. O extrato
proteico solGvel de L. amazonensis foi incubado na presenca ou auséncia (controle) de HEAs nas concentragfes indicadas e
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4.7. Correlacéo entre a atividade leishmanicida em promastigotas, a inibi¢ao da atividade
de aspértico protease em L. amazonensis e a estrutura das hidroxietilaminas

Montamos a Tabela seguinte (Tab. 13) para correlacionar a atividade leishmanicida das
hidroxietilaminas em promastigotas de L. amazonensis, seu efeito sobre a atividade enzimatica
de aspartico protease e a estrutura de cada série. Observamos que estas atividades podem ou nédo
estar interligadas. Consideramos positivas as atividades leishmanicida e de inibi¢cdo enzimatica
com valores de ICsp e Ki menores que 35 UM para ambos o0s parametros.

Considerando esse valores de cut-off, foi possivel dividir as HEAs em quatro grupos, da
seguinte forma: G1 — Substancias que foram positivas para ambas atividades; G2 — Substancias
que foram positivas para atividade leishmanicida e negativas para inibicdo de protease; G3 —
Substéncias que foram negativas para atividade leishmanicida e positivas para inibicdo de
protease; G4 — Substancias que foram negativas para ambas atividades. Esses resultados foram
sumarizados na Figura 9. Ao analisar esses resultamos, podemos observar que 0s grupos 1 e 4 se
relacionam entre si e suportam a hipdtese do mecanismo de acdo das HEAs ser a inibicdo de
aspartico proteases. Quando ocorre inibicdo enzimatica, também ocorre inibicdo da proliferacdo
dos parasito (G1) e quando as mudancas estruturais levam a perda da atividade de inibicdo
enzimatica, ocorre também a perda da atividade leishmanicida (G4). Porém, a maioria das HEAs
se encaixou no grupo 2 (Figura 9), quando a atividade leishmanicida esta presente, mesmo sem
haver inibicdo enzimética. Esse dado sugere um mecanismo de acdo independente da atividade
de aspartico protease. Um aspecto que merece destaque é a ocorréncia de substancias no grupo 3
(PMTBO03, PMTBO05, PMTB07 e PMTB09), quando a inibicdo da atividade de aspartico protease
esta presente, mas ndo ocorre inibicdo da proliferacdo da forma promastigota dos parasitos. Essa
dado sugere que a inibicdo de aspartico proteases ndo necessariamente se relaciona com a perda
de viabilidade dos parasitos.

Fazendo a relacdo da atividade com as estruturas das séries, observamos um padréo entre
as hidroxietilaminas. E possivel notar uma forte correlagdo com a presenca de uma amina
primaria como substituinte em R1 ou R2. Quando a amina é secundaria, com a presenca de um
grupamento Boc, na maioria dos casos ocorre perda da atividade, sugerindo interferéncia na

associagcdo com o alvo.

Tabela 13. Relacdo entre estrutura, atividade leishmanicida, inibicdo de aspartico proteases

e indice de seletividade

60



PLIP 01

PLIP 01d

PLIP 02

PLIP 03

PLIP 18

PLIP 19

PLIP26

PLIP 27

PLIP 33

PLIP 40

PLIP 41

PMTB 01

PMTB 03

PMTB 04

PMTB 05

PMTB 06

PMTB 07

PMTB 08

PMTB 09

PMTB 10

PMTB 11

PMTB 12

PMTB 21

NHBoc

NH,, HCL

R1

NHBoc

NH,, HCl |

NHBoc

NH,, HCI

NHBoc

NH,. HCI
NHBoc

NHBoc

NH,, HCI

R1

NHBoc

NHBoc

NH,, HCI

NHBoc

NH,. HC

NHBoc

NH,. HCI

NHBoc

NH,, HCI

NHBoc

NH,, HCI

NHBoc

Atividade

Atividade

NT

Atividade

NT

NT

NT

NT

NT

Indice de
seletividade
=10)

+

Indice de
seletividade

=10)
+

+

NT

NT

Indice de
seletividade
=10)

NT
+
NT
+
NT
+

NT

NT

61




G2 G1
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+
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PLIP18, PLIP26, PLIP40
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Figura 9. Representacdo grafica da classificagdo das HEAs em diferentes grupos, de acordo com sua
atividade. As hidroxietilaminas (HEAs) foram classificadas de acordo com sua atividade leishmanicida sobre
promastigotas de L. amazonensis e a inibi¢do da atividade de aspartico protease, considerando o cut-off de 35 uM,
da seguinte forma: Considerando esse valores de cut-off, foi possivel dividir as HEAs em quatro grupos, da seguinte
forma: G1 — Substancias que foram positivas para ambas atividades; G2 — Substancias que foram positivas para
atividade leishmanicida e negativas para inibicdo de protease; G3 — Substancias que foram negativas para atividade
leishmanicida e positivas para inibi¢do de protease; G4 — Substancias que foram negativas para ambas atividades.
Os valores de ICsp e Ki podem ser encontrados nas Tabelas 7 e 8 e Figuras 7 e 8.

