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RESUMO

As leishmanioses fazem parte do grupo das doencas tropicais negligenciadas,
constituindo um grave problema de salde publica devido sua alta incidéncia
principalmente nas Ameéricas. Devido ao escasso arsenal de farmacos para o
tratamento desta doenca, além das reacdes adversas e ao aparecimento de
resisténcia do parasito aos medicamentos preconizados, buscou-se a sintese de 4
novos derivados espiro-acridinicos partindo-se da estruturas ndo substituidas
AMTAC-1 e ACMD-1 para avaliar a antividade leishmanicida nas formas
promastigotas e amastigotas axénicas do parasita, sua citotoxicidade em hemacias,
células Vero e macréfagos, seu possivel mecanismo de agcdo por regulacdo das
respostas Thl, Th2, Thl7, expressao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio,
além de analises in silico de ancoragem molecular e ADME-Tox. Este trabalho relatou
a atividade antipromastigota (ICsopro entre 0,05 e 13,8 uM para L. infantum e 1Csopro
entre 0,73 e 234,95 uM para L. amazonensis) de seis derivados espiro-acridinicos,
AMTAC-1, AMTAC-2, AMTAC-6, ACMD-1, ACMD-3 e ACMD-6, com satisfatéria
hemocompatibilidade (HCs0>400 pM). A atividade amastigota axénica, citotoxicidade
em macréfagos, perfil imunomodulador, ancoragem molecular e ADME-Tox foi
realizado apenas para os compostos AMTAC-2 e ACMD-3 em L. amazonensis, por
serem 0S compostos mais promissores nos testes antipromastigotas com ICsopro 0,73
e 10,95 uM, respectivamente. O AMTAC-2 (ICsoama 13,50uM, CCsomacrof 569,50 M e
IS 39,6), aumentou a expressao de espécies reativas de oxigénio e 0 ACMD-3 (ICsoama
10,47uM, CCsomacrof 27,22 UM e IS 2,6) demostrou modulacdo positiva da IL-17A,
espécies reativas de oxigénios e nitrogénio. Os estudos de ancoragem demostraram
o AMTAC-2 com possivel perfil multi-alvo, com efetividade principalmente para
Tripanotiona redutase (score 71,42 PDB 4APN) e os estudos ADME possibilitaram
predizer que estes compostos tém bom potencial para administracdo oral e/ ou topica.
Sendo assim, o AMTAC-2 apresenta-se como a molécula mais promissora para
atividade leishmanicida nas duas formas do parasita, com boa seletividade e baixa
toxicidade, além de um possivel perfil multi-alvo que deve ser melhor investigado
ampliando os estudos para outros potenciais alvos e mecanismos de morte celular no

parasita.

Palavras chaves: Leishmaniose; Ancoragem Molecular; Citocinas; Farmacocinética.



ABSTRACT

Leishmaniasis is part of the group of neglected tropical diseases, constituting a serious
public health problem due to its high incidence, mainly in the Americas. Due to the
scarce arsenal of drugs for the treatment of this disease, in addition to adverse
reactions and the appearance of parasite resistance, we sought to synthesize 4 new
spiro-acridine derivatives starting from the unsubstituted structures AMTAC-1 and
ACMD -1 to assess the leishmanicidal activity in promastigotes and axenic
amastigotes of the parasite, its cytotoxicity in red cells, Vero cells and macrophages,
its possible mechanism of action by regulating Thl, Th2, Th17 responses, expression
of reactive oxygen species and nitrogen, in addition to in silico Molecular Docking and
ADME-Tox analyses. This work reports the antipromastigote activity (ICsopro between
0.05 and 13.8 puM for L. infantum and ICsorro between 0.73 and 234.95 uM for L.
amazonensis) of six spiro-acridine derivatives, AMTAC-1, AMTAC- 2, AMTAC-6,
ACMD-1, ACMD-3 and ACMD-6, with satisfactory hemocompatibility (HCs0>400 uM).
The axenic amastigote activity, macrophage cytotoxicity, immunomodulatory profile,
molecular docking and ADME-Tox were performed only for the compounds AMTAC-2
and ACMD-3 in L. amazonensis, as they are the most promising compounds in
antipromastigote tests with ICsopro 0.73 and 10.95 pM, respectively. AMTAC-2
(ICs0ama 13.50uM, CCsomacrof 569.50 pM and IS 39.6) increased the expression of
reactive oxygen species and ACMD-3 (ICsoama 10.47uM, CCsomacrof 27.22 uM and IS 2,
6) demonstrated positive modulation of IL-17A, reactive oxygen and nitrogen species.
The docking studies showed AMTAC-2 with a possible multi-target profile, with
effectiveness mainly for Trypanothione reductase (score 71.42 PDB 4APN) and the
ADME studies made it possible to predict that these compounds have good potential
for oral administration and / or topical. Therefore, AMTAC-2 presents itself as the most
promising molecule for leishmanicidal activity in both forms of the parasite, with good
selectivity and low toxicity, in addition to a possible multi-target profile that should be
better investigated by expanding the studies to others potential targets and cell death

mechanisms in the parasite.

Keywords: Leishmaniasis, Molecular ~ Docking Simulation; Citokynes;

Pharmacokinetics.
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1 ELEMENTOS INTRODUTORIOS

1.1 INTRODUCAO

As leishmanioses sao Doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) com ampla
distribuicdo geogréfica e consideradas um problema de saude publica em varios
paises, conforme relatado pela Organizacdo Mundial da Saude. Entre os paises
afetados, o Brasil tem um dos maiores numeros de casos notificados, segundo a
Organizacado Pan-Americana de Saude (SANTOS-PEREIRA et al., 2019).

As manifestacdes clinicas das leishmanioses séo influenciadas por diversos
fatores, incluindo a espécie e genética da Leishmania sp., a interacéo do parasita com
a resposta imune e a genética do hospedeiro, podendo ser classificada em duas
formas clinicas principais, a Leishmaniose Tegumentar (LT) e Leishmaniose Visceral
(LV). Entre os fatores que predispdem a resolucdo ou persisténcia da infeccdo por
Leishmania sp. estdo a salubridade do sistema imune do hospedeiro até a espécie do
parasita, além dos possiveis padrbes de relacionamento entre o parasita e célula
hospedeira (PAIXAO e PITA, 2016; SANTOS-PEREIRA et al., 2019).

Infeccdo por Leishmania sp. induz a producéo de certas citocinas pelas células
infectadas e inibe outras para modular o recrutamento celular local e a diferenciagao
celular, facilitando a reproducéo do parasita, sendo reguladas tanto pela imunidade
inata como celular, principalmente por respostas celulares do tipo Thelpl (Thl),
Thelp2 (Th2), Thelpl7 (Th17) e Tregulatérias (Treg) (SANTANA et al., 2017).

Embora as doencas tropicais representem 11,4% do total de doencas que
acometem humanos, apenas 21 (1,3%) dos 1556 medicamentos registrados entre
1975 e 2004 foram desenvolvidos especificamente para as DTNs. (COPELAND e
ARONSON, 2015; BRASIL, 2016; PETRI E SILVA et al., 2016; BRASIL, 2017). Dentre
estes, os medicamentos comerciais usados desde 1912 para o tratamento da
leishmaniose sdo o antimonato N-metilglucamina (Glucantime), o estiboglucona-to
sédico (Pentostan), a anfotericihna B e a pentamidina. Estes medicamentos
apresentam algumas desvantagens para o0s pacientes relacionadas as dificuldades de
administragao, ja que séo exclusivamente por via parenteral, alto custo, alta toxicidade
e diversos efeitos colaterais, além de apresentarem resisténcia do parasita em alguns
casos especificos (GONCALVES et al., 2018).
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Como consequéncia dos problemas de toxicidade, do aumento da resisténcia
parasitaria, aumento nas taxas de falha dos tratamentos atuais e da falta de agentes
terapéuticos eficazes contra essas DTNs, existe uma necessidade urgente no
desenvolvimento de novos medicamentos eficazes e seguros em comparacao aos
tratamentos atuais (ROMERO e LOPEZ, 2017).

O processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos € complexo, longo
e de alto custo, sendo ligado as inovacgdes cientificas e tecnoldgicas. A triagem virtual
e, em particular, a triagem virtual baseada em receptores, que surgiu como um meétodo
confiavel e acessivel para identificar novos compostos, além da triagem in silico de
bases de dados quimicos e de predi¢cdo de modelos farmacocinéticos (FIGUEIREDO
et al., 2018).

Nas ultimas décadas, avangcos na bioquimica, biologia molecular e campos
genéticos permitiram identificar alvos no parasito leishmania. Entre os principais,
estdo a tripanotiona redutase (TryR), que age como antioxidante, estando envolvida
no metabolismo do tiol nos parasitas; a topoisomerase | (TOPO I), que esta
relacionado ao superenrolamento do DNA sendo essencial para processo de
replicacédo, transcricdo e recombinagao do DNA e a 14-a-esterol-desmetilase (CYP51)
responsavel pela biossintese de ergosterol da membrana do parasito (HARGROVE et
al., 2011; TEJERIA et al., 2016; ROMERO e LOPEZ, 2017; ROSTAMI e
KHAMESIPOUR, 2021).

Neste contexto, a familia das acridinas tem demonstrado um amplo espectro
de propriedades farmacoldgicas, sendo empregada como agente antibacteriano e
revelado atividade antiproliferativa contra protozoarios e células tumorais o que
possibilitou sua utilizagcdo na quimioterapia antiparasitaria, inclusive com uma ampla
gama de novos derivados de acridinas sintetizados e avaliados com sucesso para
atividade leishmanicida (CHTITA et al., 2016).

Entre os derivados acridinicos estédo as espiro-acridinas, que tém apresentado
significativa atividade antiparasitaria, em especial leishmanicida, em estudos
anteriores realizado por este grupo de pesquisa (ALMEIDA et al, 2021), o que tornou
este grupo quimico um importante alvo de pesquisa para descoberta de novos
farmacos que possam vir a apresentar melhor resposta terapéutica e/ou menos efeitos

adversos.



22

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar atividade leishmanicida e possiveis mecanismos de acdo de novos

derivados espiro-acridinicos através de estudos in vitro e in silico.

1.2.2 Ojetivos especificos

v Estudos preliminares

o

Avaliar atividade antipromastigota dos derivados espiro-acridinicos em
cepa de Leishmania infantum e Leishmania amazonensis;
Verificar a hemocompatibilidade dos derivados espiro-acridinicos

através da atividade hemolitica;

v' Ensaios principais em Leishmania amazonensis com 0s compostos mais

promissores nos ensaios preliminares

o

o

Avaliar a atividade antiamastigota axénica

Verificar a citotoxicidade dos derivados espiro-acridinicos frente a
macrofagos J774 e células VERO;

Avaliar o indice de seletividade dos compostos;

Avaliar imunomodelacédo nas respostas Thl, Th2 e Th17 dos compostos
espiro-acridinicos através das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17A,
IFN-y e TNF-q;

Avaliar producéo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio;
Realizar estudos de ancoragem molecular com possiveis alvos no
parasita;

Realizar estudos de ADME/Tox para prever possiveis parametros

farmacocinéticos.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 ASPECTOS GERAIS DAS LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo um grupo de doencas tropicais negligenciadas (DTNSs)
causadas por protozoarios do género Leishmania e transmitidas por flebotomineos
fémeas hematofagas da subfamilia Phlebotominae, Figura 1. As doencas s&o
endémicas em paises da Europa, Oriente Médio, Sudeste Asiatico e Américas, onde
sao consideradas um problema de saude publica afetando cerca de 350 milhdes de
pessoas juntamente com dois milhdes de novos casos anuais no mundo
(GUIMARAES- E-SILVA et al., 2017; BRASIL, 2021).

Figura 1. Fémea de Flebotominio adulto.

Fonté: Brasil, 2016

Nas Américas, a leishmaniose esta presente em 18 paises e ocorre como dois
tipos clinicos principais: a leishmaniose visceral (LV) e a leishmaniose tegumentar
(LT), sendo a LT a forma clinica mais comum (BRASIL, 2021; SINGH et al., 2017,
KAPIL, SINGH e SILAKARI, 2018).

As Leishmanioses sao caracterizadas por uma diversidade de manifestacfes
clinicas, ocasionada pela existéncia de mais de 20 espécies capazes de infectar
humanos. Outro fator importante para as diversas manifestacdes clinicas desta
doenca sédo o grau de infectividade, patogenicidade e viruléncia de cada cepa,
capacidade imunoldgica e constituicdo genética do hospedeiro vertebrado infectado
(RABELO et al., 2017; ALMEIDA, 2018).

No Brasil, o principal agente causador da LV é a Leishmania infantum e da LT
é a Leishmania (Leishmania) amazonensis (GUIMARAES-E-SILVA et al, 2017). ALT
€ conhecida popularmente no Brasil, como Ulcera de bauru ou ferida brava, os

sintomas séo localizados na superficie cutanea e/ou subcutanea, sendo classificadas
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em cutaneas, mucocutaneas e cutaneas difusas a depender do aspecto e localizagéo
das lesdes, Figura 2 (CAVALCANTI, 2018, KUMAR, SAHA, SINGH, 2017).

Figura 2: Manifestacdes clinicas da leishmaniose tegumentar (LT)

Fonte: Brasil, 2017-Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar Americana

A forma cutanea, Figura 2A e 2B, é a mais comum da doenga, e costuma
causar o desenvolvimento de uma ferida, que se inicia como um pequeno nddulo no
local da picada do vetor e evolui para uma ferida aberta indolor em algumas semanas
Ou meses e, posteriormente, pode cicatrizar, até mesmo, sem a necessidade de
tratamento ou tornar-se cronica (BRASIL, 2017; ISAZA-JAIMES et al., 2018).

A forma cutanea difusa, Figura 2C, ocorre em pacientes com deficiéncia
especifica na resposta imune celular aos antigenos de Leishmania sp. Inicia-se com
uma ferida (lesdo Unica) que nado responde de forma eficaz ao tratamento,
posteriormente, evolui de forma lenta com formagé&o de placas e multiplas nodulagbes
nao ulceradas recobrindo grandes extensdes cutaneas (BRASIL, 2017,
PASSALACQUA, 2018).

Por fim, a forma mucocutanea também chamada de mucosa tardia, Figura 2D
e 2E, é a mais rara, surgindo apds a lesdo cutanea classica, e se caracteriza por

lesBes destrutivas na mucosa das vias aéreas superiores, como nariz, orofaringe,
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palatos, labios, lingua, laringe e, mais dificilmente, traqueia e parte superior dos
pulmdes (BRASIL, 2017; ISAZA-JAIMES et al., 2018).

A LV é popularmente conhecida no Brasil como Calazar, doenca do cachorro,
febre negra ou esplenomegalia tropical, entre outros. Afeta especialmente criancas e
pessoas imunodeprimidas, podendo variar desde manifestagdes discretas, até mais
graves, caracterizando-se por febre irregular, hepatomegalia e esplenomegalia,
Figura 3 (PANDEY et al., 2015).

Figura 3: Paciente com Leishmaniose visceral apresentando hepatoesplenomegalia

Fonte: Brasil, 2017-Manual de Vigilancia da Leishmaniose Tegumentar

O inicio da LV é insidioso, com perda de apetite, palidez, aparecimento de febre
alta que é o sintoma mais notavel pela sua constancia, aumento de volume do baco e
figado, anemia e hemorragias da gengiva e digestiva. A alteracdo do apetite leva a
desnutricdo grave e a evolucdo da doenca pode ser rapida, levando a morte em
algumas semanas. Os pacientes podem apresentar uma forma crdnica assintomatica
desta doenga, com curso lento que pode durar anos, ou a forma aguda que é rapida
e pode ser fatal (ZAHEERA et al., 2015; KUMAR, SAHA, SINGH, 2017).

2.2 DADOS EPIDEMIOLOGICOS DAS LEISHMANIOSES

As leishmanioses sdo doencas com elevada incidéncia e ampla distribuigdo
geografica nas Américas e, por isso, requerem um grande esfor¢o técnico, operativo
e politico para manter o desenvolvimento sistematico de acdes de vigilancia,
prevencdo e controle destas doencas (ORGANIZACAO PANAMERICANA DE
SAUDE, 2018).

Desde 2017, a classificacdo epidemiolégica dos municipios com transmissao

de LT no Brasil é realizada de acordo com a metodologia proposta pela Organizacéo
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Pan-Americana de Saude (OPAS), que desenvolveu o indice composto de
leishmaniose tegumentar (ICLT) para classificar as &reas de transmissdo em cinco
estratos (muito intenso, intenso, alto, médio e baixo). Esse indicador tem como base
0 numero absoluto de casos novos e o coeficiente de deteccdo da doenca nos ultimos
trés anos (BRASIL, 2021).

Segundo boletim epidemiol6gico emitido pela Secretaria de Vigilancia em
Saude (2021), em 2019 foram confirmados 2.529 casos novos de LV no Brasil, com
uma taxa de incidéncia de 1,2 casos a cada 100 mil habitantes. A presenca da doenca
foi confirmada em 24 Unidades Federativas, distribuidas nas cinco regides brasileiras,
sendo a regido Nordeste responsavel pelo maior registro de casos do pais (49,1%),
Tabela 1 e Figura 4. A taxa de letalidade por LV em 2019 foi de 9%, sendo a mais
elevada dos ultimos 10 anos. Nesse periodo, apesar da maior taxa de letalidade da
LV ter sido registrada em adultos acima de 50 anos de idade (19,2%), destaca-se 0
elevado percentual nos menores de um ano (10,3%) (BRASIL, 2021).



Tabela 1: Distribuicdo de nimero de casos de leishmaniose visceral, segundo UF de infecgéo, Brasil, 2016 a 2019.
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2016 2017 2018 2019

N° % Incid.  Incid. N° % Incid. Incid. N° % Incid. Incid. N° % Incid. Incid.

Pais/Regido Pop. Pop. Pop. Pop. Pop. Pop. Pop. Pop.
Risco! Geral? Risco' Geral? Risco! Geral? Risco! Geral?

Brasil 3128 100,00 4,80 1,52 4103 100,00 5,54 1,98 3466 100,00 5,05 1,66 2529 100,00 3,08 1,20
Norte 569 18,19 8,25 3,21 765 18,64 11,98 4,27 737 21,26 11,46 4,05 480 18,98 6,43 2,60
Nordeste 1490 47,63 5,02 2,62 1824 44,46 5,37 3,19 1735 50,06 5,21 3,06 1241 49,07 3,74 2,17
sudeste 587 18,77 3,10 0,68 908 22,13 341 1,04 428 12,35 2,13 0,49 323 12,77 1,06 0,37
Sul 9 0,29 0,48 0,03 15 0,37 0,57 0,05 11 0,32 0,62 0,04 13 0,51 0,64 0,04
Centro- 154 4,92 1,99 0,98 182 4,44 4,04 1,15 122 3,52 1,72 0,76 129 5,10 1,44 0,79
Oeste

Fonte: Sinan (Sistema de Informac¢&o de Agravos de Notificagéo),
Legenda: tIncidéncia por 100 mil habitantes considerando a populacdo das areas de transmissédo de LV nas UF.

2Incidéncia por 100 mil habitantes considerando a populacgéo total das UFs com transmisséo de LV.
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Figura 4: Estratificacéo de risco da leishmaniose tegumentar e visceral por municipio de infeccéo.
Brasil, 2017 a 2019.

Leishmaniose tegumentar § Leishmaniose visceral
Indice Composto
I Muito intenso
Bl Intenso
Bl Ao

Indice Composte
W Mutto intenso
Il intenso

Médio
N Baixo

Fonte: Sinan (Sistema de Informacao de Agravos de Notificagdo).

Ainda em 2019, segundo a Secretaria de vigilancia em saude (2021) foram
confirmados 15.484 casos novos de LT no Brasil, com coeficiente de detecc¢éo de 7,37
casos a cada 100 mil habitantes. Conforme a série histérica apresentada na Figura
4, a doenca se distribui em todo o territério brasileiro, com os maiores percentuais de
casos registrados na regido Norte (42,8%), acometendo principalmente os adultos
jovens, na faixa etéria de 20 a 49 anos (54,9%), do sexo masculino (75,2%). Do total
de pacientes notificados em 2019, 67,1% evoluiram para cura clinica, enquanto 1,9%

abandonaram o tratamento e foram registrados, ainda, 19 6bitos por LT.

2.3 CICLO DE VIDA

O ciclo de vida da Leishmania sp. é digenético, acontecendo uma parte em
hospedeiro invertebrado e outra em hospedeiro vertebrado. Os agentes etioldgicos do
género Leishmania sp. sdo parasitas intracelulares obrigatério das células do sistema
fagocitario mononuclear, com uma forma promastigota, Figura 5-A, alongada e
flagelar, encontrada no tubo digestivo do inseto vetor e meios de cultura para
crescimento como o Schneider (Sigma), enquanto a forma amastigota, Figura 5-B,
arredondada e sem flagelo visivel, alojam-se nos fagossomos dos
mondcitos/macréfagos dos hospedeiros vertebrados (BRASIL, 2014; KUMAR, SAHA
e SINGH, 2017, ALMEIDA, 2018).
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Figura 5: Micrografias representativas da Leishmania sp.
A. Formas promastigotas; B. Formas amastigotas
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Fonte: BRASIL, 2014

O ciclo biolégico do parasito, Figura 6, se inicia com a picada do vetor
hematéfago da subfamilia Phlebotominae no hospedeiro vertebrado (homem e outros
mamiferos) inoculando formas promastigotas metaciclicas na pele do hospedeiro
mamifero (1). ApGs a infec¢do, as formas promastigotas metaciclicas podem invadir
ativamente ou serem fagocitadas por células do sistema mononuclear fagocitario (em
especial, macrofagos) (2). As formas promastigotas se diferenciam em amastigotas,
as quais se multiplicam no fagolisossomo (3). Em condicbes apropriadas, as
amastigotas irdo se proliferar até ocasionarem subsequente lise da célula hospedeira
e posteriormente infectam novas células (4). O flebotomineo fémea ao exercer seu
repasto sanguineo, ingere as formas amastigotas que séo liberadas no interior do seu
intestino e se transformam em promastigotas prociclicas (5). As promastigotas
prociclicas se multiplicam e diferenciam-se em promastigotas metaciclicas (6) que
migram para a valvula faringea (7) e em uma nova hematofagia infetam novos
hospedeiros mamiferos reiniciando o ciclo (1) (BRASIL, 2014; FREZARD, 2015;
KELLY et al., 2017).
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Figura 6: Ciclo biolégico da Leishmania sp.
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Fonte: Frézard,2015

2.4 ASPECTOS IMUNOLOGICOS DA Leishmania sp.

2.4.1 Imunidade inata

A resposta imune contra parasitas Leishmania é bastante complexa e o
desenvolvimento de uma resposta imune protetora a patdgenos intracelulares requer
acdo coordenada entre imunidade inata e adaptativa. Apos a infec¢cdo, uma resposta
inflamatoria aguda envolvendo elementos humorais e celulares atua para ajudar a
controlar ou promover a infec¢do. As células apresentadoras de antigenos (APC) ou
células dentriticas (CDs) desempenham um papel importante ligando as respostas
imunes inatas e adaptativas, e migram do local de inoculagéo até os linfonodos de
drenagem para apresentar antigenos e estimular a diferenciacdo de subconjuntos de
linfécitos. Dependendo da producdo de citocinas, essas células podem mediar a

protecdo e cura ou conferir suscetibilidade e patogénese (FLORES et al., 2020).
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As células imunes inatas, incluindo neutrdéfilos, células natural killer (NK),
macréfagos e células dendriticas (CDs) sdo chamadas para o local da infeccao e
podem ser infectadas induzindo as respostas imunolOgicas contra a infeccdo por
Leishmania. Durante a leishmaniose os neutrdéfilos se infiltram rapidamente no local
da infeccao e contribuem com a protecéo do hospedeiro ou a progressao da doenca,
dependendo da espécie do parasita. Por exemplo, as promastigotas de Leishmania
mexicana (L. mexicana) sdo mortas por armadilhas extracelulares de neutrdéfilos
(NETs do inglés do inglés “neutrophil extracellular traps”), enquanto as promastigotas
de Leishmania amazonensis pela interacdo da atividade de macréfagos e producao
de espécies reativas de oxigénio (ROS), no entanto o parasita desenvolveu Varios
mecanismos para evitar o aprisionamento e a morte mediados por NETs, como por
exemplo, reduzir as espécies reativas de oxigénio (ROS) e oxido nitrico sintase 2 (
NOS2), inibindo assim o estresse oxidativo e consequentemente as armadilhas
extracelulares de neutrofilos e morte do parasita (JAFARZADEH et al, 2019; MIRZAEI
et al, 2021).

Como parasita intracelular, a Leishmania sp. invade principalmente macréfagos
que sao células efetoras decisivas que matam ou hospedam o0s parasitas
intracelulares dependendo do equilibrio de duas enzimas induziveis, NOS2 e arginase
(Arg). Essas duas enzimas usam um substrato comum, a L- arginina, e sdo reguladas
competitivamente por citocinas secretadas pelas células Thl e Th2. As citocinas Thl
induzem a ativacdo classica de macrofagos e NOS2 que oxida a L- arginina em um
processo de duas etapas em Oxido nitrico (NO), um metabdlito responséavel pela morte
do parasita. As citocinas Th2 resultam na ativacdo alternativa de macrofagos e na
inducéo de arginase, que hidrolisa a L- arginina em ornitina, um amino&cido que € a
principal fonte intracelular para a sintese de poliaminas, metabdlitos essenciais em
protozoarios tripanossomatideos como a Leishmania (ROSTAMI e KHAMESIPOUR,
2021)

Na leishmaniose humana, niveis mais elevados de Arg, TGF-B, ornitina
descarboxilase (ODC) e prostaglandina E2 no plasma e maior expressao de Arg e
ODC em bidpsias de lesdo foram mostrados em pacientes infectados por L.
amazonensis com leishmaniose cutanea difusa (LCD) em comparagdo com pacientes
com leishmaniose cutanea localizado (LCL), indicando um papel para Arg/poliaminas
no desenvolvimento de LCD (FRANCA-COSTA et al., 2015).
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Embora a imunidade inata do hospedeiro desempenhe um papel na resisténcia
contra a leishmaniose, esta claro que a imunidade mediada por células T e as citocinas
secretadas por diferentes células do sistema imunoldgico desempenham um papel

mais vital na promocdao do resultado da doenca (MIRZAEI et al., 2021).

2.4.2 Imunidade adaptativa: resposta Thl, Th2, Th17 E Treg

A resposta imune adaptativa mediada por células T auxiliares é heterogénea e
se baseia no desenvolvimento de diferentes subtipos celulares caracterizados por
diferentes perfis de producado de citocinas (FLORES et al., 2020). Células T CD4 +
virgens podem migrar para a pele, onde sdo diferenciadas em varios tipos de células
T efetoras (como células Thl, Th2, Th17 e Treg) que produzem padrdes particulares
de citocinas. As citocinas relacionadas as células Thl e Th1l7 contribuem para a
eliminacdo do parasita, enquanto as citocinas relacionadas as células Th2 e Treg
exercem atividade de pré-leishmania (JAFARZADEH et al., 2020).

