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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Epoxi-α-lapachona: uma nova perspectiva para quimioterapia das 

leishmanioses 

RESUMO 

O foco deste projeto é analisar os efeitos do epoxi-α-lapachona sobre 

Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania (Leishmania) amazonensis. 

Inicialmente é proposto que promastigotas e amastigotas de ambas as espécies 

são afetadas pelo composto. A incubação com epoxi-α-lapachona levou a uma 

diminuição significativa no número de promastigotas de ambas as espécies em 

culturas, de forma dose e tempo dependente. A sobrevivência de amastigotas 

que habitam macrófagos humanos, também foi afetada pelo composto, tal como 

mostrado pelas variações do índice de endocitose. Na segunda fase deste 

trabalho, foi oportuno obter mais dados sobre a ação epoxi-α-lapachona em L. 

(L.) amazonensis. Este composto causa um drástico efeito interno em 

promastigotas e formas amastigotas após o contato na cultura, e em seguida, 

levando a morte de parasita com comprometimento da membrana plasmática 

como um evento tardio. Os ensaios realizados in vivo com infecção de 

camundongos BALB/c causada por L. (L) amazonensis mostram que 0,44 mM 

deste composto é capaz de causar diminuição da lesão de pata de 30,8 ± 2,6 

mm2 para 24,9 ± 2,0 mm2, em comparação ao tratamento controle (glucantime 

= 28,3 ± 1,5 mm2). Na terceira fase deste trabalho foi avaliado um possível alvo 

molecular do epoxi-α-lapachona. Os ensaios enzimáticos realizados mostram 

que este composto pode agir como um inibidor de uma serino proteinase de 68 

kDa da L. (L) amazonensis. Em concordância com os ensaios enzimáticos, as 

análises teóricas realizadas mostram que o epoxi-α-lapachona pode ligar no 

centro ativo de oligopeptidase B da L. (L) amazonensis. O conjunto dos 

resultados aqui apresentados indica que o epoxi-α-lapachona tem uma ação 

leishmanicida sobre as Leishmania spp em ambas as fases morfológicas dos 

parasitos. Os dados obtidos neste projeto agregam informações relevantes 

sobre o potencial de epoxi-α-lapachona para o tratamento das leishmanioses. 

Palavras-chave: Leishmania spp. Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (L.) 

amazonenses; epoxi-α-lapachona; quimioterapia, fármacos, oligopeptidase B 
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

Epoxy-α-lapachone: a new perspective for Chemotherapy of Leishmaniasis 

ABSTRACT 

The focus of this project is to analyze the effects of epoxy-α-lapachone on 

Leishmania (Viannia) braziliensis and Leishmania (Leishmania) amazonensis. 

Initially was proposed that promasigotes and amastigotes from both species were 

affected by this compound. The incubation with epoxy-α-lapachone led to a 

significant decrease in the numbers of promastigotes from both species in the 

cultures, in a dose-and time-dependent fashion. The survival of amastigotes 

inhabiting human macrophages was also affected by the compound, as shown 

by the variations in the endocytic index. In the second phase of this work, we 

have the opportunity to obtaining more data of the epoxy-α-lapachone action on 

L. (L.) amazonensis. This compound cause a drastic internal effect in 

promastigotes and amastigotes forms after the contact in culture, and then 

leading the killing of parasite with impairment of the plasma membrane as a late 

event. The performed in vivo assays with BALB/c mice infection caused by L. (L) 

amazonensis show that this 0.44 mM of this compound cause a decreased of 

paw lesion of 30.8 ± 2.6 mm2 to 24.9 ± 2.0 mm2, compared to control treatment 

(glucantime = 28.3 ± 1.5 mm2l). In the third phase of this work was assessed a 

possible molecular target of this epoxy-α-lapachone. The performed enzymatic 

assay show that this compound can act as an inhibitor of 68 kDa serine 

proteinase of the L. (L) amazonensis. In agreement with the enzymatic assays, 

the performed theoretical analysis show that epoxy-α-lapachone bind in the 

active center of L. (L) amazonensis oligopeptidase B. The set of results presented 

here indicate that the epoxy-α-lapachone has a leishmanicidal effect over 

Leishmania spp in both morphological stages. The data obtained in this project 

add relevant informations about the potential of epoxy-α-lapachone for the 

treatment of leishmaniasis. 

Keywords: Leishmania spp., Leishmania (V.) braziliensis, Leishmania (L.) 

amazonenses; epoxy-α-lapachone; chemotherapy, drug, oligopeptidase B   
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1.1. Importância 

As leishmanioses são doenças infecto-parasitárias e fazem parte do grupo 

das doenças tropicais endêmicas que acometem o homem. Estas doenças são 

causadas por mais de 20 espécies de protozoário parasito do gênero 

Leishmania, os quais são transmitidos por insetos flebotomíneos fêmeas do 

gênero Lutzomyia. É descrito casos dessas doenças em 98 países e 3 territórios 

nos 5 continentes do mundo (Alvar et al., 2012). A Organização Mundial da 

Saúde estima que cerca de 310 milhões de pessoas correm o risco de adquirir 

leishmaniose, com ocorrência de 1,3 milhões de novos casos por ano. No 

entanto, 600 mil casos são notificados, ocorrendo entre 20 e 30 mil casos fatais 

por ano (WHO, 2010). 

Os relatados de leishmaniose no mundo estão relacionados há três 

principais formas de manifestação clínica:  

(1) Leishmaniose Visceral (LV) é a forma mais grave da doença, que tem 

uma taxa de mortalidade de quase 100%, se não for tratada. Apresenta sintomas 

com febre irregular, perda de peso, inchaço do baço e fígado e anemia. As 

espécies do complexo Leishmania (Leishmania) donovani são as principias 

responsáveis por esta manifestação clínica. Outros sintomas, caracterizado 

como leishmaniose dérmica pós-calazar, podem aparecer vários meses (ou 

anos) após o tratamento de LV (Hide et al., 2007);  

(2) Leishmaniose Mucocutânea (LMC) é causada principalmente por 

Leishmania (Viannia) braziliensis, e raramente por espécies do complexo 

Leishmania (Viannia) guyanensis, produz lesões mutilante que podem levar à 

destruição extensa dos tecidos nas mucosas do nariz, boca e corpo, incluindo o 

rosto, braços e pernas (Hide et al., 2007); 

(3) Leishmaniose Cutânea (LC), são as mais comuns, representam 50-75% 

de todos os novos casos. Refere-se a lesões localizadas, podendo haver cura 

espontânea, ao contrário da leishmaniose cutânea difusa (LCD) e leishmaniose 

cutânea disseminada (Hide et al., 2007). Na LCD não há cicatrização espontânea 

e pode ocorrer reincidência após o tratamento. Esta forma é caracterizada por 
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lesões nodulares disseminadas que se assemelham a hanseníase. Os agentes 

etiológicos da LC no Velho Mundo são Leishmania (Leishmania) aethiopica, 

Leishmania (Leishmania) tropica e Leishmania (Leishmania) major assim como, 

Leishmania (Leishmania) donovani, descrito por Laveran e Mesnil; 1903, e 

Leishmania (Leishmania) infantum, descrito por Nicolle; 1908, que também já 

foram isoladas a partir de lesões cutâneas. As principais espécies do Novo 

Mundo ou estão nas espécies do complexo Leishmania (Leishmania) mexicana 

ou no subgênero Viannia que também é referida como espécies do complexo 

Leishmania (Viania) braziliensis (CDC, 2014). 

A LV é altamente endêmica no subcontinente indiano e na África Oriental, 

com índice de infecção de 200 a 400 mil pessoas a cada ano e ocorrência de 

mais de 90% de novos casos em seis países: Bangladesh, Brasil, Etiópia, Índia, 

Sudão do Sul, e Sudão (WHO, 2010). 

Com relação LC 95% dos casos ocorrem nas Américas, bacia do 

Mediterrâneo, Ásia Central e Oriente Médio. Cerca de dois terços de novos casos 

de LC incide seis países: Afeganistão, Argélia, Brasil, Colômbia, Irã (República 

Islâmica) e Síria (República Árabe). Estima-se que 0,7 a 1,3 milhões de novos 

casos ocorrem anualmente em todo o mundo (WHO, 2010). Além disso, LC afeta 

principalmente crianças com faixa etária acima de 10 anos o que corresponde 

90% dos casos (Alvar et al., 2012). Já LMC ocorre em quase 90% no estado 

plurinacional da Bolívia, Brasil e Peru, com uma taxa de infecção menor que 5%, 

mas com a região, sua maior prevalência tem sido correlacionada às áreas onde 

LC foi recentemente introduzida. (Bedoya-Pacheco et al., 2011). Contudo, a 

infecção por Leishmania ainda pode causar uma grande variabilidade de atípicas 

e raras manifestações clinicas, onde a progressão ou a cura destas infecções 

estão relacionadas com a constituição genética e com a condição imunológica 

do hospedeiro, a virulência e patogenicidade das diferentes espécies e cepas de 

Leishmania (Hide et al., 2007 e Bañuls et al., 2011). 

Considerando o panorama relatado da leishmaniose, a doença na sua 

grande maioria acomete as pessoas mais pobres, desnutridas, imunodeprimidas 

e também está relacionada ao deslocamento populacional e as condições 
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precárias de habitação. Além disso, a leishmaniose está diretamente ligada as 

mudanças ambientais como: desmatamento, construção de barragens, sistemas 

de irrigação e urbanização (WHO, 2010). 

No Brasil, a leishmaniose representa um sério problema de saúde pública 

devido a sua ampla cobertura nacional. Relatos de LV indicam um aumento de 

124% na taxa de mortalidade, que passou de 117 (3,4%) em 1994, para 262 

(7,2%) em 2006. Simultaneamente, entre 1998 e 2010, um total de 32.459 casos 

de LV foram registrados em 21 estados, sendo mais prevalente na parte nordeste 

do país. Outro fator preocupante é a alta prevalência da doença em crianças, 

dados de 2007 revelaram que 52,8% dos casos confirmados de LV afetam 

crianças menores de 10 anos (Ministério da Saúde, 2010).  

A LC no Brasil recebeu a denominação de leishmaniose tegumentar 

americana (LTA), descrito por Rabello; 1923, que abrange tanto a forma cutânea 

como a forma mucosa da doença. Em média, 28.000 casos de LTA são relatados 

por ano. Na década de 1980, apenas dezenove estados do Brasil tinham relatos 

de LTA posteriormente, em 2003, todos vinte e sete estados brasileiros 

apresentaram transmissão autóctone LTA. Adicionalmente, em 2010, 217 

municípios relataram transmissões moderadas ou intensa da doença, o que 

demonstra a expansão geográfica contínua da doença em todo o país (Ministério 

da Saúde, 2010).  

1.2. Leishmania Tegumentar Americana 

A leishmaniose tegumentar americana (LTA) constitui um conjunto de 

zoonoses causadas por diferentes espécies de protozoários do gênero 

Leishmania, com diferentes padrões epidemiológicos de transmissão no 

continente Americano. Estas zoonoses são de difícil controle, devido a diferentes 

e específicas condições eco epidemiológicas de cada foco. O que per si ressalta 

a importância da caracterização e do estudo da evolução destes parasitos (de 

Castro et al., 2005).  

A Leishmania é um parasita versátil, são encontrados em biomas naturais 

ou modificados pelo homem, podendo infectar uma grande variedade de 

hospedeiros e vetores. No Brasil, vários mamíferos silvestres são incriminados 



4 
 

 

 

como reservatórios. Os reservatórios da LTA são as espécies de animais que 

garantem a circulação das Leishmania spp. Contudo, já foram registrados como 

hospedeiros, e possíveis reservatórios naturais, algumas espécies de roedores, 

marsupiais, endentados e canídeos silvestres. Embora, os registros de infecção 

em animais domésticos serem numerosos, não há evidências científicas que 

comprovem o papel destes animais como reservatórios das Leishmania spp, 

sendo considerados hospedeiros acidentais da doença. A LTA nesses animais 

pode apresentar-se como uma doença crônica com manifestações semelhantes 

às da doença humana, ou seja, o parasitismo ocorre preferencialmente em 

mucosas das vias aero digestivas superiores. Além disso, as espécies de 

flebotomíneos vetorialmente competente (Lutzomyia flaviscutellata, Lutzomyia 

whitmani, Lutzomyia umbratilis, Lutzomyia intermedia, Lutzomyia wellcome e, 

Lutzomyia migone) também contribuem para a plasticidade da LTA (Ministério da 

Saúde, 2010). 

Atualmente, sete espécies de Leishmania têm sido reportadas como agentes 

etiológicos de LTA, sendo seis do subgênero Viannia 

[Leishmania (Viania) braziliensis, Leishmania (Viania) guyanensis, Leishmania 

Leishmania (Viania) lainsoni, Leishmania (Viania) naiffi, Leishmania (Viania) 

lindenberg e Leishmania (Viania) shawi] e somente uma do subgênero 

Leishmania [Leishmania (Leishmania) amazonenses] (Shaw, 2003; Silveira et 

al., 2002). 

No Brasil, a Leishmania (Viania) braziliensis é o agente etiológico que 

prevalece na região nordeste e Leishmania (Leishmania) amazonensis é a 

espécie mais amplamente distribuída. Ambas as espécies estão em expansão 

geográfica no Brasil, com uma crescente incidência de 10,5 / 100.000 habitantes 

em 1985 para 18,6 / 100.000 habitantes em 2005. A doença tem relatos 

atualmente em todas as regiões do país, mas, com uma média de 28.568 casos 

anuais, a região Nordeste, teve a maior incidência entre 1985 e 2005. Em 2001, 

por exemplo, a incidência da região foi de 93,8 casos / 100,000 habitantes 

(Ministério da Saúde 2010). 

