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RESUMO

A leishmaniose visceral canina se trata de enfermidade infecciosa,
zoonotica, de carater insidioso e multissistémica. Fatores como a ineficacia
dos métodos de controle aplicados sobre os reservatérios caninos (incluindo
eutanasia) e a toxicidade dos farmacos atualmente disponiveis para o
tratamento humano, justificam urgéncia na busca de novos candidatos a
farmacos. O presente estudo teve por objetivo avaliar o potencial anti-
Leishmania de 25 compostos sintéticos derivados do gibilimbol. Destes,
quatro apresentaram atividade em amastigotas sem citotoxicidade a células
de mamiferos, com o CEsp, em amastigotas variando entre 5,1 e 13,5 uM, e
dois (LPM-21 e LPM-22) foram submetidos a predicéo drug-likeness in silico
e ensaios de mecanismo de agdo em promastigotas de Leishmania (L.)
infantum.  Ambos demonstraram alta absor¢cdo  gastrointestinal,
permeabilidade a barreira hematoencefélica, solubilidade moderada e alta
(respectivamente), auséncia de moléculas de interferéncia, e perfil drug-
likeness favoravel para futuros candidatos a farmacos. Nos ensaios de
mecanismo de acdo, LPM-21 induziu tardiamente a permeabilizacéo
plasmética parasitaria (220 minutos), além de ter ocasionado a
despolarizacdo da membrana mitocondrial, reducdo nos niveis de ROS,
alcalinizacdo dos acidocalcissomos e importante elevacdo do Ca*
intracelular, fatos que sugerem um mecanismo de acao tendo como principal
alvo de atuacao os acidocalcissomos, resultando no extravasamento do Ca**
e subsequente despolarizacdo da membrana mitocondrial. O composto
LPM-22 ndo alterou a permeabilidade da membrana plasmatica, ndo atuou
sobre o potencial de membrana mitocondrial, induziu a acidificacdo dos
acidocalcissomos, elevacdo do Ca** e reducdo nos niveis de ROS, podendo
sugerir danos a membrana mitocondrial e consequente elevacéo deste ion.
A espectrometria de massas por MALDI-TOF revelou aumento na
intensidade dos picos em promastigotas incubadas com LPM-21 e LPM-22.
Logo, este trabalho concretiza o potencial anti-Leishmania dos derivados
sintéticos do gibilimbol, em especial os compostos LPM-21 e LPM-22, os

colocando como futuros candidatos para estudos in vivo.



ABSTRACT

Canine visceral leishmaniasis is an infectious, zoonotic, insidious and
multisystemic disease. Factors such as the ineffectiveness of the control
methods applied to canine reservoirs (including euthanasia) and the toxicity
of the drugs currently available for human treatment, brings the urgency in
search for new drug candidates. The present study aimed to evaluate the
anti-Leishmania potential of 25 synthetic compounds derived from gibilimbol,
a phenolic isolate extracted from the leaves of Piper malacophyllum. Four
compounds showed activity in amastigotes without cytotoxicity to mammalian
cells, with ECso in amastigotes ranging between 5.1 and 13.5 pM, and two
(LPM-21 and LPM-22) were submitted to the in silico drug-likeness
prediction, and mechanism of action assays in Leishmania (L.) infantum
promastigotes. Both demonstrated high gastrointestinal absorption,
permeability to the blood-brain barrier, moderate and high solubility
(respectively), and favorable drug-likeness profile for future drug candidates,
without revealing PAINS molecules. In the mechanism of action assays,
LPM-21 induced parasitic plasmatic permeabilization only at later times (220
minutes), in addition to depolarization of the mitochondrial membrane,
reduction in ROS levels, acidocalcisomes alkalinization and significant
increase in intracellular Ca®*, suggesting a mechanism of action targetting
acidocalcisomes, resulting in extravasation of Ca?* and subsequent
depolarization of the mitochondrial membrane. In contrast, LPM-22 did not
alter the permeability of the plasma membrane and the mitochondrial
membrane potential, resulting in acidification of acidocalcisomes, elevation of
Ca®* and reduction in ROS levels, which may suggest damage to the
mitochondrial membrane and consequent calcium elevation. Mass
spectrometry by MALDI-TOF revealed an increase in peak intensity in
promastigotes incubated with LPM-21 and LPM-22. Finally, this work realizes
the anti-Leishmania potential of synthetic gibilimbol derivatives, especially the
compounds LPM-21 and LPM-22, placing them as future candidates for in

vivo studies.
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1. Introducéo

As leishmanioses constituem enfermidade que acomete tanto os
seres humanos quanto os animais domésticos e silvestres, causada por
protozoarios do género Leishmania, com dois subgéneros e diversas
espécies e subespécies traduzindo panoramas clinicos distintos. A
transmissdo se da por flebotomineos de diferentes géneros, a depender da
regido geografica (a nivel mundial), também popularmente conhecidos como
“‘mosquitos-palha”. No que se refere aos animais de companhia, a doencga se
encontra mais frequente nos caninos (comparativamente a sua incidéncia na
espécie felina), com os cdes sendo 0s principais reservatorios de
Leishmania infantum, espécie responsavel pela forma visceral. Ainda sobre
0s reservatérios caninos, diversas questdes éticas tornam o manejo (clinico
e profilatico) da doenca bastante problemético, especialmente no que tange
a eutanasia como método adotado na tentativa de reducdo da incidéncia em
seres humanos (ja tendo se mostrado ineficaz), e a grande limitacédo

terapéutica (exclusivamente veterinaria) presente no Brasil.

1.1. Caracteristicas morfoldgicas e ultraestruturais de Leishmania

A enfermidade decorre da infeccdo por protozoarios do género
Leishmania (ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae),
intracelulares, os quais, a depender da espécie envolvida e do status
imunopatogénico do hospedeiro, traduzem formas clinicas distintas,
incluindo a cutanea (localizada e disseminada), a mucocutanea e a visceral.
Os vetores putativos destes protozoarios (incluindo suas diferentes espécies
e subespécies) sao os dipteros do género Lutzomyia, no Novo Mundo, e
Phlebotomus, no Velho Mundo (Vargas-Martinez et al, 2011). J& o referido
protozoario, por sua vez, se caracteriza como digenético, apresentando-se

morfologicamente sob duas formas distintas: promastigota (encontrada no

16



sistema digestério do vetor) e amastigota (intracelular em hospedeiros
vertebrados). As formas promastigotas sdo alongadas, de tamanho variavel
(1,5 a 3 um de largura e 16 a 40 um de comprimento), e com flagelo tendo
origem em sua porcdo anterior. O nucleo se encontra na por¢cdo meédia do
parasito, arredondado ou ovalado, e o cinetoplasto, entre a porgéo anterior e
0 ndcleo. J4 as formas amastigotas podem ser ovaladas ou circulares, com o
nacleo ocupando aproximadamente 30% das dimensdes do parasita, flagelo
situado no interior da bolsa flagelar, tamanho variavel de acordo com a

espécie, e cinetoplasto proximo a bolsa flagelar.

Ainda do ponto de vista ultraestrutural, tais protozoarios séao
envolvidos pela membrana plasmética, na qual diversas moléculas se
encontram ancoradas (em sua face externa), como as lipofosfoglicanas, as
proteofosfoglicanas, as glicoproteinas 63, e os glicosilinositolfosfolipideos.
Os microtubulos subpeliculares, constituidos por a e B-tubulina e dispostos
longitudinalmente, dao origem ao citoesqueleto, responsavel pela
manutencdo da forma do parasita. A bolsa flagelar, sitio de origem do
flagelo, decorre de uma invaginacdo da membrana plasméatica na porcao
anterior do parasita. Abaixo dos microtlibulos subpeliculares, ao longo do
parasita, encontra-se o reticulo endoplasmatico. Ja o complexo de Golgi esta
situado entre o nucleo e o cinetoplasto, na porcdo anterior parasitaria. Nas
formas amastigotas sdo encontrados 0s megassomos, organelas que
albergam vesiculas eletrodensas algumas vezes maiores do que o proprio
nacleo. Os tripanossomatideos apresentam, ainda, o glicossoma,
caracterizado por organela circular de aproximadamente 0,7 um e matriz
homogénea, e os acidocalcissomos, organelas polimérficas de conteudo
eletrodenso, distribuidas pelo parasita e delimitadas por apenas uma
membrana. A mitocondria, Unica em Leishmania, é constituida por duas
membranas e acompanha o corpo do parasita, e 0 cinetoplasto,
caracteristico da ordem Kinetoplastida, emerge da por¢do proximal
mitocondrial, proxima a base do flagelo (Silva et al, 2014). Algumas das