As células Thl se associam a resisténcia do hospedeiro contra a leishmaniose
por meio da liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, por exemplo IL-2, Interferon-y
(IFN-y) e TNF-a. A IL-12 e IFN-y orientam a diferenciagao das células T CD4 + virgens
para células Thl, estas por sua vez ao gerar o IFN-y e o TNF-a ativam macréfagos
para produzir substancias leishmanicida como espécies reativas de nitrogénio e
oxigénio (GABRIEL et al., 2019; JAFARZADEH et al., 2020).

Os macrofagos estdo normalmente em repouso como macréfagos ingénuos
(M0), mas o microambiente no qual essas células sdo encontradas fornece diferentes
sinais que as ativam e levam ao desenvolvimento de fenotipo de macrofago
funcionalmente distinto, em direcdo a “classicamente ativado” (M1) ou
"alternativamente ativado” (M2) com diferentes desfechos de doenca. Portanto, a
ativacdo de macrofagos M1 pela subpopulagéo de linfocitos Thl, através das citocinas
IFN-y, TNF-a e IL-2, é crucial para a eliminacao deste patdgeno intracelular por meio
do desencadeamento de um explosdo oxidativa, na qual as células hospedeiras
aumentam a producédo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio (ERNS),
incluindo superoxido, perdxido de hidrogénio e radicais hidroxila, e éxido nitrico (NO),
gue apresentam alta capacidade microbicida (TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018;
GABRIEL et al, 2019; MIRZAEI et al., 2020).
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Em contraste, a ativagcéo de linfécitos Th2, que produzem citocinas IL-4, IL-10
e IL-13, induz o perfil M2 caracterizado pela biossintese de poliamina via ativacao da
enzima arginase (Arg) e producdo de ureia e L -ornitina, que sdo benéficas para
crescimento intramacréfago da Leishmania sp., favorecendo a sobrevivéncia do
parasita nos macréfagos infectados e a progressédo da doenca. A IL-10 e IL-4 séo
importantes citocinas reguladoras que inibem a fagocitose e afetam a capacidade dos
macrofagos de matar parasitas intracelulares, contribuindo para o crescimento e
disseminagédo da Leishmania. Essas citocinas desempenham um papel central na
promoc¢do de um tipo alternativo de ativacdo de macrofagos (M2), que aumenta a
expressdo de arginase e facilita a expansdo do parasita (GONCALVES-DE-
ALBUQUERQUE et al., 2017; TOMIOTTO-PELLISSIER et al., 2018)

A expansdo da resposta Th2 esta associada com a progressao e cronicidade
da lesdo cutanea que é frequentemente refrataria ao tratamento leishmanicida
classico, levando a mutilacdes graves. Estas citocinas aumentadas, em especial a IL-
10, restringem a resposta do tipo Thl levando a um ambiente imunoldgico permissivo
a replicacéo do parasita (GABRIEL et al., 2019; MIRZAEI et al., 2020).

Além das células efetoras Thl e Th2, outro subtipo de células T help,
denominado Thl7, tem sido descrito, produzindo principalmente IL-17A, que €
altamente inflamatéria e medeia a lise de varios patdgenos extracelulares. Essa
citocina também pode ser produzida por outros tipos de células, como linfocitos T CD8,
células Tyd, células NK e neutrodfilos. A ativacdo de células T virgens na presenca de
citocinas especificas, como TGF-B, IL-6, IL-1B e IL-23, além do fator de transcricao
ROR-yt, medeia o desenvolvimento e manutengéo de células Th17. Em infec¢des por
protozoarios, fungos e bactérias, a IL-17A foi extensivamente estudada em modelo
murinos, constatando seu efeito microbicida. No entanto, seu papel nas infecgoes
parasitarias humanas, especialmente na leishmaniose, ainda ndo esta totalmente
esclarecido. (GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE et al., 2017; FLORES et al., 2020)

Estudos tém mostrado que uma sinergia entre IL-6 e TGF-3 € necessaria para
uma otima producdo de IL-17A e para diferenciagcdo completa e manutencdo de
células Th17, cuja principal funcdo € eliminar microrganismos sendo atuante na
ativacdo e recrutamento de neutrofilos para mediar as respostas inflamatérias
(FLORES et al., 2020). Um exemplo deste efeito microbicida da IL-17A € o estudo
realizado por Tristdo et al. (2017) que avaliou a resposta imune Th1l7 e o papel das

citocinas associadas a ela (IL-6, IL-23 e IL-17A) durante uma infeccdo de
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paracoccidioidomicose (PCM) experimental causada por Paracoccidioides brasiliensis
(P. brasiliensis) [cepa de levedura virulenta 18 de P. brasiliensis (Pb18)] em
camundongos C57BL/6] , na qual observou aumento da produgéo de IL-17A in vitro e
todas as citocinas associadas a Th17 avaliadas no tecido pulmonar dos camundongos
estudados. Além disso, a deficiéncia de IL-6, IL-23 ou receptor A de IL-17 (IL-17RA)
prejudicou a formagéao de granuloma compacto e conferiu suscetibilidade durante a
infeccdo, associada com reducéo do fator de TNF-a, IFN-y e expressdo da enzima
INOS. Os estudos dos autores sugerem que a producdo de IL-6 por macréfagos
derivados da medula 6ssea é importante para promover a diferenciacdo de Thl7
durante a infeccéo por P. brasiliensis (Pb18).

Por fim, os linfocitos T reguladores (Treg) representam uma subpopulacdo de
linfécitos T que sd@o essenciais para o controle da resposta imune excessiva contra
microrganismos ou autoantigenos. Essas células atuam em conjunto com as células
T efetoras na modulagéo da resposta imune celular, tendo seu papel mediado pela
secrecao de citocinas regulatérias, como IL-10 e TGF- 8, que afetam diretamente a
atividade das células T efetoras e células apresentadoras de antigenos. A producéo
dessas citocinas no local da infeccdo pode comprometer a proliferacdo adequada de
células T efetoras e a producao de citocinas pré-inflamatérias, inibindo a eliminacéo
total do parasita, entretanto os mecanismos exatos do efeito microbicida destas
células no tratamento da leishmaniose e possivel modulacdo farmacoldgica pelos
medicamentos disponiveis no mercado ainda carecem de mais estudos (FLORES et
al., 2018).

2.5 TRATAMENTO FARMACOLOGICO DAS LEISHMANIOSES

O tratamento para leishmanioses no Brasil é gratuito e esta disponivel na rede
de servicos do Sistema Unico de Salde, baseando-se na utilizag&o do antimoniato N-
metil glucamina (Glucantime®) como medicamento de primeira escolha, e a
anfotericina B e derivados como drogas de segunda escolha (MARTINS e LIMA, 2013;
BRASIL, 2014; RODRIGUES et al., 2015; ZAHEERA et al., 2015; MINISTERIO DA
SAUDE, 2016).
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2.5.1 Farmacos antimoniais

No Brasil, os compostos antimoniais, sob a forma de sais trivalentes, foram
utilizados pela primeira vez no tratamento da leishmaniose tegumentar em 1913 por
Gaspar Vianna. Na leishmaniose visceral a droga so foi utilizada dois anos apds, na
Italia. Os derivados pentavalentes (Sb*°), s6 foram introduzidos na década de 40 e,
desde entdo, os mesmos tém sido considerados como medicamento de primeira
escolha no tratamento dessa protozoose (BRASIL, 2014).

Atualmente, existem duas formulagbes de antimoniais pentavalentes
disponiveis no mercado internacional: o antimoniato de meglumina também chamado
de antimoniato-N-metil glucamina e o estibogluconato de sddio, Figura 7. Apesar de
nao haver diferencas quanto a eficacia terapéutica destas formula¢ces, no Brasil, a
Unica formulag&o disponivel € o antimoniato de meglumina, que vem sendo distribuida
pelo Ministério da Saude em ampolas de 5mL, contendo 405 mg de Sb*® (1 mL =81mg
de Sb*°). O antimonial pentavalente pode ser utilizado para o tratamento de todas as
formas clinicas das Leishmanioses (BRASIL,2014; BRASIL, 2017).

Figura 7: Farmacos de primeira linha para tratamento das leishmanioses.
A. Antimoniato de meglumina e B. Estibogluconato de sédio
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Fonte: PubChem
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov

O Mecanismo de agédo dos antimoniais ainda ndo esta totalmente elucidado,
mas sabe-se que atua nas formas amastigotas do parasita, inibindo sua atividade
glicolitica e a via oxidativa de acidos graxos (BRASIL, 2014).

Dois modelos foram propostos como possiveis mecanismos de acéo dos Sb*>.
O primeiro modelo é o pro-farmaco, que sugere que os Sb*®, dentro das células

hospedeiras, atravessem a membrana fagolisossomal e sdo convertidos em antiménio
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trivalente (Sb*?). Em seguida, o Sb*® atua contra amastigotas ao comprometer o
potencial redox, induzindo o efluxo de tidis intracelulares e, consequentemente,
inibindo a tripanotiona redutase (TR). A reducdo de Sb*® pode ser ndo enzimatica,
devido a condicédo acida no interior dos macréfagos. Por outro lado, o modelo ativo
Sb* sugere que este fArmaco possui atividade leishmanicida intrinseca, e podem
atuar inibindo a atividade glicolitica e a via oxidativa de acidos graxos na forma
amastigota. O Sb*®, segundo este modelo, também podem eliminar os parasitas por
mecanismos indiretos, como o0 aumento dos niveis de citocinas, e também atuam no
DNA, induzindo danos ao mesmo in vivo (Sb*3 em baixas concentracdes induzem a
fragmentacdo do DNA, sugerindo a aparicdo de eventos tardios de morte celular
programada), além de inibir DNA Topoisomerase | (FREITAS-JUNIOR et al., 2012;
ALMEIDA, 2018, KAPIL, SINGH e SILAKARI, 2018).

Neste sentido, Santana et al. (2017) afirma que os antimoniais pentavalentes
sdo a primeira escolha para o tratamento das lesdes cutdneas e viscerais da
Leishmania por induzirem o aumento de varias citocinas pré-inflamatérias no plasma
dos pacientes tratados, como IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a, contribuindo para uma
resposta imunolégica mais eficaz. No entanto, a alta probabilidade de resisténcia aos
medicamentos tem sido um fator limitante para o uso do antiménio pentavalente. Além
disso, varios efeitos colaterais sdo relatados como dor no musculo esquelético,
nauseas, vomitos, diarreia, dor abdominal, dor de cabeca, anorexia, astenia, fadiga,
febre, erupcéo cutanea, eritema e urticaria.

Os estudos sobre farmacocinética dos Sb*> mostram que esses compostos sao
rapidamente eliminados da circulacdo através dos rins (meia vida de + 2 horas),
exigindo cautela em pacientes com disfuncdo renal. Além disso, por serem
medicamentospotencialmente arritmogénicas, 0s antimoniais pentavalentes estéo
contraindicados em pacientes que fazem uso de betabloqueadores e drogas
antiarritmicas. Os antimoniais também estdo contraindicados em pacientes com
insuficiéncia renal ou hepéatica, em mulheres gravidas nos dois primeiros trimestres da
gestacdo e nos casos que apresentam alteracbes no eletrocardiograma (BRASIL,
2014; BRASIL, 2017).

Os Sb*® sdo administrados por via parenteral, sendo téxicos para o parasito e,
também, para o homem. Estas substancias induzem uma variedade de efeitos
adversos, alguns deles bem graves, tais como: artralgias, mialgias, anorexia, nauseas,

vomitos, plenitude gastrica, dor abdominal, febre, fraqueza, cefaleia, tontura,
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palpitagdes, insbnia, nervosismo, insuficiéncia renal, arritmias, anemia, tosse,
supressdo da medula 6ssea, hepatotoxicidade e pancreatite quimica (ZAHEERA et
al., 2015).

Em alguns casos, os antimoniais sao substituidos pelos farmacos alternativos
de segunda escolha, como a anfotericina B e seus derivados, principalmente devido
a crescente resisténcia dos parasitas aos antimoniais ou alguma condi¢ao associada
a doenca (CHTITA et al., 2016; KHATTAB et al., 2018).

3.5.2 Anfotericina B

A anfotericina B, Figura 8, € a droga leishmanicida mais potente disponivel
comercialmente na forma de desoxicolato sédico, todavia também é altamente toxica,
exigindo administrag&o intravenosa cuidadosa e lenta, sendo considerada droga de
segunda escolha para o tratamento das leishmanioses. Este Farmaco tem acaonas
formas promastigotas e amastigotas do parasita, tanto in vitro quanto in vivo, sendo
disponibilizado no Brasil pelo Ministério da Saude para o tratamento da LV e da LT na
forma quimica de desoxicolato de anfotericina B e nas formulacbes lipidicas de
anfotericina B, como a lipossomal (BRASIL, 2014, BRASIL, 2017; CASA et al., 2018).

Figura 8: Estrutura quimica da Anfotericina B

Fonte: PubChem

https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov

Seu mecanismo de acdo se da através da ligacao preferencial com ésteres
(ergosterol ou episterol) presentes na membrana plasmatica da Leishmania. Os

complexos de anfotericina B com esterodis 24-substituidos da membrana bioldgica,
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como o ergosterol abrem poros que alteram o equilibrio dos ions e levam a morte
celular (FREITAS-JUNIOR et al., 2012; BRASIL, 2014).

Os efeitos colaterais da anfotericina B sdo inidmeros e frequentes, todos, dose-
dependentes, sendo altamente toxica para as células do endotélio vascular, causando
flebite. Durante a infusdo podera ocorrer cefaleia, febre, calafrios, astenia, dores
musculares e articulares, vomitos e hipotenséo. A infusdo rapida (menos de 1 hora) é
responsavel pela instalacdo de hiperpotassemia, determinando alteracdes
cardiovasculares, as vezes com parada cardiaca. Outros efeitos adversos importantes
sao anorexia, comprometimento da funcao renal, hipopotassemia, hipomagnesemia,
anemia e leucopenia (BRASIL, 2014; BRASIL, 2017; KHATTAB et al., 2018; CASA et
al., 2018).

Formulacdes lipidicas de anfotericina B foram desenvolvidas a fim de melhorar
suas propriedades  farmacocinéticas e biodisponibilidade, reduzindo
consideravelmente os efeitos colaterais. As formas lipossomais tem a vantagem de
conferir a anfotericina B uma maior biodisponibilidade, ja que os lipossomas de maior
tamanho sao rapidamente assimilados pelo sistema fagocitario mononuclear,
principalmente os macréfagos hepaticos, tendo acdo leishmanicida principalmente
nas formas amastigotas do parasita, por outro lado os lipossomas menores tem a
capacidade de permanecerem na corrente sanguinea durante mais tempo devido o
seu perfil anfifilico, conferindo importante antividade contra as formas promastigotas
do parasita. A formulacéo lipossomal € de auto custo por conferir toxicidade reduzida,
uma melhor meia-vida e um alto nivel de eficacia, com 90% de taxa de cura, devendo,
apesar de ter seu uso aprovado para as duas formas da doenca, ter aplicacdo
principalmente na forma visceral devido a sua gravidade e risco de morte mais
frequente (FREITAS-JUNIOR et al., 2012; BRASIL, 2014; BRASIL, 2017; CASA et al.,
2018).

As principais limitagdes séo falta de estabilidade a altas temperaturas, devendo
ser transportadas e armazenadas a frio, e custo elevado, impossibilitando o seu uso
na rotina dos servicos de saude. Estd sendo indicada aos pacientes graves de
leishmaniose visceral, que desenvolveram insuficiéncia renal ou toxicidade cardiaca
durante o uso do Antimoniato de N-metil glucamina e de outras drogas de escolha ndo
obtendo melhora ou cura clinica (BRASIL, 2014)
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2.5.3 Outras drogas e tratamentos leishmanicidas

Outras alternativas farmacologicas para o tratamento das leishmanioses
incluem as pentamidinas (isotionato e mesilato), Figura 9, principalmente, nos
continentes Europeu e Africano. Sua eficacia é inferior a dos antimoniais
pentavalentes e anfotericina B e seus efeitos adversos sao maiores e mais frequentes.
Entre os efeitos colaterais mais comuns sdo encontrados anorexia, astenia, nausea,
dor abdominal, hipoglicemia prolongada, taquicardia e outras arritmias, insuficiéncia
renal em 25% dos pacientes, geralmente reversivel e pancreatite que pode levar ao
aparecimento de diabetes mellitus, em 10 a 15% dos casos (BRASIL, 2014; BRASIL,
2017).

Figura 9: Estrutura quimica da Pentamidina

Fonte: PubChem
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov

Paromomicina, Figura 10, € um antibidtico aminoglicosideo isolado de
Streptomyces krestomuceticus, usado para tratar infeccdes intestinais. Este farmaco
liga-se a subunidade 30S do ribossomo que leva a inibicdo da sintese proteica, além
de interromper o potencial de membrana mitocondrial levando-a a morte por apoptose
(KAPIL, SINGH e SILAKARI, 2018).
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Figura 10: Estrutura quimica da Paramomicina
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Fonte: PubChem
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov

Pentamidina e paromomicina sdo drogas potenciais para o tratamento da
leishmaniose, mas seu uso € limitado em regides endémicas devido a sua toxicidade
e biodisponibilidade, respectivamente (CASA et al., 2018).

Outra observacdo quanto ao tratamento das leishmanioses é a utilizacdo de
medicamentos baseando-se no seu reposicionamento, como por exemplo a classe
dos antinfungicos azois (cetoconazol, fluconazol, itraconazol), Figura 11, que podem
ter utilidade clinica devido ao seu mecanismo de acao que € a inibicdo do ergosterol.
A reutilizacao de azdis para o tratamento da leishmaniose ampara-se principalmente
no fato de que as células de Leishmania sp. também tém ergosterol como o principal
componente de esterol de membrana (observe que as células de mamiferos, em
contraste, tém colesterol como o esterol de membrana principal). Isso significa que,
para os azolicos, o reaproveitamento ndo € devido a uma acado multialvo, mas sim
pela existéncia coincidente do mesmo alvo, a lanosterol 14-a-desmetilase. E
importante ressaltar que o esterol 14-a-desmetilases (CYP51) tem um sitio ativo muito
rigido, ao contrario de muitas outras enzimas da familia do citocromo P450, o que
pode ajudar a explicar a transversalidade da atividade inibidora do crescimento dos

azobis em varias espécies de microrganismos (BRAGA, 2019).
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Figura 11: Estrutura quimica dos antifingicos azdis.
A. Fluconazol B. Cetoconazol C. Itraconazol
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Fonte: PubChem
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Nos ultimos anos, uma droga oral chamada de miltefosina, Figura 12, vem
sendo utilizada na India, com resultados promissores no tratamento do calazar
indiano, demonstrando eficacia de 95% contra a leishmaniose visceral. O miltefosine
€ um derivado alquil-lisofosfolipidico, com atividade antiproliferativa, que foi
inicialmente testado por suas propriedades antitumorais. Recentemente, comecou a
ser utilizado para o tratamento da leishmaniose visceral, constituindo-se no primeiro
medicamento bem-sucedido por via oral. Seu mecanismo de acédo esta relacionado a
alteracdo da composi¢do da membrana, com reducdo do conteudo de fosfatidilcolina
e ergosterol, também mostrou agir no nivel da célula hospedeira, estimulando
producao de oxido nitrico sintetase 2 indutivel (iNOS2) que catalisa a geracdo NO para
matar o parasita dentro do macréfago, entretanto, ndo apresenta eficacia nas espécies
mais frequentes no Brasil (FREITAS-JUNIOR et al., 2012; KHATTAB et al., 2018).

Figura 12: Estrutura quimica da Miltefosina

Fonte: PubChem
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov
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As reacdes adversas mais frequentes, relacionadas ao uso de miltefosine sé&o
distarbios gastrintestinais transitorios como vomitos e diarreia. A maior limitacdo ao
Seu uso até o momento esta relacionada aos efeitos teratogénicos (FREITAS-JUNIOR
et al., 2012; KAPIL, SINGH e SILAKARI, 2018).

Baseando-se na agao antitumoral inicialmente descrita para a miltefosina e
posteriormente na comprovacao de seus efeitos leishmanicidas, surge a possibilidade
de investigar outros compostos que também apresentam atividade antiproliferativa
para o tratamento desta doenca, buscando novas opc¢des terapéuticas mais eficazes,

menos toxicas e que gerem menor resisténcia dos parasitas.

2.6 RESISTENCIA AO TRATAMENTO ATUAL E ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS

A resisténcia dos antimoniais € atualmente um dos maiores obstaculos na
guimioterapia das leishmanioses que vem sendo descrito desde que os antimoniais
comecaram a ser usados na clinica, constituindo uma das principais causas de falha
terapéutica. Ao longo das décadas, a resisténcia destes farmacos tornou-se um
problema emergente mundial, abrangendo a leishmaniose visceral e cutanea, sendo
relatada ndo apenas na india e na Africa do Sul, como primeiros casos, mas
recentemente no continente africano. Esses relatérios, combinados com 0 uso
extensivo de antimoniais como tratamento de primeira linha em varios paises, ainda
sugerem uma progressao da resisténcia levando um alerta ao mundo (GERVAZONI,
GONCALVES-OZORIO e ALMEIDA-AMARAL, 2018)

Assim, diferentes mecanismos tém sido sugeridos para resisténcia a farmacos,
como amplificagéo génica, redugéo do acumulo do farmaco ativo devido a diminui¢ao
do influxo ou aumento do fluxo de efluente, desintoxicacdo de compostos toxicos e
sequestro de moléculas ativas em vesiculas intracelulares do parasita, além de
mecanismos de resisténcia pela regulacdo do sistema imunolégico do hospedeiro
(MOREIRA et al., 2015; PANDEY et al., 2015; GERVAZONI, GONCALVES-OZORIO
e ALMEIDA-AMARAL, 2018).

Patino, Muskus e Ramirez (2019) por exemplo, utilizaram a tecnologia de
sequenciamento de ultima geracdo (RNA-seq) para analisar perfis de transcriptoma e
identificar mudancas globais na expressdo génica entre promastigotas de L.
amazonensis de cepas modificadas para serem resistentes (La-Sb Il -R) e sensiveis

(La-Sb 1ll -S) ao antiménio. A analise transcriptbmica comparativa revelou que 0s
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genes que codificam proteinas envolvidas no metabolismo (acidos graxos) e na
resposta ao estresse, bem como aqueles associados a resisténcia ao antiménio em
outras espécies de Leishmania foram regulados positivamente na linha resistente ao
antimonio, sugerindo que, na presenca de estibogluconato trivalente (Sb I1llI), L.
amazonensis pode ativar esses genes como estratégia de sobrevivéncia ou para
induzir a morte celular.

Quase todas as drogas atualmente usadas para tratar as leishmanioses sao
sujeitas a resisténcia e a causar inumeros efeitos colaterais (KHATTAB et al., 2018).
Na india, até 65% dos pacientes previamente n&o tratados n&o responderam apés
terapia com antimonio devido ao desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos.
Ha também um aumento na resisténcia recentemente introduzida como a miltefosina,
onde 7 a 10% dos pacientes recaem aos 6 meses e até 20% aos 12 meses nos
ensaios clinicos realizados em regido endémica (PANDEY et al., 2015).

Segundo Hefnawy et al.,, (2017) em estudos com os isolados clinicos de
Leishmania donovani observou-se alta aptidao e tolerancia contra droga miltefosina
gue também suporta caracteristicas de resisténcia.

Em relacdo a anfoterina B, acredita-se que a deplecéo de ergosterol e de outros
esterois do tipo ergostano com forte afinidade para se ligar a anfotericina B estejam
associados ao desenvolvimento de resisténcia a esse medicamentodroga (BRAGA,
2019).

Em estudo realizado por Mwenechanya et al. (2017) no qual os autores
utilizaram a cepa MNYC / BZ / 62 / M379 de L. mexicana, foi demonstrado que o
mecanismo de resisténcia desta cepa a anfotericina B é devido a uma mutacdo na
enzima esterol 14a-desmetilase (CYP51) que reprograma a enzima para produzir
colesterol e esterdis do tipo colestano em vez de ergosterol, assim, uma vez que estes
se ligam menos fortemente a anfotericina B a eficacia da droga € prejudicada.

E importante ressaltar que a ampla utilizacdo da monoterapia, contribuiu para
ao surgimento de cepas resistentes aos farmacos utilizados. Dessa forma, as
combinac¢des mostraram-se boas alternativas e tém apresentado diversas vantagens
em relagdo a monoterapia, incluindo a minimizagcdo dos efeitos toxicos através da
reducdo do tempo de tratamento; maior adeséao ao tratamento; reducdo dos custos
diretos e indiretos para o sistema de saude e a atenuacdo do desenvolvimento de
resisténcia por parte do parasito. Dentre estas combinagfes terapéuticas estao:

estibogluconato de sédio e paromomicina; antimoniato de meglumina e paromomicina;
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anfotericina B e miltefosina; anfotericina B e paromomicina e, por fim, miltefosina e
paromomicina (BASTOS et al., 2016; SANTIAGO; PITA e GUIMARAES, 2021).

Em 2019 a Drugs for Neglected Diseases initiative (DNDi) finalizou um ensaio
de fase Il e iniciou um de fase Ill, combinando termoterapia e miltefosina para o
tratamento da leishmaniose cutanea (LC) n&o complicada. Nesse estudo foi avaliada
a eficacia e a seguranca da combinacgdo de termoterapia (uma sessao) + miltefosina
(dose padréo de 2,5 mg/kg/dia por 21 dias, via oral), em comparacdo a apenas uma
sessao de termoterapia no tratamento da LC ndo complicada no Peru e na Colémbia.
Esse estudo contou com 130 participantes e os resultados preliminares mostraram
evidéncias a favor da combinacdo. O estudo de fase lll, ainda em andamento, tem
como objetivo determinar se a combinacéo de tratamentos nédo é inferior ao tratamento
padrao de primeira linha (antimoniato de meglumina de 20 mg/kg/dia por 20 dias, uso
parenteral) e a monoterapia com miltefosina (dose padréao de 2,5 mg/kg/dia por 28
dias, por via oral) (BONI, 2019; SANTIAGO; PITA e GUIMARAES, 2021).

Ainda em 2019, a DNDi desenvolveu um portfélio, totalizando 21 projetos com
dez novas classes quimicas: quatro séries lideres *série DNDI 5421/5610,
Aminopirazol, série CGH LV e série Leish), quatro candidatos pré-clinicos (DDD
853661, GSK 3494245, DDD 1305143 e CpG-D35) e dois candidatos clinicos (DNDI-
6148 e DNDI-0690) com diferentes mecanismos de acao contra os parasitos do
género Leishmania. Esta cadeia de desenvolvimento oferece uma base sélida para
gue se avance com uma ou mais novas terapias orais seguras e acessiveis para a
leishmaniose visceral e cutanea (DNDi, 2019; SANTIAGO; PITA e GUIMARAES,
2021).