4.8. Analise do perfil de esterois de promastigotas de L. amazonensis apds incubacéo com
PMTB10 e PLIP27

Considerando que alguns inibidores de aspartico protease do HIV também inibem
enzimas do complexo citocromo P450 oxidase (CYP) e que a principal enzima da biossintese de
esterdis considerada como alvo farmacoldgico nos tripanossomatideos pertence a essa classe
(C14-desmetilase/CYP51), fomos avaliar o efeito das HEASs sobre o perfil de esterois do parasito.
Selecionamos PMTB10 e PLIP27 para 0s ensaios pois essas moléculas apresentaram os melhores
resultados de ICso e ICgo nas diferentes espécies de Leishmania (Tabela 10). Promastigotas de L.
amazonensis foram cultivados com PMTB10 ou PLIP27 por 72 horas e seus esterdis foram
analisados por GC/MS. Na Figura 10 podemos observar o perfil cromatografico dos esterois dos

parasitos tratados com diferentes concentragdes das moléculas descritas. E importante notar que
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a concentragao de cada esterol na amostra ¢ diretamente proporcional a area do seu respectivo
sinal. Dessa forma, uma analise mostrando a quantidade relativa percentual de cada esterol foi
realizada através da integracdo da area dos picos (Tabela 14). Observamos que ndo houve
acumulo de esterdis Cl4-metilados, 14a-metilergosta-8,24(28)-dien-3p-ol e 4a-l4a-
dimetilergosta-8,24(28)-dien-33-ol, (obtusifoliol), esterdis caracteristiscos da inibi¢cdo da C-14
desmetilase (CYP51). No entanto, houve uma alteracdo na composicao dos esterois, como se vé
na Tabela 13. Quando usamos PLIP27 a 11,6 uM ocorreu o acumulo dos esterois 17, 18, 19
(desconhecidos) e 20 (colesta 5,7-dien 3-ol), e quando usamos PLIP27 a 23,2 uM ocorreu o

acumulo dos esterdis 21 (colesta-22-ene-21-ol), 22, 23 (desconhecidos)
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Figura 10. Efeito da PMTB10 e PLIP27 sobre o perfil de

foram crescidas com 15,7 e 31,4 uM de PMTB10 e 11,6 e 23,
lipideos neutros foram extraidos e analisados por GC-MS.
31,4uM; D- PLIP27 11,6uM e E- PLIP27 23,2uM. (1) Esqualeno, (2) Ergosta-5,8,22-trien-33-ol, (3) 22- Ergostatrieno, (4)
Desconhecido, (5) Ergosta-4,7,22-trien-33-ol, (6) Colesterol,
(28)-dien-3p3-ol, (9) Ergosta-5,7-dien-317-ol (24 desidroepisterol), (10) Ergosta-5,8 (14)-dien-3p-ol, (11) 14a-metilergosta-
8,24(28)-dien-3p-ol, (12) Ergosta-5,7,24-trien-37-ol (desidroepisterol), (13) Ergosta-7,24-dien-377-ol (Episterol), (14)
(17) Desconhecido, (18) Desconhecido, (19)

Desconhecido, (15) Lanosterol,

(16) Estigmasta-4,7,22-trien-3c.-ol,
Desconhecido, (20) Colesta 5,7-dien 3-ol, (21) Colesta-22-ene-21-ol, (22) Desconhecido, (23) Desconhecido.

esterdis de L. amazonensis. Promastigotas de L. amazonensis
2uM de PLIP27, ou somente meio de cultura por 72 horas. Os
Legenda: A- Controle; B- PMTB10 15,7uM, C- PMTB10
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(7) Colesta-5,24-dien-33-ol (Desmosterol), (8) Ergosta-5,24



Tabela 14. Perfil de esterdis de Leishmania amazonensis tratada com PMTB10 e PLIP27

PMTB10 PMTB10 PLIP27 PLIP27

CTL 157uM  31,4uM 11,6 uM 23,2 uM
Substéncia PM Quantidade Relativa (%)
(1) Esqualeno 410 3,67 0,9 0,88 2,17 0,84
(2) Ergosta-5,8,22-trien-3p-ol 396 4,21 9,4 10,57 1,46 0,43
(3) 22- Ergostatrieno 378 4,78 11,05 12,94 1,44 0,54
(4) Desconhecido 376 2,65 5,45 4,96 1,61 1,57
(5) Ergosta-4,7,22-trien-33-ol 396 7,91 13,49 21,97 4,55 4,97
(6) Colesterol 386 5,585 2,58 2,95 1,72 -
(7) Colesta-5,24-dien-3B-ol (Desmosterol) 384 2,5 1,41 0,98 - -
(8) Ergosta-5,24 (28)-dien-3p-ol 398 2,14 0,84 0,35 - -
(9) Ergosta-5,7-dien-3p-ol (24 396 2,88 1,24 0,26 - -
desidroepisterol)
(10) Ergosta-5,8 (14)-dien-3p-ol 398 1,41 0,72 0,31 2,64 0,9
(11) 14a-metilergosta-8,24(28)-dien-3p-ol 412 791 2,53 0,51 - -
(12) Ergosta-5,7,24-trien-3p-ol 396 45,04 44,51 39,46 16,36 10,03
(desidroepisterol)
(13) Ergosta-7,24-dien-3B-ol (Episterol) 398 2,68 2,55 1,73 - -
(14) Desconhecido 398 0,81 1,81 1,19 - -
(15) Lanosterol 426 3,15 0,79 0,1 - -
(16) Estigmasta-4,7,22-trien-3-ol 410 2,71 0,73 0,84 - -
(17) Desconhecido - - - 2,64 -
(18) Desconhecido - - - 4,75 -
(19) Desconhecido 426 - - - 38,68 -
(20) Colesta 5,7-dien 3-ol 426 - - - 21,98 -
(21) Colesta-22-ene-21-ol 498 - - - - 15,31
(22) Desconhecido - - - - 46,64
(23) Desconhecido - - - - 18,77
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4.9. Analise in silico das propriedades farmacocinéticas das moléculas da série PMTB e
PLIP