organelas supracitadas podem ser visualizadas na Figura 1.
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Figura 1: Caracteristicas ultraestruturais de Leishmania spp. (microscopia eletrdnica). (A)
Microtibulos subpeliculares (MT) presentes abaixo da membrana plasmética em
promastigota. (B) Forma afilada e flagelos de promastigota. (C) Flagelo (F), corpusculo
basal (CB) e bolsa flagelar (BF) de forma promastigota. (D) Cinetoplasto (K), nucleo (N) e
perfis tubulares do reticulo endoplasmatico (RE). (E) Complexo de Golgi (CG) composto por
cisternas e localizado entre o nlcleo e o cinetoplasto. (F) Mitocéndria (M) Unica composta
por duas membranas. (G) Organelas com conteldo eletrodenso (acidocalcissomos)

distribuidas pelo citoplasma. Fonte: Silva et al, 2014.
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1.2. Epidemiologia e etiopatogenia das leishmanioses

A leishmaniose apresenta distribuicdo cosmopolita, sendo endémica
na Africa, Asia, Américas e no Mediterraneo. Ainda, a doenca se faz
presente em cerca de 89 paises, nas Américas desde o sudoeste dos
Estados Unidos até as provincias do nordeste da Argentina, exceto em El
Salvador, Uruguai e Chile, fato eventualmente justificado por se tratar de
zoonose relacionada a ambientes florestais (Torres-Guerrero et al, 2017;
Reithinger et al, 2007). Especialmente no que se refere a sua forma visceral,
minimamente 55 paises ja haviam sido afetados até meados de 2012, além
de outros 45 paises com casos inespecificos, porém fortemente suspeitos
(Figura 2). Estima-se que 350 milhdes de pessoas se encontram sob o0 risco
de adquirir a doenca, com aproximadamente 12 a 15 milhdes infectadas no
mundo, e 1,5 a 2 milhdes de novos casos sendo diagnosticados a cada ano
(a América Latina contribuindo com cerca de 60 mil novos casos), com a
taxa de Obitos girando em torno de 70 mil por ano (Reithinger et al, 2007).
Neste contexto, segundo a Organiza¢cdo Mundial da Saude (OMS), por meio
de extenso estudo de distribuicdo da doenca a nivel mundial, realizado em
2012, 90% dos casos de leishmaniose visceral humana foram observados
no Sud&o (incluindo sua regido Sul), india, Etiopia, Brasil e Bangladesh, e
aproximadamente 70% dos casos de leishmaniose cutanea humana, na
Costa Rica, Colémbia, Algéria, Brasil, Afeganistao, Etidpia, Iran, Republica
Arabe Siria e Sud&o (Torres-Guerrero et al, 2017). Ainda no que se refere a
este estudo, 13 paises foram descritos com altas taxas de leishmaniose
visceral, 11 paises com altas taxas de leishmaniose cutanea, e apenas o
Brasil contribuindo significativamente com ambas as formas clinicas, fato
qgue justifica, dentre diversos outros aspectos, a relevancia dos

conhecimentos acerca da doenca neste pais.
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- Casos de LV confirmados

Casos de LV inespecificos

Figura 2: Casos confirmados e inespecificos (limitrofes) para leishmaniose visceral entre
1960 e 2012 (Pigott et al, 2014).

No que se refere a taxonomia do protozoario Leishmania, a
depender da literatura consultada, pequenas diferencas podem ser
encontradas. Entretanto, de maneira geral dois subgéneros sdo descritos
atualmente, Leishmania e Viannia, com o primeiro albergando parasitas que
se desenvolvem nas porcfes anterior e média do intestino dos vetores, e 0
segundo, parasitas com desenvolvimento nas regides média e posterior dos
insetos. O subgénero Leishmania inclui as espécies L. amazonensis (forma
cutdnea difusa), L. chagasi (responsavel pela leishmaniose visceral
americana), L. mexicana (induz a forma mucocutanea da doenca), L. pifanoi
(leishmaniose mucocutanea na Venezuela), L. venezuelensis (doenca
encontrada nos Andes venezuelenses), L. donovani (leishmaniose visceral
presente no Velho Mundo), L. infantum (envolvida nas formas visceral e
cutanea em criangas), L. tropica (forma clinica cutédnea), e L. aethiopica
(responsavel pelas formas clinicas cutanea e mucocutanea). Ja o subgénero
Viannia inclui as espécies L. braziliensis (agente etiolégico mais frequente
nas formas clinicas cutanea e mucocutanea), L. guyanensis (forma cutanea),
L. lainsoni (forma cutanea, distribuida na Amazobnia Brasileira), L. shawi

(doenga tegumentar, encontrada no Pard), L. naiffi (Par4, Amazbnia
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Brasileira e Guiana Francesa, responsavel pela forma cutanea), L. peruviana
(encontrada nos Andes peruanos e causadora da forma cutdnea conhecida
como “Uta”), L. panamensis (agente etiolégico da forma tegumentar no
Equador, Costa Rica, Colémbia, Panama e Honduras), e L. colombiensis,
que traduz casos cutdneos humanos esporadicos e se encontra distribuida
pelo Panama, Colémbia e Venezuela (Torres-Guerrero et al.,, 2017). A
compilagdo taxondémica de Leishmania realizada pela Organizagdo Mundial

da Saude, em 2010, pode ser visualizada na Figura 3.
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Family Trypanosomatidae

Genus  Crithidia Leptomonas Herpetomonas Blastocrithidia Leishmania Sauroleishmania Trypanosoma Phytomonas Endotrypanum
Subgenus Leishmania Viannia
""""""" 7 ) 0
1 L}
1 L}
o | | . . |
Species ; L 2 g hiopi L ; . birasiiena : .
complex L. donovani . tropica L. major L. aethiopica L. mexicana ; L. braziliensis . L. guyanensis
'
| : :
Species L. chagasi* L. killicki* L. major L. aethiopica L. amazonensis :_,\1_51;, ;;t;g'é;fc; ;;Jn;a_n:)s_:: i brazi/iensisl— ———————— - L. guyanensis
L. donovani L. tropica L.gamhami * ' 1 L. peruviana N&o atribuido: | L. panamensis
L. infantum L. mexicana ! Velho Mundo ! 'L Jainsoni !
L. pifanoi* ! L.. gerhbilli ! LT
L. venezuelensis | ) ' ! L. naiffi !
' L. arabica b
1 1
' Novo Mundo i
1 1
! L. aristidesi '
! L. enriettil '
: L. deanei i
1
i L. hertigi !
1

Figura 3: Taxonomia de Leishmania spp. (Fonte: WHO, 2010).
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1.3. Interagcdes Leishmania-hospedeiro e fisiopatogenia

Os protozoarios causadores da enfermidade sob debate se
apresentam morfologicamente sob duas formas distintas, a depender do
estagio de seu ciclo de vida, promastigotas e amastigotas, encontradas,
respectivamente, nos vetores flebotomineos e hospedeiros vertebrados. As
formas amastigotas, as quais sdo imoéveis, ovaladas ou esféricas, e com
cerca de 2,5 a 5 uym de didmetro, encontram-se nas ceélulas do sistema
mononuclear fagocitario (especialmente macréfagos) dos hospedeiros
vertebrados, possuindo, um cinetoplasto proximo ao nucleo (Hoare e
Wallace, 1966).