A Leishmania (Leishmania) amazonensis está presente no Norte, Nordeste, 

Sudeste e Centro Oeste do Brasil, causa lesões variando desde a leishmaniose 
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cutânea localizada (LCL), com hipersensibilidade celular moderada, 

leishmaniose cutânea anérgica difusa (LCAD), uma hipossensibilidade celular 

com marcadores da resposta imunológica do tipo T helper type 2 (Th2). Entre a 

LCL moderada e a LCAD, com baixa capacidade de resposta, há uma fraca 

forma de hipersensibilidade celular, conhecida como leishmaniose cutânea 

disseminada limítrofe (LCDL), que tem se mostrado menos imunossuprimidos 

que LCAD. Por outro lado, a Leishmania (Viania) braziliensis, é amplamente 

distribuída na América Central e do Sul e é predominante fora da região amazônica, 

incluindo áreas rurais e peri-urbanas, pode causar não apenas LCL e LCDL mas 

também a leishmaniose mucosa (LM), uma hipersensibilidade celular da 

infecção com uma proeminente resposta imune do tipo T helper type 1 (Th1). 

Desta forma, a diversidade das manifestações clínicas tem sido associada 

principalmente com as diferenças antigênicas das diferentes espécies de 

parasitas, mas também pela experiência imuno-genética do hospedeiro 

(Carvalho et al., 2012). 

A Leishmania (Viania.) guyanensis, causa predominantemente lesões 

cutâneas ulcerativas e ocorre ao norte da região amazônica. As espécies do 

subgênero Viannia Leishmania (Viania.) lainsoni, Leishmania (Viania.) naiffi, e 

Leishmania (Viania.) shawi são mais restritas ao ciclo silvestre na região 

amazônica e raramente são encontradas infectando o homem. Adicionalmente, 

a espécie Leishmania (Viania.) lindenbergi isolada de soldados brasileiros com 

lesões cutâneas, que praticavam manobras próximas a florestas primárias 

degradadas ao norte do Estado do Pará, foi incluída como agente causador de 

LTA (Silveira et al., 2002). 

1.3. Considerações sobre o tratamento das leishmanioses 

Historicamente, a LC é uma doença antiga com relatos de lesões visíveis 

encontradas em tabuinhas de barro cozido na biblioteca do rei Assurbanipal do 

século 7 a.C (Mishra et al., 2007). O primeiro relato de tratamento só ocorre no 

fim do século 19 em Tashkent, quando houve indício a terapia localizada como 

aplicação de ácido láctico puro para cauterizar as lesões (Berman, 1988). Nesta 

época as recaídas eram tratadas pela remoção (raspagem) da lesão com uma 

colher afiada. Ainda nesta época outros agentes de cauterização eram utilizados 
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para o tratamento como o sulfato de cobre, extratos de plantas e aquecimento 

das lesões por 20 horas com água. Já, LV no Velho Mundo teve a primeira 

epidemia registrada em 1824 no distrito de Jessore, na Índia (atual Bangladesh), 

matando milhares de pessoas, pois não havia nenhum tratamento. Somente, no 

início do século 20 o antimônio foi usado como quimioterápico no tratamento da 

leishmaniose (Singh & Sivakumar, 2004). 

O uso terapêutico do antimônio na medicina está bem documentado, devido 

ao debate criado em torno da sua utilização. Paracelsus no século 16, introduziu 

antimônio como um remédio para todos os males (Panacea), e foi aclamado 

como uma das sete maravilhas do mundo por Leipzig em 1604. Em 1905, o uso 

do antimônio teve início quando Plimmer e Thompson mostraram a atividade do 

tartarato de sódio e potássio contra os tripanossomas, o qual foi utilizado no 

tratamento da tripanossomiase humana na África (Haldar et al., 2011).  

O tártaro emético, antimonial trivalente (Sb3+), foi relatado pela primeira vez 

para o tratamento da LC, descrito por Vianna; 1912, e depois, teve sua eficácia 

confirmada contra LV por Di Cristina e Caronia, na Sicília e Rogers na Índia, em 

1915. Posteriormente, observações clinicas do uso do tártaro emético revelaram 

muitos casos de efeitos colaterais tais como tosse, dor no peito e depressão 

(Haldar et al., 2011). Estes fatos já vislumbravam a necessidade de novos 

estudos para o tratamento da leishmaniose, o que culminou com a síntese e 

comercialização de formulações menos tóxicas do antimônio gluconato 

(Solustibosan – Kikuth & Schmidt, 1937) e estibogluconato de sódio (Pentostam 

– Goodwin, 1995). 

Atualmente, as duas formulações que usam o antimônio pentavalente (Sb5+) 

para o tratamento da leishmaniose são: (1) stibogluconato de sódio (SSG; 

Pentostam™) e (2) antimoniato de meglumina (MA; Glucantime™). Para estes 

compostos, tanto a eficácia e toxicidade estão relacionadas com o Sb5+ e apesar 

das suas diferenças estruturais eles são considerados terapeuticamente 

semelhantes, embora o PentostamTM contenha cerca de 20% de Sb5+/mL a mais, 

comparado ao GlucantimeTM(WHO, 2010; Ministerio da Saúde, 2010).  
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Hoje é bem descrito que os quimioterápicos antimoniais são caracterizados 

por um amplo espectro de ligeiro a moderado efeitos adversos. O mais comum 

desses efeitos adversos são mialgia, artralgia, náuseas, vômitos, febre, dor de 

cabeça, dor abdominal, dor no local da aplicação e edema. No entanto, estes 

efeitos secundários são raramente considerados graves o suficiente para exigir 

a interrupção do tratamento. O efeito colateral mais perigoso associado com 

antimoniais é, sem dúvida, cardiotoxicidade. Este efeito é significativamente 

aumentado quando Sb3+ é utilizado, mas pode também ocorrer com doses 

elevadas de Sb5+. A cardiotoxicidade associada com antimoniais é caracterizado 

por várias alterações no sistema cardiovascular, particularmente repolarização 

ventricular alterada (Herwaldt & Berman, 1992; Oliveira et al., 2011). 

Outro aspecto negativo ao uso dos antimoniais é a sua eficiência 

questionável. Neste sentido, sabe-se que um paciente que apresenta lesões 

resistentes ao tratamento não significa que seja portador de uma cepa de 

Leishmania resistente. O que parece mais provável é que os pacientes 

refratários ao tratamento sejam, em geral, indivíduos cujo estado imunitário é 

deficiente. Sendo aceito, portanto, que os casos de insucesso na quimioterapia 

com os antimoniais pentavalentes estejam relacionados a fatores advindos tanto 

do parasito quanto do hospedeiro (Saldanha et al., 2000). 

Na contemporaneidade das propostas de tratamento das leishmanioses, 

existem aproximadamente 25 compostos e formulações que mostram efeitos 

anti-leishmania, mas somente alguns foram corretamente comprovados ou estão 

em fase de comprovação (2). Dentre estes, destaca-se que para o tratamento 

dos pacientes é preconizado primeiramente o uso dos compostos antimoniais 

pentavalente, glucantime e pentostam e como segunda linha a amfotericina B, 

pentamidina, aminosidina e a miltefosina (Berman, 2005). Além disso, outros 

compostos vêm sendo estudados quanto à sua atividade leishmanicida nas 

doenças tegumentar e visceral como: azoís (fluconazol, cetoconazol, itraconazol 

e posaconazol) (Alrajhi et al., 2002; Koutinas et al., 2001), alopurinol (Dietze et 

al., 2001) e sitamaquina (Sereno et al., 2001). Também, o uso dos produtos que 

estimulam o sistema imunitário é uma alternativa no tratamento das 
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leishmanioses (Murray et al., 2003; Gontijo et al., 2003). Contudo, ainda não há 

um fármaco que apresente um bom índice terapêutico e uma baixa toxicidade. 

Em relação ao tratamento atual, a posologia recomenda pela Organização 

Mundial da Saúde (OMS) é uma dose de Sb5+, de 10 a 20 mg/kg/dia por via 

intramuscular ou por via intravenosa com uma dose total máxima de 810 mg de 

Sb5+ por dia. Os tratamentos geralmente são contínuos por 20 dias, mas podem 

ser reduzidos a duas semanas, se a cura parasitológica antecipada for 

observada. Nos casos que o uso sistêmico é contraindicado, 0,2 a 1 ml de 

solução de antimônio pode ser administrada diretamente nas lesões (Berman, 

1988; Sampaio et al.,1985; Herwaldt et al., 1992).  

No Brasil, devido às diferenças regionais de sensibilidade dos parasitas a 

este medicamento, as dosagens devem ser ajustadas de acordo com o padrão 

da resposta terapêutica observada, definida pelos critérios de cura (Oliveira-Neto 

et al., 1996; Oliveira-Neto et al., 2000). Além disso, existem ainda esquemas 

alternativos para utilização dos antimoniais pentavalentes, como sua 

administração intralesional, o emprego de baixas doses (abaixo de 10mg/kg/dia) 

em combinação com outros medicamentos como imiquimode ou alopurinol e 

ainda em associação a imunoterapia (Arevalo et al., 2007, Martinez et al., 1997, 

Arana et al., 1994 e Al-Abdely et al., 1999) 

1.4. Composição do degradoma de Leishmania spp. 

As proteases são um conjunto de enzimas estruturalmente e funcionalmente 

diversificada que hidrolisam proteínas envolvidas na ativação ou inativação dos 

processos biológicos. A hidrólise da ligação peptídica pode ocorrer no grupo 

amino-terminal ou carboxi-terminal de uma cadeia polipeptídica (atividade 

exopeptidase) ou no seu interior (atividade de endopeptidase). Neste último 

caso, as enzimas também são denominadas proteinases (Barrett & McDonald, 

1985). 

O conjunto de proteases das Leishmania spp, degradoma, demonstra um 

potencial relevante como fator de virulência devido, o papel fundamental no ciclo 

de vida destes parasitas. Os genes de proteinases são amplamente distribuídos 

no genoma de Leishmania spp em média, 1.8% do total de genes, são 
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encontrados no banco de dados GenDB, compreendendo principalmente 

cisteína, serina, aspártico e metalloproteases que são agrupadas em distintos 

Clãs e Famílias com base em relações evolutivas intríncicas (Rawlings et al., 

2008), que são classificadas com base nos resíduos de aminoácidos presentes 

no sítio catalítico (Beynon & Bond, 2001).  

O genoma de Leishmania spp. é formado por distintos genes de cisteínas 

proteinases, agrupados em 4 clãs e 14 famílias, apresentando o maior número 

de genes em comparação as outras classes de proteases. O clã CA concentra a 

maior quantidade de enzimas e as famílias C1, C2 e C19 são as mais 

predominantes do clã (Rawlings et al., 2008).  

As proteases da família C1 têm sido extensivamente caracterizadas em 

várias espécies de Leishmania, contêm enzimas catepsina L-like (CPA e CPB), 

assim como, enzimas do tipo catepsina B-like (CPC). A CPB possui um conjunto 

de genes similares com números de cópias e polimorfismo variando 

consideravelmente entre as espécies (Mottram et al., 2004). As calpainas são os 

integrantes da família C2 mais abundante entre as cisteinas proteinases. Em 

eucariotas superiores, calpainas desempenham papéis importantes em funções 

reguladas pelo cálcio, tais como, transdução de sinal, diferenciação celular e 

apoptose/necrose, mas sua função em Leishmania spp. ainda não é bem 

definida. Outro grupo abundante de cisteína proteinase são os membros da 

família C19 (ubiquitina hidrolase). As ubiquitinas são subunidades do 

proteossoma responsáveis pela ubiquitinação de proteínas da via de degradação 

citosólica (Besteiro et al., 2007). 

Ao contrário das cisteíno proteinase os genes de metalloprotease estão 

distribuídos uniformemente em 7 clãs e 16 famílias. O clã MA apresenta a maior 

diversidade de família sendo a M8 a mais estudada (Rawlings et al., 2008). Os 

representantes dessa família são glicoproteína de 63 kDA (GP63) também 

nomeadas como leishmanolisin. As GP63 são enzimas dependente de zinco, 

que pode ser encontrada na membrana plasmática, no citosol e na bolsa flagelar 

do parasita. Esta proteinase pertence à classe metzincin, cujos membros 

incluem uma sequência motivo, HExxHxxGxxH, e um pró-peptídeo N-terminal 

que torna a pró-enzima inativa durante a tradução, e é removido durante a 
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maturação e ativação (Yao et al., 2003). Curiosamente GP63 é abundante em 

promastigotas, mas em amostigota é regulada negativamente (Schneider et al., 

1992). No entanto, a redução da expressão de GP63 pode ser compensada pela 

ausência de lipofosfoglicano (LPG) na superfície das amastigotas, possibilitando 

a GP63 modular a resposta imune do hospedeiro, apesar da sua redução em 

comparação com as promastigotas. Sua atividade biológica está associada à 

proteção dos parasitas contra a ação de enzimas do hospedeiro no intestino 

médio dos insetos vetores e nos fagolisossomos de macrófagos (Pimenta et al., 

1991).  

Os genes de serina proteinase são representados por oito famílias onde se 

destacam a subitilisina-like, proteinase peptídeo sinal e as proteínas 

pertencentes à família S9. Em Leishmania spp há seis genes que codificam 

proteínas desta família, incluindo proliloligopeptidase, peptidil-dipeptidase IV e 

oligopeptidase B (OPB), que ocorre apenas em plantas, bactérias e 

kinetoplastídeos. Todas essas enzimas contem uma tríade catalítica com 

resíduos de aspártico, histidina e serina, apresentando múltiplos domínios com 

um domínio catalítico globular, onde o sitio ativo é formado por uma grande fenda 

e um domínio β-hélice que limita o acesso ao sítio ativo (Besteiro et al., 2007). 