Avaliamos a aderéncia das caracteristicas quimicas das séries PLIP e PMTB a “Regra dos
Cinco” (Ro5) de Lipinski e o perfil de suas propriedades farmacocinéticas in silico (Cheng et al.
2012; Lipinski 2004; Lipinski et al. 2001). A analise Ro5 sugeriu um perfil favoravel para:
PMTB3, PMTB5, PMTB9, PMTB11 e também PLIP1, PLIP1D, PLIP19, PLIP27, PLIP41, visto
que elas ndo violam nenhum dos descritores moleculares da Ro5 (Tabela 15 e Tabela 16),
pardmetros fisico-quimicos associados a probabilidade de um candidato a fA&rmaco ter uma boa
disponibilidade oral.

A analise na plataforma admetSAR apontou que ambas as séries PMTB e PLIP
apresentam uma alta probabilidade de absorcdo intestinal humana, apesar do resultado
contraditorio da permeabilidade em modelo Caco-2 como apresentado nas Tabelas 17 e 18.
Ambas as séries ndo mostram potencial mutagénico (teste de AMES) ou carcinogénico, e ficaram
enquadradas na categoria Il para a toxicidade oral aguda (compostos com valor de DLso superior
a 500 mg/kg, mas inferior a 5000 mg/kg). Quanto a avaliacdo in silico de sua metabolizacéo
como substrato ou possivel inibidor de enzimas do complexo citocromo P450 (CYP450),
observamos que a inser¢do do grupo Boc aumenta a probabilidade de serem metabolizadas pela
CYP450 3A4. Quanto ao perfil de atuar como inibidores de CYPs, a principal CYP que tem
probabilidade de ser inibida é a 3A4, e que ha uma relacdo estrutura-atividade nessa provavel
inibicdo. Como observado na Tabela 18, a adi¢do do Boc na PLIP1 em relagcdo a PLID1D alterou
a probabilidade de inibidor para nao inibidor, e a adi¢do do Boc junto a um substituinte em R?
como na PLIP40 em compara¢do com a PLIP41 ha um aumento na probabilidade de inibicao da
CYP450 3A4 de 77,3% para 93,9%. O mesmo padrdo de resultado foi encontrado para série
PMTB (Tabela 17).
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Tabela 15. Anélise dos descritores moleculares de Lipinski (Ro5%) da série PMTB

PMTB 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
clogP (<5) 4,1 4,3 3,2 4,0 2,8 39 2,6 3,7 2,5 28 1504 3,613
PM (< 500) 555,6 589,5 4894 5286 4285 524,6 4245 5406 4405 5256 4255 5106
NHBD (< 5) 2 2 3 2 3 2 3 2 3 4 5 2
NHBA (< 10) 10 7 5 7 5 7 5 8 6 8 6 7
N° de Violagdes Ro5 1 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1

NHBA- Numero de aceptores de ligagdo de Hidrogénio; NHBD- Numero de doadores de ligacdo de hidrogénio; clogP- Logaritmo do coeficiente de partigdo n-octanol-agua; PM-
Peso Molecular. #Regra dos cinco.

Tabela 16. Andlise dos descritores moleculares de Lipinski (Ro5%) da série PLIP

PLIP 01 01D 02 03 18 19 26 27 33 40 41
clogP (<5) 3,2 1,7 4,2 3,2 3,7 2,6 3,9 2,6 2,7 3,8 2,8
PM (£500) 4145 3143 6335 5334 5686 4685 5996 4995 569,6 572,6 4725
NHBD (< 5) 3 4 2 3 2 3 2 3 4 2 3
NHBA (< 10) 7 5 9 7 9 7 12 10 10 9 7
N° de Violagdes Ro5 0 0 1 1 1 0 2 0 1 1 0

NHBA- Numero de aceptores de ligagdo de Hidrogénio; NHBD- Numero de doadores de ligacdo de hidrogénio; clogP- Logaritmo do coeficiente de partigdo n-octanol-agua; PM-
Peso Molecular. #Regra dos cinco.
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Tabela 17. Analise Tedrica dos parametros farmacocinéticos da série PMTB.