O ciclo biologico de Leishmania se inicia por meio da hematofagia
desempenhada pelas fémeas dos vetores anteriormente descritos, as quais
se tornam infectadas pela ingestdo do sangue ou linfa (intersticial) contendo
macrofagos parasitados. Subsequentemente, as amastigotas se diferenciam
em promastigotas no interior do trato digestivo do inseto, formas parasitarias
moveis, alongadas e flageladas, com o cinetoplasto presente entre o nucleo
e sua extremidade anterior, e aproximadamente 5 a 15 pm de comprimento.
Esta etapa bioldgica do parasita inclui diversos estagios que irdo preceder
sua forma infectiva propriamente dita (promastigota metaciclica), como ja
descrito em literatura por Lawyer e colaboradores (1990), as quais séo a
promastigota prociclica (flagelo curto e com 3 a 10 um de comprimento), a
promastigota nectomona (flagelo longo, delgada e entre 12 e 19 um), a
promastigota paramastigota (tendendo a ovalada, com cinetoplasto disposto
juntamente ao nucleo, flagelo de dimensdes variadas, e 3,5 a 9 um de
comprimento), e promastigota haptomona (5 a 12 um, larga e com flagelos
variaveis). A forma infectiva aos vertebrados (promastigota metaciclica) se
mostra com flagelo longo, afilada e medindo aproximadamente 6 a 10 um, a
qual migra a proboscida do vetor, sendo posteriormente inoculada (junto a
sua saliva) no hospedeiro, durante o repasto sanguineo. Tais promastigotas,
uma vez inoculadas, serdo internalizadas pelos macréfagos, nos quais se

mantém no interior do vacuolo parasitéforo, sendo modificadas
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subsequentemente para a forma amastigota e multiplicando-se até que haja
a ruptura da célula parasitada, infectando, posteriormente, outros
macréfagos (De-Menezes et al, 2016). O ciclo bioldgico de Leishmania, em

sua totalidade, pode ser visualizado na Figura 4.

Diversos mecanismos especializados para a sobrevivéncia das formas
biolégicas acima citadas se encontram descritos em literatura, tanto para a
sobrevivéncia no vetor, quanto para sua manutencdo no ambiente
extracelular (mesmo que seja por um periodo muito breve) e intracelular dos
hospedeiros vertebrados. No inseto, a Leishmania expressa moléculas como
os lipofosfoglicanos e a metaloproteinase gp63 (protecdo contra enzimas
hidroliticas do sistema digestivo), além de aderir nas células epiteliais
intestinais para evitar sua eliminacao junto as fezes, e ainda, produzir um gel
que permite sua transmissdo ao hospedeiro durante a regurgitacao
associada a hematofagia, denominado gel secretdrio de promastigota, ou
PSG (Bates, 2007). JA no hospedeiro vertebrado, o escape do sistema
complemento se da pelos lipofosfoglicanos e metaloproteinase gp63
(resisténcia a lise), antes mesmo de sua internalizacdo pelos macrofagos,
fato este que ocorrera através de seus receptores de membrana CR1 e CR3
(o ultimo destes receptores, quando favorece a entrada do parasita, bloqueia
0 mecanismo respiratério de explosdo microbicida e, concomitantemente, a
producdo de interleucina 12 pela imunidade celular) (Dos-Santos et al,
2016).

Ainda do ponto de vista do escape intracelular, a demora na formacao
do fagolisossomo no interior dos macréfagos (induzida pelo proprio parasita)
mantém a sua sobrevivéncia, com este processo sendo dependente dos
lipofosfoglicanos de superficie, da presenca de célcio, e da inibicdo da
enzima proteina C quinase (Holm et al, 2003). Consecutivamente, jA no
interior dos fagolisossomos nos macrofagos, as formas amastigotas mantéem
0 seu escape pela inibicdo na producéo de enzimas hidroliticas, 6xido nitrico
e metabdlitos secundarios aos processos oxidativos destas ceélulas, além,

ainda, de outros mecanismos bloqueadores da resposta imunolbgica
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desempenhados pelos parasitas, como inibicdo da apresentacao antigénica
(interfere na expressdo das moléculas MHC classe Il), da producdo de
citocinas pro-inflamatorias (como interleucina 1, interleucina 6 e fator de
necrose tumoral a), e inducdo na produgcdo de moléculas
“imunossupressivas” como prostaglandina E2 (PGE2), fator transformador
do crescimento B (TGF-B), e interleucina 10 (tais caracteristicas humorais
serdo abordadas adiante, na imunopatogenia das leishmanioses) (Kima,
2007).

Estagios no flebotomineo Estagios no humano
' - Durante o repasto sanguineo as As promastigotas s3o fagocitadas
Prpmasngotas div 1d§mjse e promastigotas sao injetadas na pele por macréfagos e outras células
migram para a proboscide

(8] /"’

Amastigo;as se transformam

o em promastigotas no
intestino

2040
P, .ea o

o o

; 5 mononucleares
L
= o @

As promastigotas se transformam
em amastigotas A

As amastigotas se multiplicam em
células de varios tecidos e infectam

N outras células A

Amasti'gotas
liberadas no
estomago o Durante o repasto sanguineo o
flebotomineo ingere macréfagos
A= Estagio Infectivo infectados com amastigotas

A- Estagio de diagndstico

Figura 4: Ciclo biolégico de Leishmania spp. Adaptado de CDC, 2010.
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1.4. Imunologia das leishmanioses em seres humanos

As leishmanioses, do ponto de vista clinico, podem ser classificadas
em cutanea (incluindo as formas localizada e disseminada), mucocutanea,
visceral (também conhecida popularmente com Kala-azar), e finalmente uma
apresentacdo clinica mais frequente no leste da Africa e subcontinente
Indiano, conhecida como post-kala-azar dermal leishmaniasis (PKDL),
apesar de presente em todas as regides endémicas para infeccdo por L.
donovani. O desenvolvimento de cada uma destas formas clinicas
dependera de fatores como as caracteristicas (incluindo a espécie) do
parasita e a efetividade do sistema imunolégico do hospedeiro. As espécies
responsaveis pelo desenvolvimento da forma visceral da doenca
apresentam-se especializadas em acometer diferentes sistemas organicos,
por meio da capacidade de invasdao dos macrofagos do baco, figado e
medula 6ssea. Tal fato pode ser potencializado pela supresséo da resposta
imunolégica destas células, a depender das interleucinas a serem
produzidas nas respostas linfocitarias T helper 1 (Th-1) e T helper 2 (Th-2),
durante a cascata inflamatéria da doenca (Kaye et al, 2020). Neste contexto,
€ sabido que a resolucdo da doenca se da pela ativacdo dos macréfagos
(com subsequente destruicdo das formas amastigotas de Leishmania)
mediada pelas células apresentadoras de antigenos (como células
dendriticas e os proprios macréfagos) e os linfécitos CD4+ e CD8+, com tal
interacdo culminando na secrecdo de citocinas pro-inflamatérias, das quais
séo citados o intérferon-y (INF-y) e o fator de necrose tumoral (TNF) (Nylen
e Sacks, 2007). A situacdo imunopatoldgica contraria, ou seja, exacerbacao
da resposta imunolégica T helper 2, permite a desativacdo do macrofago por
meio de falha ou inibicdo na producdo de oOxido nitrico e radicais livres do
oxigénio, contexto este que acaba por traduzir as formas clinicas da doenca,
com destaque para visceral e cutanea difusa. Tal resposta imunoldgica,
desativadora imunologicamente (T helper 2), cursa com a produgéo de
citocinas como interleucina 10 e fator transformador do crescimento 3 (TGF-

B). Esta dicotomia entre as respostas linfocitarias T helper 1 e T helper 2 (na
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teoria, ativadora e desativadora de macréfagos, respectivamente) vem
sendo explorada extensamente pela literatura had algumas décadas em
modelos experimentais murinos, porém algumas diferencas se encontram
presentes quando este cenario imunopatologico é extrapolado aos seres
humanos. Nestes, interessantemente, o estimulo a producéo de INF-y pelas
células T CD4+ (envolvidas na resposta Th-1) resulta da secrecdo de
interleucina 4 (citocina prototipo da resposta T helper 2) (Biedermann et al,
2001). Ainda neste contexto, a imunidade induzida por vacinas em modelos
experimentais de leishmaniose depende da sinalizagcdo do receptor de
interleucina 4 (IL-4R), para que haja confeccdo de imunoprotecéo profilatica,
e a quimioterapia com estibogluconato de sdédio (farmaco da classe dos
antimoniais pentavalentes), para que seja efetiva, também depende da

referida sinalizacédo de IL-4R (Stager et al, 2003).