Leishmania spp. tem apenas três aspártico proteinase, uma pepsina A 

classificada no clã AA família A28 e outras duas no clã AD família A22 dessas 

duas, uma tem similaridade a sequência de presenilina 1, que é uma proteinase 

membrana que cliva proteínas membrana do tipo I. A segunda é uma enzima 

com identidade a proteinase peptídeo sinal de peptidase intramembranar que 

cliva peptídeos sinal dentro da sua região transmembranar. Curiosamente, 

aspártico proteinases semelhante as plasmepsina, que são abundantes em 

Plasmodium sp e outros parasitas apicomplexa, aparentemente são totalmente 

ausente em Leishmania spp. 

1.5. Importância das proteinases na sobrevivência dos 

amastigotas de Leishmania spp 

A proteinases atuam nas diferentes etapas do ciclo de vida das Leishmania 

spp, seja nos hospedeiros vertebrado o invertebrado (Silva-Almeida et al., 2012); 
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influenciando no processo de transmissão, infecção e doença. O parasito é 

transmitido ao hospedeiro vertebrado pela picada da fêmea do flebótomo 

infectada (família Psychodidae, subfamília Phlebotominae) e a contaminação 

dos flebotomíneos ocorre a partir da ingestão do sangue de vertebrados 

infectados (Saliba & Oumeish, 1999; Ashford, 2000).  

Os flebotomíneos fêmea possui o hábito alimentar hematofágico, quando o 

inseto adquire os macrófagos do hospedeiro vertebrado, contendo as formas 

amastigotas. Esta forma do parasita é liberada no intestino médio do inseto se 

diferenciando na forma promastigota, dando início ao ciclo de vida extracelular 

do parasita no vetor. Os promastigotas migram para a parte anterior do aparelho 

digestivo do flebotomíneo, onde ocorre multiplicação por fissão binária. 

Aproximadamente, sete dias após a alimentação, os promastigotas entram em 

metaciclogênese e se tornam infecciosos (promastigotas metacíclicas), que são 

preparados para invadir as células do hospedeiro mamífero após a alimentação 

do inseto vetor (Saliba & Oumeish, 1999; Ashford, 2000).  

Os promastigotas metacíclicas são fagocitadas geralmente por macrófago, 

a principal célula do hospedeiro que é infectada pelas Leishmania spp. No 

entanto, há outras células do sistema imune do hospedeiro mamífero que podem 

ser infectadas, como os monócitos, células dendríticas, derivadas de monócitos, 

células abundantes em lesões inflamatórias e linfonodose outras células destes 

tecidos (eosinófilos, neutrófilos e fibroblastos) também podem ser infectadas 

(McConville & Naderer, 2011).  

Durante as primeiras horas de infecção das Leishmania spp., um repertório 

de adaptações assegura a entrada e saída da célula, bem como, a modulação 

do mecanismo da imunidade inata. Estas adaptações incluem a invasão e 

destruição de tecidos do hospedeiro e a penetração dos sistemas vasculares do 

hospedeiro, permitindo que o parasita migre aos locais específicos ao seu 

desenvolvimento (Piña-Vázquez et al., 2012). 

O primeiro obstáculo a ser vencido é adaptar-se a variação térmica na 

transição do inseto vetor para o hospedeiro mamífero, de 25-26°C para 37°C, 

respectivamente. Neste momento, há um aumento na secreção das proteases, 

tais como, a GP63 e a cisteíno protease B (CPB) (Hassani et al., 2011). A 
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mudança de temperatura desencadeia a formação de vesículas (exossomos) 

contendo CPB e GP63 ancoradas à membrana via glicosilfosfatidilinositol. Os 

exossomos podem se fundir a membrana plasmática dos macrófagos 

transportando rapidamente as proteases para o citoplasma. Esse mecanismo, 

representa outra via de entrada das proteases ao ambiente dos macrófagos do 

hospedeiro (Hassani et al., 2011). 

A via de glicosilação também é requerida para aumentar a tolerância térmica, 

incluindo a biossíntese dos nucleotídeos GDP-Man e UDP-GlcNAc na 

Leishmania spp. Adicionalmente, o retículo endoplasmático apresentam 

proteínas responsável pela manutenção das glicoproteínas (UDP-Glc: 

glicoproteína glicosiltranferase, calreticulina e glicosidase ), onde a N-

glicosilação é necessária para o enovelamento correto e/ou exportação de 

proteínas à temperatura elevada (33 °C – 37 °C) do hospedeiro mamífero. Da 

mesma forma, o LPG contribui para a adaptação térmica tanto no vetor 

flebotomíneo quanto nas infecções iniciadas por promastigotas no hospedeiro 

mamífero (McConville & Naderer, 2011).  

Igualmente, a lise mediada pelo complemento tem que ser superada nas 

etapas iniciais da infecção. Para isso, a GP63 também atua auxiliando na evasão 

da lise dos promastigotas mediada pelo complemento, através da clivagem de 

C3 para os seus produtos de gradação, bem como a conversão de C3b para a 

forma inativa iC3b (Brittingham et al., 1995). Além disso, GP63 impede a ação 

dos peptídeos antimicrobianos, como defensinas e pexiganan (Kulkarni et al., 

2008).  

A abundância e diversidade das GP63, bem como a alta atividade catalítica 

favorecida pela mudança de temperatura no hospedeiro mamífero, propicia a 

disseminação do parasita, uma vez que a GP63 pode digerir componentes da 

matriz extra celular, tais como, colágeno tipo IV, fibronectina e laminina (McGwire 

et al., 2003). Da mesma forma, a CPB pode atuar na degradação de fibronectina 

quando associada os glicosaminoglicanos na superfície da célula hospedeira 

(Piña-Vázquez et al., 2012). 

No decorrer da infecção do hospedeiro vertebrado a OPB é altamente ativa, 

sendo responsável pela regulação da endolase na superfície da célula do 
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parasita auxiliando a multiplicação dos amastigotas no macrófago (Swenerton et 

al., 2011). Dentro das células fagocitárias, a diferenciação dos promastigotas 

metacíclica para amastigota tem início no fagossomo, o qual é formado após a 

fagocitose. Esse, pode subsequentemente se fusionar ao lisossomo, 

endossomo, fagossomo e autofagossomo, sugerindo que uma gama de 

macromoléculas estejam presente, resultando na formação do vacúolo 

parasitóforo (VP) acidificado, pH 4,7 a 5,2 (McConville & Naderer, 2011). Esse 

ambiente, favorece um estado de protonação aos grupos ionizáveis na cadeia 

lateral dos resíduos de aminoácido das proteínas catalíticas expostas ao pH 

ácido. Nesse ambiente, a Leishmania se diferencia em amastigota que são 

metabolicamente mais ativas em pH ácido (Burchmore & Barrett, 2001).  

Pouco se sabe sobre a composição exata do VP. Estudos recentes sugerem 

que amastigotas intracelulares são dependentes da absorção e utilização de 

glicose e outras hexoses presentes no VP. Além das hexoses, os amastigotas 

intracelulares podem usar outras fontes de carbono como aminoácidos gerados 

pela ação hidrolítica das cisteíno-, metallo- e serino-proteases (Kulkarni et al. 

2008; Choudhury et al., 2010), os quais seriam absorvidas pelos parasitas por 

permeases (McConville & Naderer, 2011). 

Além disso, as proteases intracelulares exercem importante função na 

aquisição de peptídeos oriundos da digestão de proteínas absorvidas pelo 

parasito, como por exemplo, na obtenção de ferro. Após absorção de da 

transferrina ou lactoferrina pelo parasito as proteases do compartimento 

lisossomal atuam na degradação destas proteínas (Borges et al., 1998). Ainda, 

as proteases intracelulares põem atuar no contínuo estado de síntese e 

degradação de proteínas, turnover, que é necessário para manter o pool 

metabólico e a capacidade de reciclagem de proteínas do parasito, direcionadas 

ao compartimento lisossomal através da via autofágica (Besteiro et al., 2007). 

Outra forma de atuação das proteinases na persistência dos amastigotas de 

Leishmania nas células fagocitárias seria a modulação do sistema imune do 

hospedeiro, tendo início na resposta imune inata e subsequentemente na 

resposta imune adaptativa. Nesse processo é conhecida a atuação das cisteíno 

proteinase A (CPA), cisteíno proteinase C (CPC) e CPB; sendo a enzima CPB 
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com maior número de ações descritas, até o momento. A CPB está relacionada 

com o controle da resposta imune do hospedeiro, por promover a expressão de 

IL-4 (citocina que favorece a resposta Th2) (Denise et al., 2003). Adicionalmente, 

a CPB também pode inibir a expressão de citocinas (IL-12 e IFN-) associadas 

a resposte imune Th1 (Buxbaum et al., 2003). O mecanismo pelo qual a CPB 

pode inibir a expressão de IL-12, mediadas pelo lipopolissacarídeo, pode estar 

relacionado a clivagem do fator de transcrição nuclear kappa B (NF-kB) e seus 

inibidores (IκB α and β), interferindo assim, na expressão de interleucinas pelo 

hospedeiro (Cameron et al., 2004). Outros fatores de transcrição, com transdutor 

de sinal e ativador de transcrição (STAT-1 e 4) e proteína de ativação-1 (AP-1), 

também sofrem a ação da CPB, tendo sua translocação ao núcleo prejudicada, 

impedindo a produção de oxido nítrico (ON), que é induzido pelo IFN-γ. A CPB 

ainda está envolvida no balanço da resposta Th através da clivagem de proteínas 

do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) (Abu-Dayyeh et al., 2010). 

Há evidencias que a CPB é capaz de clivar o MHC de classe II dentro do VP dos 

macrófagos (De Souza Leao et al., 1995). 

As atuações das enzimas CPC e CPA na resposta imune do hospedeiro 

vertebrado são pouco conhecidas. Por exemplo, a CPC induz a expressão de 

TGF-β em culturas de células humana. O TGF-β, também limita a produção de 

IFN-γ durante a infecção primária em camundongos (Somanna et al., 2002). Já 

a CPA, pode estar envolvida no processo de autofagia, prevenindo a 

metaciclogênese (Lasakosvitsch et al., 2003). 

Além das cisteíno proteinase as Gp63 também estão envolvidas na 

resistência do sistema imune do hospedeiro mamífero. Essa enzima pode 

interferir na cascata de sinalização e afetar os fatores de transcrição, impedindo 

assim, a ativação do sistema imune das células hospedeiras adequadas à 

infecção pelo parasita. Uma das primeiras moléculas envolvidas na sinalização, 

afetada pela GP63 é o substrato de quinase C rico em alanina miristoilado 

(MARCKS) e proteínas relacionada a MARCKS, ambos são substratos da 

proteína quinase C, está envolvida no sinal de transdução associado com a 

proliferação, diferenciação e apoptose, em diversos tipos celulares incluindo os 

macrófagos (Aderem, 1992). 
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Outro efeito da GP63 na modulação do sistema imune ocorre pela ativação 

da proteína tirosina fosfatase (PTPs) em macrófagos, que conduz a diminuição 

da produção de óxido nítrico (NO), atenuando a resposta inflamatória inata, 

aumentando assim, a probabilidade de sobrevivência do parasita (Shio et al., 

2012). Esta ativação ocorre, pela clivagem da porção COOH-terminal. A 

influência da GP63 no controle das PTPs pode estar relacionada ao controle das 

vias de sinalização de janus kinase (JAK)/STAT afetando a estimulação do IFN-

 (Abu-Dayyeh et al., 2008). Além disso, ativação dos PTPs mediada pela GP63 

inativa a IRAK-1, uma quinase fundamental para sinalização dos receptores Toll-

like. Consequentemente, a inativação de interleucina 1 associada ao receptor 

quinase-1 (IRAK-1) pela PTPs reflete na incapacidade de induzir importantes 

funções imunitárias inatas, tais como TNF-α, NO e IL-12, devido ao estimulo do 

lipopolissacarídeo (Abu-Dayyeh et al., 2008). 

Com relação aos fatores de transcrição a GP63 está envolvida na clivagem 

do c-Jun, um componente central do complexo transcricional AP-1, evitando que 

células hospedeiras respondam adequadamente aos parasitas durante a 

infecção (Contreras et al., 2010). Similarmente a CPB, a GP63 também cliva o 

NF-kB na subunidade p65 para uma subunidade menor p35, que entra no núcleo 

da célula hospedeira e desencadeia a expressão das quimiocinas. Ao subverter 

o funcionamento adequado da maquinaria transcricional, o parasita inibe a 

expressão de fatores do hospedeiro como IL-12 e óxido nítrico sintase induzível 

(iNOS), que ameaçam sua sobrevivência (Gregory et al., 2008). 

A GP63 também pode degradar a fostidil 3-quinase envolvida na via de 

sinalização celular do alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR), que inibe a 

tradução de proteínas e aminoácidos responsáveis pela ativação da nutrição na 

célula hospedeira (Jaramillo et al., 2011). 

1.6. Naftoquinonas, seus derivados e atividades 

farmacológicas 

Quinones e, particularmente, naftoquinonas, estão difundidos no 

metabolismo dos vegetais superiores, artrópodes, fungos, liquens, bactérias, 

algas e vírus secundários dos vegetais. Nos vegetais, a naftoquinona é 
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β-Lapachona orto-

Naftoquinona 
α-Lapachona para-

Naftoquinona 

encontrada em várias famílias (Bignoniaceae, Verbenaceae, Proteaceae, 

Leguminosae, Sapotaceae, Scrophulariaceae e Malvaceae), atuando nas vias 

metabólicas da cadeia transportadora de elétrons e múltiplos processos 

biológicos oxidativos (Hussain et al., 2007).  