Com relagdo aos tratamentos atuais, podemos considerar que sao
insatisfatorios devido aos grandes efeitos colaterais, alto custo, baixa eficacia e
aparecimento de resisténcia pelos parasitas. Além disso, ainda ndo ha vacina humana
aprovada, que apesar dos grandes esforcos em desenvolver uma vacina contra esta
patologia, ainda ndo ha resultados concretos, acarretando uma dependéncia aos
limitados farmacos disponiveis no mercado (KHATTAB et al., 2018; BEZERRA et al.,
2019). Sendo assim, o desenvolvimento de uma vacina bem-sucedida para a
leishmaniose humana tem sido elusivo; portanto, medidas adicionais para reduzir a
transmissdo mediada por flebotomineos em areas endémicas sdo extremamente
necessérias, entre estas medidas estdo a vacinagcdo dos hospedeiros animais,
principalmente, os caes (SCOTTI et al., 2015; ABID et al., 2017; KELLY et al., 2017).
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Neste contexto, € necessario buscar novos compostos com atividade
leishmanicida, na esperanca da descoberta de um composto mais eficacia contra o
parasita, com menos efeitos toxicos para o homem e melhor perfil farmacocinético
(ABID et al., 2017, CAVALCANTI, 2018).

2.7 ACRIDINA E SEUS DERIVADOS COM POTENCIAL ATIVIDADE
LEISHMANICIDA

A acridina, Figura 13, € uma substancia estavel, cristalina e basica que foi
identificada em 1870 por Graebe e Caro, recebendo este nome devido seu efeito
irritante na pele. Desde sua descoberta, a familia das acridinas tem demonstrado um
amplo espectro de propriedades farmacoldgicas. Primeiro empregado como agente
antibacteriano durante o comeco do vigésimo século, até serem quase substituidos
por penicilinas e outros antibidticos. No entanto, ainda € consideravel o interesse na
sinteses e aplicacdes de derivados acridinicos, resultantes de modificacdes quimicas
estruturais, que lhes confere uma diversidade de atividades bioldgicas descritas na
literatura, tais como antitumoral, antimicrobiana, anti-inflamatéria, antimalarica,
antialzheimer, antiparasitaria e antitripanossomal. Um dos principais mecanismos que
caracterizam a atividade biologica desses compostos é atribuido a planaridade de
suas estruturas aromaticas, que podem se intercalar na dupla hélice do DNA e
interferir nas funcdes celulares e enzimaticas com consequente morte celular (CHTITA
et al., 2016; NOWAK, 2017; FONTE et al., 2021).

Figura 13: Estrutura quimica da acridina
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Fonte: PubChem
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov

Devido a sua ampla gama de propriedades biolégicas e farmacéuticas, existem
varias pesquisas de literatura interessantes e analises de patentes sobre compostos
de acridina que foram publicados desde os anos 2000. Alguns deles séo dedicados a

atividade biologica destes compostos, principalmente a atividade anticancer, no
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entanto a atividade antiparasitaria frente a Leishmania sp. ainda é pouco explorada
(NOWAK, 2017; LISBO et al., 2020).

Nos ultimos anos, tem surgido interesse particular para avaliar a atividade
antiparasitaria de derivados acridinicos, principalmente de doencas negligenciadas
como é o caso das leishmanioses. Neste sentido, Mahajan et al. (2018) avaliaram a
atividade leishmanicida de uma série de 33 derivados da 7-arilbenzo [c] acridina-5,6-
dionas. O composto 14, Figura 14, foi identificado como o composto mais potente
contra promastigotas de L. donovani, provavelmente pela presenga de um
grupamento cloro e metoxila, enquanto o composto 27 mostrou atividade de inibicao
mais significativa contra amastigotas quando substituido os compostos anteriores por
grupo nitro e metil, respectivamente. Os compostos 14 e 27 mostraram uma notavel
atividade inibidora com valores de 1Cso 2,55 pM e 1,50 pM, respectivamente, quando
testados em linhagem celular de macréfagos humanos infectados com formas

amastigotas de L. donovani.

Figura 14: Estrutura quimica base do 7-arilbenzo [c] acridina-5,6-dionas

Composto 14 - R1: 4-Ph-CI
R2: OCH3

Composto 27- R1: 4-Ph-NO2
R2: CH3

Fonte: MAHAJAN et al. (2018)

Serafim et al. (2018) sintetizaram o0ito novos compostos contendo o 2-
aminocicloalquil-[b]-tiofeno-acridina (ACTO1 e ACS01-ACS07). Dos quais o0s
compostos ACS01 e ACS02, Figura 15, apresentaram o melhor desempenho
leishmanicida quando comparados com os medicamentos de referéncia (tri e
pentavalente antimoniais), com valores de Icso respectivamente de 9,60 £ 3,19 e 10,95

+ 3,96 UM para as formas promastigotas de Leishmania amazonensis.



47

Figura 15: Estrutura quimica base dos compostos ACS01 e ACS02

(CH2)n R
ACSO1 1 -CN
ACS02 2 -CN

Fonte: SERAFIM et al, 2018

Estudos mais antigos, corroboram a atividade leishmanicida dos derivados
acridinicos. Di Giorgio et al. (2007), por exemplo, sintetizaram series de dois
compostos derivados da acridina, o N- [6- (acetilamino) -3-acridinil] acetamida e N- [6-
(benzoilamino) -3-acridinil] benzamida. O Composto 3a (N- [6- (benzoilamino) -3-
acridinil] benzamida), contendo grupos benzoilamino, Figura 16, nas posi¢cdes 3 e 6,
demonstrou uma forte afinidade por ambas as formas de parasita com média de Icso
1,1 yM para as formas promastigotas e de 4,3 uyM para as formas amastigotas do

parasito Leishmania infantum.

Figura 16: Estrutura quimica do composto 3a

\ R1-H
HN & NH R2- H
0 0

R2 R2

R1 R1

Fonte: DI GIORGIO et al, 2007

Assim, os derivados acridinicos tem se tornando uma fonte exploravel para o
desenvolvimento de novas moléculas com potencial leishmanicida, principalmente
utilizando as atuais ferramentas de planejamento de farmacos, como os estudos in

silico.
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2.8 PLANEJAMENTO E ESTRATEGIAS in silico PARA DESENVOLVIMENTO DE
NOVOS FARMACOS

Na ultima década, a taxa de desgaste dos ensaios clinicos na descoberta de
medicamentos atingiu 90% e o niumero médio de pequenas moléculas aprovadas pela
Food and Drug Administration (FDA) dos EUA em um periodo de 5 anos foi de 26,8.
Em 2016, a taxa de aprovacdo de medicamentos de moléculas pequenas foi a mais
baixa das ultimas cinco décadas, e apenas 12 novos medicamentos de moléculas
pequenas foram aprovados pelo FDA, ou seja, as empresas farmacéuticas gastam
milhdes de ddlares para promover um novo medicamento por meio de testes clinicos
e, portanto, o fracasso nos estagios posteriores do desenvolvimento do medicamento
normalmente resulta em perdas econdmicas significativas Neste cenario as
estratégias de planejamento de farmacos utilizando ferramentas computacionais (in
silico) constituem importante otimiza¢do no desenvolvimento de novos farmacos (JIA
et al., 2020; DURAN-ITURBIDE, DIAZ-EUFRACIO, MEDINA-FRANCO, 2020).

Considerando o expressivo numero de alvos biologicos (proteinas alvo)
promissores para o0 planejamento de farmacos, as técnicas de triagem bioldgica
automatizada em alta escala (HTS - high throughput screening) e de triagem virtual
(VS - virtual screening) tém ocupado papel de destaque entre as estratégias modernas
exploradas na identificacdo de novas substancias bioativas (GUIDO, ANDRICOPULO
e OLIVA, 2010).

A VS é um método in silico empregado no estudo de grandes bases de dados
de compostos, com o objetivo de identificar moléculas pequenas com elevado
potencial de interagirem com proteinas alvo, para posterior avaliacdo bioquimica in
vitro e in vivo. O conhecimento das estruturas de alvos macromoleculares ou de
complexos do tipo ligante-receptor permite a aplicacéo de estratégias de planejamento
de farmacos baseado na estrutura do receptor (SBDD, do inglés structure-based drug
design). Em contraste, quando a estrutura do alvo eleito ndo é conhecida, métodos de
planejamento de farmacos baseado na estrutura do ligante (LBDD, do inglés ligand-
based drug design) podem ser utilizados, explorando propriedades e caracteristicas
de séries de ligantes bioativos. Em muitos casos, o uso integrado de estratégias de
SBDD e LBDD pode gerar informacdes Uteis no planejamento de novas entidades
guimicas, por meio da sinergia e complementaridade de conhecimentos entre as
estratégias (RODRIGUES et al., 2012; DE SOUZA LUIZ et al., 2019).
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Os resultados de um LBDD s&o computacionalmente muito mais baratos de se
obter do que os de um SBDD, podendo ser a base de consultas de banco de dados
guimicos em um estagio inicial de descoberta de drogas, aumentando a compreensao
de como a acdo de uma molécula pode ocorrer. Neste sentido, Topliss sugeriu uma
arvore de decisao de substituintes, Figura 17, que deveria guiar um quimico medicinal
ao analogo mais potente por meio de uma analise racional da ordem de atividade
observada. Este modelo define uma sequéncia de escolhas para as préoximas
estruturas a serem sintetizadas, comparando a atividade bioldgica entre essas
moléculas. A primeira comparacao é feita entre a atividade do primeiro composto
(fenilico ndo substituido) com a da segunda molécula a ser sintetizada que, de acordo
com a Arvore de Decis&o de Topliss, devera ser derivado p-cloro da molécula anterior.
Se 0 composto sintetizado for biologicamente mais ativo do que a estrutura inicial,
devesse seguir pela direita na primeira linha do esquema. Se for menos ativo, deve-
se seguir o caminho da esquerda. E, se for igualmente ativo, a rota a ser seguida é a
do meio. Apdés a escolha do caminho, uma nova molécula deve ser sintetizada
utilizando-se o substituinte indicado pelo esquema e, novamente, a comparacao deve
ser realizada com a estrutura anterior, € um novo caminho deve ser escolhido. A
tendéncia é de que se obtenham compostos biologicamente mais ativos ao final do
caminho seguido (SCHONING E HAMMANN, 2018; ERTL, 2020).
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Figura 17: Esquema de Topliss para a otimizacdo de substituintes aromaticos: M, é mais ativo;
E, é igualmente ativo; L, € menos ativo que o composto anterior da chave. Os grupos entre colchetes

([ 1) representam substituintes alternativos. As linhas descendentes
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Fonte: Topliss, 1972

Outra estratégia de planejamento de farmacos que tem sido bastante utilizada
é o desenho de farmacos baseados em fragmentos (FBDD- Fragment-based Drug
Design) que surgiu como uma abordagem para identificar pequenas moléculas que se
ligam a uma ampla gama de alvos terapéuticos (DE SOUZA LUIZ et al., 2019).

A maioria dos alvos de FBDD séao proteinas, embora haja um namero crescente
de exemplos em que a FBDD foi utilizada para alvos nao proteicos tais como RNA.
Um dos principios basicos que sustenta o FBDD é que a triagem de uma colecdo de
moléculas pequenas e simples aumenta a probabilidade de encontrar um "acerto" em
relacdo as triagens de moléculas maiores e mais complexas. Neste contexto temos
um processo conhecido como ancoragem molecular (molecular docking) que
possibilita a selecdo de uma pequena fracdo de molécula apresentando um conjunto
favoravel de interagfes intermoleculares que pode basear-se na estrutura do receptor

(SBVS - structure-based virtual screening), em um determinado mecanismo e modo
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de ligacdo (FERREIRA, OLIVA e ADRICOPULO, 2011; DOAK, NORTON e
SCANLON, 2016).

A ancoragem molecular tem sido usada para fornecer informacfes sobre as
interacOes entre as moléculas promissoras a farmacos e os possiveis alvos. O método
testa todas as combinagcBes possiveis a partir do uso de algoritmos de busca
baseados na estrutura tridimensional do alvo, juntamente com compostos promissores
disponiveis, que oferece uma maneira alternativa de reduzir os custos de
procedimentos para estimar atividade biolégica (MIZDAL et al., 2018).

Aliado a ancoragem molecular temos também os estudos in silico que avaliam
o perfil farmacocinético e toxicolégico (ADME/Tox), que sdo usados para descrever a
absorcao, distribuicdo, metabolismo, excre¢ao e toxicidade de drogas. O perfil in silico
ADME / Tox é uma ferramenta util para prever as propriedades farmacologicas e
toxicolégicas de candidatos a drogas, especialmente em estagios pré-clinicos. Para
melhorar as previsées do ADME /Tox foram implantados modelos in silico que tem
contribuido especificamente para a otimizacdo de medicamentos e evitar falhas em
estagio final, uma vez que tais falhas causam consideravel investimento improdutivo
de tempo e dinheiro (RANG et al., 2016; DURAN-ITURBIDE, DIAZ-EUFRACIO,
MEDINA-FRANCO, 2020; DOMINGUEZ-VILLA, DURAN-ITURBIDE e AVILA-
ZARRAGA, 2021).

Uma grande variedade de métodos in silico compartilham o objetivo de prever
os parametros de ADME a partir da estrutura molecular. O trabalho pioneiro de Lipinski
et al. (2001) examinou compostos ativos por via oral para definir as caracteristicas
fisico-quimicas que conferem a estas substancias a alta probabilidade de ser um
medicamento oral (ou seja, a semelhanga com a droga), esta foi a chamada regra dos
cinco de Lipinski que delineou a correlacdo entre parametros farmacocinéticos e
fisico-quimicos dos medicamentos drogas, sugerindo que 0s compostos que se
enquadram em uma determinada faixa de alguns parametros especificos séo
semelhantes a drogas (DAINA, MICHIELIN, ZOETE, 2017; SANTOS et al., 2018).

Duas ferramentas online e gratuitas tém sido bastante utilizadas, o SwissADME
e PkCsm que permitem acesso gratuito a um pool de modelos preditivos rapidos,
porém robustos, para propriedades fisico-quimicas, farmacocinética, semelhanca com
drogas e compatibilidade com a quimica medicinal, entre os parametros analizados

estdo solubilidade, permeabilidade, disponibilidade, regra de lipinski, distribuicéo,
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metabolismo, excrecao e toxicidade (DAINA, MICHIELIN, ZOETE, 2017; JIA et al.,
2020).

Com auxilio destas ferramentas in silico, apds o planejamento estrutural dos
compostos, € possivel otimizar a escolha dos alvos biologicos através de critérios
como grau de importancia no metabolismo, possiveis grupos farmacoféricos em
comum e seletividade para o parasita, trazendo menor custo e celeridade para a

descoberta de novos farmacos.

2.9 POSSIVEIS ALVOS TERAPEUTICOS DA Leishmania sp.

O primeiro passo no processo de descoberta de drogas € selecionar um alvo
na via bioldgica do parasita que realmente esteja ausente no hospedeiro ou seja
diferente do homélogo do hospedeiro. Um alvo desejavel no parasita deve estar
envolvido nas vias metabdlicas vitais ou funcbes celulares, cujo bloqueio leva a
inibicdo do crescimento ou a morte do mesmo. As diferencas nas vias metabdlicas
entre 0 agente causador de uma doenca e o0 hospedeiro humano sdo excelentes alvos
terapéuticos para o planejamento de farmacos (EMAMI, TAVANGAR, KEIGHOBADI,
2017; MELO FILHO, BRAGA e ANDRADE, 2019).

Atualmente, o uso de ferramentas computacionais para estudar o possivel
mecanismo molecular de acéo da substancia bioativa tornou-se um dispositivo chave
no desenho de medicamentos. Varios artigos publicados tém relatado o conceito de
multiplos alvos para a doencas causadas por Leishmania sp. e de outros membros da
familia tripanosomatideo, ja que estes compartilham muitas caracteristicas comuns,
incluindo a conservacao de genes e alta identidade de amino&cidos entre proteinas,
utilizando a ancoragem molecular como estratégia fundamental para identificar novos
sucessos (BRAGA, 2019; DE SOUSA LUIS et al., 2019; CAMARGO et al., 2020).

Entre os possiveis alvos terapéuticos para Leishmania sp. estdo a Tripanotiona
Redutase (TryR), as topoisomerases de DNA e enzimas envolvidas na biossintese de
ergosterol, como a 14-a-Esterol-Desmetilase (CYP51) (ALMEIDA et al., 2016;
VARGAS et al., 2017; SERAFIM et al., 2018; BRAGA, 2019; CAMARGO et al., 2020;
HOLANDA et al., 2020).

A TryR é uma enzima encontrada nos protozoarios flagelados do género
Leishmania e Trypanosoma que exerce um papel fundamental no metabolismo tiol
combatendo ao estresse oxidativo e regenerando o principal antioxidante presente

nesses protozoarios, a tripanotiona. E uma flavoproteina oxido-redutase dependente
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de NADPH, que mantém o equilibrio redox intracelular do parasita, por catalisar a
reducdo do dissulfureto de tripanotionona para tripanotiona ditiol, ativando uma
cascata de eventos responsaveis por neutralizar as espécies reativas de oxigénio
(ROS), sendo essencial para a sobrevivéncia do parasita. (PANDEY et al.; 2016;
KUMAR, SAHA e SINGH, 2017; ROMERO e LOPEZ, 2017; CAMARGO et al., 2020).

Apesar da semelhanca com a glutationa redutase, TryR esta ausente no
hospedeiro humano. Além disso, evidéncias sugerem que o aumento das taxas de
TryR em espécies de Leishmania podem ser um mecanismo de resisténcia a
antimoniais pentavalentes (HEFNAWY et al., 2017). Todos esses fatores consolidam
a TryR como um “alvo” atraente para o desenvolvimento de novos farmacos
leishmanicida (CAMARGO et al., 2020).

As topoisomerases sdo uma classe de enzimas que relaxam as tensfes de
torcdo durante a replicagdo e transcricdo do DNA. Esta familia onipresente de
proteinas também mantém a estabilidade do genoma durante a replicagdo do DNA.
As topoisomerases também estdo sendo investigadas para o desenvolvimento de
drogas antiparasitarias, tornando-se importantes alvos terapéuticos no
desenvolvimento de agentes leishmanicidas (JAIN e JAIN, 2018).

A Topoisomerase | é essencial nos processos metabdlicos do DNA nas células,
liberando o estresse produzido durante os processos de replicagédo, transcricdo e
reparo de DNA, a sua inibicdo constitui importante pesquisa para novos farmacos,
principalmente porque a topoisomenrase | de leishmania difere estruturalmente das
topoisomerases | de mamiferos, enquanto a desses parasitos sdo heterodiméricas a
dos mamiferos sdo monomeéricas, o que torna essa enzima um importante alvo para
atividade leishmanicida especifica (ALONSO et al., 2016; JAIN e JAIN, 2018).

J& a via do esterol também tem sido um dos alvos de drogas mais adequados
em Leishmania sp., porque o ergosterol e esterdis sdo cruciais para a viabilidade e
crescimento de parasitas e também estdo ausentes das células de mamiferos
(EMAMI, TAVANGAR, KEIGHOBADI, 2017). Estudos bioquimicos permitiram o
entendimento das vias metabolicas e da composicao lipidica da Leishmania sp. Assim
como nos fungos, o ergosterol € um importante esterol de membrana para a
Leishmania sp., sendo responsavel por manter a estrutura e a funcdo da membrana
plasmatica de forma muito semelhante ao papel desempenhado pelo colesterol nas
células animais (MELO FILHO, BRAGA e ANDRADE, 2019).
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A biossintese do ergosterol requer a desmetilacdo do C-14 do lanosterol, que
envolve a enzima pertencente a familia do citocromo P-450, denominada 14 a-esterol
desmetilase, também conhecida por CYP51. A inativacao farmacoldgica desta enzima
provou ser muito eficaz contra infeccbes fangicas e € um alvo que esta sendo
explorado para a nova quimioterapia tripanocida e leishmanicida. Estudos
demonstraram os efeitos leishmanicidas de derivados de antifungicos como o
cetoconazol, cuja acdo se da pela inibicdo da CYP51, levando ao bloqueio da
biossintese de ergosterol, afetado a estabilidade da membrana destes
microrganismos (WARFIELD, SETZER e OGUNGBE, 2014; RABELO et al., 2016;
MWENECHANYA et al., 2017; BRAGA, 2019).

Na busca de novos compostos que possam apresentar atividade leishmanicida
estdo as espiro-acridinas, uma classe de derivados da acridina obtidos a partir de
reagOes de espirociclizacdo, que resultam em um anel espiro ligado ao carbono de
acridina. Estes compostos ja demonstraram atividade antitumoral possivelmente por
acao em topoisomerases (ALMEIDA et al., 2016) que ensejou novas pesquisas sobre
sua possivel atividade antiparasitaria (ALMEIDA et al., 2021) devendo ser melhor
investigada em diversas espécies de leishmania como em possiveis “alvos” como a
topoisomerase | e outros relatados na literatura que sejam importantes para a
sobrevivéncia do parasita, a exemplo TryR e esterol 14-Alfa Desmetilase (VARGAS et
al., 2017; BRAGA, 2019; CAMARGO et al, 2020; HOLANDA et al, 2020).

A investigacdo das interacfes entre as espiro-acridinas e os potenciais alvos
biolégicos podem fornecer informacdes importantes sobre possiveis grupamentos ou
modificacdes estrututais que confiram maior ou menor agcdo em determinados alvos
ou em determinadas cepas e formas do parasita de Leishmania sp., auxiliando no
entendimento do mecanismo de agcdo dos compostos e na justificativa de por que

alguns farmacos séo mais efeitvos para determinada espécie e forma do parasita.
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3 METODOLOGIA
3.1 DELINEAMENTO ESPERIMENTAL

Os compostos espiro-acridinicos foram planejados partindo-se da estrutura
base nédo substituida chamanda de AMTAC-1 (prototipo) para a série AMTAC. A partir
desta molécula foi aplicado a técnica de simplificacdo molecular para a obtencéo de
uma nova série chamada ACMD, no qual seu protétipo que é ndo substituido foi
chamado de ACMD-1. Tanto o AMTAC-1 como o ACMD-1 apresentam potencial acdo
antitumoral o que ensejou a obtecdo de novos derivados espiro-acridinicos levando-
se em consideracdo métodos empiricos como a arvore de decisdo de topllis e o
bioisosterismo. A proposta se baseia na ideia de que moléculas com acao antitumoral
possam também atuar como antiparasitarios, uma vez que muitos desses compostos
atuam através de mecanismos em multi-alvos. Com isso, acreditamos que o0s
derivados espiro-acridinicos também possam apresentar tais caracteristicas, atuando
por mecanismos imunomoduladores ou interacdo direta com alvos especificos que
possam ocasionar a morte celular do parasita a depender das pequenas modificacfes
estruturais que cada composto possua.

ApoOs o planejamento e sintese dos compostos foram iniciadas andlises in vitro
e in silico que estéo representadas no Fluxograma 1 para melhor visualizacdo do
esquema metodoldgico deste trabalho. A descricdo de cada ténica empregada esta

dispostas em tOpicos posteriores.
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Fluxograma 1:Estruturacéo sequencial do desenvolvimento das analises, sintese, atividade biolégica
in vitro e estudos in silico

Escolha dos derivados espiro-acridinicos das séries AMTAC e ACMD baseado
em estudos preliminares

v

Ensaios bioldégicos preliminares ]

P N
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antipromastigotas dos derivamos espiro-
acridinicos em cepa de L. infantum e L.
amazonensis (ICsopro)

()

Continuacao dos ensaios biolégicos em cepa de L. amazonensis com os dois
compostos mais promissores nos ensaios preliminares, sendo eleito um
composto de cada série (AMTAC-2 e ACMD-3).

1 1
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3.2 PLANEJAMENTO E ESCOLHA DOS COMPOSTOS

Com base nos dados da literatura que demonstram o anel acridinico com
possivel atividade antiparasitaria, o Laboratorio de Desenvolvimento e Sintese de
Farmacos -LDSF localizado no campus | da Universidade Estadual da Paraiba,
Campina Grande-PB, sob a coordenac¢éo do prof. Dr. Ricardo Olimpio de Moura tém
sintetizado de forma pioneira uma série de novos compostos espiro-acridinicos e seus
derivados partindo das estruturas base ndo substituida AMTAC-1(1'-
(benzilidenoamino)-5'-oxo- 1',5'-dihidro-10H-espiro[acridina-9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila)
e ACMD-1 (5'-oxo-1'- fenil-1',5'-dihidro-10Hespiro[acridina-9,2'-pirrol]-4'-carbonitrila)

obtido por simplificacdo molecular, Figura 18.

Figura 18: Estrutura quimica dos AMTAC-1 (A) e ACMD-1 (B)
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Fonte: proprio autor (2021)

Quatro derivados foram sintetizados a partir das estruturas base AMTAC-1 e
ACMD-1, ambos nao substituidos. A sintese dos demais se baseou na arvore de
decisao de topless, Figura 17, sendo utilizado os substituintes sequenciais do lado

esquerdo (-Cl e -OCHs) conforme esquema de substituicdo da Figura 19.
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Figura 19: Modificacdes estruturais realizadas no AMTAC-1 e ACMD-1
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Fonte: proprio autor (2021)

No total foram sintetizadas 3 espiro-acridinas para a série AMTAC, sendo
AMTAC-1 ndo substituido (protétipo), o AMTAC-6 (1 - ((4-clorobenzilideno) amino) -
5'-o0x0-1', 5'-di-hidro-10H-espiro [acridina-9,2'-pirrol] -4'-carbonitrila) substituido com
cloro na posicao 4 do fenil e o AMTAC-2 (1 '- ((4-metoxibenzilideno) amino) -5'-oxo-1',
5'-di-hidro-10H-espiro [acridina-9,2'-pirrol] -4'-carbonitrila) substituido com grupo
metoxila na posicdo 4 do fenil. Para a série ACMD, foram sintetizados também 3
compostos, sendo o ACMD-1, composto nao substituido (protétipo), o ACMD-3 (1'-(4-
chlorophenyl) -5'-0x0-1',5'-dihydro-10H-spiro[acridine-9,2'-pyrrole]-4'-carbonitrile)
substituido com cloro na posicéao 4 do fenil e 0 ACMD-6 (1'-(4-methoxyphenyl) -5'-oxo-
1',5'-dihydro-10H-spiro[acridine-9,2'-pyrrole]-4'-carbonitrile) substituido com metoxila
na posicao 4 do fenil.

Todos os compostos fazem parte de lote Unico que foi sintetizado e
caracterizado, previamente, por Almeida et al. (2016), Gouveia (2017), Silva (2018) e
Pinheiro-Segundo (2020), participantes do grupo de pesquisa do laboratério LDSF.
Toda a caracterizacdo e comprovacao estrutural dos compostos estéo disponiveis nos
trabalhos dos colegas citados.

As modificagbes estruturais foram realizadas conforme Quadro 1 e as suas

caracteristicas fisico quimicas estao descritas na Tabela 2.



Quadro 1: Substituicées no anel aromatico das estruturas quimicas base AMTACs e ACMDs

Compostos R1 R2 R3 R4 R5
AMTAC-1 -H -H -H -H -H
AMTAC-2 -H -H -OCH3 H H
AMTAC-6 -H -H -Cl -H -H
ACMD-1 -H -H -H -H -H
ACMD-3 -H -H -Cl -H -H
ACMD-6 -H -H -OCH3 H H

Fonte: Almeida et al. (2016), Gouveia (2017) e Pinheiro-Segundo (2020)

Tabela 2: Especificagdes dos compostos sintetizados da série AMTAC e ACMD

Compostos PM FM
AMTAC-1 376,42 C24H16N4O
AMTAC-2 406,45 Ca25H18N4O2
AMTAC-6 410,09 C24H15CIN4O

ACMD-1 349,39 C23H1sNsO
ACMD-3 383,84 C23H14CIN3O
ACMD-6 378,42 C24H17N302

59

Fonte: Almeida et al. (2016), Gouveia (2017) e Pinheiro-Segundo (2020)
Legenda: PM — Peso molar, FM — Férmula molecular, - As especificagbes foram obtidas no
software ChemDraw Profissional 15.1, utilizado também para desenho das estruturas quimicas

deste trabalho.
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3.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE LEISHMANICIDA

3.3.1 Ensaios preliminares

Foram realizados ensaios preliminares in vitro da atividade antipromastigota
nas espécies L. infantum e L. amazonensis, além da avaliacdo da
hemocompatibilidade em heméacias (HCso).