No que se refere a leishmaniose cutanea, a forma localizada da
doenca, mais frequente, se apresenta com lesdes cutaneas eritematosas e
edematosas inicialmente, as quais progridem para ulceracédo posteriormente,
fatos estes que incluem um periodo de incubacdo entre 10 dias e 3 meses
(Handler et al, 2015). Estas les6es ocorrem no local da picada do inseto, e
do ponto de vista imunopatogénico (vindo de encontro ao exposto
anteriormente), ha predominancia das citocinas envolvidas na resposta Th-1,
como INF-y e IL-12 (Scott e Novais, 2016). JA a apresentacdo cutanea
difusa, por sua vez, possivelmente decorre da disseminacdo hematdgena ou
linfatica da Leishmania, cursando com diversas pequenas ulceracdes
distribuidas pela superficie corp6rea, e imunologicamente, com a resposta
Th-1 sobrepujando a resposta Th-2 (Silveira et al, 2009). A forma mucosa
traduz o envolvimento da face interna das vias aéreas superiores (com ou
sem o0 acometimento cutaneo) e pode ocorrer secundariamente a evolucéo
cronica da leishmaniose cuténea localizada, justificando frequentemente
manifestagbes clinicas como epistaxe, hiperemia e obstrugcdo nasal,
afetando eventualmente o septo nasal, vestibulo, faringe, laringe, labios e
palato (Handler et al, 2015). A resposta imunolégica aqui presente
caracteriza-se tanto por Th-1 quanto por Th-2, na qual se observa altos
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niveis de citocinas pro-inflamatérias (como INF-y e TNF-a) e IL-4,
concomitantemente a baixos niveis de IL-10 e TGF- (Amato et al, 2003).

A apresentacdo visceral desta enfermidade se mostra de carater
insidioso e crénico, com periodo de incubacéo bastante amplo (10 dias a 24
meses), e acometimento de diversos tecidos linfoides, como medula 6ssea,
figado, baco, linfonodos, e menos frequentemente, outros tecidos como
placas de Peyer, pulmdes, rins e pele (Anversa et al, 2018). O envolvimento
visceral traduz manifestac6es clinicas inespecificas, como esplenomegalia,
hepatomegalia, palidez cutanea e/ou de mucosas, emaciacdo e diarréia
intermitente, e o0 contexto imunopatolégico ndo segue os padrbes da
dicotomia Th-1 / Th-2 observados na forma cutanea da doenca, com a
cascata citocinica ocorrendo de maneira complexa e caracterizando altos

niveis de anticorpos especificos (Bhattacharya e Ali, 2013).

1.5. Imunologia das leishmanioses em cées

Nos céaes, as principais formas clinicas descritas sdo a leishmaniose
tegumentar americana (LTA) e a leishmaniose visceral (LV), sendo que, no
Brasil, dez espécies ja foram descritas, com sete destas ocorrendo tanto em
seres humanos como em cdaes, como Leishmania (Viannia) braziliensis,
Leishmania (Leishmania) amazonensis, Leishmania (Viannia) guyanensis,
Leishmania (Viannia) lainsoni, Leishmania (Viannia) shawi, Leishmania
(Viannia) naiffi, e Leishmania (Leishmania) infantum. Destas espécies,
apenas a Ultima se caracteriza como o agente etiolégico da leishmaniose
visceral, com as demais sendo responsaveis pela forma cutanea da doenca,
a qual se inicia com o aparecimento de lesdo eritemo-papulosa no local da
picada do vetor, evoluindo posteriormente para um nddulo, com sua

subsequente ulceracao (Junior et al, 2015).

No que se refere a apresentacao clinica visceral, aproximadamente

60% dos caes sdo assintomaticos, com o periodo de incubacdo podendo
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incluir meses a anos. Os animais podem, ainda, ser classificados como
oligossintométicos (emaciacdo, opacidade do pelame e raras lesbes
cutaneas), ou sintomaticos, nos quais se observa manifestacdes clinicas
neuromusculares (paresia, convulsdes, atrofia muscular), oculares (blefarite,
uveites, conjuntivite, ceratite), gastrointestinais (émese, diarréia),
tegumentares e de mucosas (eritema, prurido, alopecias, nddulos,
hiperqueratose, onicogrifose, Ulceras, palidez, epistaxe), alem, ainda, de
linfoadenomegalia, hepatomegalia, esplenomegalia e injaria renal aguda
(Junior et al, 2015).

A imunopatogenia da leishmaniose visceral canina envolve diversos
aspectos importantes a serem destacados, desde o papel das células
mieloides até a exaustdo de células T. A interacdo dos neutréfilos com a
Leishmania inclui sua fagocitose e eliminagdo intracelular via estresse
oxidativo, além da producdo de TNF-a e INF-y, os quais, por sua vez, irdo
recrutar progressivamente macréfagos aos tecidos infectados e ativar tais
células ao estado leishmanicida (Almeida et al, 2013; Wardini et al, 2019).
Tais situagdes imunopatologicas caracterizam, frequentemente, a fase
subclinica da doenca. Ja na fase clinica, observa-se a persisténcia dos
parasitas nos neutréfilos (no interior do vacuolo parasitéforo) por meio do
aumento da sobrevida deste tipo celular (semelhantemente a um “cavalo de
tréia”), para posteriormente serem internalizados pelos macréfagos, sendo
gue a falta de sinalizacao inflamatoria citocinica induz a desativacdo destas
células (Regli et al, 2017). Em contrapartida, na fase clinica da doenca
canina, a transcricdo de interleucina 17 (secretada pelas células Th-17 e
importante para o recrutamento de neutréfilos e macréfagos aos sitios de
infec¢@o) ocorre progressivamente, conforme ja demonstrado em literatura
(Nicolato et al, 2013) durante a infec¢do canina, fato que justifica o estado

hiperinflamatorio e os subsequentes danos teciduais.

Os macroéfagos, as principais células hospedeiras de Leishmania,
podem se apresentar ativados ao estado leishmanicida, destruindo os

parasitas no ambiente intracelular por meio da producéo de radicais livres do
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oxigénio e oOxido nitrico (inibindo, assim, a progressao da doenca), ou
desativados, permitindo a sobrevivéncia do protozoario no vacuolo
parasitéforo (Scorza et al, 2017). Tais macrofagos infectados, por meios de
sinalizacdo relacionados aos receptores Toll-like, geram estimulo a
diminuicdo na producéo de interleucina 12 (IL-12), citocina esta necessaria
ao direcionamento da resposta Th-1, mediada por células T CD4"
(Montserrat-Sangra et al, 2016). Neste contexto, Leishmania infantum-
chagasi produz antioxidantes que anulam o efeito de destruicdo parasitaria
das espécies reativas do oxigénio (como pelo bloqueio da enzima
superoxido dismutase), permitindo, assim, a multiplicacdo do protozodario no

interior destas células (Longoni et al, 2013).

A resposta celular T CD4" pelas células Th-1 apresenta papel
fundamental no controle da multiplicacdo parasitaria e progressdo da
doenca, uma vez que produzem, dentre outras citocinas relevantes neste
processo, INF-y, interleucina 2 (IL-2), e TNF-a, responsaveis,
respectivamente, pelo estimulo a ativagdo, diferenciagdo, recrutamento e
manutencdo dos macréfagos (Vida et al, 2016). O ambiente celular e
citocinico aqui descrito pode ser encontrado nos cées na fase subclinica da
doenca, nos quais ha o auxilio complementar das células T CD8+
citotdéxicas, as quais controlam a carga parasitaria de maneira indireta,
destruindo os macréfagos infectados (Alexandre-Pires et al, 2010). Ainda
nos pacientes em estado subclinico, pequenas quantidades de interleucina
10 (IL-10) s&o produzidas para que haja um equilibrio em eventual estado
inflamatoério excessivo, com o intuito de prevenir lesGes teciduais, porém
com a progressao da doenca e consequente estimulo antigénico prolongado,
h& um desequilibrio na secrecdo das referidas citocinas (Carrillo e Moreno,
2009). A producgéo de IL-10 sobrepuja as demais citocinas envolvidas na
resposta TH-1, diminuindo, desta maneira, a proliferagcdo das células T
CD4+ protetivas e, consequentemente, o nimero de células T que produzem
INF-y (tais situacdes imunopatogénicas desativam os macréfagos e reduzem

a destruicdo parasitaria intracelular) (Solano-Gallego et al, 2016).
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1.6. Tratamento da leishmaniose visceral humana