01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 11 12
Absorcéo
BBB -(57,7) +(52,5) +(70,6) +(61,2) +(78,1) - (53,3) +(67,9) - (65,7) +(50,0) + (55,0) + (80,6) -(53,3)
HIA +(99,1) +(96,8) +(99,6) +(97,7) + (100) +(97,4) + (100) +(95,7) +(98,7) +(95,2) +(99,4) +(97,4)
Caco-2 -(57,9) - (59,8) - (60,7) - (59,9) - (60,6) - (60,3) - (62,6) - (59,8) - (62,8) - (55,5) -(59,1) - (60,3)
Toxicidade
AMES - (56,8) - (63,9) - (66,7) - (64,3) - (68,3) - (67,4) -(73,1) - (65,9) - (68,1) - (65,3) -(70,4) - (67,6)
Carcinogeénico - (60,5) - (66,1) - (75,3) - (65,2) -(74,2) -(67,1) -(74,3) - (69,4) -(76,1) - (69,5) - (75,9) - (67,1)
Tox. Oral 11 (58,7) 11 (56,6) 111 (60,6) I (56,2) I (9,6) (57,8 111(63,6) I (585 11(58,0) 1l (58,7) Il (64,5) I (57,8)
Aguda
Metabolismo
Substrato
CYP450 2C9 NS (54,4) NS (53,4) NS (75,7) NS (53,7) NS (75,8) S(52,8) NS (62,9) S(54,5) NS (62,9) NS(53,4) NS(69,7) S (52,8)
CYP450 2D6 NS (76,6) NS (77,4) NS (79,3) NS (77,3) NS (78,9) NS (75,2) NS (77,8) NS(73,8) NS (75,2) NS(72,4) NS (78,5) NS (75,2)
CYP450 3A4 S (54,9) S (53,5) NS (60,9) S (54,1) NS (60,4) S(51,8) NS (60,8) S (59,1) S (51,8) S(51,4) NS(62,2) S (51,8)
Inibidor
CYP450 1A2 NI(745)  NI(735)  NI(61,9)  NI(77,3)  NI(67,8) NI(845) NI(81,3) NI(827) NI(79,1) NI(795) NI(725) NI (84,5)
CYP450 2C9 NI (54,6) NI (55,5) NI (66,1) NI (54,1) NI (68,2) NI(56,1) NI(73,3) NI(52,9) NI(61,1) NI(57,4) NI(658) NI (56,1)
CYP450 2D6 NI (80,7) NI (81,5) NI (73,3) NI(774)  NI(758) NI(83,6) NI(83,9) NI(851) NI(86,3) NI(848) NI(83,1) NI(83,6)
CYP450 2C19 1 (51,9) NI (51,2) NI (53,9) NI (52,6) NI (54,00 NI(553) NI(64,7) NI(57,8) NI(57,2) NI(51,2) NI(59,3) NI(55,3)
CYP450 3A4 I (52,8) 1 (74,2) 1 (60,0) 1(81,8) 1 (66,3) I (61,5 NI (55,3) 1 (56,3) 1 (50,0) 1 (50,00 NI(52,2) 1 (61,5)
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Tabela 18. Anélise Tedrica dos parametros farmacocinéticos da série PLIP

01 01D 02 03 18 19 26 27 33 40 41
Absorcéo
BBB - (81,5) - (58,4) - (54,8) + (54,8) - (56,9) +(52,2) - (57,6) +(62,5) +(50,0) +(53,1) + (62,6)
HIA +(94,1) +(93,8) +(96,9) +(96,8) +(97,4) +(98,4) +(99,1) +(99,0) +(95,2) +(97,8) +(97,7)
Caco-2 - (70,6) - (64,1) - (58,9) - (60,1) - (59,6) - (62,5) -(57,2) - (59,4) - (54,2) - (58,9) - (60,7)
Toxicidade
AMES - (68,5) -(59,9) - (59,0) - (59,5) -(59,9) - (60,1) - (54,3) - (52,0) - (58,3) - (59,0) - (59,8)
Carcinogeénico - (85,3) - (89,8) - (64,1) - (73,5) - (65,2) -(73,3) -(59,2) - (67,2) - (66,4) - (63,2) -(72,5)
Tox. Oral Aguda 111 (60,0) 111 (60,6) 11 (56,2) I (58,1) 111 (56,2) I (58,7) 111 (53,2) I (57,8) 11 (56,5) 111 (56,0) 11 (57,6)
Metabolismo
Substrato
CYP450 2C9 NS (74,4) NS (85,0) NS (59,0) NS (80,2) NS (52,7) NS (68,8) NS (59,6) NS (80,6) NS (58,8) NS (59,2) NS (80,3)
CYP450 2D6 NS (73,2) NS (71,2) NS (75,4) NS (77,6) NS (71,9) NS (74,8) NS (75,4) NS (77,7) NS (69,5) NS (75,4) NS (77,4)
CYP450 3A4 S (63,7) NS (69,3) S (60,7) NS (51,7) S (60,9) S (50,9) S (61,6) S (50,8) S (59,7) S (61,4) NS (51,1)
Inibidor
CYP450 1A2 NI(57,9)  NI(653)  NI(57,4) 1(50,1)  NI(70,4)  NI(66,9)  NI(645)  NI(60,9) NI(659) NI (59,7) NI (51,5)
CYP450 2C9 NI (70,4) NI (86,2) | (53,6) NI (50,7) 1 (53,9) NI (52,5) 1 (50,8) NI (51,4) 1(52,9) I (51,7) NI (53,5)
CYP450 2D6 NI(66,9)  NI(56,00 NI(77,3)  NI(651)  NI(80,1)  NI(743) NI(645)  NI(753) NI(81,2) NI(789) NI (67,4)
CYP450 2C19 NI (62,4) NI (68,9) I (51,1) NI (50,6) NI (58,8) NI (63,6) NI (53,4) NI (54,4) NI (57,5) NI (50,0) NI (50,9)
CYP450 3A4 1 (59,8) NI (84,6) 1 (93,1) 1 (76,6) 1 (90,0) | (65,8) 1 (90,6) 1(73,6) 1 (86,9) 1 (93,9) 1 (77,3)
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V- DISCUSSAO
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A toxicidade dos medicamentos atuais e 0 aumento da prevaléncia de resisténcia ilustram
a necessidade continua da busca de novos agentes quimioterdpicos para o tratamento das
leishmanioses. Pacientes soropositivos para HIV tratados com HAART apresentam reducéo
significativa na ocorréncia, morbidade e mortalidade relacionadas a co-infec¢des causadas por
bactérias, fungos e protozoarios (Pozio e Morales, 2005; Valdivieso et al., 2010). Alguns estudos
tém demonstrado que os IPs-HIV, componentes do HAART, atuam também como inibidores das
proteases de patdgenos (Pozio e Morales, 2005).