A estrutura molecular das quinonas é dividida em diferentes grupos 

considerando-se do sistema aromático que sustenta o anel quinonoídica: (i) 

benzoquinonas - um anel benzênico; (ii) antraquinonas - um anel antracênico 

linear ou angular e (iii) naftoquinonas - um anel naftalênico. Diferentes arranjos 

quinonoídicos (isomeria), com um mesmo tipo de anel, tendo as disposições 

relativas das carbonilas diferentes quinonas. Por exemplo, no arranjo de base 

naftalênica tem-se a forma isomérica 1,2 ou orto-quinonoídica, quando as 

carbonilas são vizinhas, ou a 1,4, para-quinonoídica, com as carbonilas tendo 

entre si dois carbonos (Figura 1) (da Silva et al, 2003). 

Figura 1: Classificação e formas isoméricas da naftoquinona 
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 A estrutura química das naftoquinonas facilita a redução e, portanto, esse 

composto pode atuar como agente oxidante ou desidrogenante em reações 

químicas. A estrutura molecular das naftoquinonas são valorizadas na química 

medicinal devido sua ampla propriedade farmacológica, tais como, 

antibacteriana, anti-inflamatória, anti-tumoral, anticancerígena e tripanocida. Os 

derivados de naftoquinona também são comuns na natureza, por exemplo, o 

lapachol, β-lapachona e α-lapachona, todos extraídos de árvores da família 

Bignoniaceae (Tabebuia sp). Curiosamente, a casca interna de Tabebuia 

avellanedae, vulgarmente conhecido como "pau d'arco" (lapacho, taheebo), é 

usada como analgésico, anti-inflamatório, antineoplásico e diurético pela 

população local nas regiões Nordeste do Brasil (Hussain et al., 2007).  

A atividade anti-inflamatória do lapachol foi comprovada experimentalmente 

pelo efeito inibitório sobre a liberação da histamina. Além disso, em estudos in 

vitro, o lapachol e seus análogos indicaram potencial antipsoriáticos uma vez 

que inibiu o crescimento de queratinócitos humanos imortalizada 

espontaneamente (HaCaT) e reduzindo a inflamação (Müller et al., 1999).  

O lapachol, também demonstrou atividade quimioterápica altamente 

significativa contra tumores cancerosos em ratos. No entanto, ensaios clínicos 

posteriores não demonstraram efeitos terapêutico significativo (Block et al 1974). 

Outro estudo clínico, com nove pacientes portadores de diferentes tipos de 

câncer (fígado, rim, mama, próstata e colo do útero), avaliou o efeito do lapachol. 

Neste estudo, foi demonstrado a propriedade deste composto em reduzir o 

tamanho dos tumores e a sensação de dor causada por estes (da Consolação 

et al., 1975). Embora os estudos com lapachol indicarem possíveis efeitos 

benéficos, altas concentrações do composto no sangue não foram alcançadas 

para mostrar um efeito terapêutico. Isto levou ao encerramento do estudo clínico 

anticâncer (Hussain et al., 2007). 

Em microrganismos o lapachol foi testado inicialmente no Plasmodium 

Knowles, atuando no mecanismo respiratório, inibindo 74% da absorção do 

oxigênio e 26% o succinato oxidase. No entanto, o mecanismo exato de ação 

ainda permanece controverso. Supõe-se que o lapachol inibe a interação entre 
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o citocromos “b” e “c” ou diretamente uma enzima desconhecida entre os dois 

citocromos (Murray & Pizzorno, 1998). 

O uso tópico do lapachol foi considerado como barreira no controle de 

infecções de trematódeos, especificamente Shcistosoma mansoni. A forma 

larvar deste parasito, as cercarias, abandonam o caramujo do gênero 

Biomphalaria e penetram a pele dos seres humanos, causando a 

esquistossomose, uma parasitose grave que causa milhares de mortes por ano. 

O uso de uma formulação do lapachol é eficaz contra a penetração da larva na 

pele. 

Constatou-se também que o lapachol tem atividade contra vários tipos de 

bactérias como Helicobacter pylori, Staphylococcus sp, Streptococcus sp, 

Enterococcus sp, Bacillus sp e Clostridium sp. Além disso, foi relatado que o 

lapachol tem um efeito significativo contra Candida albicans, Candida tropicalis 

e Cryptococcus neoformans, semelhante à Anfotericina B. Acredita-se, que a 

possível atividade antifúngica do lapachol seja devido à sua interação com a 

membrana celular (Eyong et al., 2006; Breger et al., 2007). O lapachol também 

apresenta atividade contra algumas cepas de vírus, como vírus herpes do tipo I 

e do tipo II, vírus da gripe, da poliomielite e da estomatite vesicular (da Silva et 

al., 2002). O mecanismo de ação suposto seria a inibição da DNA e RNA 

polimerases ou da enzima transcriptase reversa. 

Em Trypanosoma cruzi, a literatura descreve significativos relatos sobre 

lapachol contra o parasito (Neves-Pinto et al, 2002; De Moura et al, 2001; Menna 

Barreto et al, 2005; Jorqueira et al., 2006; Ferreira et al., 2006). Entre estes 

derivados, o composto β-lapachona vem sendo amplamente estudado. Similar a 

outras quinonas, β-lapachona possui uma variedade de efeitos farmacológicos, 

incluindo a atividade tripanocida, mas com uma significativa citotoxicidade contra 

diferentes linhagens de célula. 

Uma alternativa para reduzir o efeito tóxico do α-lapachona foi a adição de 

um anel oxirano, modificando o centro quinonóide deste composto, originando o 

epoxi-α-lapachona (2,2-dimetil-3,4-di-hidroespiro[benzo[g] cromeno-10,20-

oxiran]-5(2H)-one), um derivado potencialmente menos tóxicos para células de 

mamíferos (Ferreira et al., 2006). Estudos recentes indicaram que o epoxi-α-
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lapachona apresenta atividade similar ao β-lapachona contra a forma 

epimastigota da cepa Dm28c do T. cruzi, mas com menor perfil citotóxico 

(Jorqueira et al., 2006; Ferreira et al., 2006). Posteriormente, o efeito do epoxi-

α-lapachona foi avaliado em todas as formas do T. cruzi (Bourguignon et al., 

2009). Além disso, o potencial de inibição do epoxi-α-lapachona foi comparado 

ao α-lapachona, β-lapachona e nor-β-lapachona) sobre as proteinases do T. 

cruzi. Os resultados indicaram que os compostos β-lapachona e epoxi-α-

lapachona inibem o crescimento do parasito, afetando diferentes proteinases 

(Bourguignon et al., 2010). Assim, estes dados indicam o potencial destes 

compostos como inibidores de proteinase do parasito e como protótipos de 

fármacos para quimioterapia da doença de Chagas. 

Outros estudos apontam ainda que o lapachol e seus derivados (isolapachol 

e dihydrolapachol) atuam sobre os parasitos do gênero Leishmania. Alguns 

experimentos indicam que estes compostos afetam o desenvolvimento de 

promastigotas metacíclicas de Leishmania (Leishmania) amazonensis e 

Leishmania (Leishmania) braziliensis in vitro (Lima et al., 2004). Outros 

derivados, como 2,3-dicloro-5,8-dihidroxi-1,4-naftoquinona e 2,3-dibromo-1,4-

naftoquinona, também tiveram seus efeitos comprovados em promastigotas e 

amastigotas intracelulares de Leishmania (L.) donovani (Lezama-Dávila et al., 

2012). 
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1.7. Documento 1: 

Pereira BAS, Souza-Silva F, Silva-Almeida M, Santos-de-Souza R, Oliveira LFG, 

Ribeiro-Guimarães ML, Alves CR. Proteinase inhibitors: a promising drug class 

for treating leishmaniasis. Current Drug Targets, 2014, 15, 000-000. 

Neste documento, abordamos a situação e as perspectivas do tratamento 

atual da leishmaniose, com um foco especial no uso de inibidores de 

proteainases. O tratamento desta doença ainda é desafiador, pois os fármacos 

atuais de primeira e segunda escolha são tóxicos, apresentam baixa eficácia e 

graves efeitos colaterais. 

Neste cenário, as proteinases de Leishmania surgem como possíveis alvos 

para o tratamento da leishmaniose e o uso de inibidores específicos de 

proteinase, com pouco ou nenhum efeito sobre as proteinases do hospedeiro, 

vem demonstrando resultado na interrupção do desenvolvimento do parasita in 

vitro. Em paralelo, outros estudos têm avaliando a toxicidade para o hospedeiro 

in vivo ou in vitro dos inibidores. Apesar das evidencias promissoras do uso de 

inibidores de proteinase ainda não há nenhum inibidor em uso na fase clinica 

como alternativa ou complementar ao tratamento da leishmaniose. 

Leishmania sp.

Inibidores de 

Proteinase
Efeito 

leishmanicida

Desenvolvimento 

de novos

tratamentos

Proteinases

Figura 2: Resumo gráfico do DOCUMENTO 1 
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1.8. Documento 2: 

Alves CR, Pereira BAS, Silva-Almeida M, Souza-Silva F. Why strategies to 

control Leishmania spp multiplication based on the use of proteinase inhibitors 

should consider multiple targets and not only a single enzyme. J Mol Model. 2014 

Oct;20(10):2465. doi: 10.1007/s00894-014-2465-4. 

Neste documento, encaminhados a ideia de que a utilização de proteinases 

como alvos para novos quimioterápicos contra infecções de Leishmania spp, não 

deve ser baseada em único alvo. Discutimos a hipótese do tratamento 

combinado com os inibidores de proteinases como uma terapia leishmanicida. 

Esta é uma estratégia promissora, levando em consideração a ampla distribuição 

das proteinases no genoma do parasita, questionado o uso da oligopeptidase B 

como um único alvo no tratamento da leishmaniose. 

Propomos também, que para desenvolver uma estratégia de quimioterapia 

eficiente é necessário considerar o uso de vários inibidores de proteinase e, 

eventualmente, até mesmo combinar esses inibidores com os medicamentos 

atuais em uso. Embora estes inibidores de proteinases afetam as Leishmania 

spp, eles ainda estão em estudo. Neste contexto, outros inibidores de proteases 

mostraram também efeitos sobre a Leishmania em cultura e infecção 

experimental e podem ser potencialmente utilizados para desenvolver terapias. 

 

Figura 3: Resumo gráfico do DOCUMENTO 2 

Efeito em 

Leishmania sp. Quimioterapia 
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http://www.hindawi.com/98450451/
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2. OBJETIVOS 
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2.1. Objetivo geral 

O presente estudo tem como objetivo contribuir na caracterização dos efeitos 

biológicos e bioquímicos do epoxi-α-lapachona sobre a Leishmania sp.  

2.2. Objetivos específicos 

 Avaliar o efeito in vitro do epoxi-α-lapachona contra L. (V.) braziliensis e L. 

(L.) amazonensis. 

 Avaliar o efeito in vivo na infecção experimental por L. (L.) amazonensis em 

camundongos. 

 Verificar a ação do composto epoxi-α-lapachona sobre a serino proteinase de 

L. (L.) amazonensis. 

 Avaliar o modo de ligação do composto epoxy-α-lapachone na oligopeptidase 

B de L. (L.) amazonensis. 
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3. MÉTODOS e RESULTADOS 
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3.1. Documento 3: 

Souza-Silva F, Nascimento SB, Bourguignon SC, Santini Pereira BAS, Carneiro 

PD, Silva WS, Alves CR, Pinho, RT. Evidences for leishmanicidal activity of the 

naphthoquinone derivative epoxy-α-lapachone. Exp Parasitol. 2014 Oct 9. pii: 

S0014-4894(14)00225-2. doi: 10.1016/j.exppara.2014.10.002 

Nesta etapa deste trabalho foi oportuno avaliar os efeitos leishmanicidas do 

epóxi-α-lapachona sobre Leishmania (Viannia) braziliensis e Leishmania 

(Leishmania) amazonensis. A atividade do composto foi avaliada sobre 

promastigotas e amastigotas de ambas as espécies. 

A incubação com epóxi-α-lapachona levou a uma diminuição significativa no 

número de promastigotas de ambas as espécies de culturas, de forma dose e 

tempo dependentes. A sobrevivência dos amastigotas no interior de macrófagos 

humanos também foi drasticamente afetada pelo composto, como mostrado 

pelas variações do índice de endocitose. Nossos resultados indicam que o epoxi-

α-lapachona tem um efeito antiparasitário sobre o parasito em ambas os estágios 

morfológicos e pode potencialmente afetar uma série de espécies nos dois 

subgêneros distintos deste parasita.  

Desta forma, com os dados desta publicação foi possível alcançar objetivo 

um deste trabalho tese, quando avaliamos o efeito in vitro do epoxi-α-lapachona 

sobre duas espécies de Leishmania: L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis.