A leishmaniose visceral caracteriza-se por uma enfermidade que, sem
terapia (antiparasitaria e de suporte), se torna fatal, especialmente nos
pacientes imunocomprometidos, como naqueles coinfectados com HIV.
Adicionalmente, nas ultimas décadas, tém-se observado a emergéncia de
resisténcia do agente etioldégico sob debate aos farmacos convencionais,
fato este agravado pela alta toxicidade do grupo seleto de drogas com acao
anti-Leishmania, e pelo seu alto custo. Tais situagdes tornam o tratamento
da leishmaniose visceral um grande desafio. No Brasil, os farmacos
disponiveis para o tratamento da LV sdo o antimoniato de meglumina (da
classe dos antimoniais pentavalentes), o desoxicolato de anfotericina B, e a
anfotericina B lipossomal, farmacos estes distribuidos pelo Ministério da
Saude aos estados e municipios da federacédo (Ministério da Saude, 2015).
O antimoniato de meglumina ainda permanece como a primeira linha de
tratamento no pais, porém de maneira geral, devido a alta toxicidade destes
farmacos, ha necessidade de acompanhamento eletrocardiografico e
laboratorial no periodo terapéutico. O emprego da anfotericina B lipossomal
passa a ser recomendado nos pacientes com idade inferior a seis anos e
superior a cinquenta anos, além daqueles coinfectados com HIV, gestantes
e pacientes com comorbidades no sentido lato-sensu, nestes casos sempre
em ambiente hospitalar (De Carvalho et al, 2019). Ja& o emprego do
desoxicolato de anfotericina B ocorre nos pacientes com hipersensibilidade
ao antimoniato de meglumina, ou ainda naqueles que nao preenchem os
requisitos para a terapia com a anfotericina B lipossomal (Ministério da
Saude, 2017).
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1.6.1. Antimoniais pentavalentes

O estibogluconato de sédio e o antimoniato de meglumina compdem
as formas disponiveis dos antimoniais pentavalentes, porém ja se observa
resisténcia parasitaria a estes farmacos em determinadas localidades, como
em Bihar e nas adjacéncias do Nepal (Sundar et al, 2000). As estruturas
moleculares destes farmacos se encontram na Figura 5. Ambos os
farmacos sdo utilizados sob a dose de 20 mg/kg durante 28 a 30 dias
(Sundar e Singh, 2018). Esta classe de farmacos foi recomendada pela OMS
como a primeira linha terapéutica para a leishmaniose visceral no leste da
Africa, mediante a combinacdo entre o estibogluconato de soédio e a
paramomicina (farmaco a ser debatido adiante), apesar de sua baixa eficacia
nos pacientes coinfectados com HIV (Ritmeijer et al, 2006). A toxicidade dos
antimoniais pentavalentes se relaciona especialmente com o tecido
cardiaco, justificando arritmias cardiacas, prolongamento do intervalo QT,
contracdes ventriculares prematuras, taquicardia e fibrilagdo ventriculares,
apesar de outros efeitos colaterais em sistemas distintos poderem ser
observadas, como artralgia, mialgia, elevacdo das enzimas pancreaticas e

hepaticas (Sundar e Chakravarty, 2015 b).
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Figura 5: Estruturas moleculares dos antimoniais pentavalentes disponiveis para

quimioterapia anti-Leishmania. Fonte: Drug Bank, 2018.

1.6.2. Desoxicolato de anfotericina B e sua forma lipossomal

A toxicidade do desoxicolato de anfotericina B, a qual inclui reacdes
infusionais, hipocalemia, miocardite e nefrotoxicidade, pode representar
custo hospitalar alto, uma vez que, quando presentes, trazem a necessidade
de periodo prolongado de hospitaliza¢do. Logo, a elaborac¢do de formulacéo
lipossomal foi desenvolvida especialmente com o intuito de minimizar tais
efeitos colaterais, além de permitir o aumento na dose diaria do farmaco,
fato que, consequentemente, acaba por resultar em maior efetividade
terapéutica. Varias formulacoes lipidicas ja foram descritas, as quais sao
rapidamente internalizadas (a nivel celular) pelos tecidos reticuloendoteliais,
consequentemente diminuindo a disponibilidade da droga em sua forma livre
e reduzindo drasticamente sua toxicidade (Sundar e Agarwal, 2018). Neste
contexto, trés formulagbes apresentam-se como as mais utilizadas
mundialmente, a anfotericina B lipossomal, anfotericina B em complexo
lipidico, e a anfotericina B em disperséo coloidal, com diversas publicacdes
cientificas ja tendo demonstrado diferentes resultados de eficacia com doses
distintas, na dependéncia da regifo geografica a ser considerada. Na india,

por exemplo, Sundar e colaboradores (2010) relataram cura maior que 95%
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com apenas 1 dose de 10 mg/kg. J& Burza e colaboradores (2014b)
descreveram taxa de recidiva de apenas 2,4% quando o farmaco em
questdo foi empregado sob a dose de 20 mg/kg entre 4 e 10 dias. Em
contrapartida, no Sudao, o tratamento com anfotericina B lipossomal sob 30
mg/kg durante 10 dias revelou taxa de cura de 92% apenas em 6 meses,
com 1% de falhas terapéuticas, 5% de Obitos, e 7% de recidivas (Salih et al,
2014). O alto custo deste farmaco, quando se trata de areas endémicas,
levou a Organizacdo Mundial da Saude a intervir com acordos comerciais de
reducdo de custo para sua aquisicdo nestas regides. Estudos posteriores
revelaram resultados terapéuticos semelhantes, principalmente na india,
qguando se comparou a efetividade de dose Unica da formulacao lipossomal
a 15 infusdes de 1 mg/kg da formulacdo convencional (desoxicolato),
administradas em dias alternados durante 29 dias (Sundar et al 2010). A

estrutura molecular da anfotericina B se encontra representada na Figura 6.

Figura 6: Estrutura molecular da anfotericina B. Fonte: Drug Bank, 2018.
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1.6.3. Miltefosina

Trata-se do primeiro tratamento oral efetivo descrito para
leishmaniose visceral, caracterizando-se por um composto alquilfosfolipidio,
um éster fosforilcolina do hexadecanol, que ganhou o Ilugar do
estibogluconato de sédio na primeira linha terapéutica contra a leishmaniose
visceral no Subcontinente Indiano em 2002 (Ponte-Sucre et al, 2017).
Desenvolvida inicialmente como quimioterapico para terapia auxiliar nas
doencas oncoldgicas, a miltefosina ainda possui seu exato mecanismo de
acdo ndo completamente elucidado, porém alguns autores citam
interferéncia direta na biossintese de fosfolipidios e no metabolismo dos
alquil-lipidios dos parasitas, alterando as oxidases dos citocromos
mitocondriais, estimulando a  despolarizacao mitocondrial e,
consequentemente, a queda dos niveis de ATP intracelulares, com a morte
celular por mecanismo semelhante a apoptose (Dorlo et al, 2012). A
estrutura molecular da miltefosina pode ser melhor visualizada na Figura 7.
Com taxas de cura atingindo 94% sob regime terapéutico de 50 a 100
mg/dia durante 28 dias, o farmaco foi direcionado como tratamento de
eleicdo para a leishmaniose visceral na india, Nepal e Bangladesh, porém
apos uma década de uso, observou-se diminuicdo consideravel de sua
eficacia, com as taxas de recidiva tendo duplicado (Burza et al, 2013). A
longa meia-vida desta droga (aproximadamente sete dias) pode ter facilitado
o desenvolvimento de resisténcia parasitaria, com seus efeitos téxicos
justificando eventos adversos gastrointestinais (vomitos e diarréia),
teratogenia, nefrotoxicidade e hepatotoxicidade (Sundar e Chakravarty, 2015
b).
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Figura 7: Estrutura molecular da miltefosina. Fonte: Drug Bank, 2018.
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1.6.4. Paromomicina