N&o existem muitos estudos sobre aspartico proteases em Leishmania, mas alguns
trabalhos tém descrito a atividade de aspartico protease em fracdes soluveis de extratos brutos do
parasito (Alves et al., 2005; Valdivieso et al., 2007; Santos et al., 2009; Kumar et al., 2010).
Embora a purificacdo e caracterizacdo de aspartico proteases ainda ndo tenha sido totalmente
realizada nesses parasitos, a atividade leishmanicida de diferentes IPs-HIV tém sido
recentemente explorada (Cruz et al., 2006). Grupos independentes tém demonstrado que os IPs-
HIV apresentam atividade sobre a proliferacdo de Leishmania in vitro (Savoia et al., 2005;
Valdivieso et al., 2007; Trudel et al., 2008; Santos et al., 2009; Valdivieso et al., 2010; Santos et
al., 2013).

Neste trabalho avaliamos a atividade leishmanicida de intermediarios de sintese de IPs-
HIV. Esses intermediarios, devido a sua semelhanca estrutural com partes definidas dos IPs-HIV,
além de candidatos a farmacos, podem ser ferramentas para a investigacdo ndo s6 de seu
mecanismo leishmanicida, mas também para a investigacdo do mecanismo de acdo dos IPs-HIV.

Os IPs-HIV sdo moléculas que apresentam um grupo hidroxietilamina em suas estruturas.
Hidroxietilpiperazinas de primeira geracao, utilizadas como precursoras na sintese do indinavir
tiveram suas atividades leishmanicidas avaliadas em trabalho recente do nosso grupo
(Vasconcelos et al., 2014), no qual a molécula PMIC4 destacou-se como a mais ativa contra
promastigotas e amastigotas intracelulares de L. amazonensis. No presente trabalho, a atividade
leishmanicida, atividade de inibicdo de aspartico protease e mecanismos de acdo de
hidroxietilaminas analogas ao amprenavir (PMTBs e PLIPs) foram avaliadas em diferentes
espeécies de Leishmania.

A atividade antipromastigota de IPs-HIV ja foi demonstrada para diferentes espécies.
Estudos demonstraram a atividade dos inibidores indinavir e saquinavir contra promastigotas de
L. major (Savoia et al., 2005) e lopinavir, nelfinavir e amprenavir contra promastigotas de L.
amazonensis (Santos et al., 2009). Nossos resultados mostraram que em ensaios realizados com

promastigotas de L. amazonensis, seis hidroxietilaminas dentre as 23 avaliadas, apresentaram
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atividade potente: PLIP33, PLIP41, PLIP2, PLIP1D, PMTB12 e PMTB4, com valores de ICso
de 1,9; 2,3; 3,1; 3,3; 4,6 e 7,6 UM, respectivamente.

A capacidade dos IPs-HIV atualmente em uso clinico de reduzir a replicacdo de
amastigotas em macrofagos também reforca o potencial dessa classe de farmacos como
candidatos para o tratamento da leishmaniose (Trudel et al., 2008; Santos et al., 2009). Em nosso
trabalho, as hidroxietilaminas que se apresentaram ativas para promastigotas foram selecionadas
para testes em amastigotas intracelulares. PLIP33, PMTB12, PLIP2, PLIP1D, PLIP41, PLIP19
e PLIP27 reduziram significativamente os niveis de infeccdo de macrofagos infectados com L.
amazonensis, com ICso de 0,3; 0,4; 0,4; 0,5; 1,0; 1,2 e 1,4 uM, respectivamente. Trabalhos
realizados com os IPs-HIV mostraram que esses inibidores sdo mais eficazes contra formas
amastigotas do que contra formas promastigotas dos parasitos (Trudel et al., 2008; Santos et al.,
2009; Valdivieso et al., 2010). Da mesma forma, nossos valores de 1Cso também foram menores
para as formas intracelulares de L. amazonensis. Esse fenbmeno pode ser resultado de uma agéo
conjunta da atividade antiamastigota das substancias associada a uma modulagéo da capacidade
microbicida dos macrofagos.

Para que uma substancia seja considerada proto6tipo para um novo farmaco, seu indice de
seletividade, além de seus valores de 1Csg, devem ser considerados. Quanto maior o valor do
indice de seletividade, mais seletivamente tdxica ao parasito é a molécula. Os melhores indices
de seletividade foram obtidos com PMTB11 (>69), PMTB4 (32,4), PMTBL1 (23,5), PLIP2 (20,0)
e PLIP19 (20,0). As substancias PLIP41, PMTB10 e PLIP1, mostraram-se mais toxicas para
macrofagos, com baixos indices de seletividade.