A linhagem celular L. infantum (Cepa MHOM/BR/70/BH46) foi cedida pelo
professor Luiz Carlos Alves do Departamento de Parasitologia do IAM/ FIOCRUZ,
Recife, PE, no qual foi realizada a avaliagao da atividade antipromastigota para esta
cepa.

Alinhagem celular L. amazonensis (Cepa MHOM/BR/PH8) foi cedida pelas
professoras Tatiana Borges e Selma Kuchellhaus do laboratério de imunologia da
Universidade de Brasilia-UnB, Brasilia, DF, no qual foi realizada a avaliagao

antipromastigota para esta cepa.

3.3.1.1 Cultivo dos parasitos

As formas promastigotas de L. infantum e de L. amazonensis, foram mantidas
em meio Schneider (Sigma) suplementado com 20% de soro fetal bovino (SFB) e 1%
de estreptomicina/ penicilina, cultivadas em estufa incubadora para B.O.D — J. Prolab,
modelo JP. 100 (LBCM/CPAM) com temperatura de 26° C. As formas promastigotas
foram utilizados em fase exponencial de crescimento em todas as etapas do

experimento.

3.3.1.2 Avaliacado da atividade antipromastigota (ICsorro) dos derivados espiro-
acridinicos frente a cepas de L. infantum e L. amazonensis pelo método de

contagem em camara de Neubauer

Para realizacdo dos testes in vitro dos derivados espiro-acridinicos as formas
promastigotas das duas cepas de leishmania seguiram a mesma metodologia, com
adaptacdes, descrita por Serafim et al. (2018).

As promastigotas foram coletadas, contadas e diluidas em meio Schneider
(Sigma) suplementado com 20% de SFB em uma concentragéo de 1x10° células/mL.
Em seguida, as células foram incubadas em diferentes concentra¢des dos compostos
(10; 5; 2,5, 1,25; e 0,625 pg/mL). No controle negativo foram incubadas as células,
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apenas com o0 meio Schneider e no controle positivo foram incubadas as células com
farmaco comercial anfotericina B.

O crescimento da cultura foi acompanhado apds 72 horas, através de
contagens das células viaveis utilizando a camara de Neubauer e sendo calculado

pela seguinte equacéo:

N° Leishmanias/mL= n° de células contadas X n° de quadrantes da camara de
Neubauer X a diluicdo utilizada X 104 (Fator de correcédo da camara de Neubauer)

A concentracdo que inibe 50% do crescimento dos parasitas (ICsopro) foi 0O
parametro utilizado para estimar a inibicdo do crescimento. A ICsopro foi determinada
apos 72 horas de cultivo por analise de regressao linear com o software SPSS 8.0
para Windows.

Cada teste foi feito em 2 experimentos independentes, com culturas distintas e

em triplicata técnica.

3.3.1.3 Avaliacdo da hemocompatibilidade dos derivados espiro-acridinicos em
hemacias (HCso)

A avaliacdo da atividade hemolitica foi realizada como ja descrito anteriormente
por Serafim et al. (2018) e realizada no Laboratério de Imunologia de doencas
infecciosas (LABDIC), da Universidade Federal da Paraiba -UFPB, campus Jodo
pessoa, sob a responsabilidade da prof. Dra. Tatjana Keesen de Souza Lima.

ApoOs a coleta de sangue periférico humano (O+), os eritrécitos foram diluidos
em solugcdo salina tamponada com fosfato (PBS), ajustando a concentragdo do
sangue para 5% de hemacias em um volume de 80 pL.

Em seguida, foram adicionadas as solugbes-estoque dos derivados e do
farmaco de referéncia, anfotericina B, diluidas em concentragbes seriadas num
volume de 20 uL de PBS (400, 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25 e 3,12 pg/mL). Logo apos,
foram incubados durante 1 hora a 37°C em estufa B.O.D e a reacéo foi interrompida
pela adicdo de 200 pL de PBS.A auséncia (controle negativo) e 100% de hemdlise
(controle positivo) foram determinadas, substituindo a solucdo de amostra testada
com igual volume de PBS e agua Milli-Q estéril, respectivamente.
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Posteriormente, as suspensdes foram centrifugadas a 2000rpm por 10 minutos
a temperatura ambiente. O sobrenadante entdo foi submetido a espectrofotometria
utilizando espectrofotometro (modelo Biosystems ELx800, Curitiba, PR, Brasil) a 540
nm para quantificar a atividade hemolitica.

Os experimentos foram realizados em triplicata biol6gica e duplicata amostral.
Os resultados foram expressos em concentracdo hemolitica média (HCso)
considerando o controle positivo como 100% de hemdlise.

Este estudo foi aprovado no Comité de Etica em Pesquisa Humana do Centro
de Ciéncias da Saude (CCS) da UFPB, com protocolo niumero 0511/15, CAAE:
49005615.7.0000.5188.

3.3.2 Avaliacédo da atividade antiamastigota
3.3.2.1 Breve relato do cenario mundial e desenvolvimento da pesquisa

Inicialmente, uma breve explicacdo sobre o desenvolvimento da pesquisa
cientifica no Brasil, em especial desta tese.

Devido ao cenario Pandémico mundial iniciado no fim de 2019, as pesquisas
sofreram grandes obstaculos no seu desenvolvimento principalmente por medidas e
decretos restritivos das atividades académicas e laboratérios que se mantiveram
fechados durante longo periodo, exceto aquelas que contribuiram para entendimento
do virus Sars-CoV-2, da doenca causada por ele e possiveis op¢des terapéuticas.
Mesmo apdés reabertura dos laboratérios para continuidade das demais areas de
pesquisa a restricdo no quantitativo de atividades e alunos nos laboratérios foram
fatos determinantes para uma readequacéo no plano de pesquisa e a decisdo em dar
continuidade apenas com uma espécie de Leishmania.

Em decorréncia da viabilidade dos laboratérios foi decido em conjunto com o
orientador Ricardo Olimpio de Moura que a continuacdo das analises seria com 0s
dois compostos mais promissores dos testes preliminares de atividade
antipromastigota e citotoxicidade em hemacias avaliando sua atividade leishmanicida
frente uma Unica espécie de Leishmania, a cepa de L. amazonenis (MHOM/BR/PHB)
devido a viabilidade das células naquele momento.

Para avaliar a atividade antiamastigota foram utilizadas as formas axénicas, por

ser uma técnica que fornecendo grandes quantidades de parasitas puros e viaveis
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sem a necessidade de utilizar animais de laboratério experimentais para obter a forma

amastigota.

3.3.2.2 Cultivo das amastigotas axénicas de L. amazonensis

As cepas de L. amazonensis foram mantidas sob criopreservacdo no
laboratorio de Leishmaniose do Instituto de Medicina Tropical, da Universidade de
Brasilia. Para o descongelamento uma aliguota foi transferida para meio NNN (Novy-
MacNeal-Nicolle) e mantida a 26 °C até que os parasitos alcancem a fase log de
crescimento. Em seguida, a suspensdo foi transferida para o meio de cultura
Schneider (Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA), suplementado com 20% de soro fetal
bovino inativado e 0,2% de sulfato de gentamicina, a 26 °C, de modo que os parasitas
voltassem a fase log de crescimento, apds essa etapa as formas promastigotas foram
transferidas para estufa a 37 °C, realizando-se a curva de crescimento e formagao das

cepas amastigotas axénicas.

3.3.2.3 Avaliacdo da atividade antiamastigota nas formas axénicas de L.

amazonensis (ICsoava) pelo método de MTT

O teste de MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina) &
baseado na reducdo dos sais amarelos de tetrazélio por redutases mitocondriais de
células metabolicamente ativas. Formando cristais azuis, intracelularmente, que sao
solubilizados e posteriormente analisados por espectofotometria UV/visivel. Dessa
forma, quanto menor for a viabilidade celular, menor seré a reducdo do MTT e menor
o sinal espectofotométrico.

Afim de avaliar o efeito leishmanicida em formas amastigotas axénicas de L.
amazonensis 0s ensaios ocorreram em placa de 96 pocos, de modo que,
primeiramente realizou-se as diluicbes dos compostos analisados em meio Schneider
(Sigma-Aldrich®, St Louis, EUA) nas concentragdes de 32, 16, 8, 4 e 2 yg/mL. Em
paralelo distribui-se em cada poco 2,0 x10° amastigotas axénicas. Realizou-se a
incubacdo das cepas juntamente com as moléculas testes por 24 horas em
temperatura 37 °C. No controle negativo foi incubado apenas as células na auséncia
das moléculas testes e o controle positivo foi realizado incubando as amastigotas

axénicas com farmaco comercial anfotericina B.
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Apés a etapa anterior, adicionou-se 10 yL de MTT por pogo, incubando
novamente por um periodo de quatro horas. Por fim, apds o tempo de incubacgéo
adicionou-se 50 uyL de DMSO em cada poc¢o, aguardando dez minutos e efetuando a
leitura das absorbancias em espectrofotbmetro de placa SpectraMAX GeminiXS

(Molecular Devices LLC) no comprimento de onda de 570 nm.

3.3.3 Cultivos das células e determinacéo da citotoxicidade em macréfagos J774
(ECsomacrof)

Macrofagos J774A.1 (ATCC TIB-67), caracterizados como macréfagos murinos
obtidos de tumor reticular de ascite de camundongos Mus musculus, fémeas adultas,
BALB/cN foram mantidos criopreservados no Laboratério de Imunologia Celular da
Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia, em tubo Falcon contendo 5 mL
de meio de cultura DMEM (Gibco®), suplementado com 10% de soro fetal bovino
inativado, além de 1% de aminoacidos ndo essenciais e 1% de sulfato de gentamicina.
O tubo foi centrifugado a 200 rpm, durante 10 minutos, apds essa etapa, desprezou-
se o0 sobrenadante, re-suspendendo as células em meio de cultura, transferindo-os
para uma garrafa de cultura e mantida em estufa a 37 °C com 5% de CO..

Afim de avaliar o efeito citotéxico em cultivos de macréfagos J774, 0s ensaios
ocorreram em triplicata, utilizando placa de 96 pocos, de modo que, primeiramente
realizou-se as diluicbes dos compostos analisados em meio de cultura nas
concentracfes de 32, 16, 8, 4 e 2 ug/mL; em modo paralelo distribui-se em cada poco
1,0x10° macréfagos J774 por pocgo. Realizou-se a incubacdo das células juntamente
com as moléculas testes por duas horas em estufa de CO2 a 5%, com temperatura de
37 °C. No controle negativo foi incubado apenas as células na auséncia das moléculas
testes e o controle positivo foi incubado as células com farmaco comercial anfotericina
B.

Apés a etapa anterior, adicionou-se 10 yL de MTT por pogo, incubando
novamente por um periodo de quatro horas. Por fim, apdés o tempo de incubacao
adicionou-se 50 uyL de DMSO em cada poco, aguardando dez minutos e efetuando a
leitura das absorbancias em espectrofotometro de placa SpectraMAX GeminiXS®
(Molecular Devices LLC) no comprimento de onda de 570 nm.

A porcentagem de células viaveis em relacao as células controles foi estimada.

A concentragcdo capaz de causar a perda de viabilidade em 50% (CCso) das células



65

foi determinada por regressao néo linear a partir do Log das concentragOes testadas
e da porcentagem de inibicdo do numero de células através do software Graph Pad
Prism® (Graph Pad Software, San Diego, CA) versao 5.01.

3.3.4 Determinacdo do indice de seletividade

Partindo dos dados de atividade antiamastigotas e do ensaio de citotoxicidade
em macréfagos estimou-se, respectivamente, o ICsoama (concentracdo capaz de inibir
50% do crescimento das amastigotas) e 0 ECsomacrot (CONcentragdo citotoxica efetiva
em 50% dos macrofagos J774).

Assim, a partir destas estimativas, determinou-se o indice de seletividade (IS).
O IS é um indicativo in vitro que informa se a substancia tem atividade mais seletiva
para o parasito (Leishmania sp.) do que para as células humanas (SERAFIM et al.,
2018). Nesse caso, sendo determinado pela razao:

IS em macrofagos = CCsoama/ ECsomacrof

3.3.5 Avaliacdo da toxicidade renal através da citotoxicidade em células vero

(CCsovero) € indice de seletividade para estas células

As células Vero, foram cultivadas em garrafa de culturas, contendo meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino, conservadas em estufa incubadora de
CO2-Thermo Scientific Forma Series Il Water Jacket (LBCM/CPgAM) a 5% de CO:
a 37°C, sendo o meio de cultura trocado duas vezes por semana.

Para avaliacdo da citotoxicidade, as células Vero foram semeadas em placas
de 96 pocos na concentracdo de 6x10° células/poco e incubadas em atmosfera de 5%
de CO2 a 37°C para estabilizacdo. Apds 24 horas, o sobrenadante foi removido e as
células foram incubadas na presenca de varias concentracdes dos compostos (10; 5;
2,5; 1,25 e 6,125 pug/mL) por 72 horas. Apos este periodo, o sobrenadante (Meio RPMI
contendo os compostos) foi retirado e adicionado a mesma quantidade de meio RPMiI
sem vermelho de fenol mais 10 yL de MTT, a uma concentragcdo de 5 mg/mL diluido
em Tampao fosfato salino (PBS), as células foram incubadas por 3 horas nas mesmas
condicdes de cultivo.

ApOs incubagao, o MTT foi retirado cuidadosamente e adicionado 100 pL de

DMSO (dimetilsuféxido) por poco para a solubilizacdo dos cristais derivados da
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reducdo do MTT, seguido de agitacdo da placa durante 15 minutos. A leitura da
absorbancia dos cristais de formazan solubilizados foi realizada utilizando o leitor de
ELISA Benchmark Plus (Bio-Rad), Califonia, EUA com comprimento de onda de 490
nm, por 15 segundos.

A porcentagem de células viaveis em relacéo as células controles foi estimada.
A concentragdo capaz de causar a perda de viabilidade em 50% (CCsovero) das células
foi determinada por andlise de regresséo linear dos dados obtidos pelo software SPSS
8.0 para Windows.

Cada teste foi feito em 2 experimentos independentes, com culturas distintas)
e em quadriplicata técnica.

O indice de seletividade em células Vero foi realizado conforme descrito no item
3.3.4, utilizando os resultados da atividade antiamastigotas (ICsoava) € do ensaio de

citotoxicidade em células Vero (CCsovero)

3.3.6 Avaliagcdo da influéncia dos derivados espiro-acridinicos no perfil de
citocinas das respostas imunolégicas Thl (IL-2, INF-y e TNF-a), Th2 (IL-4, IL-10
e IL-12) e Th17 (IL-6 e IL-17a).

A quantificacdo das citocinas IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, IL-17A, INF-y e TNF-
a foi realizada no sobrenadante dos cultivos celulares de macréfagos J774 infectados
com amastigotas de L. amazonensis, por meio do ensaio por beads para citometria
(CBA), conforme instrucdes do fabricane (BD Bioscience).

O ensaio foi composto por beads de captura e pelo reagente de detecgcao. Os
beads possuem tamanho e fluorescéncia conhecidos, e cada uma é conjugada a
anticorpos especificos para a captura de citocinas, o que possibilita a deteccdo e
analise.

O regente de deteccdo € composto por uma mistura de anticorpos conjugados
a ficoeritrina (PE), que promove a sinalizagdo por fluorescéncia de acordo com a
guantidade de analito na amostra. Quando os beads de captura e o reagente de
deteccdo sdo incubados com uma amostra, forma-se um complexo com beads de
captura-analito-reagente de deteccdo e este complexo é quantificado por citometria
de fluxo.

Os macrofagos foram aderidas em placa, infectados com L. amazonensis e,

posteriormente tratados com 0s compostos espiro-acridinicos nas concentragdes de
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2, 4 e 8ug/mL. Foram utilizados como controle negativo o macrofago sem infecgéo e
sem tratamento com os derivados acridinicos, chamado de basal, e controle positivo
0 macroéfago infectado com L. amazonensis, mas sem tratamento com os derivados
acridinicos, doravante chamado, apenas, de leish.

ApGs o periodo de tratamento de 24 horas foi transferido 50 pL do sobrenadante
de cada poc¢o para um tubo cénico, seguido do acréscimo de 50 pyL da mistura de
beads de captura e 50 pL do reagente de deteccdo. As amostras foram incubadas por
2 horas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. Apés o tempo de incubacéo, foi
acrescentado 500 pL do tampéao de lavagem, em cada tubo, seguido de centrifugacao
a 200 g por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado e acrescentado 300 pL do
tampdo de lavagem. Foi acrescentado ao experimento uma curva de calibracao
contendo as seguintes concentracfes de cada citocina: 0 pg/mL, 20 pg/mL, 40 pg/mL,
80 pg/mL, 156 pg/mL, 312,5 pg/mL, 625 pg/mL, 1250 pgmL, 2500 pg/mL e 5000
pg/mL.

A intensidade de fluorescéncia em cada amostra foi capturada no citbmetro de
fluxo BD LRS Il FORTESSA utilizando o programa Diva versédo 7 (BD Bioscience) e
os dados de fluorescéncia foram tratados utilizando o programa FCAP array versao 3
(BD Bioscience). Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados foram
expressos como pg/mL.

3.3.7 Avaliacdo da producao de espécies reativas de oxigénio (EROS)

Para a analise relativa a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs)
sobre as os macréfagos infectados com amastigotas de L. amazonensis, foi realizada
a quantificacao por meio da sonda 2-7-diclorodihidrofluoresceina diacetato (DFC-DA),
que é permeavel a membrana celular e ndo fluorescente. Este composto, na presenca
de EROs, produz a 2-7-diclorofluoresceina (DCF), que apresenta fluorescéncia e
permanece no interior celular.

Os macrofagos foram aderidas em placa, infectados com L. amazonensis e,
posteriormente tratados com 0s compostos espiro-acridinicos nas concentragdes de
2, 4 e 8ug/mL. Foram utilizados como controle negativo o macrofago sem infecgéo e
sem tratamento com os derivados acridinicos, chamado de macréfago basal, e
controle positivo 0 macréfago infectado com L. amazonensis, mas sem tratamento

com os derivados acridinicos, doravante chamado, apenas, de leish.
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ApGs o periodo de tratamento de 24 horas, as placas foram centrifugas, o
sobrenadante das células foi desprezado e entdo foram incubadas por 30 minutos
com a sonda DCF-DA diluida em soro fisiologico pH 7,2, em camara umida a 37°C e
5% de COz2, ao abrigo da luz. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com
soro fisiologico, pH 7,2, a temperatura ambiente e novamente suspendidas com 200
UL de soro fisioldgico sob as mesmas condicgdes.

A intensidade de fluorescéncia do marcador em cada amostra foi capturada no
citbmetro de fluxo BD LRS Il FORTESSA utilizando o programa DIVA versao 7 (BD
Bioscience) e a intensidade média de fluorescéncia (MFI) foi obtida apds o tratamento
dos dados no programa FlowJoTM versao 10.6.1. O experimento foi realizado em

triplicata e os resultados foram calculados através da diferenca de MFI em cada grupo.

3.3.8 Avaliacdo da producdo de espécies reativas de nitrogénio (ERNSs)

Para a avaliacdo da producdo de espécies reativas de nitrogénio (ERNSs) foi
realizada a quantificacdo de ERNs, utilizando a sonda 4-amino-methylamino-2-7-
difluororescein diacetato (DAF-FM diacetato), que é permeavel a membrana celular e
nao fluorescente. Este composto, na presenca de ERNs, produz a 4-amino-
methylamino-2-7-difluororescein  (DAF-FM), que apresenta fluorescéncia e
permanece no interior celular.

Os macrofagos foram aderidas em placa, infectados com L. amazonensis e,
posteriormente tratados com 0s compostos espiro-acridinicos nas concentracdes de
2, 4 e 8ug/mL. Foram utilizados como controle negativo o macréfago sem infeccéo e
sem tratamento com os derivados acridinicos, chamado de macroéfago basal, e
controle positivo 0 macréfago infectado com L. amazonensis, mas sem tratamento
com os derivados acridinicos, doravante chamado, apenas, de leish

Apos o periodo de tratamento de 24 horas, as placas foram centrifugas, o
sobrenadante das células foi desprezado e, entdo, foram incubadas por 1 hora com a
sonda DAF-FM diacetato diluida em soro fisiolégico pH 7,2, em camara umida a 37°C
com 5 % de CO2, ao abrigo da luz. ApOs a etapa anterior, as células foram lavadas
duas vezes com soro fisiolégico, pH 7,2, a temperatura ambiente e novamente
suspendidas com 200 pL de soro fisiologico sob as mesmas condicdes.

A intensidade de fluorescéncia do marcador em cada amostra foi capturada no
citometro de fluxo BD LRS Il FORTESSA utilizando o programa DIVA versédo 7 (BD
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Bioscience) e a intensidade média de fluorescéncia (MFI) foi obtida apds o tratamento
dos dados no programa FlowJoTM versao 10.6.1. O experimento foi realizado em

triplicata e os resultados foram calculados através da diferenca de MFI em cada grupo.

3.3.9 Andlise estatistica

A normalidade das varidveis foi analisada empregando-se o teste de
Kolmogorov-Smirnov e a homogeneidade das variancias, empregando-se o teste de
Barttlet. Teste t pareado ou Wilcoxon foram usados para comparar duas amostras
normais ou ndo normais, respectivamente. Para as multiplas comparacdes, utilizou-
se o0 teste de ANOVA, para dados paramétricos ou ndo paramétricos,
respectivamente. As andlises e as representacdes graficas foram feitas empregando-
se o programa Prism® Software Package (GraphPad ®, USA, 1997) e diferencas de

p<0,05 foram consideradas significantes

3.4 ESTUDOS DE ANCORAGEM MOLECULAR

A ancoragem molecular foi realizada com AMTAC-2 e ACMD-3 para avaliar a
interacdo desses compostos com 3 proteinas alvos de Leishmania sp. (Tripanotiona
redutase da Leishmania infantum, Esterol 14-alfa desmetilase, Topoisomerase | de
Leishmania donovani) e uma de humanos (Topoisomerase | de homo sapiens), como
proposta de um possivel mecanismo de acdo destes compostos e comprovacao de
maior seletividade para alvos do parasita.

Inicialmente as espiro-acridinas foram tratadas com base na teoria semi-
empirica no nivel PM6 usando o software Spartan 14. Depois de otimizadas, foram
submetidos ao estudo de ancoragem molecular utilizando o programa Gold 5.8.1 e as
estruturas cristalograficas utilizadas foram obtidas no Protein Data Bank (PDB).

Para escolha dos possiveis alvos bioldgicos no parasito foi realizada uma
triagem inicial para mensurar quais mecanismos descritos na literatura, envolvendo a
atividade leishmanicida, se apresentavam como promissores para a classe de
compostos estudada. A partir dessa triagem inicial, os alvos que apresentaram o0s
maiores indices de afinidade foram selecionados, sendo utilizado a Tripanotiona
redutase da Leishmania infantum (PDB 4APN), Esterol 14-alfa desmetilase (PDB
3L4D), Topoisomerase | de Leishmania donovani (PDB 2B9S) e Topoisomerase | de
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homo sapiens (PDB 1TL8), esta ultima para correlacionar a maior ou menor interacao

dos compostos espiro-acridinicos com as topisomerases do parasito e humanas.
Para validar o estudo, a Re-ancoragem dos alvos foi realizado quando os

mesmos apresentavam ligante complexado. As enzimas alvo e seu respectivo ligante

complexado estdo demonstrados no Quadro 2.

Quadro 2: Possiveis alvos em Leishmania sp disponibilizados no Protein Date Base e seus

respectivos ligantes complexados.

Alvos PDB Ligante complexado
4APN —S

N/
\/©/ N\>
s
Inibidor a base de diarilpirro: 4 - [[1- (4-etilfenil) -2-metil-

5- (4-metilsulfanilfenil) pirrol-3-il] metil] tiomorfolina
3L4D 0

H
N O

HN ;
A A
1) N N (@]
H

8-nitro xantina

2B9S N&o possui ligante complexado
1TL8

Indenoisoquinolina Al-I11-52

Fonte: Protein Date Base (2021)

Parametros farmacoldgicos de compostos conhecidos que sao inibidores
comerciais dos alvos em estudo também foram utilizados como técnica para aumentar

a confiabilidade dos resultados, principalmente do alvo 2B9S que néo possui ligante
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co-cristalizado, sendo utilizado para validacdo da ancoragem deste alvo o composto

comercial Camptotecina (CPT). O Quadro 3 apresenta os potenciais alvos e seus

respectivos inibidores comerciais.

Quadro 3: Possiveis Alvos bioldgicos com potencial leishmanicida e seus respectivos inibidores

comerciais
Alvos PDB Inibidores Comerciais
3L4D F
F N=\
NN
OH
N5
LN
Fluconazol
4APN w
NN HO
(N
NH j\
2O® LT
Cl N S
Mepacrina
2B9S e 1TLS8
Camptotecina(CPT)

Fonte: Protein Data Base, EBERLE et al., (2010), MAMIDALA et al. (2016) e ALMEIDA et al. (2021).

Os arquivos dos ligantes complexados foram estudados, o receptor foi tratado

como uma molécula rigida, enquanto os ligantes foram tratados como flexiveis. Os

resultados da ancoragem foram analisados e as interagdes intermoleculares foram

utilizadas como parametros para medir uma energia de afinidade com o alvo

(pontuacéo), fornecida pelo programa Gold 5.8.1. Quanto maior a pontuacdo maior a
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interagdo com o alvo, assim o conférmero com maior pontuagao foi investigado quanto

a distancia e tipo de interagdo com o receptor pelo programa Pymol 2.3.2.

3.5 ESTUDOS PREDITIVOS DE ADME-Tox (ABSORC}AO, DISTRIBUIQAO,
METABOLISMO, EXCRECAO E TOXICIDADE)

Foram analisados os compostos espiro-acridinicos e o farmaco de referéncia
anfotericina B, utilizando sua estrutura quimica descrita na base de dados PubChem,
disponivel online, gratuitamente, através do site https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov.

Os estudos preditivos de ADME-Tox sao importantes para nortear sobre 0s
parametros farmacocinéticos e toxicoldgicos dos potenciais farmacos. Estes estudos
foram realizados utilizando as ferramentas online de acesso gratuito pk-CSM
(http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction) e SwissADME
(http://www.swissadme.ch/index.php).