A paromomicina pertence a classe dos antibidticos aminoglicosideos,
exercendo atividade antibacteriana, e ainda antiprotozoaria contra
Leishmania spp., Entamoeba spp. e Cryptosporidium spp., por meio de
interferéncia na sintese proteica nos ribossomos e inibicdo da respiracao
celular (Chawla et al, 2011). O farmaco demonstrou 95% de taxa de cura em
estudo de fase lll, sob a dose de 15 mg/Kg/dia durante 21 dias, e em Agosto
de 2006, o governo indiano aprovou 0 seu emprego no tratamento da
leishmaniose visceral (Sundar et al, 2007). Entretanto, taxas de cura
distintas sdo observadas nas diferentes regides do planeta, eventualmente
ainda menores do que aquelas observadas com o estibogluconato de sédio,
como no Leste da Africa de maneira geral (Musa et al, 2012).
Adicionalmente, a paromomicina demonstrou-se ineficaz na cura da
leishmaniosse dermal pés-calazar (PKDL), com taxas em torno de 37,5%
(Sundar et al, 2014). Os principais efeitos adversos relatados no tratamento
com esta droga se relacionam com dor no local da administracéo (presente
em aproximadamente 55% dos pacientes), ototoxicidade geralmente
reversivel, elevacdo das transaminases hepéticas e nefrotoxicidade, e
apesar do baixo custo terapéutico eventualmente poder representar grande
vantagem, a monoterapia pode induzir o desenvolvimento de resisténcia
parasitaria (Sundar e Singh, 2018). Na Figura 8 se encontra a

representacdo molecular da paromomicina.
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Figura 8: Estrutura molecular da paromomicina. Fonte: Drug Bank, 2018.

1.6.5. Pentamidina

Derivada sintética da amidina, a pentamidina foi amplamente utilizada
nos casos de leishmaniose visceral refratarios, na india, durante a década
de 80, porém seus efeitos adversos (diabetes mellitus insulinodependente,
dor e abcessos nos locais de injecdo, nausea, émese, mialgias, enxaqueca,
tontura, hipotensdo, sincopes, hiperglicemia e hipoglicemia transitorios)
acabaram por limitar extensivamente o seu emprego (Jha et al, 1991). No
entanto, este farmaco permanece sendo recomendado atualmente para
profilaxia secundaria em pacientes portadores da coinfec¢cdo LV-HIV,
conforme relatado por Diro e colaboradores (2015), os quais descreveram
probabilidade de sobrevida livre de recidivas de aproximadamente 79% até 6
meses, e 71% até 1 ano, em estudo conduzido na Etiépia. A estrutura

molecular da pentamidina se encontra na Figura 9.
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Figura 9: Estrutura molecular da Pentamidina. Drug Bank, 2018.

1.7. Controle e tratamento da leishmaniose visceral canina

Considerando-se a gravidade desta enfermidade no que se refere a
salude publica, especialmente pelo seu carater zoondtico, diversos
protocolos tém sido extensamente debatidos ao longo das ultimas décadas
no que tange o controle da doenca, com destaque aos reservatorios caninos
e insetos vetores. A eutanasia dos cédes infectados, como medida de
controle para a doenca humana, caracteriza-se por estratégia adotada em
alguns paises endémicos, a exemplo do que se observa no Programa de
Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral no Brasil, e programas
semelhantes encontrados nos paises da Asia Central. No entanto,
resultados frequentemente inefetivos tém sido observados em diversas
publicacdes cientificas, a exemplo do trabalho de Gonzalez e colaboradores
(2015), os quais nado relataram efeitos diretos desta pratica na doenca
humana, apesar da reducdo na soroconversdo observada no periodo de
estudo. Adicionalmente, trabalhos cientificos envolvendo modelos
matematicos também ndo suportaram a efetividade da eutanasia dos céaes
no controle da doenca humana, fato este agravado pela eliminacdo de
reservatorios sadios, apenas reagentes sorologicamente, poder ocorrer de
maneira superestimada quando testes com baixa especificidade sao
empregados (Costa et al, 2013). Neste contexto, o tratamento antiparasitario
sisttmico dos cdaes, associadamente as outras medidas de controle
debatidas no inicio deste topico, se destaca como ferramenta adicional na
diminuicdo da infectividade dos reservatérios aos seres humanos, conforme

ja relatado em literatura (Guarga et al, 2002). Na Europa, por exemplo, o
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tratamento da leishmaniose visceral canina baseia-se quase que
exclusivamente no emprego do antimoniato de meglumina, sob a dose de 30
a 50 mg/kg, subcutaneo, a cada 12 horas e por 4 a 6 semanas, com grande
melhora clinica porém sem que haja a cura parasitolégica (Solano-Gallego et
al, 2009). Em 2007, o laboratdrio Virbac® passou a comercializar a
miltefosina exclusivamente de uso médico-veterinario, para o tratamento da
leishmaniose visceral canina, uma vez que resultados cientificos
preliminares ja haviam demonstrado grande efetividade deste farmaco,
principalmente quando associado ao alopurinol, fato certamente justificado
pela sua contribuicdo através do efeito leishmaniostatico (Mird et al, 2009).
Adicionalmente, em 2019, Nogueira e colaboradores conduziram estudo com
o emprego da miltefosina em 35 cdes com leishmaniose visceral, tendo
avaliado parametros clinicos, laboratoriais e de infectividade pos-terapéutica.
Tais autores observaram importante reducdo dos escores clinicos e
sintomatologia de maneira geral (94,2% dos animais), além da carga

parasitaria (98,7%) e da infectividade aos vetores flebotomineos.

Barreiras entomoldgicas fisicas (como redes de malha fina em janelas
e canis) e quimicas (repelentes), além do manejo ambiental (eliminacdo de
material organico peridomiciliar) vém sendo empregadas no controle dos
vetores, porém medidas relacionadas aos reservatorios caninos se
apresentam fundamentais no controle da doenca humana, seja por meio do
controle ectoparasiticida (inseticidas de superficie corpérea), pelo estimulo
individual a resposta imune adaptativa contra Leishmania spp.
(imunoprofilaxia), ou ainda pelo tratamento antiparasitario sistémico, ainda
bastante discutido atualmente no Brasil. A protecédo dos caes (infectados ou
nao) contra o0s insetos vetores envolve piretréides sintéticos, como
deltametrina, permetrina, flumetrina e fipronil, encontrando-se disponiveis
sob as formas spot-on ou impregnacdo em coleiras, com periodos de
protecdo variando na dependéncia de cada formulacéo, porém girando em
torno de 2 a 4 semanas, ou ainda 4 a 8 meses, respectivamente (Davoust et
al, 2013; Otranto et al, 2010; Brianti et al, 2014). As vacinas atualmente

disponiveis contra a leishmaniose visceral canina representam eficacia
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protetiva relativamente baixa, variando entre 68 e 71%, portanto recomenda-
se sempre sua utilizacdo junto a outras medidas profilaticas nos
reservatorios, como a utilizacdo de coleiras impregnadas ou inseticidas

topicos, como anteriormente referido (Fernandes et al, 2014).

Outras modalidades terapéuticas vém sendo empregadas
concomitantemente a terapia leishmanicida nos cédes, a exemplo de
imunomodulagdo. A imunoterapia com domperidona e P-MAPA (agregado
proteico de fosfolinoleato de aménio e magnésio e anidrido palmitoleato), ja
demonstrou eficicia na reducdo da carga parasitaria e na infectividade dos
reservatorios, mediante a potencializacdo da resposta imunologica (Gomez-
Ochoa et al, 2009; Sabaté et al, 2014). A associacdo de alopurinol no
tratamento dos cées infectados, junto a um farmaco leishmanicida ou apés o
seu término (durante 6 a 12 meses), também revelou importante efeito
leishmaniostatico e manutencao da remisséo clinica a longo prazo (Mir6 et
al, 2008).

1.8. Descoberta de farmacos

Varias sdo as justificativas que trazem a tona a necessidade da
descoberta de novos farmacos para o tratamento da leishmaniose visceral,
tanto nos seres humanos como nos reservatorios, com especial destaque
para o fato do Brasil contribuir com aproximadamente 96% dos casos
diagnosticados na América Latina. No entanto, a descoberta de novos
farmacos representa processo longo e bastante custoso do ponto de vista
financeiro, com periodo estimado entre 10 e 17 anos, custo em
aproximadamente 1,8 bilhdes de ddlares, além de taxa de sucesso estimada
em 10% (Paul et al, 2010). Neste contexto, o reposicionamento de farmacos
se caracteriza por importante estratégia, uma vez que envolvem baixo custo
(comparativamente ao descobrimento de novos farmacos) e reduzem o
tempo para disponibilizacdo terapéutica, a exemplo do que ocorreu com a

anfotericina B e a miltefosina na histdoria da leishmaniose visceral. O

40



reposicionamento de farmacos traz vantagens principalmente no que se
refere ao conhecimento prévio das informacdes sobre farmacocinética (PK),
farmacodinamica (PD) e seguranca dos compostos quimicos, ja
disponibilizados pregressamente aos pesquisadores, apesar do desafio
existente no estabelecimento da indicacdo de uso do farmaco (ja utilizado
para outras finalidades terapéuticas) em novos alvos patolédgicos (Klug et al,
2016).