Alguns resultados encontrados na literatura relacionados & suscetibilidade de
promastigotas de Leishmania a determinados IPs-HIV sdo contraditdrios. Essa contradi¢do pode
ser resultado de diferencas entre os isolados do parasito ou de diferencas nas metodologias
empregadas. Alguns trabalhos demonstraram que os IPs-HIV sdo efetivos contra promastigotas
de L. infantum (Savoia et al., 2005; Valdivieso et al., 2010), diferente do que foi publicado por
Trudel e colaboradores, que ndo verificaram atividade dos inibidores contra esse parasito (Trudel
et al., 2008). Dessa forma, nos avaliamos a atividade das HEAs para diferentes espécies de
Leishmania spp. sob as mesmas condigoes.

Com base nos valores de ICso para amastigotas de L. amazonensis, dez HEAs foram
selecionadas para testes em outras especies desse parasito. Nossos resultados mostraram que as
espécies L. amazonensis e L. major foram as mais susceptiveis, enquanto L. donovani e L.
mexicana mostraram-se mais resistentes a acdo das moléculas avaliadas. Essas diferencas

observadas na acao das substancias avaliadas podem ser atribuidas as variagdes inerentes de cada
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especie. As leishmanioses sdo causadas por uma grande diversidade de espécies de Leishmania,
que ndo s6 provocam diferentes formas de manifestagdes clinicas da doenca como também
podem diferir em relacdo a susceptibilidade/ resisténcia a diferentes medicamentos. De maneira
condizente aos nossos resultados, dados publicados na literatura sobre a susceptibilidade de
diferentes espécies de Leishmania para os IPs-HIV mostraram que as espécies associadas a
manifestacdes cutaneas sdo mais suscetiveis do que as espécies associadas com manifestacdes
viscerais (Savoia et al., 2005; Valdivieso et al., 2010).

Duas metodologias diferentes foram utilizadas para o calculo do ICso das HEAs avaliadas
para os diferentes parasitos. A primeira considera apenas o percentual de macréfagos infectados
em cada ponto experimental, desconsiderando o nimero de amastigotas por célula. A segunda
mescla os dois parametros, através do indice de infec¢do. Neste trabalho encontramos diferencas
significativas nos resultados, de acordo com a metodologia utilizada. Como os valores de 1Csg
variam de acordo com a metodologia empregada em seu calculo, eles se tornam valores relativos.
Dessa forma, a utilizacdo de farmacos de referéncia como controles experimentais torna-se
importante, permitindo comparacdes precisas dos valores do 1Cso de uma substanciaem teste em
relacdo ao valor do ICsp de um farmaco de referéncia.

Variacdes na metodologia experimental empregada podem resultar em valores de 1Cso
diferentes para as mesmas substancias. Essas variacbes podem estar relacionadas a quantidade
de parasitos utilizados nos ensaios de infeccdo de macréfagos e ao tempo de incubagdo com a
substancia. Dessa forma, o desenho experimental para testes de atividade leishmanicida deve ser
cuidadosamente elaborado, uma vez que a quantidade de parasitos utilizados em um experimento
e 0 tempo de incubagdo, assim como a forma de célculo, podem afetar o valor obtido para ICsg.

Os valores de CIFs tradicionalmente eram classificados por sinergismo: CIF < 1;
antagonismo: CIF > 1; e interacdo indiferente ou aditiva: CIF = 1 (Berembaum, 1978). Essa
interpretacdo pode levar a erros devido as variacGes experimentais. Diante disso, Odds (2003)
propbs a interpretacdo dos valores de CIF da seguinte maneira: sinergismo: CIF < 0,5;
antagonismo: CIF > 4; interag&o indiferente: CIF > 0,5 e < 4. Por esse motivo, a classificagcdo
proposta por Odds (2003) foi adotada nesta analise.

Os ensaios de associacgao in vitro nem sempre séo preditivos de interagdes in vivo e ndo
avaliam os possiveis eventos adversos causados por associagdes de farmacos. Assim, realizamos
estudos in vitro para identificacao de interacGes sinérgicas em nivel celular como primeiro passo;
0 passo seguinte é a avaliacdo das interacdes in vivo (Seifert e Croft, 2006).

A associacdo de PLIP27 com miltefosina foi classificada como indiferente. O conceito de

interacdo indiferente significa que cada substancia presente na mistura contribuiu para a atividade
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independentemente da presenca da outra. Ou seja, ndo ocorreram interagdes fisico-quimicas e
bioldgicas entre elas. Embora em um primeiro momento possa parecer frustrante, por ndo haver
sinergismo, por outro lado esse resultado significa que as duas substancias podem ser associadas
sem que haja incompatibilidade da atividade entre elas. A associacdo de farmacos é muito
utilizada no tratamento de diversas infeccOes e € desejada para minimizar o risco de
desenvolvimento de cepas resistentes. Além disso, 0 uso de concentragdes menores também
diminui a incidéncia de efeitos colaterais.