Figura 4: Resumo gráfico do DOCUMENTO 3 
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3.2. Documento 4: 

Souza-Silva F, Saulo Bourguignon SC, Finkelstein LC, Oliveira Cortes LMC, 

Gonçalves de Oliveira LFG, Ferreira VF, Carneiro PFC, Pinho RT, Caffarena ER, 

Alves CR. Epoxy-α-lapachone acts as a serine proteinase inhibitor of 

Leishmania (Leishmania) amazonensis. (Submetido para publicação na revista 

Current Drug Targets) 

No primeiro grupo de ensaios in vitro deste trabalho aplicamos uma 

abordagem de citometria de fluxo com TMRE e TROP e provamos que o epoxi-α-

lapachona causa um efeito interno drástico nos promastigotas e amastigotas já nas 

primeiras horas de contato, culminado com o comprometimento da membrana 

plasmática como um evento final após o efeito composto. Nos ensaios de 

tratamento experimental, as lesões de pata dos camundongos diminuíram após a 

inoculação do epoxi-α-lapachona. No segundo grupo de ensaios in vitro 

descobrimos que frações de serino proteinase de 68 kDa deste parasito, hidrolisam 

substratos para estas enzimas, as quais são inibidas pelo composto e por inibidores 

de serina proteinase. As análises in silico indicaram que o epóxi-α-lapachona pode 

ligar-se ao no sítio ativo da oligopeptidase B do parasito. Com o conjunto de dados 

desta publicação alcançamos os demais objetivos deste trabalho de tese quando 

descrevemos: (i) os efeitos in vivo e in vivo do epoxi-α-lapachona sobre o parasito 

e infecção em camundongos; (ii) a ação sobre serino proteinase de L. (L.) 

amazonensis, com os ensaios bioquímicos e de docking molecular.  
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Figura 5: Resumo gráfico do DOCUMENTO 4 
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Epoxy-α-lapachone presents in vitro and in vivo effects on Leishmania (Leishmania) 

amazonensis and inhibits serine proteinase activity in this parasite. 
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Abstract: 

Leishmania (Leishmania) amazonensis is a protozoan parasite that causes infections with a 

wide spectrum of clinical manifestations and the currently available treatments present 

severe side effects. Herein, the potential of the epoxy-α-lapachone compound as new 

chemotherapeutic agent is evaluated. Using a flow cytometry approach, we were able to 

observe that this compound causes drastic effects on promastigotes and amastigotes forms, 

even parasites’ death, after 3h of co-incubation. A disorganization of the parasites’ plasma 

membrane was noted as a late event after exposure to epoxy-α-lapachone. This compound 

also presented effects in BALB/c mice infected with L. (L) amazonensis as its inoculation 

caused a reduction in infection-related lesions. Six weeks of treatment with 0.44 mM of 

epoxy-α-lapachone induced a decrease in the paw lesions of infected mice, untreated animals 

had 30.8 ±2.6 mm2 lesions, epoxy-α-lapachone treated animals had 24.9 ±2.0 mm2 lesions 

and control animals, treated with glucantime, had 28.3 ± 1.5 mm2 lesions. Additionally, the 

effects of this compound over parasites’ serine proteinase activity was assessed. A serine 

proteinase-enriched fraction, extracted from both amastigotes and promastigotes, able to 

specific serine proteinases’ substrates was shown to be sensitive to both epoxy-α-lapachone 

and classical serine proteinase inhibitors (PMSF, aprotinin and antipain). In addition, in 

silico simulations suggested that epoxy-α-lapachone can bind to the oligopeptidase B of L. 

(L) amazonensis, in a similar manner to antipain, interacting with a binding site S1. These 

data indicate that proteinases like oligopeptidase B are potential targets of epoxy-α-

lapachone and may contribute in controlling L. (L) amazonensis infection.  

Keywords: epoxy-α-lapachone, serine proteinase, oligopeptidase B, Leishmania (L.) 

amazonensis and chemotherapy.   



31 
 

1. Introduction 

An array of Leishmania species is able to infect humans, as well as other mammalian hosts, 

and cause diseases that are known under the common name of leishmaniasis. Leishmaniasis 

presents a high impact in tropical or subtropical regions of the world, affecting mostly 

populations in poor or emerging countries and is included among the 17 Neglected Tropical 

Diseases, as defined by the World Health Organization [1]. 

The parasites can affect cells in the skin, mucosa or cartilages, causing the cutaneous form 

of the disease (CL). Some species may colonize internal tissues and organs, as the liver, 

spleen or bone marrow, causing the visceral form of the disease (VL) [2]. Mucosal 

leishmaniasis (ML) is a metastatic outcome of a CL infection, resulting in the dissemination 

of parasites to the oropharynx mucosa.  

In the Brazil, Leishmania (Leishmania) amazonensis is a species described to cause a wide 

spectrum of clinical manifestations [3], accounting for unusual clinical presentations [4]. A 

great genetic diversity among strains isolated from patients [5] was reported, as well as a 

trend to increase its geographical distribution. 

The currently available treatment for these infections is restricted to two option groups: (i) 

the antimonials, which are the first choice drugs, [6, 7]; (ii) and, the second choice drugs, as 

Pentamidin and Amphotericin B [8]. Both groups of drugs present many limitations 

regarding their use, such as: (i) high cost, (ii) difficulty of administration, (iii) toxicity; and 

(iv) development resistance by parasite strains. Undoubtedly, these limitations represent 

obstacles for a successful therapy [9], underlining the need to develop new drugs to treatment 

of leishmaniasis. 

Several natural compounds are reported to have antileishmanial effects but neither 

compounds became effective drug for leishmaniosis. In this context, some natural products, 

obtained from plant extracts, or their derivateshave been proposed for leishmaniasis 

chemotherapy, as quinones, alkaloids, terpenes and phenolic derivatives [10]. Recently, we 

reported evidences that quinones derivates, as the naphthoquinone, present promissing 

properties against protozoan parasites, as Trypanosoma cruzi [11-15] and, even, Leishmania 

(Viannia) braziliensis and L. (L.) amazonensis [16]. These compounds can be isolated from 

Bignoniaceae or Verbanaceae trees and their antimicrobial properties are well established 

[17]. 
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Among the naphthoquinones derivates, the epoxy-α-lapachone (2,2-dimethyl-3,4-

dihydrospiro[benzo[g]chromene-10,20-oxiran]-5(2H)-one) is a fine candidate for serving as 

basis to develop antileishmanial treatments, a  once it presented low cytotoxic effect on 

mammalian cells [11, 12] while being effective against L. (V.) braziliensis and L. (L.) 

amazonensis [16]: it was able to kill promastigotes of both species in vitro and, also, affected 

amastigotes inhabiting human macrophages. Previously, we reported that epoxy-α-

lapachone can inhibit serine- and cysteine-proteinase activities in Trypanosoma cruzi [18] 

and not yet assessed this possibility in Leishmania spp. 

In addition, it is known that proteinases are pivotal virulence factors for Leishmania spp 

[19]. Specifically about serine proteinases, oligopeptidase B (OPB; Clan SC, family S9A 

oligopeptidase B) was reported to be related to murine macrophages invasion by the parasites 

and survival of those within the infected cells [20]. 

Therefore, in the present study, we aimed to assess the potential inhibitory effect of epoxy-

α-lapachone over L. (L.) amazonensis serine proteinase activities, as it could be part of the 

antileishmanial mechanism of this compound, and applied a molecular modeling approach 

to investigate how this inhibitor binds to its target enzymes, as OPB. In parallel, we 

investigated the effects of epoxy-α-lapachone on the both parasite forms and in the outcome 

of a murine experimental infection with L. (L.) amazonensis. 

2. Methods 

2.1. Chemicals and culture reagents 

Coomassie brilliant blue R-250 (coomassie blue), detergents [sodium dodecyl sulfate (SDS); 

t-octylphenoxypolyethoxyethanol (Triton X-100)], proteinase inhibitors [phenyl-methyl-

sulphonyl-fluoride (PMSF);  aprotinin, amastatin], HiTrap™ Benzamidine FF, 

tris(hidroximetil)aminometano (Tris), glycerol, dimethyl sulfoxide (DMSO), penicillin, 

streptomycin, Schneider's drosophila medium (Schneider's medium), fluorogenic peptide 

substrates [Z-Phe-Arg-7-amido-4-methylcoumarin (Z-FR-AMC), Ala-Phe-Lys-7-amido-4-

methylcoumarin (AFK-AMC), Z-Gly-Gly-Arg-4-methoxy-β-naphthylamide (Z-GGR-

MβNA)] were purchased from Sigma-Aldrich Chemical Co. (St Louis, MO, USA). Pre-

Stained™ Plus Protein Ladder was purchased from Fermentas Life Sciences (USA). Amicon 

Centriprep YM-10 filter devices were purchased from Millipore (Billerica Inc, MA, USA). 

Fetal calf serum (FCS) was purchased from Cultilab S/A (Brasil). Brain-heart infusion (BHI) 

was purchased from Oxoid Australia (West Heidelberg, Vic, Australia). Micro BCA protein 
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assay kit was purchase from Pierce Chemical Company (Appleton, WI, U.S.A). TO-PRO®-

V Iodide (TO-PRO) and tetramethylrhodamine ethylester perchlorate (TMRE) were 

purchased from Molecular probes (Eugene, OR, USA). Meglumine antimoniate - 

Glucantime (Glucantime) was purchased from Sanofi - Aventis Farmacêutica Ltda. 

(Suzano, SP, Brasil). Epoxy-α-lapachone compound was synthesized by Departamento de 

Química Orgânica from Instituto de Química of Universidade Federal Fluminense (UFF). 

2.2. Parasites culture 

Leishmania (Leishmania) amazonensis (strain MHOM/BR/73/LTB0016) was obtained from 

Coleção de Leishmania do Instituto Oswaldo Cruz (CLIOC/IOC - Fiocruz). The in vitro 

promastigotes cultures were maintained in Schneider's medium pH 7.2 containing 1mM L-

glutamine, 10% FCS, 100 IU/mL penicillin and 100µg/mL streptomycin at 28 °C, with 

frequent sub-passages to maintain the parasites in the logarithm growth phase. 

2.3. Axenic amastigotes transformation 

Axenic amastigotes were obtained as previously described [21]. Briefly, promastigotes of 

both parasites species in logarithmic growth phase (5x105 cells/mL) were seeded into axenic 

medium (Schneider´s medium pH 7.2 containing 10mM Hepes buffer, 1mM L-glutamine, 

60 IU/mL penicillin and 60µg/mL streptomycin) and incubated for 24h (26°C). The 

promastigotes were then reseeded into a new axenic medium with pH adjusted to 5.5 and 

cultivated under the same conditions. Following 4 days of incubation, the parasites was 

reseeded to a new axenic medium pH 5.5 and incubated at a higher temperature (32°C). To 

assess the successfulness of the differentiation, the morphology of the cells in the culture 

was analyzed by optical microscopy. 

 

2.4. Effects of epoxy-α-lapachone on the promastigotes and amastigotes 

The parasites were seeded (density of 1.0x106/mL) into Schneider´s medium and incubated 

under assorted conditions (1 h and 3 h at 28°C or 32°C) in the presence or absence of epoxy-

α-lapachone (40 µM) or DMSO, used as a diluent for the compound and, consequently, as 

control. Parasites viability was then assessed by flow cytometry, using specific fluorescent 

markers. TO-PRO, a membrane-impermeable DNA marker, was used (10µM) to assess 

parasites’ membrane permeabilization. TMRE probe was used (50nM) to verify variations 

in the mitochondrial membrane potential. Parasites (1.0x106cells/well) were incubated for 

20 minutes with the markers and the samples were immediately analyzed using a 
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FACScalibur (Becton & Dickinson, San Jose, CA, USA) flow cytometer. Data analysis was 

carried out using CELLQUEST software. 

2.5. Experimental murine infection and treatment of animals with epoxy-α-lapachone 

Experimental infections were conducted with of BALB/c, 6-8 weeks old (weighting aprox. 

22 grams). The animals were obtained from Centro de Criação de Animais da Fiocruz 

(CECAL/Fiocruz) and all experimental procedures were performed as approved by the 

Committee for the Ethical Use of Animals of IOC/Fiocruz (CEUA- Lw – 48/11). The mice 

were inoculated in the footpad of the left hind limb with 1.0x106 promastigotes of L. (L.) 

amazonensis in 10 mM phosphate buffer saline (PBS). The parasites were in stationary 

growth phase, after five days culture in Schneider´s medium. 

The experimental treatments were performed with either glucantime (as a comparative 

control for treatment efficacy) or epoxy-α-lapachone at assorted concentrations (0.44, 

0.09 and 0.02 mM). The drugs (0.5ml/animal) were administered subcutaneously in the 

dorsal region of each mouse. Treatments were carried out for a week with daily injections, 

starting 30 days after challenge infection, when the paw lesions had already become 

noticeable. Two negative control groups were included, where sterile PBS or DMSO 

administered during treatment. The lesions were accompanied in weekly basis by measuring 

lesions area (mm2) with a caliper. 

2.6. Parasite’s proteins extract 

Protein extract was obtained as previously described by Gálan et al. 1992 [22]. Briefly, 

parasites(2.0×109), either promastigotes in logarithm growth phase or amastigotes, were 

washed three times by centrifugation (3 000 ×g, 10 min, 4 ºC) in PBS pH 7.2, and then 

submitted to 4 cycles of vortexing for 30 min in the presence of lysis buffer (100mM Tris-

HCl pH 8.0, 150 mM NaCl, 10% glycerol, 0.6% Triton X-100). The soluble proteins fraction 

was obtained by centrifugation the samples (25 000 ×g, 30 min, 4 ºC) and afterwards stored 

at -20ºC until further user. The protein concentration in extract samples were determined 

using the Micro BCA protein assay kit. 

2.7.Parasite’s serine proteinase-enriched fraction 

Soluble proteins fraction samples of promastigote or amastigote (adjusted to 35 or 40 mg/mL 

in 10 mM Tris-HCl pH 7.50, respectively) were binding in a HiTrap™ Benzamidine FF 

column previously equilibrated with binding buffer (0.05M Tris-HCl, 0.5M NaCl, pH 7.4). 

Subsequently, the column was washed with the same buffer, to flush out unbound proteins, 
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and the bound proteins were later retrieved using elution buffer (0.05M glycine, pH 3.0) and 

preserved in 1 M Tris-HCl, pH 9.0. The eluted proteins, forth on named as the serine 

proteinase-enriched fraction, was concentrated in 30 min and dialyzed against a buffer 

(10mM Tris-HCL pH 7.5) to further use in proteinase assays. 

2.8. Zymographic assays 

Serine proteinase-enriched fraction (0.5µg of proteins total) were submitted to 

electrophoresis under reductive conditions using 10% acrylamide gels copolymerized with 

0.1% gelatin. Following electrophoresis, the gels were washed (1h, 4ºC) in 0.1 M Tris-HCL 

pH 7.5 (washing buffer) containing 2.5% Triton X-100 in and, then, incubated (6h, 37ºC) in 

washing buffer, without supplements. Then, the gel was revealed with coomassie blue R-

250.  