A seletividade e a seguranca dos compostos candidatos com acgao
anti-Leishmania, adicionalmente, se apresentam como essenciais na
descoberta de novos farmacos, situacdo esta, inclusive, ja descrita
previamente por Katsuno e colaboradores (2015). Tais autores
estabeleceram critérios para avaliacdo dos compostos candidatos a serem
empregados no tratamento de algumas doencas negligenciadas, incluindo
na prépria leishmaniose visceral. O critério de inclusao inicial na triagem de
compostos se trata da poténcia, porém a selecdo de tais moléculas segue
sendo dividida, posteriormente, em duas categorias: o perfil biolégico do
composto (que inclui, além da poténcia, sua seletividade e especificidade), e
suas propriedades fisico-quimicas, como comportamento farmacologico e
toxicolégico (ADMET) (Balafia-Fouce et al, 2019).

Subsequentemente a triagem farmacologica, toxicolégica e fisico-
guimica, 0s compostos promissores podem ser empregados em estudos in
silico e in vitro, para a eventual obtencdo de informacgcdes que precedam
experimentos in vivo, ou seja, caracterizando um “filtro bioquimico” de trés
etapas: predicbes ADMET-PK in silico, caracterizacdo experimental in vitro,

e finalmente, estudos PK-PD in vivo (Lombardo et al, 2017).

1.8.1. Compostos naturais com potencial anti-Leishmania

O cenario atual das leishmanioses a nivel global, especialmente no

que tange o grave problema de saude publica, o ganho crescente de espaco
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dos reservatorios canideos no ambiente intradomiciliar humano, a limitacéo
terapéutica, a resisténcia parasitaria aos farmacos convencionais observada
nas ultimas décadas, e a auséncia de vacinas disponiveis para a
imunoprofilaxia da doenca humana, como ressaltado anteriormente, acaba
por trazer a tona a necessidade de novas estratégias terapéuticas para
controle desta enfermidade. Seguindo-se o objetivo de eliminar as doencas
negligenciadas tropicais até 2030, a Organizacdo Mundial da Saude
estabeleceu, para controle das leishmanioses, estratégias como o
desenvolvimento de vacinas (para imunoprofilaxia da doenca humana) e
terapias com maior efetividade e menor toxicidade, para ambas as formas
clinicas da doenca (cutanea e visceral) (WHO, 2020). Neste contexto, a
descoberta de compostos naturais com atividade anti-Leishmania pode
contribuir expressivamente no desenvolvimento de novas e efetivas
abordagens terapéuticas, eventualmente tanto para os reservatorios caninos
guanto aos seres humanos, favorecendo o controle da doenca em escala

mundial (Passero et al, 2018).

Historicamente, 0os compostos naturais representam grande beneficio,
contribuindo com diversas moléculas para a terapia de moléstias infecciosas.
Um classico exemplo é a quinina, um alcaloide derivado da planta
Chinchona officinalis e utilizado pioneiramente no tratamento da maléaria
(Sullivan, 2012). Neste contexto, com destaque para 0s compostos naturais
com acdo anti-Leishmania, as Ameéricas contribuem expressivamente com
publicacbes cientificas, fato certamente relacionado a extensa
biodiversidade vegetal presente nesta regiao (Silva et al, 2018).

No que se refere aos compostos com atividade anti-Leishmania
propriamente dita, diversos extratos e 6leos essenciais vém sendo
investigados nas Ultimas décadas, seja por sua atividade direta sobre o
parasita, ou ainda indiretamente potencializando a resposta imunoldgica do
individuo infectado, configurando efeito imunomodulatério. O estimulo ou
bloqueio de determinadas citocinas, neste contexto, justifica alteracbes na

progressdo da doenca, muitas vezes sem representar toxicidade e
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consequente destruicao tecidual. Popularmente conhecida como “Evanta”,
Angostura longi se trata de uma planta largamente utilizada para o
tratamento da leishmaniose na Bolivia, apresentando efeito antiparasitario
direto sobre Leishmania braziliensis e, em humanos e modelos murinos,
interferindo diretamente na ativagdo dos linfocitos T, além de reduzir a
expressdo de INF-y em células esplénicas e mononucleares do sangue
periférico (tais efeitos se devem principalmente ao 2-fenilquinolina, um
composto isolado do extrato rico em alcaloides do referido vegetal) (Calla-
Magarinos et al, 2009). A planta Xylopia discreta jA& demonstrou atividade
anti-Leishmania e imunomodulatéria (estimulo na producdo da proteina
guimioatrativa de mondcitos, ou MCP-1), por meio de seu extrato metandlico
e Oleo essencial extraido das folhas (Lopez et al, 2009). Os extratos das
folhas e sementes de Azadirachta indica (particularmente a fracdo acetato
de etila), do ponto de vista experimental, uma resposta de citocinas para o
fendtipo TH-1, com altos niveis de TNF-a, IL-8 e IL-1B, e concomitante
supressdo das citocinas TH-2 (Daykar et al, 2015). JA4 a espécie vegetal
Laennecia confusa, por meio dos extratos aquoso e em cloroférmio,
apresentou efeito antiparasitario sobre L. donovani, porém sem
concomitante efeito imunomodulatério (Ruiz et al, 2012). A espécie Galium
mexicanum foi submetida a extracdo e isolamento de flavondides,
glicosideos iridéides, acidos iridoides, saponinas triterpenos e
antraquinonas, com as fragdes de hexano, tendo demonstrado atividade
sobre promastigotas, e a fragdo em metanol, reduzido a producéo de IL-6
por macréfagos ativados por LPS (Bolivar et al, 2011). As fracdes de
hexano, em metanol e o extrato em cloroférmio de Lopezia racemosa,
inibiram o crescimento de L. donovani, além de terem suprimido a secrecao
de IL-6 por macréfagos (Paredes et al, 2013). O extrato do caule e das
folnas de Croton caudatus permitiu o isolamento de terpenos como a
crotocaudina, isocrotocaudina, crotoncaudatina e crocaudatol, sendo que a
fragdo em hexano, inibiu a proliferagéo de promastigotas e amastigotas de L.
donovani, além de ter estimulado a produgéo de citocinas proinflamatérias
(IL-12 e TNF-a) e anti-inflamatoérias (IL-10 e TGF-B) (Dey et al, 2015).
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Yamamoto e colaboradores, em 2015 (Yamamoto et al, 2014), através da
fracdo rica em triterpenos de Bacchari sincinella, demonstraram a inducao

da resposta TH-1 (com altos niveis de IL-12 e INF-y) em modelo murino.

Seguindo-se nesta compilacdo de publicacdes acerca de pesquisas
com produtos naturais exercendo efeito anti-Leishmania, podemos ainda
citar o trabalho de Islamuddin e colaboradores (2015) com a Artemisia
annua, os quais, utilizando suas folhas e sementes, demonstraram o
estimulo a producdo de INF-a (resposta TH-1) e a concomitante supressao
de IL-4 e IL-10 (resposta TH-2), além do aumento no numero de células
CcD* e CD?¥, linfoproliferacéo, regulacéo na expresséo de CD80 e CD86 nas
células apresentadoras de antigenos, e elevacao dos niveis de 6xido nitrico.
Adicionalmente, o extrato de Lophanthera lactescens, em trabalho
desenvolvido por Danelli e colaboradores (2009), apresentou grande
poténcia contra amastigotas intracelulares (CEsp de 0,41 pg/ml), com
auséncia de citotoxicidade em macrofagos peritoneais murinos. J4 com
relacdo a investigacdo de Piper nigrum, seu principal alcaloide piperina e o
analogo fenillamida foram empregados sobre promastigotas e amastigotas
de L. amazonensis, tendo-se apresentado ativos e sinérgicos, elevando o
potencial leishmanicida (Ferreira et al, 2011). Semelhantemente, o extrato
hexano dos galhos de Nectandra leucanta, apresentaram-se ativos contra
promastigotas de L. donovani, além de seus dimeros fenilpropandides terem
atuado sobre a supresséo das citocinas IL-6 e IL-10, ambas envolvidas na
resposta TH2 (Costa-Silva et al, 2015). Os compostos ativos extraidos das
plantas acima descritas apresentam suas estruturas moleculares ilustradas

na Figura 10.
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Figura 10: Estruturas moleculares dos compostos ativos com atividade anti-Leishmania e

imunomoduladora, extraidos de produtos naturais. Fonte: Rodrigues et al, 2015.