Foram selecionados os parametros mais importantes de cada ferramenta online
gue avaliassem a absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo de acordo com a
robustez e facilidade de interpretacdo dos mesmos, conforme metodologia descrita
por Dominguez-Villa, Duran-lturbide e Avila-Zarraga (2021).


http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm/prediction
http://www.swissadme.ch/index.php
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 ENSAIOS PRELIMINARES: AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIPROMASTIGOTA
(ICsopro) E HEMOCOMPATIBILIDADE (HCso)

A atividade antipromastigota dos compostos AMTAC-1, AMTAC-2, AMTAC-6,
ACMD-1, ACMD-3 e ACMD-6 foi avaliada determinando a concentragao inibitoria de
50% do crescimento das formas promastigotas de L. infantum e L. amazonensis frente
a estes compostos. Estes resultados e dos testes de hemocompatibilidade estdo

expressos na Tabela 3.

Tabela 3: Concentragdo inibitdria de 50% do crescimento (ICso) de promastigotas ( L. infantum e L.
amazonensis) e concentragdo capaz de promover 50% hemolise (HCso).

Compostos Promastigota Promastigota HCso
L. infantum ICsopro L. amazonensis (um)
(UM) ICsopro (LM)

AMTAC-1 6,27 1,23 >400
AMTAC-2 2,22 0,73 >400
AMTAC-6 13,8 0,75 >400
ACMD-1 3,90 ND* >400
ACMD-3 7,82 10,95 >400
ACMD-6 3,50 234,95 >400
ANFO B 0,05 1,53 24,25

Fonte: Prdrio autor (2021); *ND= n&o determinado.

Nenhum dos compostos espiro-acridinicos apresentaram toxicidade em
hemacias humanas quando testados até a concentracao de 400 uM (HCso> 400 puM),
demonstrando maior seguranca das moléculas testadas para as hemécias humanas
guando comparado com o farmaco utilizado na terapia leishmanicida, anfotericina B,
o qual apresentou HCso de 24,25 puM, confirmando os relatos da literatura sobre sua
toxicidade hematologica com possibilidade de ocorréncia de anemia e leucopenia nos
pacientes tratados com este medicamento (BRASIL, 2014; BRASIL, 2017; KHATTAB
et al., 2018; CASA et al., 2018).

A seguranca dos compostos em hemacias humanas, também foi constatada

por Serafim et al. (2018) ao avaliarem atividade citotoxica de 16 compostos tiofeno-
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acridinicos incluindo seus intermediarios e observarem que nenhum dos compostos
apresentaram oxicidade contra eritrocitos humanos até a concentracdo mais alta
avaliada (1000 pM). Os autores também sugerem que estes compostos nao Sao
toxicos para as células sanguineas, principalmente comparados a anfotericina B.

Todos os compostos apresentaram atividade antipromastigota, na qual os
compostos da séerie AMTAC foram os de resultados mais promissores frente a cepa
de L. amazonensis, variando os valores de ICsopro entre 0,73 e 1,23 pM, enquanto,
0s compostos da série ACMD apresentam melhor atividade frente a cepa de L.
infantum, com 1Csopro Variando entre 3,50 e 7,82 uM.

A série AMTAC difere da série ACMD pela presenca do grupamento imina

(HC=NR) em sua estrutura como pode ser observado na Figura 20.

Figura 20: Diferencgas estruturais entre a série AMTAC e ACMD

Fonte: Prorio autor (2021)

O grupo funcional imina, presente na série AMTAC, possivelmente aumenta a
distancia entre o nucleo espiro-pirrol e o grupo fenil, podendo atuar como doadores
e/lou aceptores de Michael e facilitar as interacdes com os alvos biologicos. Sendo
assim, a presenca deste grupamento poderia justificar a melhor atividade
antipromastigota do AMTAC-2 nas duas linhagens testadas, com ICsopro de 2,22 uM
para L infantum e ICsopro de 0,73 UM para L. amazonensis.

Por outro lado, ao avaliar as espécies de Leishmania separadamente,
observamos uma possivel seletividade das séries em relacdo a elas, ja que a série
AMTAC demonstrou resultados mais promissores para a cepa de L. amazonensis,
sendo o AMTAC-2 o composto mais promissor ICsopro de 0,73 uM, enquanto que a
série ACMD apresentou resultados mais promissores para a cepa de L. infantum,
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sendo o composto ACMD-6 o mais promissor com ICsopro de 3,50 UM para esta
espécie.

Estas diferencas de atividades entre as séries de acordo com a espécie de
Leishmania testada pode ter relagdo com funcdo imina, sugerindo que esta fungéo
seja importante para atividade leishmanicida frente a L. amazonensis. A importancia
dessa funcédo para atividade em L. amazonensis foi sugerida também por Rodrigues
et al. (2015) ao avaliarem 10 derivados de 2-amino-tiofeno e evidenciarem que os
compostos SB-200, SB-44 e SB-83, Figura 21, que possuiam grupamento imina
(HC=NR) e um anel inddlico lateral em sua estrutura quimica apresentaram melhor
atividade leishmanicida nas formas promastigotas (ICsopro de 3,65 uM, 7,37 uM e 3,37
UM, para SB-200, SB-44 e SB-83, respectivamente ) que nas formas amastigotas
axénicas da L. amazonensis ( ICsoama de 20,09 pM , 15,82 pM e 18,5 puM, para SB-
200, SB-44 e SB-83, respectivamente).

Figura 21: Estrutura quimica dos derivados 2- amino-tiofenicos SB-44 (A.), SB-83 (B.) e SB-200 (C.)

Fonte: Rodrigues et al., 2015.

Para a sintese dos derivados espiro-acridinicos partimos das moléculas nao
substituidas AMTAC-1 e ACMD-1, nas quais foram realizadas substituicbes na
posicéo para do grupamento fenil utilizando os substituintes metoxila (-OCHs) ou cloro
(Cl), Figura 22. A escolha dos substituintes foi baseada na arvore de decisdo de
Topllis (Figura 17) que direciona empiricamente quais substituintes devem ser

adicionados, em uma sequencia logica, a um scaffold promissor.
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Figura 22: Compostos espiro-acridinicos e seus substituintes
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Fonte: proprio autor (2021)

O AMTAC-1 é o composto espiro-acridinico ndo substituido e apresentou
satisfatoria atividade antipromastigota para as duas espécies de Leishmania
avaliadas, sendo mais efetiva a acéo contra cepa de L. amazonensis (ICsorro 1,23
UM) que para L. infantum (ICsopro 6,27 pM), sugerindo melhor atividade
antipromastigota nesta espécie quando comparado ao farmaco de referéncia
anfotericina B (ICsopro 1,53 uM). Por outro lado, o composto ACMD-1, também né&o
substituido, apresentou satisfatoria atividade antipromastigota frente a cepa de L.
infantum (ICsopro 3,90 pM), mas os valores para a cepa de L. amazonenis nao
apresentaram niveis determinaveis, que atribuimos a questdes metodoldgicas.

No AMTAC-2 (-OCHs) foi adicionado um grupo metoxila na posi¢cao para do
fenil conferindo ao composto uma melhora significativa na sua atividade

antipromastigota para as duas espécies de leishmania ( ICsopro 2,22 UM - L. infantum
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e ICsopro 0,73 pM -L. amazonensis) quando comparado com 0 composto ndo
substituido, tornando-o0 0 mais promissor dentre as moléculas testadas, além de
sinalizar que o grupo metoxila tenha importante papel na atividade bioldgica
possivelmente pelo seu efeito doador de elétrons que pode favorecer a interagdo com
o alvo bioldgico.

A possivel importancia da metoxila na atividade biologica também foi verificada
na série ACMD, na qual o composto ACMD-6 (-OCHs) foi 0 que apresentou melhor
resultado na atividade antipromastigota para cepa de L. infantum (ICsopro 3,50 UM)
em relacdo aos demais compostos dessa série. Entretanto, a remoc¢do da funcao
imina na série ACMD parece gerar uma seletividade entre as diferentes espécies, por
exemplo comparando o AMTAC-2 (-OCHs) e ACMD-6 (-OCHs), no qual a diferenca
estrutural esta apenas na remocao da funcdo imina, observamos uma reducao
significativa na atividade biolégica do ACMD-6 para a espécie de L. amazonensis
(ICs0pr0 234,95 uM)

Ortalli et al. (2018) também sugeriu a importancia do grupamento metoxil ao
sintetizarem uma série de 31 derivados de chalconas (1,3-diaryl-2-propen-1-ones) e
perceberam que a substituicdo desse grupamento na posicdo 2 e a presenca de
nitrocompostos na posicao 4 afetam o comportamento inibitério contra leishmania,
conferindo ao derivado 6, Figura 23, o melhor valor de I1Csopro (3,0 uM) para as formas
promastigotas de L. donovani. Da mesma forma, os autores observaram que a
substituicdo por halogénios, como o bromo, na posi¢ao 4 realizada no derivado 5,
Figura 23, reduziu substancialmente a atividade antipromastigota deste composto

(ICsopro 16,0 uM) na espécie de Leishmania analisada.

Figura 23: Estrutura quimica do derivado 5 e 6

Derivado 5 Derivado 6

Fonte: ORTALLI et al, 2018; adaptado.

A reducdo da atividade antipromastigota pela adicdo de grupamentos

halogénios também foi verificada neste trabalho ao analisar os derivados espiro-
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acridinicos frente a L. infantum, ja que os dois compostos substituidos com cloro na
posicdo para do fenil, ACMD-3 e AMTAC-6, foram 0s que apresentaram menor
atividade antipromastigota para L. infantum com ICsopro de 7,86 pM e 13,8 pM,
respectivamente. Resultados semelhantes foram observados por Oliveira et al. (2020)
ao analisarem a atividade antipromastigota de 5 derivados tiazopiridinicos (TP) em L.
infantum e observarem que o Unico composto com atividade antipromastigota, quando
comparado o composto sem modificagdes TP-01 (ICsopro <2,78 uM) com os derivados
substituidos, foi 0 TP-06 (ICsopro <2,78 pM) possivelmente pela presenga de um
grupamento metoxil associado ao fenil. Os compostos TP-04 (ICsopro 7,01 £ 3,72 uM),
TP-05 (ICsopro 22,55 + 0,97 uM) e TP-09 (ICsopro 5,52 + 0,29 uM), substituidos com
halogénios (Br, F e Cl, respectivamente) foram menos potentes do que TP-01, Figura
24.

Figura 24: Estrutura quimica dos derivados Tiazopiridinas (TP) e suas substituicdes

Composto  Ar R
H TP-01 Fenil H
N /N\(S R TP-04 4-Br-Fenil H
CN(\ NA_Z/ TP-05 4-F-Fenil H
Ar TP-06 4-metoxil-fenil  H

TP-09 3,4-Cl-Fenil CH3

Fonte: Oliveira et al. (2020).

Silva et al. (2017) também corrobora com o0s resultados observados neste
trabalho ao relatarem que o composto tiossemicarbazénico com melhor resultado
antipromastigota em L. amazonensis foi o TS-03 (ICsopro 3,5+0,33 uM), Figura 25,
possivelmente por causa do substituinte metoxil na posicéo para do fenil associado a
fungcdo imina. Além disso, eles também observaram reducdo da atividade
antipromastigota com adicao de substituintes halogénicos e uma possivel ligacdo com
sua eletronegatividade interferindo na atividade destes compostos, ja que dentre os
substituintes halogénicos utilizados (F, Cl, Br), o composto cujo substituinte era o Fltor

(TS-04), Figura 25, apresentou menor atividade antipromastigota (ICsopro 87,5 = 2,14
uM).
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Figura 25: Estrutura quimica dos derivados tiossemicarbazénicos TS-03 e TS-04

R TS-01: R=H
| TS-02: R=4-CH3
= ’ TS-03: R=4-OCH3
TS-04: R=4-F
©/O \N/NTNHZ TS-05: R=4-Cl
S TS-06: R=4-Br
TS-07: R=3,4-diCloro

Fonte: SILVA et al (2017)

Outro ponto que merece ser retomado é sobre a importancia da funcdo imina
para atividade antipromastigota em Leishmania sp. que foi evidenciada por n6s com
as espiro-acridinas da série AMTAC, por Oliveira et al. (2020) com os derivados
Tiazopiridinas e por Silva et al., (2017) com os compostos tiossemicarbazénicos, o
que reforca sua importancia no planejamento de novos farmacos com atividade
leishmanicida.

No tocante a linhagem de L. amazonensis, ndo podemos indicar que o0 grupo
metoxil seja determinante para atividade antipromastigota dessas moléculas, ja que o
ACMD-6 (-OCHpgs) foi o que apresentou a menor atividade antipromastigota (ICsopro
234,95 pM), mas podemos insinuar que para atividade antipromastigota de
Leishmania sp, na auséncia de grupamento imina na estrutura quimica dos
compostos, compostos capazes de doar elétrons, como aminas e halogénios, sejam
importantes para atividade leishmanicida como por exemplo o ACMD-3 (-Cl) (ICsopro
10,95uM em L. Amazonensis), mas que compostos com atomos fortemente
eletronegativos, como por exemplo o fldor, podem diminuir atividade promastigota
possivelmente por seu efeito indutivo negativo.

Assim, sugerimosque a presenca do grupamento imina foi o responsavel pela
atividade mais efetiva da série AMTAC, em especial do composto AMTAC-2 (-OCHs)
na cepa de L. amazonensis potencializado pela presenca do grupamento metoxila,
eletrodoador. Ademais, o grupamento imina tem potencial relevancia na atividade
antipromastigota em cepas de L. infantum, todavia, a associacdo da fungéo imina com
substituintes mais eletronegativos, como os halogénios, tendem a reduzir essa
atividade (AMTAC-6 (-Cl) ICsopro 13,8 uM)
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4.2 AVALIAQAO DA ATIVIDADE ANTIAMASTIGOTA (ICsoama) E CITOTOXICIDADE
EM MACROFAGOS J774 (ECsomacrof)

Os compostos eleitos como mais promissores nos ensaios em promastigotas
foram o AMTAC-2 (-OCHs3) e ACMD-3 (-Cl), com ICsopro de 0,73uM e 10,95uM,
respectivamente, com os quais foram realizados a atividade antiamastigota axénica e

citotoxicidade em macréfagos J774, conforme Tabela 4.

Tabela 4: Concentracéo inibitéria de 50% do crescimento (ICso) de amastigotas axénicas (L.
amazonensis), concentracdo citotéxica em 50% dos macrofagos J774 (CCso) e indice de seletividade
(S).

Compostos ICs0ama CCsomacrof IS L eN
(M) (M) (O~

AMTAC-2 13,50 569,50 39,6 O N O

e ° AMTAC-2 :
CN

ACMD-3 10,47 27,22 2,6 N i

1,08 3,09 2,8 O N O

H

ANFO B

ACMD-3

Fonte: Prério autor (2021)

E de suma importancia verificar o potencial destas moléculas nas formas
amastigotas do parasita e sua citotoxicidade em macréfagos ja que as formas
amastigotas sdo encontradas dentro dos macréfagos dos hospedeiros vertebrados
como o homem, sendo responsavel pela fase mais virulenta da doenca.

Observamos que a atividade dos compostos frente as formas amastigotas da
L. amazonensis, foram menores que os encontrados para as formas promastigotas
nos testes preliminares.

Os dois compostos, AMTAC-2 (-OCHs) e ACMD-3 (-Cl), apresentaram
atividade antiamastigota promissora (ICsoama 13,50uM e 10,47uM, respectivamente),
sendo o ACMD-3 mais ativo para as formas amastigotas que o AMTAC-2.

Quanto a citotoxicidade em macrofagos, os dois compostos demontraram ser
menos téxicos com CCsomacrof de 569,50uM para AMTAC-2 (-OCH3s) e CCsomacrof de
27,22pM para ACMD-3 (-Cl) quando comparados como o farmaco de referéncia
anfotericina B (CCsomacrot 3,09 UM).

Outro ponto interessante é que o ACMD-3 (-Cl) demostrou ter melhor atividade
antiamastigota, no entanto, maior toxicidade em macrofagos (CCsomacrot de 27,22uM)
e menor indice de seletividade (IS 2,6) quando comparado ao AMTAC-2 (-OCHs)

(CCsomacrof de 569,50uM e IS 39,6). Assim, podemos sugerir que esta maior atividade
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do ACMD-3 em amastigotas seja ou pela presenca do &tomo de cloro ou pela auséncia
da funcdo imina, mas também possivelmente sejam responsaveis por sua maior
toxicidade.

Assim, merece destaque o AMTAC-2 (-OCHs) em decorréncia de sua atividade
leishmanicida tanto nas formas promastigotas e amastigotas, com menor citoxicidade
em hemacias e macréfagos, além de alta seletividade para células do parasita (IS
39,6) em comparacéo com anfotericina B (1S 2,8) e ACMD-3 (-ClI) (IS 2,6), fortalecendo
a hipotese de que o grupamento imina seja importante para potencializar atividade
bioldgica frente a essa espécie de Leishmania e destaca-se o composto AMTAC-2(-
OCHS3) como um promissor agente parasitario para L. amazonensis.

Silva et al. (2017) também avaliou a atividade promastigota e amastigota dos 5
compostos tiossemicarbazénicos representados anteriormente na Figura 25. Os
compostos avaliados evidenciaram valores de ICso mais baixos em promastigotas
(ICsopro  3,5+0,33 para o composto TS-03 (-OCHs) do que em amastigotas
intracelulares, aparentando maior eficacia deste composto contra as formas
promastigotas de L. amazonensis, reforcando a importancia deste grupamento para
atividade antipromastigota nesta espécie. Os valores de ICso para amastigotas
intracelulares dos tiossemicarbazonicos variaram de 18,3 a 40,3 uM e o IS das formas
amastigotas variou de 2,96 a 4,67, sendo o composto TS-06 (-4-Br) o mais ativo contra
amastigotas (ICsoama 18,3 uM), ratificando possivel papel dos compostos
eletronegativos na atividade antiamastigota nesta espécie de leishmania.

No presente trabalho, também observamos uma reducdo do ICso dos
compostos quando comparamos as formas promastigotas e amastigotas,
demonstrando uma maior atividade para as formas promastigotas do parasita.
Entretanto, nossos compostos apresentaram melhor ICso em amastigotas, melhor
indice de seletividade (em especial 0 AMTAC-2 (—OCHs com IS de 39,6) e menor
toxicidade em relacdo aos compostos tiossemicarbazbonicos estudados por Silva et al.
(2017), talvez pela estrutura quimica acridina heterociclica do AMTAC-2 (-OCHs) e
ACMD-3 (-ClI).

Ao compararmos as nossas espiro-acridinas com os derivados de acridina
estudados por Mahajan et al. (2018), composto 14 (R1-Ph-Cl; R2Z0CHs (ICsoama de
2,55 pM) e 27 (R1 4-Ph-NOz2; R2 CHs ICs0amal,50 pM, respectivamente), Figura 14,

evidenciamos que ambos, por serem derivados acridinicos, apresentaram melhor
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atividade antiasmastigota em Leishmania sp. quando comparados aos
tiossemicarbazonicos descritos por Silva et al. (2017), Figura 25.
4.3 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE EM CELULAS VERO (CCsovero)

Os compostos AMTAC-2 e ACMD-3 também foram avaliados quanto a sua
citotoxicidade e indice de seletividade em células Vero, Tabela 5, até a concentracao
maxima de 10mg/mL. As células Vero constituem importante parametro de analise in
vitro por serem fibroblastos de rim de macaco utilizadas para inferir uma possivel

nefrotoxicidade desses compostos.

Tabela 5: Concentracao inibitéria de 50% do crescimento (ICsoama) de amastigotas axénicas (L.
amazonensis), concentracdo citotéxica em 50% de células Vero (CCsovero) € indice de seletividade
(S).

Compostos ICsoama (LM) CCsovero (UM) IS H o cN
SN-N,

AMTAC-2 13,50 2,86 0,21 O N O
. ° on AMTAC-2

ACMD-3 10,47 9,80 0,93 O N

ANFO B 1,08 105,7 97,87 H

Fonte: Prorio autor (2021)

De acordo com os resultados, os compostos apresentaram potencial
nefrotéxico. Entretanto, é importante ressaltar que isso nao invalida esses compostos
como potenciais farmacos para tratamento da leishmaniose. A anfotericina B, por
exemplo, tem sua eficacia clinica limitada pela sua toxicidade, principalmente
nefrotoxicidade, que surge apés semanas de tratamento. Na tentativa de reduzir a
toxicidade do AmB, formula¢des baseadas em nanotecnologia foram introduzidas no
mercado e atualmente estédo disponiveis duas: a) AmBisome ® , pequenos lipossomas
unilamelares, compostos por fosfatidilcolina de soja hidrogenada (HSPC), colesterol e
distearoilfosfatidilcolina (DSPG); e b) Abelcet ® , uma fita com particulas compostas
de dimiristoil fosfatidilcolina (DMPC) e dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG) que
reduziram a toxicidade da anfotericina B e aumentaram seu indice terapéutico (CASA
et al., 2018).

O derivado acridinico 27, descrito por Mahajan et al. (2018), Figura 14, também
apresentou toxicidade em células Vero (CCsovero 9,13 pM), apesar disso os autores

reforcam que este composto exibiu atividade antiparasitaria notavel e com valores de
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ICs0 baixos (ICsopro 1,95 pM e ICsoama de 1,50 pM em L. donovani), permanecendo
uma opcao viavel para futuros farmacos.

Desta forma, sugere-se, como etapas futuras, iniciar testes in vivo para
comparacao dos resultados, bem como iniciar producédo de diferentes formulagdes,
incluindo técnicas de nanotecnologia, que possam minimizar o risco de

nefrotoxicidade destes compostos.

4.4 AVALIACAO DA INFLUENCIA DO AMTAC-2 E ACMD3- NO PERFIL DE
CITOCINAS DAS RESPOSTAS IMUNOLOGICAS Thl, Th2 e Th17

O AMTAC-2 (-OCHs) e ACMD-3 (-Cl) foram avaliados quanto a modulacéo da
resposta Thl através da expressédo das citocinas IL-2, IFN-y e TNF-a representadas

na Figura 26.

Figura 26: Avaliacédo da resposta imunoldgica Thl através dos niveis de IL-2, INF-y e TNF-a para os
derivados espiro-acridinicos AMTAC-2 e ACMD-3. Basal- macréfago néo infectado; leish- macréfago
infectado com L. amazonensis; 2, 4 e 8ug/mL sdo as concentracdes dos derivados; * p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001

AMTAC-2
10- 8 1500 | :
—
= = I —= =64 = I
oy — E E 1000
E 5- B =
=] =2 44 =
f 4 i g
o = L 500
= L 2o =
2_
0 T T T T T 0 T T 0- - T
. P > [ LY V. v
g & & & A A T g g0 g &
& & A R aal T Y & 3
Al -1;7.‘6" Q.QQ' qg&& @ WF .ﬁ& W& q&& @ S "'}Qé ':9‘% @CS
ACMD-3
8- 1500- ,
1
———
e . = 6- 5 ——
3 E E 1000 T
E 5 = =
[=2] = 4 =
= 4 i =]
3 = L 500+
= [T =
2 | =
0 0 | , : o » " .
\ ol P ¥ S . I V. .
e & & & & [ R . L.
& - 2 @ Ny o' wE o & i

Fonte: Proprio autor (2021)
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A resposta Thl constitui um dos mecanismos de resisténcia do hospedeiro
contra o parasita, ja que estas citocinas aumentam a atividade de macrofagos M1 e a
diferenciacdo em células Thl (GABRIEL et al, 2019; MIRZAEI et al, 2020). As espiro-
acridinas estudadas, AMTAC-2 (-OCHs) e ACMD-3 (-Cl), parecem ndo ter atividade
em relacdo a modulacdo da resposta Thl, visto que n&o houve diferencas
significativas no perfil de IL-2 e INF-y (p>0,05) expressos pelo macréfago basal ou
infectado com L. amazonensis, nem nas concentra¢cées dos derivados acridinicos
testadas (2, 4, 8 ug/mL). Em contrapartida, foi observado reducdo significativa na
expressdo de TNF-a nos macrofagos infectados e tratados nas concentragdes de 2,
4, 8 pg/mL para as duas moléculas quando comparamos com o0 macréfago basal,
indicando uma reducao na resposta Thl.

Enquanto a resposta Thl estd associada a resisténcia do hospedeiro ao
parasita, a resposta Th2 através da expressao da IL-4 e IL-10 esta associada a maior
susceptibilidade da infeccdo. Ao avaliamos as citocinas, IL-10 e IL-4, Figura 27,
observa-se que o AMTAC-2 (-OCHs) e ACMD-3 (-Cl) n&o influenciaram
significativamente na expressao da IL -4 (p>0,05), entretanto, o ACMD-3 (-Cl)
aumentou significativamente a expressao da IL-10 quando comparado com macro6fago
basal (p<0,05 para concentracao de 4ug/mL e p<0,001 para concentragéao de 8ug/mL)
0 que nao foi observado com o AMTAC-2 (-OCHs3) nas mesmas concentracdes
testadas. Desta forma possivelmente o ACMD-3 (-Cl) tenha um efeito pro-leishmania
em L. amazonensis, ao aumentar a IL-10 que € uma citocina inibitéria da funcéo de

macrofagos M1 e da resposta Thl.
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Figura 27: Avaliacdo da resposta imunolégica Th2 através dos niveis de IL-10 e IL-4 para os
derivados espiro-acridinicos AMTAC-2 e ACMD-3. Basal- macrofago néo infectado; leish- macréfago
infectado com L. amazonensis; 2, 4 e 8ug/mL sdo as concentracdes dos derivados; * p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001
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Fonte: Proprio autor (2021)

Rodrigues et al. (2021), afirmam que um dos objetivos das drogas
leishmanicidas € a estimulagcé&o de citocinas pro-inflamatorias de perfil Thl, como o
TNF- a e a diminuicdo dos niveis de citocinas do perfil Th2 como IL-10 e IL-4.

Recentemente, a importancia da resposta mediada por linfécitos Th1l7 nas
leishmanioses vem sendo investigada, devido a sua funcdo em eliminar
microorganismos atraves da expressao de IL17A que é fundamental para ativacéo e
recrutamento de neutrofilos mediando as respostas inflamatérias (FLORES et al.,
2020). Neste sentido a resposta Th1l7 por meio da expresséo das citocinas IL-17A e

IL-6 foi avaliada conforme Figura 28.
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Figura 28: Avaliacédo da resposta imunolégica Th17 através dos niveis de IL-6 e IL-17A para 0s
derivados espiro-acridinicos AMTAC-2 e ACMD-3. Basal- macrofago néo infectado; leish- macréfago
infectado com L. amazonensis; 2, 4 e 8ug/mL sdo as concentracdes dos derivados; * p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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Fonte: Proprio autor (2021)

O AMTAC-2 (-OCHs) e ACMD-3 (-Cl) demonstraram uma leve reducao na
producdo da IL-6 (p<0,01) na concentracdo de 8ug/mL quando comparados com
macrofago basal, mas ndo houve diferencas significativas na expressao desta
interleucina quando comparado com macréfago Leish em nenhuma das
concentracoes testadas.

Com relagéo a IL-17A, o AMTAC-2 (-OCHz) néo diferiu significativamente em
nenhuma das concentracdes (p>0,05). Por outro lado, o ACMD-3 (-Cl) apresentou
aumento significativo desta interleucina na concentragédo de 4ug/mL em relacdo ao
macrofago basal e infectado com parasita (p<0,01), demostrando um possivel efeito

modulador desta molécula na resposta Th17.
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Assim podemos inferir que o ACMD-3 (-CI) apesar de nao impedir a infeccéo
do parasita por ndo modular positivamente as respostas Thl e Th2, ele promove um
efeito que pode contribuir para morte da L. amazonensis por aumento da expressao
de IL17A e consequente maior recrutamento e ativacdo de neutrofilos para uma
resposta imune inata mais efetiva.