A atividade de aspartico protease em L. amazonensis e L. mexicana foi demonstrada em
alguns trabalhos através do uso combinado de inibidores e substratos cromogénicos e
fluorogénicos especificos para essa classe de enzimas (Alves et al., 2005; Valdivieso et al., 2007;
Santos et al., 2009; Santos et al., 2013). A hidroxietilpiperazina PMIC4 analisada anteriormente
(Vasconcelos et al.,, 2014) ndo inibiu a atividade de aspartico protease em extratos de
promastigotas de L. amazonensis. Testes de inibicdo da atividade de aspartico protease de
Leshmania amazonensis foram entdo conduzidos com as HEAs estudadas. As hidroxietilaminas
apresentaram perfis diferentes de inibi¢do da atividade proteolitica. A PMTB21 foi a Unica
hidroxietilamina incapaz de inibir a degradacao do substrato na maior concentracao avaliada.

Nesse trabalho correlacionamos a atividade leishmanicida das substancias, a inibi¢do da
atividade de aspértico protease em L. amazonensis e as estruturas das hidroxietilaminas. Ao fazer
essa correlagdo observamos que essas atividades ndo necessariamente estdo interligadas. O
mecanismo de acdo mais Obvio esperado para os intermediarios de sintese dos IPs-HIV seria a
inibicdo de aspartico proteases. Entretanto, efeitos dessas substancias sobre outros alvos dos
parasitos também devem ser considerados ao avaliar seus mecanismos de a¢do. Nossas analises
mostraram que a atividade leishmanicida das HEASs pode ocorrer por mecanismos diferentes, ndo
relacionados apenas a inibicdo da atividade de aspartico protease. As atividades das moléculas
foram associadas as suas estruturas quimicas e um padrdo interessante foi encontrado entre as
hidroxietilaminas. A presenca do substituinte NH> (amina primaria) foi importante para a
manutencdo da atividade leishmanicida das substancias. Quando a amina foi adicionada de um
grupo Boc, na maioria dos casos houve perda da atividade. A insercdo desse grupo pode estar
levando a um impedimento estérico ou a mudanca na nuvem eletrénica pode estar afetando a
interacdo com o alvo. O conhecimento de grupos quimicos capazes de responsaveis pela
atividade leishmanicida de compostos pode ser importante tanto para a potencializacdo, quanto
para a sintese de novos farmacos.

A correlacdo entre a atividade leishmanicida e a inibicdo de aspértico proteases revelou

um dado interessante. Quatro substancias ativas na inibicdo da atividade de aspartico protease
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sdo desprovidas de atividade leishmanicida. Esse dado sugere a desvinculacdo da inibicdo das
aspértico proteases da morte dos parasitos. Por outro lado, varias moléculas que apresentam
atividade leishmanicida, ndo inibiram a protease.

Em estudos realizados com IPs-HIV, promastigotas de L. amazonensis tratados com 0s
inibidores nelfinavir e lopinavir apresentaram alteraces na membrana plasmatica e estruturas
celulares internas, que podem ter levado a disfungdes metabdlicas que resultaram na morte dos
parasitos. Um aumento no numero de vesiculas que possivelmente correspondem a
compartimentos contendo lipideos também foi observado (Santos et al., 2009). Apesar de alguns
fatores influenciarem no metabolismo de pacientes com HIV, os inibidores de protease séo
conhecidos por afetarem profundamente triglicerideos, composic¢éo lipidica corporal e niveis de
adiposina, tanto em humanos quanto em camundongos (Lenhard et al., 2000; Pistell et al., 2010;
Gupta et al., 2012).

Para investigar um dos possiveis mecanismos de acdo das HEAs, um ponto de partida
interessante foi avaliar a alteragdo do conteudo de esterdis do parasito. Isso porque, além dos IPs-
HIV, que apresentam como efeito colateral a inibi¢cdo de enzimas do complexo P450, outros
farmacos leishmanicidas também tém a sua atividade relacionada a alteracdo da composicdo dos
esterdis de membrana do parasito, por inibirem alguma enzima da via de metabolismo de
lipideos, como os azdis (cetoconazol, miconazol, itraconazol). O ergosterol, como ja
mencionado, é essencial para a sobrevivéncia de Leishmania, sendo responsavel pela fluidez e
manutencdo da membrana plasmatica, envolvimento na endocitose e participacdo na transducgéo
de sinais.

Os azois sdo substancias que inibem a biossintese de esterdis do parasito, atuando na
enzima C-14 desmetilase (CYP51). Farmacos que atuam na biossintese de esterdis do parasito
possuem atividade leishmanicida e tripanossomicida, inibindo diversas enzimas da via como por
exemplo a HMG-CoA redutase, a esqualeno epoxidase, a C-14 desmetilase e a C-24
metiltransferase. Essas enzimas sdo inibidas pelas estatinas (sinvastatina, lovastatina), alilaminas
(terbinafina), azbis (cetoconazol, miconazol, itraconazol, fluconazol e voriconazol) e azasterais,
respectivamente (Rodrigues et al. 2002, Haughan et al. 1992, Beach et al. 1988, Berman et al.
1984, Azofra et al. 2010).