2.9.Assessment of proteinase activities and inhibitors efficacy 

Proteinase activities in solution for the serine proteinase-enriched fraction (0.5 µg) of total 

proteins and trypsin , used as a positive activity control,  were characterized, in activation 

buffer (10 mM Tris-HCL pH 7.5) at final volume of 60 µL, using  specific fluorescent 

peptide substrates for serine proteinase (Z-FR-AMC, AFK-AMC and Z-GGR-MβNA; 

0.1 mM). Samples and were incubated (37°C, 60 min) and the variance in the 

relative fluorescence units (RFU), corresponding to enzymatic cleavage of the substrates, 

was followed in a (Molecular Devices SpectraMax Gemini XPS)  

Concomitantly, the efficacy of various serine proteinases inhibitors, under these same 

described conditions, was assessed. The inhibition assays were performed with 1 mM PMSF, 

0.3 M aprotinin, 5 M antipain (all used as control) and 1mM of epoxy-α-lapachone.  

The reaction rate of substrates enzymatic cleavage rate was defined using the formula 𝑣 =

𝛥𝑠/𝛥𝑡, where v stands for velocity (reaction rate), Δs stands for substrate concentration delta 

(variation), and Δt stands for the total reaction time. Self-degradation of the fluorescent 

peptide substrate was controlled throughout the assays extent, to avoid incorrect readings. 

The enzymatic activity is expressed as (×10-3) mmol.min-1 mg protein-1. 

 

 

2.10. Determination of IC50 for serine proteinase inhibitors 
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The half maximal inhibitory concentration (IC50) values for all the tested inhibitorts were 

obtained accordingly to [23]. Briefly, the tests were performed combining a fixed substrate 

concentration (0.1mM Z-FR-AMC) with ten distinct concentrations (from 1.5×10-4mM to 

5mM) of each inhibitor, using the same methodology described above. These results were 

applied to linear interpolation of the concentrations (conc) for each inhibitors versus the 

corresponding percentage of enzymatic inhibition (inh) and analyzed through the equation: 

𝐼𝐶50 =  
50% –  𝑙𝑜𝑤𝑒𝑟 𝑖𝑛ℎ %

ℎ𝑖𝑔ℎ𝑒𝑟 𝑖𝑛ℎ % –  𝑙𝑜𝑤𝑒𝑟 𝑖𝑛ℎ %
× (ℎ𝑖𝑔ℎ𝑒𝑟 𝑐𝑜𝑛𝑐 – 𝑙𝑜𝑤𝑒𝑟 𝑐𝑜𝑛𝑐) + 𝑙𝑜𝑤𝑒𝑟 𝑐𝑜𝑛𝑐 

For the linear interpolation analysis, the mean values for the triplicates performed in each 

assay were used. 

2.11. Statistical analysis 

To compare results, Student’s test was applied and data matrices were considered 

statistically distinct when p-value was lower than 0.05. Statistical analysis was performed 

using GraphPad Prism version 5.03 (GraphPad Software, San Diego, CA). 

2.12. Molecular Docking of oligopeptidase B 

In order to investigate the binding mode of epoxy-α-lapachone, was performed a docking of 

this compound into oligopeptidase B of L. (L.) amazonensis (OPBa) using o program 

DOCKTHOR [24]. Firstly, the 3D structures of ligand molecules were built in and 

minimized in program Avogrado 1.1. The crystal structure the oligopeptidase B L. (L.) major 

(OPBm) complexed with antipain was obtained from Protein Data Bank (PDB code 2XE4) 

and the model OPBa was construct with the program MODELLER 9.14 [25], used within 

template the OPBm. The model construct with the lowest value of the discrete optimized 

protein energy (DOPE) was selected and evaluated in PROCHECK [26], ERRAT [27] and 

PROSA [28]. The molecular docking has established in cubic grid box of 8 8 8 Å3 and the 

parameters are referred to as defaults in page DOCKTHOR. Structures up to 2 Å in positional 

root-mean-square deviation (RMSD) were clustered together and the results of the most 

favorable free energy of binding were selected as the resultant complex structures. We also 

performed a redocking of the antipain with success rate (RMSD ≤ 2.0 Å for the interface 

backbone atoms) 53% to the crystal structure of the OPB of L. (L.) major.  

3. Results 
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3.1. Epoxy-α-lapachone has leishmanicidal activity over promastigotes and amastigotes 

of Leishmania (L.) amazonensis. 

Flow cytometry approach applied here was useful as to demonstrate that epoxy-α-lapachone 

compound can affects both promastigotes and amastigotes, first causing internal changes, 

probably related to metabolism, then leading the parasite killing. Results indicate that the 

drug is capable of crossing the plasma membrane within already the first hours of incubation 

(Figure 1), followed by loss of integrity of plasma membrane. Our data suggest that 

impairment of the plasma membrane of these parasites is a late event after epoxy-α-

lapachone effect, evidenced by an increase of TO-PRO V intensity of fluorescence.  

According to Figure 1, 87.9 % of the promastigotas (A) have a normal of ion pump activity 

with a peak of 96.9 mean intensity staining (MFI). After an hour of incubation with 0.175 

μM of epoxy-α-lapachone there was an abrupt decrease in the metabolic activity to 30.1%, 

confirmed by reduction of TMRE staining (MFI of 49.5). The exposure of 3 h leads to 10.9 

%, with MFI of 40.6. The loss of membrane integrity was confirmed by increase of 

promastigotes number staining by TO-PRO V: control, 1 and 3 hours of exposure (4.0, 39.9 

and 78.9%), respectively. Amastigotes forms showed a reduction of ion pump activity of 

86.2% (MFI of 35.0) to 42.9% after 1 hour of incubation with the compound, exhibited no 

difference at 3 hours of exposure. 

3.2. Mice lesions caused by Leishmania (L.) amazonensis infection decrease after 

treatment with epoxy-α-lapachone 

The role of epoxy-α-lapachone on the lesion progression during the course of experimental 

infection was analyzed in BALB/c mice injected with different concentrations of this 

compound one week after the infection challenge. The results indicate that the treated 

animals presented a reduction in paw lesions area when compared to animals from control 

group (Figure B). Although no dose response correlation could be observed during the 

performed assays, the effect of the compound on lesion reduction was statically significant 

for all the assayed concentrations (p = 0.04). Comparative control assays were also 

performed with glucantime, a drug in clinical use against leishmaniasis, and, similarly to 

epoxy-α-lapachone, no dose response correlation was observed (Figure A). The only 

concentration of glucantine were a statiscally significant difference to negative control was 

observed was 0.09 mM (p = 0.04). 
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3.3.  Serine proteinase activies in Leishmania (L.) amazonensis are inhibited by epoxy-

α-lapachone 

The potential of epoxy-α-lapachone to act as an inhibitor of serine proteinases of L. (L.) 

amazonensis was assessed in this study. To this end, assays were performed with serine 

proteinase-enriched fractions, obtained by affinity chromatography, which were analyzed by 

gelatin-SDS-PAGE and fluorogenic peptide-substrates. These fractions yielded 

approximately 0.1 and 0.05 mg of protein, corresponding to 0.28 and 0.13% of the total 

applied protein, respectively, for promastigotes and amsatigotes. SDS-PAGE analysis 

revealed a major proteinase band with an estimated molecular mass of 68  kDa, stained by 

both silver (Figure 3) and Coomassie blue (data not shown).  

In subsequent step, serine proteinase activity in fractions from both evolutive forms was 

detected in assays of enzymatic activity in solution. The protein fractions from promastigotes 

and amastigotes alike were able to hydrolyze Z-FR-AMC, AFK-AMC and Z-GGR-MβNA, 

but at different velocity rates, with amastigotes fraction presenting higher velocity rate for 

substrates hydrolysis than that of promastigotes: 16 ± 0.03 (Z-FR-AMC), 20 ± 0.7 (AFK-

AMC) and 18, ± 0.4 × 10-3 (Z-GGR-MβNA) mmol .min-1 mg .protein-1, for amastigotes 

fraction and 8 ± 0.8, 3 ± 0.6 and 3 ± 0.3 ×10-3 mmol .min-1 mg .protein-1, respectively, for 

promastigotes fraction. These fractions presented distinct profiles regarding their inhibition 

by classical serine proteinase inhibitors (Figure 3). 

In the course of this study, we were able to verify that epoxy-α-lapachone inhibits serine 

proteinase acitivity in protein fractions from both promastigote and amastigote of L. (L.) 

amazonensis. This inhibitory effect of epoxy-α-lapachone was observed for parasites’ 

enzymatic activity over all tested substrates: Z-FR-AMC, AFK-AMC and Z-GGR-MβNA 

(85 %, 80 % and 93 % of inhibition for promastigote enzymes and 80%, 77% and 91%, for 

amastigote enzymes, respectively). over the three assayed subtracts, in a better profile than 

PMSF (11%, 14%, 2%, in promastigote enzymes and 15 %, 14 % and 3 %, in amastigotes 

enzymes, respectively), Aprotinin (2 %, 0 % and 7 %, in promastigote enzymes and 11 %, 

11 % and 4 %, in amastigotes enzymes, respectively) and Antipain (85 %, 65 % and 67 %, 

in promastigote enzymes and 66 %, 92 % and 99 %, in amastigotes enzymes, respectively), 

(Figure 2). 

Additionally, the IC50 values (inhibitor concentration that halts half of total enzymatic 

activity) for all the tested inhibitors were determined in each protein fraction (and trypsin, 
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used as positive control) using the Z-FR-AMC substrate. As showed in Table 1, the IC50 of 

epoxy-α-lapachone, although higher than of antipain for both protein fractions, was lower 

than or much close to the IC50 of PMSF and aprotinin, thus, suggesting it effectively impairs 

serine proteinase activities. 

3.4.  In silico simulations of epoxy-α-lapachone 

Due the absence of OPB crystallized data of L. (L.) amazonensis in data banks was necessary 

to build a three-dimensional model of this enzyme to proceed to tests of molecular docking. 

The OPBa showed high degree of identity with OPBm (ID = 90%). The model the OPBa 

with lower value DOPE showed a RMSD of 0.19 Å when aligned with OPBm. The stereo-

chemical evaluation presented 90.2% and 85.5%, of residues with most favored regions in 

graphical the Ramachandra, and G-factor value -0.25 and -0.19 to OPBm and OPBa, 

respectively. In addition, the analyzing of non-bonded interactions showed an ERRAT score 

93.5% and 87.0% and Z-score -11.56 and -11.26 to OPBm and OPBa, respectively. 

The initial analysis of the re-docking results of antipain into OPBa showed a RMSD of 2.0 Å 

when aligned with its original co-crystallized conformation, pointing the methodology as 

theoretically reliable to show ligands bound conformations (Figure 4A). In order to 

theoretically analyze the binding mode of epoxy-α-lapachone, we docked these molecules 

into OPBa and compare with antipain. The comparison of the epoxy-α-lapachone docking 

with the antipain revealed several differences of the binding with the residue acid amine 

(data not show). The OPBa epoxy-α-lapachone complex conserved the main binding in S1 

by hydrogen bonds as well as hydrophobic interactions that are observed in the antipain 

(Figure 4B). The data showed that main hydrogen bond occurred in the residues Ser577, 

Ala578 and Try496, and hydrophobic interactions in the residues Phe698, Arg576, Ile501 

and Leu617 (Figure 4C). The interaction energy value of epoxy-a-lapachone (-22.08 

kcal/mol) was comparable to the energy value of antipain re-docking (-26.95 kcal/mol).  

4. Discussion 

The American Tegumentary Leishmaniasis spreads across the American continent and 

remains without an efficient treatment [29]. The current treatment, based on pentavalent 

antimony, is associated to severe side effects, as pain, gastrointestinal disorders, headache, 

anorexia, and to cardiac, hepatic and pancreatic toxicity [30]. For this reason, the 

development of new chemotherapeutic agents is required, including the potential use of 

plant-derived compounds to this end, as naphthoquinones [11, 12]. In this context, we aimed 
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to assess a potential leishmancidal activity of epoxy-α-lapachone during treatment of 

experimental murine infection and to identify the targets in the parasite affected by this 

compound. This compound was selected for further analysis, as its previously reported low 

cytotoxicity on mammalian cells [11, 16] highlighted its usefulness to serve as basis in the 

development of novel anti-leishmania drugs. 

Throughout our assays, we collected evidences that epoxy-α-lapachone is in fact a potent 

leishmanicidal agent: it readily affected, promastigotes and axenic amastigotes of L. (L) 

amazonensis in vitro, after a short co-incubation period and, additionally, induced a decrease 

in infection-related paw lesions in experimentally infected mice. 

Flow cytometry results indicated that epoxy-α-lapachone is able to freely enter into both 

parasite forms and, eventually, lead to a loss of integrity of their plasma membrane, as it was 

observed that parasites exposed to this compound had their DNA stained by TO-PRO, a 

marker unable to cross the intact plasma membrane [31]. Also, TMRE staining showed that 

the compound also induced alterations in the membrane potential of parasites’ mitochondria, 

pointing to yet another physiological effect of the epoxy-α-lapachone on the parasites. 

This fact was evidenced by fluorescent labeling of membrane potential (Δψm), mainly in 

mitochondria, using TMRE labeling [32]. Classical experiment of the organelle three-

dimensional reconstruction shows that intact and functional mitochondria have its physical 

continuity determined by fluorescence from targeted TMRE [33]. Here is proposed that 

epoxy-α-lapachone is able to act in any metabolic via, compromising Δψm of intracellular 

organelles, mainly of mitochondrial, revealed as reduce of TMRE staining. It is very well 

described that the collapse of the mitochondrial transmembrane potential is related with the 

opening of the mitochondrial permeability pores, leading to the release of cytochrome c into 

the cytosol and then driving to other events in the apoptotic cascade [34].  