Apesar do AMTAC-2 (-OCHs) aparentemente nao demonstrar imunomodulagao
eficiente nas respostas T help para controle da leishmaniose causada por L.
amazonensis, entretanto, esse derivado espiro-acridinico demonstra importante
atividade leishmanicida tanto em formas promastigotas como amastigotas do parasita,
podendo ter mecanismos de acao diferentes da regulacdo imunolégica que promovam
sua atividade.

Desta forma, é importante o aprofundamento em outros possiveis mecanismos
de acdo como inibicdo de enzimas importantes para o metabolismo do parasita
(tripanationa redutase e topoisomerase |), mecanismos de desestabilizacdo de
membrana e da inducéo de apoptose. Entretanto, vale salientar que muitos farmacos
guando considerados seguros para utilizacdo em humanas e comprovado efeito para
determinada patologia podem chegar ao mercado consumidor sem a elucidacéo
completa de seu mecanismo de acdo. Ademais, foi possivel notar que pequenas
variacOes estruturais podem modificar substancialmente o mecanismo de agao destes
compostos, possibilitando uma acdo multi-alvo, o que torna mais desafiador a

elucidacao completa de seus mecanismos leishmanicidas.

4.5 AVALIACAO DA PRODUCAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E
NITROGENIO

Outro importante possivel mecanismo de acdo leishmanicida € a producéo de
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio que foram avaliadas para o AMTAC-2 (-
OCHs) e ACMD-3 (-Cl), conforme Figura 29.
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Figura 29: Avaliacdo da expressao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERNS)
dos derivados espiro-acridinicos AMTAC-2 e ACMD-3. Basal- macréfago néo infectado; leish-
macrofago infectado com L. amazonensis; 2, 4 e 8ug/mL séo as concentracdes dos derivados; *
p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001
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Fonte: Proprio autor (2021)

O AMTAC-2 (-OCHs) e ACMD-3 (-Cl) aumentaram de forma significativa
(p>0,01) as espécies reativas de oxigénios em todas as concentracfes testadas
guando comparadas ao macréfago basal. Destacando-se, novamente, o0 ACMD-3 (-
Cl) que aumentou significativamente (p<0,01) as EROs na concentragéo de 2ug/mL
em relac&o ao macrofago infectado (Leish). Quanto as espécies reativas de nitrogénio
verificamos que o AMTAC-2 (-OCHs) reduziu levemente, mas de forma significante
(p<0,01) sua expressdo na concentra¢do de 8ug/mL em comparacdo com macrofago
basal, ja 0 ACMD-3 (-Cl) aumentou na concentracdo de 2ug/mL relacdo ao macréfago
basal e macrofago infectado (leish), demosntrando que esta molécula promove
expressao significativa tanto de EROs como de ERNSs.

Resultados semelhantes foram relatados por Bortoleti et al.,, (2021) ao
avaliarem a atividade leishmanicida (L. amazonensis) e efeito imunomodelador da

solidagenona (SOL), um dos principais constituintes da Solidago chilensis, verificando
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qgue o tratamento com SOL (10-160 uM) inibiu a proliferacdo de promastigotas com
ICsopro 34,5 UM apds 24h de tratamento, reduziu a producéo de TNF-a e aumentou o
nivel de espécies reativas de oxigénio, além de induzir varias mudancas morfolégicas
e estruturais nestas células, alterar o ciclo celular e o volume celular, aumentar a
exposicao a fosfatidilserina na superficie celular induzindo a perda de integridade da
membrana plasmatica.

Outro estudo relevante foi realizado por Rodrigues et al. (2020) na qual
descreveram a cordiaquinona E (CORe), isolada das raizes de Cordia polycephala
(Lam.) como inibidora eficaz das formas promastigotas (ICsopro 4,5 + 0,3 pM) e
amastigotas axénicas (ICsoama 2,89 £ 0,11 uM) da Leishmania brasiliensis através de
uma acao indireta associada ao aumento dos niveis de NO e ROS, além de acao
direta através da morte celular por apoptose, sendo este o principal mecanismo
antiamastigota desta substancia.

Estes estudos e as analises realizadas permitem inferir que a producéo de
EROs pelo AMTAC-2 (-OCHs) e a producdo de EROs e ERNs pelo ACMD-3 (-Cl)
podem estar relacionadas ao seu mecanismo leishmanicida, sendo o ACMD-3 (-Cl) a
molécula mais promissora para efeitos imunomoduladores.

Para tentar solucionar o possivel perfil multi-alvo, principalmente do AMTAC-2
(-OCHs) que ndo demosntrou significante mecanismo de modulacdo imunoldgica,
buscou-se avaliar mecanismos de interacdo com potenciais alvos do parasita atraves

dos estudos de ancoragem molecular.

4.6 ESTUDOS DE ANCORAGEM MOLECULAR

O estudo de ancoragem molecular é aplicado inicialmente para mostrar
diferentes conformacdes do receptor alvo na forma livre do ligante. A possibilidade de
comparar as formas de acoplamento, disponiveis em minibibliotecas de moléculas
semelhantes a drogas, a um grande conjunto variavel de receptores bioldgicos
aumenta a identificacdo de possiveis novos inibidores. A reprodutibilidade € um
recurso importante para estudos in silico, assim como, as valida¢des propostas para
esta ferramenta, como a Re-ancoragem utilizado, neste estudo, que permite a
validacdo do alvo para a ancoragem molecular, garantindo boa reprodutibilidade
quando o desvio quadratico médio da raiz de acoplamento (RMSD em inglés “Root
Mean Square Deviation”) for menor e/ou igual a 2,0 A (BELL e ZHANG, 2019).
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4.6.1 Ancoragem molecular do alvo tripanotiona redutase (PDB 4APN)

Um importante alvo para atividade leishmanicida é a Tripanotiona Redutase
(TryR). Esta enzima € fundamental para remocao de perdoxidos toxicos e manutencao
dos niveis de tiol intracelular. Além disso, € uma enzima pertencente exclusivamente
a familia Tripanossomatidae, da qual a Leishmania faz parte. Sua inibicdo perturba o
equilibrio redox do parasita sendo considerada importante alvo para o
desenvolvimento de novos farmacos mais eficazes e seletivos (ORTALLI et al., 2018).

Nos estudos de ancoragem foram observados a pontuagédo (scores) que
demonstram o nivel de inibicdo dos compostos com o alvo, quanto maior a pontuacéo
maior a inibicdo quando utilizamos o programa Gold 5.8.1. As pontuacfes foram
avaliadas para 0s compostos espiro-acridinicos em relacdo ao alvo, o ligante

complexado ao alvo e os inibidores conhecidos mepacrina e perfenazina, Tabela 6.

Tabela 6: Pontuacdo nos estudos de ancoragem molecular no alvo Tripanotiona Redutase (PDB

4APN)
COMPOSTOS Pontuacdes na 4APN HQ N
Croats
AMTAC-2 (-OCH3) 71,42
989
ACMD-3 (-Cl) 51,61 avtac2
Ligante 88,62 ° e
N
Mepacrina 77,49 L
Perfenazina 79,44 A:Mn.s

Fonte: Préprio autor (2021)

O RMSD para este estudo foi de 1,0 A, demonstrando a confiabilidade na
reproducao dos resultados. Inibicdes seletivas conhecidas para a TryR sao relatadas
para compostos como a mepacrina (pontuacdo 4APN = 79,44) e perfenazina
(pontuacéo 4APN = 77,49) (EBERLE et al., 2010; ALMEIDA et al., 2021. Estes foram
usados de forma comparativa aos compostos espiro-acridinicos AMTAC-2 (-OCHs) e
ACMD-3 (-ClI), devido a sua semelhanga estrutural, Figura 30.
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Figura 30: Estrutura quimica da mepacrina, perfenazina, AMTAC-2 (-OCH3) e ACMD-3 (-Cl)
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Fonte: Préprio autor (2021); PubChem
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov

O AMTAC 02 (-OCHB3) foi encaixado em estrutura 3D, Figura 31, junto com o
ligante a base de diarilpirrol, demostrando que ambos ocupam lugar semelhante na
enzima, mas com conformacdes diferentes. Isto possivelmente possibilitou que o
AMTAC-2 (-OCHps) (pontuagéo 4APN = 71,42) apresentasse pontuacdes de afinidade
proximos aos inibidores ja relatados (Pontuacdo 4APN=77,49 para mepacrina e 79,44
para perfenazina), mas um pouco abaixo do ligante disponivel no PDB (pontuacao
4APN=88,62).


https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figura 31: Representacédo 3D da ancoragem molecular para 0o AMTAC-2 (-OCH3) (amarelo) e
ligante a base de diarilpirrol (Azul) na TryR (PDB: 4APN).

Fonte: préprio autor (2021)

Por outro lado, ao analisar as interagdes entre 0 AMTAC-2 (-OCHs) e a enzima
4APN na representacao 2D, Figura 32, observamos que este composto apresentou
interacdes relevantes com os residuos de TYR B:110, SER B:109 e ASN A:402 com
0s quais realizou ligagcdes de hidrogénio, sendo estas importantes devido a sua forca
de impacto na inibicdo com receptores biologicos ja que foram as interacbes mais
fortes com o alvo (SER 1,60A; ASN 2,10A e TYR 2,31A). Essas interagdes mais fortes
foram realizadas com nitrogénio do anel acridinico, a funcao imina e o grupo metoxila,
corroborando a importancia destes grupamentos para atividade biol6égica do AMTAC-
2 (-OCHs) como discutido anteriormente, uma vez que o ACMD-3 (-Cl) que n&o possui
0 grupamento imina ou metoxila demonstrou menor Pontuagédo de afinidade com este
alvo (Pontuacao 4APN=51,61).
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Figura 32: Representacéo 2D da interacdo entre AMTAC-2 (-OCH3) e a TryR (PDB: 4APN).
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Fonte: proprio autor (2021)

Corroborando a ideia de um possivel mecanismo de acdo do AMTAC-2 (-OCH5)
associado a atividade leishmanicida nos estudos em promastigotas e amastigotas e a
pontuacédo de afinidade com o alvo TryR (PDB= 4APN), uma comparacao entre 0s
inibidores conhecidos desta enzima, mepacrina em rosa escuro e perfenazina em

azul, foi demonstrada na Figura 33.

Figura 33: Representacéo 3D da ancoragem molecular para o AMTAC-2 (-OCH3), Mepacrina (rosa
escuro) e Perfenazina (azul) no alvo PDB 4APN

Fonte: Proprio autor (2021)
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Os resultados deste estudo de ancoragem para inibidores de TryR conhecidos
retrata poses semelhantes do AMTAC- 2 (-OCHs) e dos inibidores no sitio ativo da
enzima, com interacdes semelhantes nos residuos de aminoacidos TYR 110, ASN
402. Em contrapartida, a Figura 34 aponta a diferenca no encaixe entre 0s compostos
ACMD- 3 (-Cl), em rosa claro, conferindo-lhe as menores interagcées com o receptor
da TryR quando compadrado com AMTAC-2 (-OCHs) e os inibidores conhecidos deste
alvo, possivelmente pela menor labilidade do ACMD-3 (-Cl) quando comparado ao
AMTAC-2 (-OCHpg) atribuido principalmente a auséncia do grupo imina na estrutura,
como também pela auséncia do grupo metoxila, que vem demonstrando ser

importante para atividade leishmanicida,

Figura 34: Representacéo 3D da ancoragem molecular para o AMTAC-2 (-OCH3) (amarelo) e
ACMD-3 (-CI) (rosa claro no alvo PDB 4APN
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Fonte: Proprio autor (2021)

4.6.2 Ancoragem molecular do alvo esterol 14-a desmetilase (PDB 3L4D)

A Esterol 14a-desmetilase (CYP51) estd envolvida na biossintese de
numerosos esterdis estruturalmente semelhantes em animais, fungos, plantas e
protozoarios, tornando-se importante alvo na producdo de novos quimioterapicos.
Protozoarios como Leishmania infantum tém sido relatados como amplamente
susceptiveis a quimioterapicos com este alvo especifico. A descoberta de
medicamentos visando o CYP51 continua sendo uma das mais ativas areas da

pesquisa antitripanossomal, identificando quimiotipos por triagem in silico.
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Neste sentido e levando em consideragdo que a existe uma diferenca genética
de aproximadamente 75% entre o CYP51 humana e o do parasita Leishmania sp.,
reforcamos a importancia de estudos com este alvo no desenvolvimento de novos
farmacos (ALMEIDA et al., 2021).

A Tabela 7 mostra os resultados da ancoragem molecular dos compostos
estudados com o alvo CYP51, co-cristalizado com Fluconazol (PDB = 3L4D) e um
inibidor conhecido desta enzima (8-nitro xantina), Figura 35, foi utilizado como
parametro comparativo. O RMSD para este estudo foi de 1,88 A, demonstrando a

confiabilidade na reproducéo dos resultados

Tabela 7: Pontuacdo nos estudos de ancoragem molecular no alvo Esterol 14-a desmetilase (PDB

3L4D)
COMPOSTOS Pontuac®es na 3L4D @ Q 4O oN
‘ . SN-N |

AMTAC 02 (-OCH3) 55,38

L

ACMD 03 (-Cl) 44,18 o cn  AMTAC2
o | . G
Ligante (8-nitro xantina 72,05
0

Inibidor (Fluconazol) 103,66

Fonte: Préprio autor (2021)

Figura 35: Estrutura quimica do Fluconazol e Ligante (8-nitro Xantina)
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Fonte: PubChem
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov

Os compostos estudados ndo apresentaram, considerando as pontuacoes, boa
afinidade com o CYP51. A rigidez do anel espiro-acridinico dificulta uma boa
aproximacéo com o receptor HEME, presente no sitio catalitico da enzima que pode

ser visualizada na Figura 36. Apesar disso, interacdes intermoleculares interessantes
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foram encontradas para o AMTAC 02 (-OCHs) com o receptor, Figura 37, com qual
realizou duas ligages de hidrogénio com os residuos de aminoécidos TYR 115 (1,80
A) e THR 294 (1,97A), n&o descartando a possibilidade de ac¢&o deste composto por
essa via mecanistica, mas sugerindo que o grupamento imina e metoxila parecem nao
ser relevantes de forma direta para acdo inibitéria neste alvo, mas poderiam,
indiretamente, favorecer a poses que possam facilitar o encaixe com o alvo, podendo
justificar os melhores resultados de score do AMTAC-2 (-OCHs) (Pontuacédo 55,38)
em relacdo ao ACMD-3 (-Cl) (Pontuacao 44,18).

Figura 36: Representacdo 3D da ancoragem molecular para o AMTAC 02 (-OCH3) (amarelo) com
Fluconazol (azul) na CYP51 (PDB: 3L4D) (B.).
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Fonte: Proprio autor (2021)

Figura 37: Representacéo 2D das interac6es do AMTAC 02 (-OCH3) na CYP51 (PDB: 3L4D)
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4.6.3 Ancoragem molecular do alvo Topoisomerase | da Leishmania infantum
(PDB 2B9S) e Homo sapiens (PDB 1TL8)

As topoisomerases foram reconhecidas como potenciais alvos
quimioterapéuticos para atividade antitumoral e antiparasitaria por desempenhar
papéis fundamentais na modulacdo da topologia de DNA durante a replicacéo,
transcricdo, recombinacdo e reparo. Estudos mostram que as topoisomerases de
parasitas sdo suficientemente distintas comparado a humanas, de modo a permitir
diferencas na segmentacao quimica e, portanto, tornando-se bons alvos celulares
(ALMEIDA et al., 2016; ALMEIDA et al., 2021 no prelo)

As topoisomerases de DNA de Leishmania estdo sendo estudadas por serem
um potencial alvo terapéutico no desenvolvimento de agentes com atividade
leishmanicida. Geralmente, as topoisomerases possuem fungBes versateis na
natureza dindmica das estruturas secundarias e de ordem superior do DNA nas
células; portanto, sua inibicdo tem efeito prejudicial sobre o crescimento do organismo
(TAHGHIGHI et al 2016).

Foram realizados doking molecular dos compostos AMTAC-2 (-OCHs) e
ACMD-3 (-Cl) nas topoisomerases | de Leishmania (PDB 2B9S) e humana (PDB
1TL8), no intuito de comparar a interacéo e possivel seletividade entre elas. O alvo
2B9S nao possui ligante co-cristalizado e assim nao foi possivel calcular o RMSD,
sendo validado através da comparacao com o inibidor conhecido da topoisomerase I,
camptotecina (CPT) Pontuagéao 2B9S =53,29), Figura 38, que tem sido utilizado como
padrdo em estudos de ancoragem (MAMIDALA et al.,, 2016), ja o alvo 1TL8
apresentou RMSD de 0,24 A, validando as analises. Os dados da ancoragem

molecular para estes alvos podem ser observados na Tabela 8.

Figura 38: Estrutura quimica do inibidor Camptotecina

Fonte: PubChem
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov
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Tabela 8: Pontuacédo nos estudos de ancoragem molecular nos alvos Topoisomerase | de
Leishmania (PDB 2B9S) e Topoisomerase | humana (PDB 1TL8)

Compostos Pontuacdes no Pontuacdes no

v QA CN
2B9S 1TL8 N_N |

AMTAC-2 (-OCH3) 58,37 62,24

ACMD-3 (-Cl) 40.70 56.40 o on
. ’ ’ O Ran
Ligante - 80.35 O O

Inibidor (Camptotecina) 54,67 88,49 ACMD-3

Fonte: Proprio autor (2021)

O AMTAC -2 (-OCHs) e ACMD-3 (-CI) demonstram inibicdo em ambas as
topoisomerases que justificam uma possivel acdo antiparasitaria e antitumoral
corroborando com a nossa linha de raciocinio.

O AMTAC-2 (-OCHs) apresentou pontuacao maior (PDB 2B9S=58,37) para a
topoisomerase | de Leishmania donovani e menor para topisomerase humana
(pontuacdo PDB 1TL8=62,24) quando comparamos com inibidor camptotecina neste
alvo (pontuacédo PDB 1TL8= 88,49), indicando uma acdo mais efetiva para o pasrasita.
Entretanto, o ACMD-3 apresentou pontua¢cdes menores para os dois alvos quando
comparados com inibidor e com ligante do 1TL8, demostrando uma maior inibicdo do
AMTAC-2 (-OCHpgs) neste alvo.

A modelagem farmacoforica investigada por cristalografica de raios-X do
composto camptotecina e seus estudos de ancoragem molecular indicam um sitio
ativo muito polar, com énfase nas interacées dos residuos de aminoacidos Lys-211 e

Arg-190 atraveés de ligagbes de hidrogénio, como mostrado na Figura 39.
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Figura 39: Representacéo 3D da interacdo entre 0 AMTAC-2 (-OCH3) (amarelo) e a camptotecina
(rosa claro) com a topoisomerase | de leishmania (PDB 2B9S)

\

Fonte: Préprio autor (2021)
No caso da forma humana (PDB: 1TL8), utilizada neste trabalho, ela esta

complexada com inibidor derivado da quinolona indenoisoquinolina Al-111-52, Figura

40, que atua com um maior perfil intercalador nas bases do DNA.

Figura 40: Estrutura quimica do ligante Indenoisoquinolina Al-111-52 da 1TL8 (A.) e representacdo 3D
da interacdo do ligante (azul) e do AMTAC-2 (-OCH3) (amarelo) com o alvo (PDB 1TL8) (B.)
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Fonte: PubChem
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov

O AMTAC-2 (-OCHs) e ACMD-3 (-Cl) apresentaram pontuacdes de afinidade

menores que o ligante Indenoisoquilina Al-11I-52 para a topoisomerase humana
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(1TL8), score 62,24, 56,40 e 80,35, respectivamente, sendo um bom preditivo de
menor interacdes com células humanas.

Assim, com bases nos estudos de imunomodulacdo e ancoragem molecular,
podemos sugerir que apesar do AMTAC-2 (-OCHs) ndo ter demonstrado mecanismo
de imunomodulagdo satisfatérios nas respostas Thl, Th2 e Thl7, este composto
apresentou aumento da expressdo de EROs, assim como possivel inibicdo
significativa da Trypanotiona Redutase PDB 4APN (Pontuagdo 71,42) e da
Topoisomerase | do parasita PDB 2B9S (Pontuacdo 58,37) nos estudos de
ancoragem, sugerindo um perfil multi-alvo desta molécula. Ja para o ACMD-3 (-ClI),
observamos que as modificacbes de simplicagdo estrutural realizadas e as
substituicdes no scaffod, modificaram o mecanismo leishmanicida desta molécula,

conferindo ao ACMD-3 (-CI) um maior perfil imunomodulador.

4.7 ESTUDOS PREDITIVOS ADME-TOX

Na busca de novos compostos contra a leishmaniose a semelhanga com
drogas e propriedades de absorc¢ao, distribuicdo, metabolismo, excrecao e toxicidade
(ADME-Tox) destas com os candidatos a futuros farmacos devem ser considerados.
Estudos de ADME-Tox € um método util e de baixo custo para previsdo precisa de
parametros farmacocinéticos e suas possiveis interacdes com células, enzimas e
membranas bioldégicas (HOLANDA et al., 2020). Nesse sentido, plataformas ADME-
Tox online (SwissADME e PkCSM) foram utilizadas para caracterizar o perfil
farmacocinético in silico dos derivados espiro-acridinicos AMTAC-2 (-OCHs) e ACMD-
3 (-Cl) em comparacdo com o medicamento de referéncia anfotericina B. Os
resultados foram interpretados com auxilio de informacdes disponibilizadas nessas
mesmas plataformas.

A absorcdo de um farmaco depende de diversos fatores entre eles a
solubilidade em &gua, a lipofilicidade e absorcdo intestinal, avaliados através da
ferramentoa pK-CSM. Os resultados preditivos para os parametros de absorcdo dos
compostos estudados estao descritos na Tabela 9.
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Tabela 9: Parametro farmacocinético, in silico, de absorgéo

ABSORCAO
. n QN
COMPOSTOS _ Log S(ali) __ Log Pom AbSOrcao { V<l
(WLOGP) humana
intestinal (%) O N O
AMTAC-2 ;
AMTAC-2 -5,50 3,45 95,51
(moderada) o CN
\
N
ACMD-3 -5,65 4,27 96,01
(moderada) H
ACMD-3
AnfotericinaB  -6,26 (baixa) 0,71 0

Fonte: Proprio autor (2021)
Legenda: LogS(ali)- solubilidade aquosa; Pow (WLOGP)- coeficiente de particdo entre n-octanol e agua

Ter uma molécula solavel facilita muito as atividades de desenvolvimento de
drogas, principalmente pela facilidade de manuseio para formulacao. Além disso, para
projetos de descoberta visando a administracéo oral, a solubilidade é uma propriedade
importante que influencia diretamente a absorcéo e distribuicdo dos futuros farmacos
(DAINA, MICHIELIN & ZOETE, 2017).

Os derivados acridinicos analisados, AMTAC-2 (-OCHs) e ACMD-3 (-ClI),
apresentaram nos estudos in silico boa solubilidade em agua conforme parametro
LogS (ali), sendo classificada como moderada em comparacdo com o farmaco
anfotericina B que apresenta baixa solubilidade.

A lipofilicidade foi avaliada usando o logaritmo do coeficiente de particdo n-
octanol / a4gua (LogPow) que estad intimamente relacionado aos processos de
transporte, incluindo a permeabilidade da membrana e distribuicdo para diferentes
tecidos e 6rgdos. Segundo Dominguez-Villa, Duran-Iturbide e Avila-Zarraga (2021)
para uma boa biodisponibilidade oral (boa permeabilidade e solubilidade) é preciso ter
um logPow moderado (0 <log P<3). Para nossos compostos, os valores previstos de
logPow foram de 3,45 para o AMTAC-2 (-OCHs) e 4,27 para o ACMD-3 (-Cl) estando
préximos da faixa ideal para uma boa permeabilidade oral.

Diante destes parametros, observamos que a moderada solubilidade em agua
e a satisfatoria lipofilicidade corroboram com a boa porcentagem de absorcéo

intestinal que os derivados espiro-acridinicos apresentaram (AMTAC-2 (-OCHs) de
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95,51% e ACMD-3 (-Cl) de 96,01%), demostrando o potencial destes compostos para
futuras formulacdes orais no tratamento das leishmanioses, ao contrario do que
observamos com a anfotericina B que além da baixa solubilidade aquosa né&o
apresenta absorcao intestinal significativa, sendo um dos parametros que justifica ndo
termos no mercado formulacdes orais desta substancia, ja que drogas lipossollveis
tendem a ter dificuldade de absor¢cdo em meio enteral.

Outro ponto que corrobora a possibilidade da administracéo oral dos compostos
testados é o cumprimento a regra de Lipinski e de Veber, avaliados com auxilio da
ferramenta SwissADME, que fornece informacdes sobre um possivel perfil Drug
Likeness desses compostos, ou seja, o quao "semelhante a uma droga" € uma
substancia. (LIPINSKI et al. 2001; VEBER et al. 2020).

A regra de Lipinski foi desenvolvida em estudo realizado com mais de 2000
farmacos, no qual foi observado que algumas propriedades fisico-quimicas eram
necessarias para que as drogas apresentassem boa solubilidade em agua e
permeabilidade intestinal, caracteristicas essenciais para a disponibilidade oral. A
regra dos 5 de Lipinski, como também é chamada, propde que a ma absorcao ou
permeacdo é mais provavel quando a molécula possui mais que 5 doadores de ligacéo
de hidrogénio, mais que 10 aceptores de ligagdo de hidrogénio, peso molecular maior
do que 500 daltons e log P calculado (Clog P) maior do que 5, sendo todos os
parametros multiplos de cinco (LIPINSKI et al. 2001; SANTOS et al.,, 2018). No
entanto, Lipinski considera compostos que agem como substratos de transportadores
biolégicos como excecbes a regra. Tais compostos sao vitaminas, antibioticos,
antifingicos e glicosideos cardiacos (LIPINSKI et al., 2001). Outra regra importante
para biodisponibilidade oral € a de Veber, que atesta que o composto deve apresentar
ligacBes rotacionais menor ou igual a 10 e a area de superficie polar deve ser menor
ou igual a 140 A (VEBER et al., 2002).

Estes parametros foram avaliados para os compostos testados através do
SwissADME, no qual AMTAC-2 (-OCH3s) e ACMD-3 (-Cl) obedeceram aos parametros
da regra de Lipinski e de Veber, diferente da anfoterinica B que violou 3 parametros
da regra de Lipinski, pois apresentou peso molecular maior que 500 daltons, mais de
5 doadores e 10 aceptores de ligacao de hidrogénio e uma violacéo a regra de Veber,
pois apresenta area de superficie polar maior que 140 A.