Entdo, para estudar se as HEAs alteram a biossintese de esterdis do parasito, foram
escolhidas duas substancias dessa classe, PMTB10 e PLIP27, selecionadas por terem apresentado
excelente atividade leishmanicida contra as diferentes espécies. Podemos observar na Figura 9 e
Tabela 13 que ndo houve acumulo de esterdis metilados na posi¢do 14, ou seja, ndo ocorreu a

inibicdo da enzima C14-desmetilase (CYP51) como fazem os azois (Roberts et al, 2003). Porém,
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houve uma alteragdo na composicao dos esterdis, principalmente com a PLIP27, que acumulou
esterois desconhecidos, e também colesta 5,7-dien 3-ol (20) e colesta-22-en-21-ol (21),
mostrando que essa molécula pode estar inibindo outra enzima da via de biossintese de esterais.
O acumulo de esterdis com o esqueleto colestano é observado com a inibi¢do da enzima 24-C-
metiltransferase (atua na metilacdo do carbono 24 durante a biossintese de esterol), pelos
azasterdis (Lorente et al, 2004). Os esterdis acumulados com o tratamento com os azasterdis sdo
Colesta-5,7,24-trien-3p-ol e Colesta-7,24-dien-33-ol (Magaraci et al, 2003). Entdo, o acimulo
dos esterois (20) e (21) no tratamento com o PLIP27 sugere uma possivel atuacéo dessa molécula
na enzima 24-C-metiltransferase.

Em nosso trabalho anterior (Vasconcelos et al., 2014) mostramos que a PMIC4, uma
hidroxietilpiperazina, também possui capacidade de interferir no metabolismo lipidico de L.
amazonensis. Assim, podemos sugerir que as diferencas na estrutura das HEAs que nao
mostraram inibicdo significativa de protease, em relacdo aos IP-HIV, podem ter levado a perda
da capacidade de inibicdo de aspartico proteases de Leishmania. Entretanto, essa diferenca
estrutural pode levar a outras potencialidades, como a interferéncia no metabolismo lipidico.

Para avaliar o potencial das HEAs como candidatas a farmacos, a sua aderéncia a regra
dos cinco de Lipinski (Ro5) e seu perfil de ADMET in silico foram avaliados.

A anélise de Ro5 sugeriu um perfil favoravel para varias PMTBs e PLIPs, incluindo
PLIP27, que ndo viola nenhum dos parametros fisico-quimicos associados a probabilidade de um
candidato a farmaco ter uma boa disponibilidade oral. A analise na plataforma admetSAR
apontou que ambas as séries apresentam uma alta probabilidade de absorcéo intestinal humana.

O DNDi (Drug for Neglected Disease initiative) preconiza que dentro do perfil de um
produto alvo para leishmaniose visceral, ndo ocorra interacdo com medicamentos para 0
tratamento da maldria, tuberculose ou HIV. Porém, quanto a avaliacdo in silico, uma das
interacdes farmacoldgicas que podem ocorrer € através da inibicdo ou inducdo da atividade de
enzimas do complexo citocromo P450, enzimas responsaveis pela metabolizacdo de diversos
farmacos. PLIP27 e PMTB10 indicaram probabilidade de atuarem como inibidor da enzima
CYP3A4 do complexo CYP450, podendo aumentar a concentracdo de substancias metabolizadas
por estas, o que pode significar concentrac@es toxicas. Contudo, isso ndo ocorreu para as outras
enzimas do complexo avaliadas. Um exemplo seria a possivel interacdo com a rifampicina,
medicamento de primeira linha para o tratamento da tuberculose, pois 85% deste farmaco é
metabolizado no figado por enzimas do complexo CYP450 (Arbex et al. 2010).
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VI- CONCLUSOES
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As hidroxietilaminas PMTB1, PMTB10 e PLIP27 foram as substancias que
apresentaram a melhor atividade leishmanicida contra diferentes espécies de

Leishmania;

A toxidez avaliada mostrou que PMTB1, PMTB4, PMTB11, PLIP2 e PLIP19

apresentardo o melhor indice de seletividade em L. amazonensis;

Para L. amazonensis e L. major a razdo de infeccdo 1:1 gerou valores maiores
de ICsp e ICg que 3:1. Em relacéo ao tempo de incubacgédo, tempos maiores (5

dias) geraram valores menores de ICso para L.major e L.mexicana;

A associagdo in vitro entre PLIP27 e miltefosina gerou um o valor de >CIF

de 1,12 para a associagao, considerado como associacao indiferente;

As HEAs tiveram perfis diferentes de inbicdo da atividade proteolitica e
PMTB3, PMTB7 e PMTB9 tiveram maior capacidade inibitoria. Sendo assim,
a atividade leishmanicida das HEAs parece estar desvinculada da atividade de

inibicdo de aspartico protease, sugerindo um mecanismo de acgdo alternativo;

A analise dos lipideos neutros revelou uma mudanca no perfil de esterdis de
L. amazonensis ap6s tratamento com PLIP27, sugerindo uma inibicéo na via

de biossintese de esterdis em um ponto diferente dos azdis;

A andlise Ro5 sugeriu um perfil favoravel para diversas HEAs, ja que elas

ndo violaram as quatro regras de Lipinski;

As HEAs podem servir como ferramentas Uteis para a investigacdo do
mecanismo de acdo leishmanicida dos inibidores de proteases do HIV. Estes
resultados contribuem para o estudo de novos candidatos a quimioterapicos
contra a leishmaniose cutanea, doenca importante sob o ponto de vista clinico
e de saude publica, para a qual ainda ndo ha vacina licenciada e o tratamento

atual é insatisfatorio.
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