Data of this study confirmed that epoxy-α-lapachone inhibit the 68 kDa proteinase from L. 

(L.) amazonensis, which was characterized as an serine proteinase as: it was isolated by 

benzamidine-based affinity chromatography and its hydrolytic activity is inhibited in the 

presence of classical serine proteinase inhibitors of this enzyme while remaining unaffected 

by other proteinases inhibitors (data not show). Additionally, the data showed here suggest 

that, similar to the trypsin, the folding of serine protease from L. (L) amazonensis is resistant 

to mild denaturing conditions, indicating that isolated enzyme keeps structurally stable in 

the enzyme activity assays. 
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Previously, other serine proteinases have been identified in L. (L.) amazonensis; 115 kDa 

[35], 68 kDa [36, 37] and 56 kDa [38] and may also be affected by the compound. 

Additionally, a serine proteinase, named OPB, has been described in other Leishmania 

species and was described to play roles involved in many essential events of the parasite in 

the mammalian host [20, 39]. These data indicate that many other potential serine proteinase 

targets that can be affected by the epoxy-α-lapachone are present in the parasite and 

underline the importance these molecules present to parasite’s survival.  

A significant fact described here is that the affinity chromatography approaches applied was 

able to show that in L. (L) amazonensis, the amastigotes contains more serine proteinase than 

promastigotes. Both parasites forms hydrolyze a selectivity profile of substrate relate with 

fibrinolytic serine proteases Z-FR-AMC (kallikrein) [40], AFK-AMC (plasmin, urokinase 

and thrombin) [41] and Z-GGR-AMC (urokinase) [42]. This enzymes cleave preferably Arg 

and Lys residue in P1 position and [Gly and Ser (urokinase) and Pro, Ala, Gly and Leu 

(thrombin)] in P2 position [43]. Also, this enzyme activity is more intense in parasite stage 

relate with infection of mammalian cells, what reinforced the hypothesis that serine 

proteinases are essential for Leishmania spp survival, are feasible targets for developing new 

inhibitors as proposed here to the epoxy-α-lapachone and recently suggested as one of targets 

in combined treatment to the effective antileishmanial therapy [44]. 

Generally, desired IC50 values for potential inhibitors is in the nanomolar or low micromolar 

ranges. The epoxy-α-lapachone is inside of this range, and it is important demonstrates its 

ability of molecular docking to find that this compound is able to biding into the active center 

of a serine proteinase with inhibitory capabilities. Therefore, the mechanism of action of 

epoxy-α-lapachone on a serine proteinase of Leishmania sp accessed here by molecular 

docking. 

Due the absence of a crystal structure of serine proteinase these enzymes in Leishmania 

restrains the molecular docking studies since target-based virtual screening methods depend 

on the availability of the target structural information [45]. We experimentally and 

theoretically tested the ability of the epoxy-α-lapachone on inhibiting this enzyme. 

Our theoretical evaluation of the docking complexes of epoxy-α-lapachone with OPB the L. 

(L.) amazonensis and their comparison with a classical inhibitor (Antipanin), revealed that 

epoxy-a-lapachone presented hydrophobic binding with residue Leu617 in S3 pocket as also, 

hydrogen bonds with Ala578, Ser577 and Try496 in S1 pocket of OPB L.(L.) major, with a 
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distance of 2.7-3.9 Å. Thus, these interactions may contribute to the stabilization and 

maintenance of epoxy-a-lapachone into active site. In addition, epoxy-a-lapachone presents 

an electrophilic moiety susceptible to a nucleophilic attack by the activated catalytic serine 

in a distance that suggested this reaction. 

In summary, our study present additional evidence that epoxy-a-lapachone can affect the 

L. (L.) amanzonensis parasites in mice during experimental infection and that this compound 

can act as a serine proteinase inhibitor, therefore making it a promising candidate to serve as 

basis for the development of novel drugs to control infections by this parasite. 
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Table 1: The IC50 values in inhibition of serine proteinase activity 

 Epox-α-lapachone 

(mM) 

Antipain 

(mM) 

PMSF 

(mM) 

Aprotinin 

(mM) 

Trypsin 0.9 ± 0.05 0.004 ± 1.7 1.4 ± 0.2 0.33 ± 28 × 10+1 

Ser-pro 0.9 ± 0.1 0.0041 ± 0.2 2.8 ± 0.8 0.9 ± 4 × 10-5 

Ser-ama 1.2 ± 0.06 0.002 ± 0.5 9.5 ± 2.4 4.8 ± 8 × 10-2 

 

Serine proteinase fractions of promastigotes (Ser-pro) and amastigotes (Ser-ama) of L. (L.) 

amazonensis. Enzymatic assays were performed with 0.1mM Z-FR substrate in 10mM Tris-

HCl pH 7.5, and at least five concentration of epox-α-lapachone, Antipain, PMSF and 

Aprotinin. The data are expressed as mean and standard deviation of the experiments. 
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FIGURE 1 
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Figure 1: Figure 1: Flow cytometry assays demonstrating that epoxy-α-lapachone 

compound can affects promastigotes and amastigotes. Dotplot analysis of promastigotas 

(A) and amastigotes (B) forms of not exposed (Control) and incubated (1h and 3 h) to 

epoxy-α-lapachone (0.175µM). Before acquisition data (106 events), the parasite were 

staining with TMRE and TO-PRO V in Schneider's medium. The data are representative of 

three experiments. 
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Figure 2: Experimental treatment of infections in mice caused by Leishmania 

(L.) amazonensis. The BALB/c mice were inoculated subcutaneously with 

1.0 × 106 promastigotes from logarithmic phase of growth in the left foot pad. 

After a week of infection, BALB/c mice were treated weekly (intraperitoneally) 

with meglumine antimoniate (A: Gl) and epoxy-α-lapachone (B: Ep) at 

concentrations of 0.44 mM, 0. 09 mM and 0.02 mM, five animals in each group. 

Controls were treated with PBS (A) and 0,44mM of DMSO only (B). The lesion 

size was measured and the results represent the mean and standard deviation (±) 

of three independent experiments, asterisks (*) show statistical significance (p = 

0.04).  

FIGURE 2 
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Figure 3
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Figure 3:  Proteinases activities in solution of Leishmania (L.) amazonensis. The 

fractions enriched in serine proteinase promastigote (A) and namastigotes (B) 

were obtained from Benzamidine-sepharose affinity chromatography. The 

enzymatic activities of fractions (10µg) was performed with 100μM of the 

substrate Z-FR, Z-GGR and AFK absence (control) and presence of inhibitors (1 

mM PMSF, 1mg of aprotinin and 1 mM antipain) and 1 mM epoxy-α-lapachone. 

The reactions were incubated (37 °C, 60 minutes) in the buffer 10mM Tris-HCl 

pH 7.5. The data of enzyme activity of the fractions were expressed as (×10-3) 

mmol .min-1 mg .protein-1. In the inset, showed the zymographic profile of 

enriched serine proteinase fractions. Tthe molecular mass markers are indicated 

(kDa). Results are expressed as mean and standard deviation of three 

independent experiments. 

FIGURE 3 
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Figure 4: Docking complexes of compounds with oligopeptidase B of the L. (L.) amazonensis. In, 

(A) structural alignment of the redocking complexes of antipain (blue) and antipain co-

crystallized (red) with oligopeptidase B; (B) binding epoxy-α-lapachone (gray sticks) in active site 

(surface); (C) Details of acid amine residues around 5 Å showed  interaction with epoxy-α-

lapachone (carbon atom in black, oxygen atom in red).    
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As leishmanioses são doenças com alta taxa de incidência nos países em 

desenvolvimento como Sudão, Brasil, Bangladesh, Índia/Bihar e Nepal, são 

endêmicas em vários outros países pobres, sendo incluída no grupo das 

doenças tropicais negligenciadas (Mohapatra, 2014). Apesar da importância 

destas doenças relatadas pelos órgãos de saúde pública mundial, ainda não há 

uma vacina ou fármaco que sejam efetivos.  

Atualmente, os antimoniais pentavalentes têm sido utilizados como fármacos 

de primeira escolha para o tratamento da LC e da LV. O uso descomedido desse 

medicamento nos últimos 15 anos aumentou as chances do desenvolvimento de 

cepas resistentes. Na Índia, os isolados de LV já demonstram 80% de resistência 

ao tratamento com os antimoniais (Sundar, 2001). Já no Brasil, os casos de LC 

apresentam um cenário diferenciado, com relação a eficácia do tratamento com 

antimônio pentavalente. Diferentes regiões no Brasil apresentam falhas 

terapêuticas de 16% no Rio de Janeiro (Oliveira-Neto et al., 1997), 46,7% na 

Bahia (Machado et al., 2010) e 44-58% no Amazonas (Neves et al., 2011). Além 

disso, a incerteza da cura parasitológica da LC pode estar relacionada com 

distintas populações de L. (V.) braziliensis circulantes em várias regiões do Brasil 

(Torres et al., 2013) e ainda com a heterogeneidade fenotípica de cepas destes 

parasitos. Fato este recentemente reforçado no trabalho de tese de Silva-

Almeida (Silva-Almeida, 2014), que demonstra diferentes subpopulações de L. 

(V) braziliensis em um mesmo isolado com diferenças na expressão de fatores 

de virulência, como as proteínas, e no comportamento biológico in vitro.  

Ainda é preciso considerar que as limitações quanto a utilização dos 

medicamentos correntes são entraves ao controle da leishmaniose, tais como, 

alto custo, dificuldade de administração e toxicidade (Ameen, 2010). Por isso, há 

um incansável compromisso de pesquisadores em desenvolver novos 

medicamentos para o tratamento desta doença, no entanto, pouco sucesso tem 

sido alcançado. Desta forma, os fármacos não-convencionais e novos alvos 

terapêuticos estão sendo frequentemente investigados na tentativa de tornar 

eficaz o combate a leishmaniose (Bhargava et al., 2012). Esta necessidade 

premente foi a motivação deste trabalho de tese. 

Um dos pontos abordados neste trabalho de tese é a importância da 

identificação de novos alvos para quimioterapia das leishmanioses. Dentre os 

diversos alvos, as enzimas relacionadas às vias metabólicas e as proteinases 
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são candidatos promissores a alvos devido, as funções que desempenham na 

sobrevivência do parasito, tais como: atuação como fatores de virulência, 

manutenção da infecção e proliferação do parasita intracelular, como 

mencionado no ANEXO 1.  

Vale apena salientar, o quanto é complexa o processo pelo qual a 

informação genética é processada em um produto gênico funcional, RNA ou 

proteína, nos parasitos membros da família Trypanosomatidae. Estes parasitos 

apresentam mecanismos únicos de expressão gênica, tais como, transcrição 

policistronica de agrupamentos de genes, amplificação do gene, trans-splicing 

do RNAm e extensa edição de transcritos mitocondriais (Thomas et al., 2009). 

Em Leishmania spp sequências repetidas (diretas ou invertidas) envolvidos no 

rearranjo do DNA, alteração do número de cópias do gene (supressão ou 

amplificação), formação de amplicons circulares ou lineares 

extracromossômicos e cromossomos supranumerários foram descritos em 

Leishmania sp (Ubeda et al., 2008; Mukherjee et al., 2011). Além disso, há 

vestígio do envolvimento do retrotransposon na instabilidade do RNAm na 

iniciação da transcrição (Smith et al., 2009).  

Possivelmente, estes mecanismos de processamento da informação do 

genoma destes parasitos podem proporcionar uma expressão diferencial das 

proteinases nas várias fases do ciclo de vida das Leishmania spp, refletida na 

adaptação do parasito aos seus ambientes, como foi anteriormente descrito para 

L. (L.) amazonensis (Alves et al., 2005) e para L. (V.) braziliensis (Silva- Almeida 

et al., 2014). Nessa linha de pensamento foi proposto uma análise da 

organização dos genes de proteinases para melhor compreender a distribuição 

destes em Leishmania spp. (ANEXO 2), e a partir de então ter uma visão ampliada 

das possibilidades de alvos para quimioterapia. 

Uma reflexão do potencial dos inibidores de proteinases para o tratamento 

das leishmanioses é apresentada no DOCUMENTO 1 deste trabalho de tese, onde 

é pondera a utilização desses inibidores no tratamento destas doenças. Além 

disso, relatamos o uso dos medicamentos atuais de primeira e segunda escolha 

na quimioterapia das leishmanioses e o uso dos inibidores de proteinases no 

controle da infecção por Leishmania sp. Neste documento, foram reunidas 

evidencias, in vitro e in vivo, que confirmam o potencial dos inibidores de 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Produto_g%C3%A9nico
http://pt.wikipedia.org/wiki/RNA
http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
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proteinases como alternativa complementar ao tratamento atual das 

leishmanioses. 

Não obstante, este trabalho indicar a relevância das proteinases como alvos 

para novos fármacos, os inibidores de proteinases testados ainda não atuam 

plenamente na resolução da infecção e muitas vezes são tóxicos às células dos 

mamíferos. Este paradigma pode estar relacionado com a expressão 

diferenciada das proteinases que é refletida pela mudança do ambiente que o 

parasita sofre no seu ciclo de vida (Alves et al., 2005; Rebello et al., 2010). Estas 

variações devem ser consideradas para melhorar a eficácia dos inibidores de 

proteinase, da mesma forma, que o foco deve ser as proteinases expressas em 

amastigotas, as quais são responsáveis pelas formas clinicas em mamíferos, e 

ainda, ter a menor semelhança estrutural e funcional com as enzimas de 

mamíferos (Bhargava & Singh, 2012). Outro ponto importante a considerar são 

as diferenças estruturais em proteinases do mesmo clã ou família, que afetam o 

microambiente catalítico (isoformas), além das isoenzimas. 