Holanda et al. (2020) ao realizar estudos ADME in silico do composto 2- [2- (4-
fenil-1H-1,2,3-triazol-1-il) etil] -1H-isoindol-1,3 (2H) -diona (PT4), através da
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platadorma SwissADME, verificou que o composto PTH4 T4 cumpre todos os
requisitos da regra de cinco de Lipinsk como um candidato para o desenvolvimento
de formulacédo oral contra a leishmaniose cutanea, em comparacédo com anfotericina
B que apresentou as mesmas trés violacdes descritas neste estudo e antimoniato de
meglumina que apresenta uma violacdo a regra de Lipinski, pois tem mais de 5
doadores de ligacdo hidrogénio.

A distribuicdo dos medicamentos em diferentes compartimentos no corpo foi
avaliada, com auxilio da ferramenta pK-CSM, através da glicoproteina P (P-gp), da
permeabilidade na barreira hematoencefélica (LogBBB) e permeabilidade no sistema

nervoso central LogPS, conforme Tabela 10.

Tabela 10: Parametro farmacocinético, in silico, de distribuicao

DISTRIBUICAO

& CN

COMPOSTOS P-gp: substrato e LogBB LogPS N—N !
inibicso, O O

N

respectivamente

AMTAC-2
AMTAC-2 SIM:SIM -0,261 1,732 ° \
N
H

H
CN
ACMD-3 SIM;SIM -0,126 -1,382 O

ACMD-3

Anfotericina B SIM; NAO -2,703 -5,803

Fonte: Préprio autor (2021); Legenda: P-gp -Glicoproteina P; LogBB- Permeabilidade barreira
hematoencefalica (BBB); LogPS -Permeabilidade SNC

A P-gp atua como uma bomba de secrecdo das drogas e esta presente em
diversos tecidos como figado, pancreas, rins, colon, entre outros, sendo importante
marcador para distribuicdo nestes tecidos e foi analisada quanto aos compostos
serem substratos no sentido de poderem ser secretados por essa proteina ou de
serem inibidores dela. O AMTAC-2 (-OCHs) e ACMD-3 (-Cl) sdo substratos e
inibidores da P-gp podendo ter resultados benéficos de distribuicdo ou secrecdo em
determinados tecidos, como também diminui¢cdo de reagfes adversas ou efeitos em
determinados O6rgaos por inibir esta proteina. Para determinar exatamente quais as
futuras consequéncias sdo necessarios estudos mais aprofundados em cada tecido
alvo e tipos de P-gp presentes. A anfotericina B € apenas substrato da P-gp o que

pode reduzir sua distribui¢ao.
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A barreira hematoencefalica (BBB) protege o sistema nervoso central (SNC),
separando os tecidos cerebrais da corrente sanguinea. E formada principalmente por
endotélio cerebral, que pode prevenir a entrada de moléculas maiores (100%) e
pequenas (98%) no SNC, mas também permite a passagem de moléculas pequenas
soliiveis e através de transportadores especificicos (DURAN-ITURBIDE, DIAZ-
EUFRACIO, MEDINA-FRANCO, 2020). O AMTAC-2 (-OCHs) e ACMD-3 (-Cl) tem
moderada capacidade de permear a barreira hematoencefalica por apresentarem
valores de LogBB préximos de 0 ( -0,261 para AMTAC-2 (-OCHs) e -0,126 para
ACMD-3 (-Cl) o que permite uma possivel agdo no sistema nervoso central,
principalmente para doengas com manifestagées neuroldgicas, como na leishmaniose
atipica presente em cées (GRANO et al., 2019). Por outro lado, a anfotericina B
(LogBB -2,70) é considerada mal distribuida para o cérebro por apresentar LogBB <-
1, sugerindo menor efeito no sistema nervoso central. Cruzam prontamente a barreira
hematoencefélica aqueles compostos com LogBB >0,3.

A permeabilidade ao sistema nervoso central também pode ser avaliada
através do parametro LogPS que avalia a permeabilidade advinda da relacao sangue-
cérebro. S&o considerados penetrantes no sistema nervoso central compostos com
logPS >-2, enquanto aqueles que apresentam LogPS <-3 sdo considerados incapazes
de penetrar. Os dados de LogPS associados aos de LogBB dos compostos AMTAC-
2 (-OCHp3s) (LogPS -1,732) e ACMD-3 (-Cl) (LogPS -1,383) confirmam que eles podem
ter distribuicdo para o sistema nervoso central, enquanto a anfotericina B seria incapaz
de penetrar (LogPS -5,803).

O figado € o principal érgdo de metabolismo dos farmacos, no entanto, todos
os tecidos do corpo sao capazes de metaboliza-los em certo grau. Os locais
particularmente ativos incluem a pele, os pulmdes, o trato gastrintestinal e os rins. As
reacoes de metabolismo dos farmacos envolvem um sistema de enzimas
microssémicas hepaticas P450, dentre estas, cinco (1A2, 2C9, 2C19, 2D6 e 3A4) que
sao responsaveis por aproximadamente 95% do metabolismo oxidativo dos farmacos
(GOLAN, TASHJIAN JUNIOR, ARMSTRONG e ARMSTRONG, 2014).

Neste sentido, avaliamos o metabolismo do AMTAC-2 (-OCHs) e ACMD-3 (-Cl),
Tabela 11, utilizando a ferramenta pK-CSM, através das enzimas do citocromo p450,

para auxiliar sobre possiveis risco de interacdes medicamentosas destes compostos.
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Tabela 11: Parametro farmacocinético, in silico, do metabolismo: inibicdo das enzimas do citocromo
P450(CYP)

METABOLISMO

O
H
COMPOSTOS CYP1A2 CYP2C19 CYP2C9 CYP2D6 CYP3A4 N \
N

AMTAC-2 SIM SIM SIM NAO SIM avtace T
ACMD-3 SIM SIM SIM NAO SIM e o
CN
Anfotericina B NAO NAO NAO NAO NAO ‘?‘
~ T
Cetoconazol SIM SIM SIM NAO SIM

ACMD-3

Fonte: Proprio autor (2021)

A anfotericina B ndo inibe nenhuma das 5 enzimas estudadas, apresentando
baixo potencial para interacbes medicamentosas, ao contrario dos compostos
AMTAC-2 (-OCH3s) e ACMD-3 (-Cl) que inibem 4 das enzimas, com excecdo da
CYP2D6, demonstrando importante potencial para interacdes medicamentosas.

A inibicdo de uma ou mais enzimas do citocromo P450 pode prejudicar a
biotransformacao ou depuracao de todos os medicamentos usados clinicamente que
compartilhem essa via de metabolizacéo, resultando em niveis plasmaticos mais
elevados de drogas que influenciam o resultado terapéutico. Por outro lado, se a droga
€ uma pro-droga, o efeito € diminuido. Assim, a inibicdo de CYPs pode levar a
toxicidade ou falha na eficacia de uma droga. A CYP2C19 metaboliza vérios
medicamentos como benzodiazepinicos, inibidores da bomba de prontos e esta
envolvido na desintoxicacdo de potenciais carcinégenos ou bioativacdo de alguns
procarcinogénios ambientais; a CYP2C9 é a principal enzima que metaboliza
medicamentos com um indice terapéutico estreito, como alguns antidepressivos; a
CYP2D6 ¢ altamente polimérfico e seu metabolismo € variavel acarretando risco de
reducdo da eficacia dos medicamentos ou de efeitos adversos em pessoas que
tenham reduzida ou nenhuma atividade desta enzima; as CYP 1A2 e 3A4 responsavel
pelo metabolismo de cerca de 60% dos xenobidticos, incluindo drogas cancerigenas,
esterdides e eicosanoides (DURAN-ITURBIDE, DIAZ-EUFRACIO, MEDINA-
FRANCO, 2020; DOMINGUEZ-VILLA, DURAN-ITURBIDE e AVILA-ZARRAGA
(2021).

O perfil de interacdo com as enzimas do citocromo p450, nos fornece dados
preciosos de possivel perfil para interagcbes medicamentosa, mas néo invalida estes
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compostos como potenciais farmacos, visto que temos no mercado atual diversas
substancias com perfil de intera¢cdes medicamentosas através da inibicdo ou inducdo
das CYPs como por exemplo o cetoconazol (Figura 11).

O cetoconazol € um antifungico azélico, amplamente utilizado na pratica clinica
para tratamento de diversas infec¢des topicas e sistemas, podendo ser utilizado para
o tratamento da leishmaniose, através de uma abordagem de reposicionamento de
farmacos como abordado anteriormente (BRAGA et al.; 2019; XAVIER et al., 2020).
Este medicamento, assim como os compostos AMTAC-2 (-OCHs) e ACMD-3 (-Cl)
inibe 4 das enzimas do citocromo P450, com excecdo da CYP2D6 (Tabela 11),
demonstrando importante potencial para interagdes medicamentosas, mas que nao
invalida sua importancia e utilizacao na pratica clinica.

A excrecao ocorre principalmente como uma combinacdo da depuracdo
hepatica e renal, esté relacionado a biodisponibilidade e é importante para determinar
taxas de dosagem para atingir concentracdes em estado estacionario. A excrecao foi
prevista pela interacdo como substrato do transportador organico de Cétions 2 renal
(OTC2 renal) e pela depuracédo total, conforme Tabela 12, utilizando a ferramenta
online pK-CSM. Nenhum dos compostos foram substrato para o OCT2 renal e a
depuracéo total dos compostos variou de -0,357 a 0,332 ml/mim/Kg. Este paramentro
se faz importante para estudos futuros de determinacao de dose efetiva e dose toxica

dos compostos.

Tabela 12: Parametro farmacocinético, in silico, da excre¢éo

EXCRECAO
by & oN
COMPOSTOS Substrato Depuracéo total (log N*N \
OCT2 Renal ml/min/k
9) g u g
'~ AMTAC-2
AMTAC-2 NAO 0.332 O o
~ N \
ACMD-3 NAO -0.357 ‘%
~ Ses
Anfotericina B NAO -1.616 ACMD-3

Fonte: Proprio autor (2021)
Legenda: OCT2- transportador orgénico de cations 2 (do inglés “organic cation transporter 2)

A Determinacédo da toxicidade dos compostos promissores a farmacos sao
necessarios para identificar seus efeitos prejudiciais em humanos, animais, plantas

ou meio ambiente. Testes in vivo sao limitados pelo tempo e quantidade de animais,
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envolvendo questbes éticas importantes, além de ser de alto custo. Os métodos in
silico estdo cada vez mais sendo utilizados para auxiliar na determinacéo e predicéo
da toxicidade dos compostos, minimizando falhas e reduzindo custos. Neste sentido
comparamos a toxicidade do AMTAC-2 (-OCH3s) e ACMD-3 (-Cl) com a da anfoterina
B, através dos parametros de toxicidade hepatica e sensibilizagéo da pele disponiveis
na ferramenta pK-CSM, descritos na Tabela 13.

Tabela 13: Parametro farmacocinético, in silico, de toxicidade

TOXICIDADE
COMPOSTOS Hepatotoxicidade Sensibilizagdo da pele H Q \CN
N-N
AMTAC-2 SIM NAO O O
AMTAC-2 ”
ACMD-3 SIM NAO
° o
Anfotericina B NAO NAO N \
N

Cetoconazol SIM NAO "

Fonte: Proprio autor (2021)

O AMTAC-2 (-OCHs) e ACMD-3 (-Cl) apresentam potencial para causar
hepatotoxicidade. No entanto, ndo invalida estes compostos como promissores para
futuros farmacos, ja que existe no mercado medicamentos como o0 cetoconazol que
apesar de demonstrarem toxicidade hepatica em estudos in silico tém formulacdes
orais e dérmicas aprovadas pelos orgdes competentes e comercializados atualmente.
Assim, reforga-se a necessidade de analises complementares como estudos in vivo e
ainda com diferentes formulagfes farmacéuticas que possam minimizar os dados de
toxicidade destes compostos. Contudo, estes ndo apresentaram sensibilizacdo na
pele, podendo ser alternativas seguras para formulacdes dérmicas no tratamento da
leishmaniose cutanea causada por L. amazonensis.

Neste sentido, ressalta-se que apesar dos parametros iniciais do perfil
farmacocinético in silico, demonstrarem limitacbes dos compostos para o
desenvolvimento de futuros farmacos com acao sistémica € importante salientar que
a tecnologia farmacéutica tem atuado como uma ferramenta preciosa no
desenvolvimento de formulagbes mais seguras, seletivas e eficazes mesmo para
moléculas consideradas inadequadas em estudos farmacocinéticos preliminares.

Outro ponto que merece destaque € a possibilidade de desenvolvimento de
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formulagbes topicas para o tratamento da leishmaniose tegumentar cujo principal
agente causador é a L. amazonensis, na qual os compostos apresentaram relevante
atividade leishmanicida, com baixa toxicidade em macréfagos e nos estudos in silico
na pele, encoranjando o avan¢o dos estudos com estes compostos para esta
atividade.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos dados apresentados, o AMTAC-2 destacou-se como 0 composto
com maior potencial leishmanicida, apresentando alta atividade nas formas
promastigotas e amastigotas do parasita, possivelmente devido ao efeito multi-alvo
demonstrado nos estudos de ancoragem molecular e imunomodulador na expresséao
de espécies reativas de oxigénio que podem ter sido favorecidos pela presenca da
funcdo imina e grupamento metoxila neste molecula. O ACMD-3 mostrou importante
mecanismo imunomodulador ao favorecer a resposta Th17 e a producao de espécies
reativas de oxigénio e nitrogénio sugerindo serem estes alguns dos mecanismos
leishmanicidas desta molecula. As espiro-acridinas, AMTAC-2 e ACMD-3, expressam
nos estudos in silico potencialidade para desenvolvimento de formulacdes orais e

tépicas para o tratamento das Leishmanioses.

5.1 PERSPECTIVAS

v' Realizar novas analises de possiveis mecanismos de acdo antileishmanias
como avaliagdo de mecanismos de morte celular por citometria de fluxo,
microscopia de varredura e/ou transmissao;

v' Ampliar estudos de ancoragem molecular, avaliando novos alvos leishmanicida
como potenciais mecanismos de acao desses compostos;

v' Realizar todos estes estudos em diferentes espécies de leishmanias de
inportancia no Brasil;

v' Realizar estudos de toxicidade in vitro com queratindcitos imortalizados;

v' Realizar estudos de toxicidade in vivo para confronta com os dados in vitro e in
silico;

v’ Iniciar desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas que adequem estes

compostos para administracao oral e/ou dérmica.



110

REFERENCIAS

ABID, H.; HARIGUA-SOUIAI, E.; MEJRI, T.; BARHOUMI, M.; GUIZANI, I.
Leishmania infantum 5’-Methylthioadenosine Phosphorylase presents relevant
structural divergence to constitute a potential drug target. BMC Structural Biology,
v.17,n.9, 2017,

ALMEIDA, F. S. Estudo in silico com possiveis alvos terapéuticos e in vitro anti-
leishmania de derivados espiro-acridinicos. [Dissertacao]. Campina Grande:
Universidade Estadual da Paraiba, 2018;

ALMEIDA, F. S.; SOUSA, G. L. S.; ROCHA, J. C.; RIBEIRO, F. F.; OLIVEIRA, M. R;;
GRISI, T. C. S. L.; ARAUJO, D. A. M.; NOBRE, M. S. C.; CASTRO, R. N.; AMARAL,
I. P. G.; KEESEN, T. S. L.; MOURA, R. O. In vitro anti-Leishmania activity and
molecular docking of spiro-acridine compounds as potential multitarget agents
against Leishmania infantum. Bioorganic & Medicinal Chemistry Letters, v.49,
namero do artigo 28289, aceito em 22 de julho de 2021;

ALMEIDA, S. M. V.; LAFAYETTE, E. A.; SILVA, W. L.; SERAFIM, V. L.; MENEZES, T.
M.; NEVES, J. L.; RUIZ, A. L. T. G.; CARVALHO, J. E.; MOURA, R. O.; BELTRAO, E.
I. C.; JUNIOR, L. B. C.; LIMA, M. C. A. New spiro-acridines: DNA interaction,
antiproliferative activity and inhibition of human DNA topoisomerases. International
Journal of Biological Macromolecules, 92. 467-475. 2016.

ALONSO, C., FUERTES, M., GONZALEZ, M., RUBIALES, G., TESAURO, C.,
KNUDSEN, B. R., & PALACIOS, F. Synthesis and biological evaluation of
indeno[1,5]naphthyridines as topoisomerase | (Topl) inhibitors with antiproliferative
activity. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 115, p. 179-190, 2016;

BASTOS, M. M.; BOECHAT, N.; HOELZ, L. V. B.; DE OLIVEIRA, A. P.
Quimioterapia Antileishmania: Uma Reviséo da Literatura. Revista Virtual de
Quimica, v. 8, n. 6, p. 2072-2104, 2016;

BELL, E. W; ZHANG, Y. DockRMSD: An open-source tool for atom mapping and
RMSD calculation of symmetric molecules through graph isomorphism. Journal of
Cheminformatics, v. 11, n. 1, p. 1-9, 2019;

BEZERRA, I. P. S.; OLIVEIRA-SILVA, G.; BRAGA, D. S. F. S.; MELLO, M. F.;
PRATTI, J. E. S.; PEREIRA, J. C.; FONSECA-MARTINS, A. M.; FIRMINO-CRUZ, L.;
MACIEL-OLIVEIRA, D.; RAMOS, T. D.; VALE, A. M.; GOMES, D. C. O.; ROSSI-
BERGMANN, B.; GUEDES, H. L. M. Dietary Vitamin D3 Deficiency Increases
Resistance to Leishmania (Leishmania) amazonensis Infection in Mice. Frontiers in
Cellular and Infection Microbiology, v. 9, n.88, p. 1-10, 2019.

BONI, M. Leishmaniose: estudo de combinacédo de Fase Ill. DNDi América Latina.
2019, Disponivel em: https://www.dndial.org/2019/comunicacao-e-
informacao/leishmaniose-estudo-de-combinacao-de-fase-iii/acesso em 08 de junho
de 2021;


https://www.dndial.org/2019/comunicacao-e-informacao/leishmaniose-estudo-de-combinacao-de-fase-iii/acesso
https://www.dndial.org/2019/comunicacao-e-informacao/leishmaniose-estudo-de-combinacao-de-fase-iii/acesso

111

BORTOLETI, B. T. S.; GONCALVES, M. D.; TOMIOTTO-PELLISSIER, F.;
CONTATO, V. M.,; SILVA, T. F.; MATOS, R. L. N.; DETONI, M. B.; RODRIGUES, A.
C. J.; CARLOTO, A. C.; LAZARIN, D. B.; ARAKAWA, N. S.; COSTA, I. N,;
CONCHON-COSTA, I.; MIRANDA-SAPLA, M. M.; WOWK, P. F.; PAVANELLI, W. R.
Solidagenone acts on promastigotes of L. amazonensis by inducing apoptosis-like
processes on intracellular amastigotes by IL-12p70/ROS/NO pathway activation.
Phytomedicine, v. 85, n. 153536, p. 1-11, 2021,

BRAGA, S. S. Multi-target drugs active against leishmaniasis: A paradigm of drug
repurposing, European Journal of Medicinal Chemistry, v.183, n. 1, p.1-9, 2019.

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude (SVS). Boletim
epidemioldgico: Doencas tropicais negligenciadas. Brasilia-DF, nUmero especial,
p.60-73, 2021;

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Departamento de
Vigilancia das Doencas Transmissiveis. Manual de vigilancia da leishmaniose
tegumentar. Brasilia: Ministério da Saude, 2017,

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saulde. Departamento de
Vigilancia Epidemiologica. Manual de vigilancia e controle da leishmaniose
visceral, 1. ed., 5. reimpr. — Brasilia: Ministério da Saude, 2014;

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Guia de Vigilancia
em Saude: [recurso eletrbnico] / Ministério da Saude, Leishmaniose Visceral. 1. ed.
atual. — Brasilia: Ministério da Saude, 2016;

BUCHMULLER, Y; MAUEL, J. Studies on the mechanisms of macrophage activation.
Il. Parasite destruction in macrophages activated by supernates from concanavalin
Astimulated lymphocytes, Journal Experimental of Medicinal, v.150, n. 2, p. 359-
370, 1979;

CAMARGO, P. G.; BORTOLETI, B. T. S.; FABRIS, M.; GONCALVES, M. D,;
TOMIOTTO-PELLISSIER, F.; COSTA, I. N.; CONCHON-COSTA, I.; LIMA, C. H. S
PAVANELLI, W. R.; BISPO, M. R. F.; MACEDO JR, F. Thiohydantoins as anti-
leishmanial agents:in vitro biological evaluation and multi-target investigation by
molecular docking studies. Journal of Biomolecular Structure and Dynamics, V.
13, n. 1, p. 1-10, 2020;

CASA, D. M.; SCARIOT, D. B.; KHALIL, N. M.; NAKAMURA, C. V.; MAINARDES, R.
M. Bovine serum albumin nanoparticles containing amphotericin B were effective in
treating murine cutaneous leishmaniasis and reduced the drug toxicity.
Experimental Parasitology, v. 192, p. 12-18, 2018;

CAVALCANTI, E. B. V. S. Estudos guimiotaxondmicos e triagem virtual de
flavonoides isolados da familia asteraceae com potencial atividade
leishmanicida [Tese]. Jodo Pessoa: Universidade Federal da Paraiba, 2018;

CHTITA, S.; GHAMALI, M.; HMAMOUCHI, R.; ELIDRISSI, B.; BOURASS, M.;
LARIF, M.; BOUACHRINE, M.; LAKHLIFI, T. Investigation of Antileishmanial



112

Activities of Acridines Derivatives against Promastigotes and Amastigotes Form of
Parasites Using Quantitative Structure Activity Relationship Analysis. Advances in
Physical Chemistry, v. 1, p. 1-16, 2016;

COPELAND, N. K.; ARONSON, N. E. Leishmaniasis: treatment updates and
clinical practice guidelines review, v. 28, n.5, p.426-437, 2015.

DA SILVA, E. R.; BROGI, S.; GRILLO, A.; CAMPIANI, G.; GEMMA, S.; VIEIRA, P.
C.; MAQUIAVELI, C. C. Cinnamic acids derived compounds with antileishmanial
activity target Leishmania amazonensis arginase. Chemical Biology & Drug
Design, v. 93, n. 2, p. 139-146, 2019;

DAINA, A.; MICHIELIN, O.; ZOETE, V. SwissADME: a free web tool to evaluate
pharmacokinetics, druglikeness and medicinal chemistry friendliness of small
molecules. Scientific reports, v. 7, n. 42717, p. 1-13, 2017;

DE SOUSA LUIS, J. A,; SOUZA, H. D. S,; LIRA, B. F.; ALVES, F. S.; ATHAYDE-
FILHO, P. F.; LIMA, T. K. S.; ROCHA, J. C.; MENDONCA JUNIOR, F. J. B.; SCOTTI,
L.; SCOTTI, M. T. Combined structure- and ligand-based virtual screening aiding
discovery of selenoglycolicamides as potential multitarget agents against Leishmania
species. Journal of Molecular Structure, v.1198, n 126872, p. 1-12, 2019;

DE SOUSA LUIS, J. A,; SOUZA, H. D. S,; LIRA, B. F.; ALVES, F. S.; ATHAYDE-
FILHO, P. F.; LIMA, T. K. S.; ROCHA, J. C.; MENDONCA JUNIOR, F. J. B.; SCOTTI,
L.; SCOTTI, M. T. Combined structure- and ligand-based virtual screening aiding
discovery of selenoglycolicamides as potential multitarget agentes against
Leishmania species. Journal of Molecular Structure, v. 1198, n. 126872, p. 1-12,
2019;

DI GIORGIO, C.; SHIMI, K.; BOYER, G.; DELMAS, F.; GALY, J.-P. Synthesis and
antileishmanial activity of 6-mono-substituted and 3,6-di-substituted acridines
obtained by acylation of proflavine. European Journal of Medicinal Chemistry, v.
42,n. 10, p. 1277-1284, 2007,

DOAK, B. C.; NORTON, R. S.; SCANLON, M. J. The ways and means of fragment-
based drug design. Pharmacology & Therapeutics, v. 167, p. 28-37, 2016;

Dominguez-Villa, F. X; Duran-Iturbide, N. A.; Avila-Zarraga, J.G. Synthesis,
molecular docking, and in silico ADME/Tox profiling studies of new 1-aryl-5-(3-
azidopropyl)indol-4-ones: Potential inhibitors of SARS CoV-2 main protease,
Bioorganic Chemistry, v. 106, 104497, 2021,

DUGS FOR NEGLECTED DISEASES INITIATIVE (DNDi). Iniciativa Medicamentos
para Doencas Negligenciadas. Rumo a uma nova geragao de tratamentos para as
leishmanioses. DNDi América Latina. Disponivel em https://dndi.org/wp-
content/uploads/2019/09/DNDi_Leishmaniasis_2019 POR.pdf acesso em 08 de
junho de 2021;


https://dndi.org/wp-content/uploads/2019/09/DNDi_Leishmaniasis_2019_POR.pdf
https://dndi.org/wp-content/uploads/2019/09/DNDi_Leishmaniasis_2019_POR.pdf

113

DURAN-ITURBIDE, N. A.; DIAZ-EUFRACIO, B. |.; MEDINA-FRANCO, J. L. In Silico
ADME/Tox Profiling of Natural Products: A Focus on BIOFACQUIM. ACS Omega, v.
5,n.1, p. 16076-16084, 2020;

EBERLE, C.; LAUBER, B. S.; FANKHAUSER, D.; KAISER, M.; BRUN, R.; KRAUTH-
SIEGEL, R. L.; DIEDERICH, F. Improved Inhibitors of Trypanothione Reductase by
Combination of Motifs: Synthesis, Inhibitory Potency, Binding Mode, and
Antiprotozoal Activities. ChemMedChem, v.6, n. 2, p. 292-301, 2010;

EMAMI, S., TAVANGAR, P., & KEIGHOBADI, M. An overview of azoles targeting
sterol 14a-demethylase for antileishmanial therapy. European Journal of Medicinal
Chemistry, v. 135, p. 241-259, 2017,

ERTL, P. Craig plot 2.0: uma navegacao interativa no espaco bioisosteric
substituinte. Journal of Cheminformatics, v. 12, n. 8, p.1-6, 2020;

FERREIRA, R. S.; OLIVA, G.; ANDRICOPULO, A. D. Integracéo das técnicas de
triagem virtual e triagem biolégica automatizada em alta escala: oportunidades e
desafios em P&D de farmacos. Quimica Nova, v. 34, n. 10, p. 1770-1778, 2011,

FIGUEIREDO, K. A,; FIGUEIREDO, J. F. S.; COSTA, R. K. M.; ALVES, M. M. M,;
MAGALHAES, J. L.; CARVALHO, A. L. M.; LIMA, F. C. A. Prospeccéo de Alvos
Bioquimicos para Estudo in silico na Quimioterapia Antileishmania. Revista Virtual
de Quimica, v. 10, n. 5, p. 1485-1501, 2018;

FLORES, G. A.; SANDOVAL PACHECO, C.; SOSA OCHOA, W.; GOMES, C,;
ZUNIGA, C.; CORBETT, C.; LAURENTI, M. Th17 lymphocytes in atypical cutaneous
leishmaniasis caused by Leishmania (L.) infantum chagasi in Central America.
Parasite Immunology, v. 42, n. 11, 2020.

FONTE, M.; TASSI, N.; GOMES, P.; TEIXEIRA, C. Acridine-Based Antimalarials
From the Very First Synthetic Antimalarial to Recent Developments. Molecules, v.26,
n. 3: 600, p. 1-18, 2021;

FRANCA-COSTA J, VAN WEYENBERGH J, BOAVENTURA VS, LUZ NF, MALTA-
SANTOS H, OLIVEIRA MC, SANTOS DE CAMPOS DC, SALDANHA AC, DOS-
SANTOS WL, BOZZA PT, BARRAL-NETTO M, BARRAL A, COSTA JM, BORGES
VM. Arginase |, polyamine, and prostaglandin E2 pathways suppress the
inflammatory response and contribute to diffuse cutaneous leishmaniasis. The
Journal of Infectious Diseases, v. 211, n.3, p. 426-435, 2015;

FREITAS-JUNIOR, L. H.; CHATELAIN, E.; KIM, H. A.; SIQUEIRA-NETO, J. L.
Visceral leishmaniasis treatment: what do we have, what do we need and how to
deliver it?. International Journal for Parasitology: Drugs and Drug Resistance, v.
2, p.11-19, 2012;

FREZARD, F. J. G. A caminho da cura da leishmaniose visceral canina. In:
Lipossomas como sistemas carreadores de farmacos para o tratamento da
Leishmaniose visceral canina. Brasilia, DF: IBICT, Canal Ciéncia, 2015. Disponivel
em:



114

http://www.canalciencia.ibict.br/pesquisa/0295_A caminho_da_cura_da_leishmanios
e_visceral_canina.html acesso em 27 de junho 2021.

GABRIEL, A.; VALERIO-BOLAS, A.; PALMA-MARQUES, J.; MOURATA-
GONCALVES, P.; RUAS, P.; DIAS-GUERREIRO, T.; SANTOS-GOMES, G.
Cutaneous Leishmaniasis: The Complexity of Host’s Effective Immune Response
against a Polymorphic Parasitic Disease. Journal of Immunology Research, v. 2019,
n. 1p.1-26, 2019;

GERVAZONI, L. F. O.; GONCALVES-OZORIO, D.; ALMEIDA-AMARAL, E. E. 2’-
Hydroxyflavanone activity in vitro and in vivo against wild-type and antimony-resistant
Leishmania amazonensis. PLOS Neglected Tropical Diseases, v. 12, n. 12, p. 1-
18, 2018;

GONCALVES, M. D.; BORTOLETI, B. T. S; TOMIOTTO-PELLISSIER, F.;
MIRANDA-SAPLA, M. M.; ASSOLINI, J. P.; , A. C. M.; CARVALHO, P.G.C,;
TUDISCO, E. T.; URBANO, A.; AMBROSIO, S. R.; HIROOKA, E. Y.; SIMAO, A. N.
C.; COSTA, I. N.; PAVANELLI, W. R.; CONCHON-COSTA, |.; ARAKAWA, N. S.
Dehydroabietic acid isolated from Pinus elliottii exerts in vitro antileishmanial action
by pro-oxidant effect, inducing ROS production in promastigote and downregulating
Nrf2/ferritin expression. in amastigote forms of Leishmania amazonensis.
Fitoterapia, v. 128, p. 224-232, 2018,

GONCALVES-DE-ALBUQUERQUE, S. C.; PESSOA-E-SILVA, R.; TRAJANO-SILVA,
L. A. M.; GOES, T. C.; MORAIS, R. C. S.; OLIVEIRA, C. N. C.; LORENA, V. M. B;
PAIVA-CAVALCANTI, M. The equivocal Role of Th17 Cells and Neutrophils on
immunopathogenesis of Leishmaniasis. Frontiers in Immunology, v. 8, n. 1437, p. 1-
11, 2017,

GOUVEIA, R. G. Sintese, caracteriza¢do estrutural e avaliacdo dos possiveis
mecanismos de acao dos derivados espiro-acridinicos. 2017. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncia Farmacéuticas) - Universidade Estadual da Paraiba. Paraiba,
2017.

GRANO, F. G,; SILVA, J. E. DOS S.; MELO, G. D. DE; MACHADO, G. F.
Leishmania hide-and-seek: Parasite amastigotes in the choroid plexus of a dog with
neurological signs in an endemic municipality in Brazil. Veterinary Parasitology:
Regional Studies and Reports, v. 17, n. 100291, p. 1-4, 2019.

GUIDO, R.V.C.; ANDRICOPULO, A.D.; OLIVA, G. Planejamento de farmacos,
biotecnologia e quimica medicinal: aplicacbes em doencas infecciosas. Estudos
avancados, v. 24, n. 70, p. 81-98, 2010;

GUIMARAES-E-SILVA, A. S; SILVA, S.0.: DA SILVA, R. C. R.; PINHEIRO, V. C. S ;
REBELO, J. M. M.;: MELO, M. N. Leishmania infection and blood food sources of
phlebotomines in an area of Brazil endemic for visceral and tegumentary
leishmaniasis. PLOS ONE, v. 12, n 8, p.1-19, 2017,

HARGROVE, T. Y.; WAWRZAK, Z.; LIU, J.; NES, W. D.; WATERMAN, M. R;;
LEPESHEVA, G. |. Substrate Preferences and Catalytic Parameters Determined by


http://www.canalciencia.ibict.br/pesquisa/0295_A_caminho_da_cura_da_leishmaniose_visceral_canina.html
http://www.canalciencia.ibict.br/pesquisa/0295_A_caminho_da_cura_da_leishmaniose_visceral_canina.html

115

Structural Characteristics of Sterol 14a-Demethylase (CYP51) from Leishmania
infantum. The journal of biological chemistry, v. 286, n. 30, p. 26838—-26848,
2011.

HEFNAWY, A.; BERG, M.; DUJARDIN, J. C.; DE MUYLDER, G. Exploiting
Knowledge on Leishmania Drug Resistance to Support the Quest for New Drugs.
Trends in Parasitology, v. 33, n. 3, p. 162-174, 2017.

HOLANDA, V. N.; DA SILVA, W. V.; NASCIMENTO, P. H.; SILVA, S. R. B.; CABRAL
FILHO, P. E.; ASSIS, S. P. O.; SILVA, C. A,; OLIVEIRA, R. N.; FIGUEIREDO, R. C.
B. Q.; LIMA, V. L. M. Antileishmanial effects of 4-phenyl-1-[2-(phthalimido-2-yl)ethyl]-
1H-1,2,3-triazole (PT4) derivative on Leishmania amazonensis and Leishmania
braziliensis: In silico ADMET, in vitro activity, docking and molecular dynamic
simulations. Bioorganic Chemistry, v. 1, n. 104437, p. 1-48, 2020;

ISAZA-JAIMES, A.; RODRIGUEZ, J.E.; CHACON, G.; BRAVO, A.; SARABIA, C.S.
Una Virsion acerca de la Leishmaniasis americanan y de su comportamiento
epidemioldgico. Archivos Venezolanos de Farmacologia y Terapéutica, v. 37, n.
3, 2018.

JAFARZADEH, A., JAFARZADEH, S., SHARIFI, I., AMINIZADEH, N., NOZARI, P., &
NEMATI, M. The importance of T cell-derived cytokines in post-kala-azar dermal
leishmaniasis. Cytokine, 2020;

JAFARZADEH, A.; NEMATI, M.; SHARIFI, I.; NAIR, A.; SHUKLA, D.; CHAUHAN, P.;
KHORRAMDELAZAD, H.; SARKAR, A.; SAHA, B. Leishmania species-dependent
functional duality of toll-like receptor. IUBMB LIFE WILEY, v. 71 n. 11, 2019;

JAIN, V.; JAIN, K. Molecular targets and pathways for the treatment of visceral
leishmaniasis. Drug Discovery Today v. 23, n. 1, 2018;

JIA, C. Y.; LI, J. Y.; HAO, G. F.; YANG, G. F. A drug-likeness toolbox facilitates
ADMET study in drug Discovery. Drug Discovery Today, v. 25, n. 1, p. 248-258,
2020;

KAPIL, S.; SINGH, P. K.; SILAKARI, O. An update on small molecule strategies
targeting leishmaniasis. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 157, n.1, p.339-
367, 2018.

KELLY, P.H.; BAHR, S. M.; SERAFIM, T. D.; AJAMI, N. J.; PETROSINO, J. F.;

MENESES, C. KIRBY, J. R.; VALENZUELA, J. G.; KAMHAWI, S.; WILSONA, M. E.
The Gut Microbiome of the Vector Lutzomyia longipalpis Is Essential for Survival of
Leishmania infantum. mBio-American Society for microbiology, v. 8, n. 1, 2017.

KHATTAB, S. N.; KHALIL, H. H.; BEKHIT, A. A.; ELRAHMAN, M. M. A.; LA TORRE,
B. G.; EL-FAHAM, A.; ALBERICIO, F. 1,3,5-Triazino Peptide Derivatives: Synthesis,
Characterization, and Preliminary Antileishmanial Activity. ChemMedChem, v. 13,
p.725 — 735, 2018.



116

KUMAR, A.; SAHA, B.; SINGH, S. Dataset generated for Dissection of mechanisms
of Trypanothione Reductase and Tryparedoxin Peroxidase through dynamic network
analysis and simulations in leishmaniasis. Data in Brief, v. 15, p. 757-769, 2017.

LIPINSKI, C. A.; LOMBARDO, F.; DOMINY, B. W.; FEENEY, P. J. Experimental and
computational approaches to estimate solubility and permeability in drug discovery
and development settings. Advanced Drug Delivery Reviews, v. 46, n.1, p. 3-26,
2001;

LISBOA, T.; SILVA, D.; DUARTE, S.; FERREIRA, R.; ANDRADE, C.; LOPES, A.L.;
RIBEIRO, J.; FARIAS, D.;: MOURA, R.; REIS, M.; MEDEIROS, K.: MAGALHAES, H.;
SOBRAL, M. Toxicity and Antitumor Activity of a Thiophene—Acridine Hybrid.
Molecules, v.25, n. 1:64, p. 1-12, 2020;

MAHAJAN, S.; KHAN, S. I; TEKWANI, B. L.; KHAN, I. A.; SINGH, I. P. Design,
Synthesis and Biological Evaluation of 7-arylbenzo[c]acridine-5,6-diones as Potential
Anti-Leishmanial and Anti-trypanosomal Agents. Medicinal Chemistry, v.14, n.1, p.
563-572, 2018;

MAMIDALA, R.; MAJUMDAR, P.; JHA, K. K.; BATHULA, C.; AGARWAL, R.;
CHARY, M. T.; MAJUMDER, H. K.; MUNSHI, P.; SEN, S. Identification of
Leishmania donovani Topoisomerase 1 inhibitors via intuitive scaffold hopping and
bioisosteric modification of known Top 1 inhibitors. Scientific Reports, v. 6, n. 1, p.
1-13, 2016;

MARTINS, G. A. S.; LIMA, M. D. Leishmaniose: do diagnostico ao tratamento.
enciclopédia biosfera, Centro Cientifico Conhecer - Goiania, v.9, N.16; p.2556-
2569, 2013;

MELO FILHO, C.C.; BRAGA, R. C.; ANDRADE, C. H. Estudos de modelagem
comparativa da enzima 14 a-esterol desmetilase de Leishmania major na busca
por novos agentes leishmanicidas. Disponivel em
https://www.researchgate.net/publication/266420286_Estudos_de_modelagem_com
parativa_da_enzima_14 a-
esterol_desmetilase_de_Leishmania_major_na_busca_por_novos_agentes_leishma
nicidas acesso em 26 de junho de 2021;

MINISTERIO AS SAUDE [Internet]. Leishmaniose visceral: Tratamento [ Atualizado
em 2016]. Disponivel em http://portalms.saude.gov.br/saude-de-a-z/leishmaniose-
visceral/11335-tratamento acesso em 08 de junho de 2021,

MIRZAEI, A.; MALEKIC, M.; MASOUMI, E.; MASPI, N. A. historical review of the role
of cytokines involved in leishmaniasis. Cytokine, v. 45, n. 155297, p. 1-10, 2021;

MIZDAL, C. R., STEFANELLO, S. T., NOGARA, P. A., ANTUNES SOARES, F. A,
DE LOURENCO MARQUES, L., & DE CAMPOS, M. M. A. Molecular docking, and
anti-biofilm activity of gold-complexed sulfonamides on Pseudomonas aeruginosa.
Microbial Pathogenesis, v. 125, p. 393-400, 2018;


https://www.researchgate.net/publication/266420286_Estudos_de_modelagem_comparativa_da_enzima_14_a-esterol_desmetilase_de_Leishmania_major_na_busca_por_novos_agentes_leishmanicidas
https://www.researchgate.net/publication/266420286_Estudos_de_modelagem_comparativa_da_enzima_14_a-esterol_desmetilase_de_Leishmania_major_na_busca_por_novos_agentes_leishmanicidas
https://www.researchgate.net/publication/266420286_Estudos_de_modelagem_comparativa_da_enzima_14_a-esterol_desmetilase_de_Leishmania_major_na_busca_por_novos_agentes_leishmanicidas
https://www.researchgate.net/publication/266420286_Estudos_de_modelagem_comparativa_da_enzima_14_a-esterol_desmetilase_de_Leishmania_major_na_busca_por_novos_agentes_leishmanicidas
http://portalms.saude.gov.br/saude-de-a-z/leishmaniose-visceral/11335-tratamento
http://portalms.saude.gov.br/saude-de-a-z/leishmaniose-visceral/11335-tratamento

117

MOREIRA, D. S.; PESCHER, P.; LAURENT, C.; LENORMAND, P.; SPATH, G. F.;
MURTA, S. M. F. Phosphoproteomic analysis of wild-type andantimony-resistant
Leishmania braziliensis lines by2D-DIGE technology. Proteomics, v. 15, p.2999—
3019, 2015;

MWENECHANYA, R.; KOVAROVA, J.; DICKENS, N. J.; MUDALIAR, M.; HERZYK,
P.; VINCENT, I. M.; WEIDT, S. K.; BURGESS, K. E.; BURCHMORE, R. J. S,;
POUNTAIN, A. W.; SMITH, T. K.; CREEK, D. J.; KIM, DH.; LEPESHEVA, G. |,;
BARRETT, M. P. Sterol 14a-demethylase mutation leads to amphotericin B
resistance in Leishmania mexicana. PLOS Neglected Tropical Diseases, v. 11, n.
6, p.1-21, 2017;

NOWAK, K. Chemical structures and biological activities of bis- and tetrakis-acridine
derivatives: A review. Journal of Molecular Structure, v. 1146, p. 562-570, 2017;

OLIVEIRA, V. V. G.; SOUZA, M. A. A.; CAVALCANTI, R. R. M.; CARDOSO, M. V.
O.; LEITE, A. C. L.; SILVA JUNIOR, V. A.; FIGUEIREDO, R. C. B. Q. Study of in vitro
biological activity of thiazoles on Leishmania (Leishmania) infantum. Journal of
Global Antimicrobial Resistance, v. 22, n.1, p. 414-421, 2020;

ORGANIZACAO PAN-AMERICANA DA SAUDE: Leishmanioses: Informe
Epidemiol6gico nas Américas: Washington: Organizagdo Pan-Americana da Saude,
v.1,n. 6, p.1-7, 2018;

ORTALLI, M., ILARI, A., COLOTTI, G., DE IONNA, I., BATTISTA, T., BISI, A.,
GOBBI, S.; RAMPA, A.; DI MARTINO, R.M.C.; GENTILOMI, G.A.; VARANI, S;
BELLUTI, F. Identification of chalcone-based antileishmanial agents targeting
trypanothione reductase. European Journal of Medicinal Chemistry, v. 152, p.
527-541, 2018;

PAIXAO, V. G.; PITA, S. S. R. Triagem Virtual Aplicada na Busca de Inibidores da
Tripanotiona Redutase de Trypanosoma cruzi Utilizando a Base de Dados de
Produtos Naturais do Semiarido Baiano (NatProDB). Revista. Virtual Quimica, v. 8,
n.5, p.1289-1310, 2016;

PANDEY, R. K.; SHARMA, D.; BHATT, T. K.; SUNDAR, S.; PRAJAPATI, V. K.
Developing imidazole analogues as potential inhibitor for Leishmania donovani
trypanothione reductase: virtual screening, molecular docking, dynamics and ADMET
approach. Journal of Biomolecular Structure and Dynamics, V. 33, n. 12, p.2541—
2553, 2015;

PASSALACQUA, T. G. Efeito de compostos ciclopaladados em formas
promastigotas e amastigotas de Leishmania infantum [Tese]. Araraquara:
Universidade Estadual Paulista, 2018;

PATINO, L. H.; MUSKUS, C.; RAMIREZ, J. D. Transcriptional responses of
Leishmania (Leishmania) amazonensis in the presence of trivalent sodium
stibogluconate. Parasites and Vectors, v. 12, n. 348, p. 1-15, 2019;



118

PETRI E SILVA, S. C. S., PALACE-BERL, F., TAVARES, L. C., SOARES, S.R.C., &
LINDOSO, J. A. L. Effects of nitro-heterocyclic derivatives against Leishmania
(Leishmania) infantum promastigotes and intracellular amastigotes. Experimental
Parasitology, v.163, p.68-75, 2016;

PINHEIRO-SEGUNDO, M. A. S. Desenvolvimento, avaliacdo preliminar da atividade
antiproliferativa e incremento de solubilidade de novos derivados espiro-acridinicos.
Tese (Doutorado em ciéncias farmacéuticas) - Universidade Federal de
Pernambuco. Recife, 180f. 2020.

RABELO, V. W.; SANTOS, T. F.; TERRA, L.; SANTANA, M.V.; CASTRO, H.C;
RODRIGUES, C.R.; ABREU, P.A. Targeting CYP51 for drug design by the
contributions of molecular modeling. Fundamental e Clinical Pharmacology, v. 31,
n.1, p.37-53, 2016;

RANG, RANG.; RITTER, J.M.; ROD J. FLOWER.; HENDERSON, G. Rang & Dale
Farmacologia. 8ed. Elsevier Brasil, 2016;

RODRIGUES, K. A.; DIAS, C. N.; NERIS, P. L.; ROCHA, J. C.; SCOTTI, M. T.;
SCOTTI, L.; MASCARENHAS, S. R.; VERAS, R. C.; MEDEIROS, I. A.; KEESEN, T.
S.; OLIVEIRA, T. B.; LIMA, M. C.; BALLIANO, T. L.; AQUINO, T. M.; MOURA, R. O,;
MENDONGCA JUNIOR, F. J.; OLIVEIRA, M. R.2-Amino-thiophene derivatives present
antileishmanial activity mediated by apoptosis and immunomodulation in vitro.
European Journal of Medicinal Chemistry, v. 106, p. 1-14, 2015;

RODRIGUES, R. P.; MANTOANI, S. P.; DE ALMEIDA, J. R.; PINSETTA, F. R;
SEMIGHINI, E. P.; DA SILVA, V. B.; DA SILVA, C. H. P. Estratégias de Triagem
Virtual no Planejamento de Farmacos. Revista Virtual de Quimica, v. 4, n. 6, p.
739-776, 2012;

RODRIGUES, R. R. L.; NUNES, T. A. L.; ARAUJO, A. R.; MARINHO FILHO, J. D.
B.; SILVA, M. V.; CARVALHO, F. A. A.; PESSOA, O.D. L.; FREITAS,H. P. S;;
RODRIGUES, K. A. F.; ARAUJO, A. J. Antileishmanial activity of cordiaquinone E
towards Leishmania (Leishmania) amazonensis. International
Immunopharmacology, v. 90, n. 107124, p. 1-9, 2021,

ROMERO, A. H; LOPEZ, S. E. In silico molecular docking studies of new potential 4-
phthalazinyl-hydrazones on selected Trypanosoma cruzi and Leishmania enzyme
targets. Journal of Molecular Graphics and Modelling, 2017;

ROSTAMI MN, KHAMESIPOUR A. Potential biomarkers of immune protection in
human leishmaniasis. Medical Microbiology Immunology, v. 210, n. 2-3, p. 81-100,
2021.

SANTANA, F. R.; DALBONI, L. C.; NASCIMENTO, K.F.; KONNO, F.T.; ALVARES-
SARAIVA, A. M.; CORREIA, M. S. F.; BOMFIM, M. D. C.; CASARIN, R. C. V;
PEREZ, E. C.; LALLO, M. A. PERES, G. B.; LAURENTI, M. D.; BENITES, N. R;;
BUCHI, D. F, BONAMIN, L. V. High dilutions of antimony modulate cytokines
production and macrophage — Leishmania (L.) amazonensis interaction in vitro.
Cytokine, v. 92, n. 1, p. 33-47, 2017,



119

SANTIAGO, A. S.; PITA, S. S. R.; GUIMARAES, E. T. Tratamento da leishmaniose,
limitacOes da terapéutica atual e a necessidade de novas alternativas: Um a revisao
narrativa. Research, Society and Development, v. 10, n. 7, p. 1-11, 2021;

SANTOS, V. L. A.; GONSALVES, A. A.; ARAUJO, C. R. M. Abordagem didatica para
o desenvolvimento de moléculas bioativas: regra dos cinco de Lipinski e preparacéo
de heterociclo 1,3,4-oxadiazol em forno de micro-ondas doméstico. Quimica Nova,
v.41,n. 1, p. 110-115, 2018;

SANTOS-PEREIRA, S.; CARDOSO, F. O.; CALABRESE, K. S.; ZAVERUCHA DO
VALLE, T. Leishmania amazonensis resistance in murine macrophages: Analysis of
possible mechanisms. PLOS ONE, v. 14, n. 12, p. 1-16, 2019;

SCHONING, V.; HAMMANN, F. How far have decision tree models come for data
mining in drug discovery? Expert Opinion on Drug Discovery, v. 13, n. 12, p.1067-
1069, 2018;

SCOTTI, L.; ISHIKI, H.; MENDONCA JUNIOR, F.J.; DA SILVA, M.S.; SCOTTI, M.T.
In-silico analyses of natural products on Leishmania enzyme targets. Mini-Reviews
in Medicinal Chemistry, v.15, p. 253-269, 2015;

SERAFIM V.L.; FELIX, M.B.; SILVA, D.K.F.; RODRIGUES, K.A.F.; ANDRADE, P.N.;
ALMEIDA, S.M.V.; SANTOS, S.A,; OLIVEIRA, J.F.; LIMA, M.C.A.; MENDONCA-
JUNIOR, F.J.B.; SCOTTI, M.T.; OLIVEIRA, M.R.; MOURA, R.O. New Thiophene-
Acridine Compounds: Synthesis, Antileishmanial Activity, DNA Binding, Chemometric
and Molecular Docking Studies. Chemical Biology & Drug Design, v. 91, n. 6,p.
1141-1155, 2018;

SILVA, A. C.; SANTOS, T.A.R.; SILVA, I.V.B.; OLIVEIRA, M.V.G.; MOREIRA,
D.R.M.; LEITE, A.C.L.; PEREIRA, V.R.A. Aryl thiosemicarbazones: In vitro and
immunomodulatory activities against L. amazonensis. Experimental Parasitology,
2017;

SILVA, J. M. da. Planejamento e desenvolvimento de novos derivados acridinicos,
quinolinicos, inddlicos e piridinicos com potencial atividade antitumoral. 2018. 211f.
Dissertacdo (Programa de Pos-Graduacdo em Quimica - PPGQ) - Universidade
Estadual da Paraiba, Campina Grande, 2018;

SINGH, S.; KUMARI, E.; BHARDWAJ, R.; KUMAR, R.; DUBEY, V. K. Molecular
events leading to death of Leishmania donovani under spermidine starvation after
hypericin treatment. Chemical Biology & Drug Design, v. 90, n. 5, p. 962-971,
2017;

TAHGHIGHI, A.; HAMZEH-MIVEHROUD, M.; ASADPOUR ZEYNALI, K.;
FOROUMADI, A.; DASTMALCHI, S. QSAR e estudos de ancoragem dos analogos
(5-nitro-heteroaril-1,3,4-tiadiazole-2-il) piperazinil com atividade antileishmanial.
Journal of Chemometrics, v. 30, p. 284-293, 2016.

TEJERIA, A.; PEREZ-PERTEJO, Y.; REGUERA, R. M.; BALANA-FOUCE, R.;
ALONSO, C.; FUERTES, M.; GONZALEZ, M.; RUBIALES, G.; PALACIOS, F.



120

Antileishmanial effect of new indeno-1,5-naphthyridines, selective inhibitors of
Leishmania infantum type IB DNA topoisomerase. European Journal of Medicinal
Chemistry, v. 124, n.1, p. 740-749, 2016;

TOMIOTTO-PELLISSIER, F.; BORTOLETI, B. T. S.; ASSOLINI, J. P.; GONCALVES,
M. D.; CARLOTO, A. C. M.; MIRANDA-SAPLA, M. M.; CONCHON-COSTA, |.;
BORDIGNON, J.; PAVANELLI, W. R. Macrophage Polarization in Leishmaniasis:
Broadening Horizons, Frontiers in Immunology, v. 9, n. 2529, p. 1-12, 2018;

TOPLISS, J. G. Utilization of operational schemes for analog synthesis in
drugdesign. Journal of Medicinal Chemistry, v. 15, n. 10, p. 1006-1011, 1972;

TRISTAO, F. S. M.; ROCHA, F. A.; CARLOS, D.; KETELUT-CARNEIRO, N.;
SOUZA, C. O. S.; MILANEZI, C. M.; SILVA, J. S. Th17-inducing cytokines il-6 and il-
23 are crucial for granuloma Formation during experimental Paracoccidioidomycosis.
Frontiers in immunology, v.8, n. 949, p.1-13, 2017,

VARGAS, J. A. R.; LOPEZ, A. G.; FROEYEN, M.; PINOL, M. C. Molecular docking
study on the interaction between 2-substituted- 4,5-difuryl Imidazoles with different
Protein Target for antileishmanial activity. Journal of Applied Pharmaceutical
Science, v. 7, n.X, p. 1-10, 2017;

VEBER, D. F.; JOHNSON, S. R.; CHENG, H. Y.; SMITH, B. R.; WARD, K. W.;
KOPPLE, K. D. Molecular Properties That Influence the Oral Bioavailability of Drug
Candidates. Journal of Medicinal Chemistry, v. 45, n. 12, p. 2615-2623, 2002;

WARFIELD, J.; SETZER, W. N.; OGUNGBE, I. V. Interactions of antiparasitic sterols
with sterol 14a-demethylase (CYP51) of human pathogens. SpringerPlus, V. 3, n.1,
p. 1-12, 2014;

XAVIER, K. M. O.; PUSTER, R. A.; BATISTA, H. M. T.; RODRIGUES, J. L. N.
Treatment of american tegumentary leishmaniosis with fluconazole: case report.
Amadeus International Multidisciplinary Journal, v. 5, n. 9, p. 294-301, 2020;

ZAHEERA, Z.; KHANA, F. A.K.; SANGSHETTIA, J.N.; PATILB, R.H. Efficient one-pot
synthesis, molecular docking and in silico ADME prediction of bis-(4-hydroxycoumarin-
3- yl) methane derivatives as antileishmanial agents. Excli Journal, v.14, p. 935-947,
2015.



	9a034b2386b189e6e426a1c890b0ddc429e510f23c232d556053173a2edc25f3.pdf
	Catalogação na fonte:
	9a034b2386b189e6e426a1c890b0ddc429e510f23c232d556053173a2edc25f3.pdf