Assim, compreender os mecanismos distintos de atividade das proteinases 

e sua importância na biologia dos parasitas é necessário para definir 

adequadamente inibidores de proteinases com potencial para o tratamento da 

infecção. No entanto, Leishmania spp apresentam particularidades que agregam 

mais dificuldades a esta pergunta, ao lado da questão química. Tais dificuldades 

foram apresentadas na publicação do DOCUMENTO 1 e DOCUMENTO 2, quando 

propomos a hipótese de que as estratégias para controlar a multiplicação das 

Leishmania spp no hospedeiro vetebrado, deve ser implantada de maneira mais 

extensa. Desta forma, o uso de inibidores de proteinases com amplo espectro 

de ação no qual, o inibidor seja multivalente, atuando em mais de uma classe ou 

família de proteinase e, além disso, o tratamento combinado com distintos 

inibidores de proteinases e/ou medicamentos já utilizados no tratamento das 

leishmanioses, podem ser estratégias promissoras.  

Na busca de novos fármacos com potencial de ação sobre os parasitos do 

gênero Leishmania, foi oportuno realizar ensaios experimentais com um 

derivado da nafatoquinona, epoxi-α-lapachona, com indicação prévia de agir 

como inibidor de proteinases do Trypanosoma cruzi (Bourguignon et al., 2010). 

A baixa toxicidade do composto epoxi-α-lapachona sobre células de mamíferos 
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foi conseguida pela epoxidação do α-lapachona (Ferreira et al 2006; Jorqueira et 

al 2006) mantendo ação parasiticida, o que foi comprovado no DOCUMENTO 3 e 

nas publicações prévias a respeito do uso deste composto com ação sobre o 

T.cruzi (Bourguignon et al., 2009; Bourguignon et al., 2010). 

Não obstante outros derivados naftoquinonas como 2,3-dichloro-5,8-

dihidroxi-1,4-nafitoquinona e 2,3-dibromo-1,4-naftoquinona e triazol 

naftoquinona apresentarem uma boa eficiência in vivo contra Leishmania spp, 

com valores de IC50 < 40M, (Croft et al., 1992; Lezama-Dávila et al., 2012; 

Guimarãesa et al., 2013), estes compostos demostraram significativa toxicidade 

para células de mamíferos. Estes achados descritos na literatura reforçam a ideia 

de que a eficiência in vitro da atividade leishmanicida do epoxi-α-lapachona é um 

indicativo do potencial uso de deste composto como um futuro fármaco, como 

descrito no DOCUMENTO 3. 

A publicação do DOCUMENTO 3 foi a primeira evidencia de que o composto 

epoxi-α-lapachona tem potencial de inibir a multiplicação de Leishmania dos dois 

subgêneros, Viannia e Leishmania. O composto é capaz de diminuir a taxa de 

crescimento dos promastigotas em cultura e também é capaz de afear 

drasticamente a sobrevivência de amastigotas no interior dos macrófagos 

humanos. O fato descrito neste trabalho que ambas as formas destes parasitos 

são afetadas é um indicativo de que o epoxi-α-lapachona pode agir diretamente 

no parasito. No entanto, não se descarta a possibilidade da sua atuação sobre 

os macrófagos, desencadeando as atividades microbicidas do mesmo, como 

descrito para outros compostos de origem vegetal (Saha et al., 2011), fato este 

que necessita ser investigado. 

Na busca de mais evidencias sobre o potencial do epoxi-α-lapachona como 

agente leishmanicida, e ainda para compreender seus mecanismos de ação 

nestes parasitos, propomos o DOCUMENTO 4. Nesta etapa do nosso estudo, 

focamos em observações apenas na L. (L.) amazonensis, e os efeitos do 

composto sobre a infecção causada por esse parasito em camundongos BALB/c. 

Além disso, constatações anteriores a este trabalho de tese sobre os efeitos 

deste composto com inibidor de serino proteinase no T.cruzi (Bourguignon et al 

2010), nos levou a testar esta hipótese sobre as serino proteinases de L. (L.) 
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amazonensis obtidas a partir de métodos cromatográficos, abordados no Anexo 

3. 

Ressalta-se ainda neste estudo o valor de se usar amastigotas de cultivo 

axênico em testes de fármacos (DOCUMENTO 4). Amastigotas axênicos 

apresentam critérios (infectividade, epítopos antigênicos, aglutinação por 

lectinas e expressão gênica diferencial), os quais mostram semelhanças aos 

amastigotas de tecidos infectados (Gupta, 2001), principalmente dos fatores de 

virulência envolvidos na adaptação do paradito ao hospedeiro vertebrado, como 

as proteinases (Silva-Almeida, 2012). Neste contexto, a expressão de 

proteinases em amastigotas pode apresentar alterações devido a mudança 

físico-química do ambiente. Em um estudo paralelo a este trabalho de tese 

(Silva-Almeida, 2014) foi comprovado que amastigotas de cultivo axênico L. (V.) 

braziliensis tem maior expressão de proteinases quando comparado com 

promastigotas e que esta expressão pode ser influenciada pela mudança de 

ambiente, aqui representado pelo choque de temperatura e pH (DOCUMENTO 4). 

Além disso, recentemente foi proposto que a atividade de serino proteinase é 

maior em amastigota axênicas do que em promastigotas de L. (L). mexicana e 

L. (L.) donovani (Swenerton et al., 2011), semelhante ao que foi demonstrado 

neste trabalho (DOCUMENTO 4). 

As serino proteinases representam de maneira geral 16 % das proteinases 

presentes no genoma das Leishmania spp. anotado nos bancos de dados 

(Anexo 2). A expressão desta enzima é distribuída em diversas estruturas do 

parasita como bolsa flagelar, vesículas da via endocítica/exocítica, 

megassomas, superfície celular e na membrana de organelas (Silva-López et al., 

2004; Morgado-Díaz et al., 2005). Esta ampla dispersão indica o envolvimento 

desta proteinase numa grande diversidade de processos fisiológicos essências 

para a sobrevivência do parasito (Silva-López, 2010). Este fato foi comprovado 

com a inibição de serino proteases em promastigota de L. (L.) amazonensis por 

inibidores sintéticos (N-α-tosil-L-lisina clorometil cetona e N-α-tosil-L-fenilalanina 

clorometil cetona), causando à morte do parasita. Outro inibidor (Kunitz-type) 

também foi capaz de reduzir a viabilidade dos promastigotas de cultura, 

causando alterações na morfologia da célula (Silva-Lopez et al., 2007). Logo, os 

ensaios de inibição da atividade das serino proteinases de L. (L.) amazonensis 
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pelo epoxi-α-lapachona descrita no DOCUMENTO 4, representa uma valiosa 

abordagem no desenvolvimento racional de fármacos para o tratamento das 

leishmanioses. 

Dentro desse conjunto de serino proteinases a oligopeptidase B surge como 

um possível alvo quimioterápico. No entanto, a deleção do gene da 

oligopeptidase B causa efeitos temporários na infecção experimental in vitro e in 

vivo por L. (L.) major. Essa evidencia, indica que a inibição desta enzima não 

seria suficiente para causar efeitos drásticos ao parasito. (Swenerton et al., 

2011). Possivelmente, o nocaute desse gene está sendo compensado por uma 

oligopeptidase B símile que apresenta alguns resíduos de aminoácidos 

conservados no sitio ativo (Guedes et al., 2007; Munday et al., 2011). 

Apresentamos evidenciais de que os efeitos inibitórios do epoxi-α-lapachona 

sobre as serino proteinases de L. (L.) amazonensis (DOCUMENTO 4), podem ser 

atribuídos a capacidade do composto interagir diretamente com os resíduos de 

aminoácidos que compõem a tríade catalítica das serino proteinase: serino, 

histidina e aspártico (Erez et al, 2009). Desta forma, o epoxi-α-lapachona ocupou 

o mesmo sitio de ligação S1 que o inibidor antipaina cristalizado com 

oligopeptidase B de L (L.) major. 

É importante destacar, que os dados apresentados neste trabalho não 

garantem que o efeito do epoxi-α-lapachona sobre o parasito não seja única e 

exclusivamente devido a sua ação inibitória sobre as serino proteinases. De 

maneira geral a estrutura química dos derivados dos naftoquinonas, como o 

composto do estudo, facilita as reações de redução atuando com aceitador de 

um e/ou dois elétrons, contribuindo para a formação de oxigênio reativo e 

acelerando as condições hipóxica intracelular (Babior, 1997), que causa danos 

severos a célula (Santos et al. 2004). Esta propriedade confere ao composto a 

potencialidade de agente oxidante ou desidrogenante em várias reações 

químicas, o que pode ter ocorrido com os promastigotas e amastigotas 

coincubadas com o composto neste trabalho. Desta forma, o efeito do epoxi-α-

lapachona sobre parasitos (DOCUMENTO 3 E DOCUMENTO 4) e na redução das 

lesões de camundongos (DOCUMENTO 4) pode ser por múltiplos alvos, ou seja 

uma combinação de ações, o que necessita de confirmações posteriores. 
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Inibidores de serino proteinase são amplamente encontrados nos vegetais, 

alguns são expressos constitutivamente e outros induzidos por lesão foliar 

(Fosket, 1994). Há relatos que vegetais como Solanum tuberosum e Solanum 

lycopersicum sintetizam esses inibidores em resposta a ação de insetos (Fosket, 

1994; Broadway, 1996). Recentemente foi proposto que extrato de S. tuberosum 

é capaz de inibir multiplicação de promastigotas de L. (L.) donovani e impedir o 

desenvolvimento das formas amastigotas em macrófago, sem efeito citotóxico 

significativo para estas células (Paik et al, 2014). Neste contexto, a exemplo da 

Tabebuia sp e do S. tuberosum, outras espécies vegetais podem sintetizar 

compostos com atividades seletivas sobre proteinases de parasitos de interesse 

médico, o que significa uma vasta riqueza de compostos a serem investigados 

(Patil et al. de 2012). 

No desenvolvimento de novos fármacos, sabe-se que as indústrias de capital 

nacional e estrangeiro pouco têm investido em pesquisa para o desenvolvimento 

de novas moléculas para o tratamento da leishmaniose e outras doenças 

negligenciadas. Esse desinteresse comercial se fundamenta no fato da 

leishmaniose ser doença tropical que afeta principalmente populações pobres. 

Este panorama explica o baixo número de compostos e formulações, com baixa 

toxidade e efetividade comprovada, em uso clinico. 

Ainda na vertente de novos fármacos, o Brasil é o país que detém a maior 

parcela da biodiversidade, em torno de 15 a 20% do total mundial, com destaque 

para as plantas superiores, nas quais detém aproximadamente 24% da 

biodiversidade. Esta biodiversidade oferece a matéria-prima para a fabricação 

de fitoterápicos e os seus componentes químicos ativos provém modelos para o 

desenvolvimento de novas drogas terapêuticas (Calixto, 1997). Estima-se que 

aproximadamente 40% dos medicamentos atualmente disponíveis foram 

desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais, a maioria 

destas de plantas (Calixto, 2001). Das 252 drogas consideradas básicas e 

essenciais pela OMS, 11% são originárias de plantas e um número significativo 

são drogas sintéticas obtidas de precursores naturais (Rates 2001). 

Os produtos naturais são fontes inesgotáveis de novas descobertas de 

medicamentos. Predominantemente, os fármacos sintéticos atuais originaram-

se de estruturas químicas oriundas das plantas, e apenas cerca de 200 anos 
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atrás, a nossa farmacopeia foi dominado por medicamentos fitoterápicos (Ernst 

2005). Estes compostos são reconhecidos pela indústria farmacêutica pela sua 

diversidade estrutural notável e ampla gama de atividade farmacológica, como 

os derivados do lapachol. 

O potencial destes compostos vem motivando estudos de novos 

medicamentos para o tratamento de doenças negligenciadas (Butler, 2008). Nos 

últimos anos os produtos naturais já impactam na descoberta de fármacos para 

infecções parasitárias (Ndjonka et al, 2013). No que se refere aos resultados da 

pesquisa apresentada neste trabalho de tese, o epoxi-α-lapachona já cumpriu 

algumas das principais etapas da fase pré-clínica no processo de 

desenvolvimento de novos fármacos, esta etapa contempla a otimização da 

molécula em relação a uma série de propriedades (potência, afinidade, 

seletividade e toxidez). Estudos futuros precisam ser realizados para avaliar o 

epoxi-α-lapachona em relação a sua segurança e confirmação da eficácia em 

modelo animal, visando a sua introdução em fases clínicas para testes em 

humanos. 
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5. CONCLUSÕES 
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1. O epoxi-α-lapachona afeta o desenvolvimento e a sobrevivência de ambos 

os estágios morfológicos da L. (V.) braziliensis e L. (L.) amazonensis. 

2. O epoxi-α-lapachona atua nos promastigotas e amastigotas de L. (L.) 

amazonensis durante primeiras horas de contato, causando um efeito 

interno inicial com posterior comprometimento da membrana plasmática e 

morte dos parasitos. 

3. O tratamento dos camundongos BALB/c com epoxi-α-lapachona reduziu a 

lesão de pata causada pela L. (L.) amazonensis, semelhante ao tratamento 

destes animais com o glucantime. 

4. A atividade de serino proteinase dos promastigotas e amastigotas de L. (L.) 

amazonensis foram melhor inibidas pelo epoxi-α-lapachona quando 

comparados aos inibidores clássicos de serino proteinase. 

5. De maneira semelhante ao inibidor antipaína, o epoxi-α-lapachona pode 

ligar-se a oligopeptidase B de L. (L) amazonensis no sítio ativo da enzima. 

6. O conjunto de evidências apresentadas neste trabalho de tese indica pela 

primeira vez a possibilidade de utilizar epoxi-α-lapachona como base para o 

desenvolvimento de tratamentos novos, ou complementares, contra 

leishmaniose humana. 
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