1.8.2. Compostos derivados do gibilimbol com efeito antiparasitario

A descoberta de compostos com acdo antiparasitaria possui extenso
e promissor campo de investigacdo nas moléculas derivadas de produtos
naturais, especialmente quando se trata de enfermidades negligenciadas.
Neste contexto, destaca-se a familia botanica Piperaceae, com os géneros
de maior abundéancia sendo representados por Piper e Peperomia, os quais
apresentam, respectivamente, aproximadamente 700 e 600 espécies
(Jaramilo et al, 2004). Estudos prévios ja isolaram diversos compostos
bioativos de espécies de Piper spp., dos quais sdo incluidos lignanas,
alcaloides, cromenos, amidas e &cidos benzoicos, alguns deles, inclusive,
com atividade tripanocida e anti-Leishmania (Lago et al, 2009; Batista et al
2011).
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Popularmente conhecida como “Pariparoba-murta”, a espécie P.
malacophyllum, de ocorréncia restrita as regides sudoeste e sul do Brasil,
vem sendo amplamente estudada nas Ultimas décadas, especialmente no
que se refere ao isolamento dos referidos compostos bioativos, como os
piperolidos extraidos de folhas com acédo antifungica contra Cladosporium
sp., e ainda os compostos fendlicos denominados gibilimbol A e B (Figura
11), bioativos contra Trypanosoma cruzi e Leishmania infantum (De Oliveira
et al, 2012). Subsequentemente, algumas séries de analogos derivados da
estrutura molecular simples dos referidos compostos fendlicos foram
estudadas, a exemplo do estudo realizado por Varela et al, em 2016, os
quais analisaram analogos com diferentes grupos funcionais (ésteres,
amidas, iminas, cetonas a,B-insaturadas e seu correspondente alcool) na
cadeia correspondente ao anel fendlico, e observaram melhora na atividade
biolégica, porém com aumento na toxicidade as células de mamifero.
Consequentemente, estudos posteriores foram conduzidos excluindo-se o
grupo fendlico, tendo demonstrado manutencdo da atividade antiparasitaria
com menor perfil de citotoxicidade, fato que trouxe a tona a possibilidade da
referida toxicidade se relacionar com a hidroxila fendlica (Varela 2017).
Desta maneira, devido ao extenso campo de pesquisa acerca do efeito
antiparasitario dos compostos isolados de produtos naturais, diversos
estudos continuam sendo desenvolvidos inclusive com andlogos destas
moléculas, com o intuito de aperfeicoamento em sua poténcia antiparasitaria
e diminuicdo da citotoxicidade as células de mamiferos, para que alguns

candidatos atuem, posteriormente, como protétipos para farmacos.

/@/\MW\ /@/\A/V\/\
HO HO

gibbilimbol A gibbilimbol B

Figura 11: Estrutura molecular dos compostos fenolicos gibilimbol A e B, isolados de Piper

malacophyllum. Fonte: Varela et al, 2016.
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1.9. Justificativa

O grave problema de saude publica envolvendo a doenca humana e os
reservatorios caninos, associado a resisténcia parasitaria aos tratamentos
convencionais e ao fato das estratégias de controle terem apresentado
efetividade limitada até o presente momento (especialmente a eutanasia dos
animais infectados), representam os principais fatores que reforcam a
necessidade de novos estudos acerca de farmacos com efeito anti-
Leishmania. Os protétipos naturais, conforme ja debatido, justificam grande
fonte de pesquisa na terapéutica desta enfermidade, uma vez que diversas
publicacdes nos ultimos anos j& identificaram moléculas promissoras em
ensaios in vitro, a exemplo das moléculas semissintéticas e/ou sintéticas
derivadas do gibilimbol. Por este motivo, optamos, pelo presente estudo, por
dar continuidade aos ensaios com tais moléculas, a fim de se obter
candidatos naturais a prototipos farmacéuticos com elevada poténcia contra
Leishmania (L.) infantum, auxiliando, eventualmente, o estabelecimento de

novas abordagens terapéuticas na doenca canina.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais

Avaliar, in vitro, a atividade anti-Leishmania (L.) infantum dos
compostos sintéticos derivados do gibilimbol, e de acordo com os resultados,

empregar 0s compostos mais ativos em estudos de mecanismo de acgao.

2.2. Objetivos especificos

1. Avaliar a Concentracao Efetiva 50% (CEsyp), in vitro, dos compostos
sintéticos sobre as formas amastigotas (intracelulares) e promastigotas de

Leishmania (L.) infantum

2. Determinar a Concentracdo Citotoxica 50% (CCsp), in vitro, dos

compostos sintéticos em células de mamifero

3. Estudar os possiveis mecanismos de acdo dos compostos mais
promissores, avaliando: (I) a permeabilidade da membrana plasmatica; (Il) o
potencial de membrana mitocondrial (Ayr); (111) niveis de espécies reativas
do oxigénio (ROS); (IV) niveis de célcio intracelular (Ca®"); e (V) alteragdes

dos acidocalcissomos.

4. Estudar in silico, as propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas

e farmacodinamicas dos compostos promissores.

5. Analisar, por meio de espectrometria de massas relacionada a
técnica MALDI-TOF, eventuais alteracdes no perfil protéico de Leishmania

(L.) infantum incubadas com os compostos mais ativos.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Reagentes e equipamentos

Os reagentes Sytox® Green, brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio (MTT), 2'7'- diacetato de diclorodihidrofluoresceina
(H.DCFDA), iodeto de 5,5, 6,6'-tetracloro-1,1', 3,3'-tetraetilbenzimidazolil
carbocianina (JC-1), laranja de acridina e fluo-4 AM foram adquiridos da
Molecular Probes® (Invitrogen™). Soro fetal bovino (SFB), por sua vez, foi
obtido da Gibco® (Thermo Fisher Scientific™), sulfato de gentamicina da
Hipolabor Farmacéutica®, e outros eventuais reagentes utilizados nao
citados neste topico foram obtidos da Sigma-Aldrich™. O
espectrofluorimetro FilterMax F5 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular
Devices™) e o citbmetro de fluxo Atunne NXT (Thermo Fisher Scientific™)

foram utilizados para a leitura de fluorescéncia luminescéncia e absorbancia.

3.2. Modelos experimentais

Os animais utilizados para experimentacdo caracterizaram-se por
Hamsters dourados (Mesocricetus auratus) e camundongos BALBI/c,
fémeas, obtidos do biotério do Instituto Adolfo Lutz de Sdo Paulo (IAL) e
mantidos em ambiente controlado (caixas esterilizadas), com a oferta de

agua e alimento ad libitum.

Todos os procedimentos realizados com os referidos animais foram
previamente avaliados pela Comissdo de Etica em Pesquisa (CEP) do
Instituto Adolfo Lutz (Projeto CTC 72-J / 2017) (Anexo 1).
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3.3. Células de mamiferos

As culturas de células de mamiferos foram mantidas em meio RPMI-
1640 suplementado com NaHCOj; (24 mM), sulfato de gentamicina (20
pug/ml) e soro fetal bovino (10%), além de submetidas a temperatura de
37°C, concentracdo de CO, de 5%, e pH 7,2. Fibroblastos originados de
tecido conjuntivo de camundongos, NCTC clone 929 (ATCC® CCL-1™),
foram fornecidos pela Secéo de Culturas Celulares do Instituto Adolfo Lutz, e
macrofagos peritoneais foram obtidos por meio da lavagem peritoneal de
camundongos BALB/c com RPMI-1640 adicionado de NaHCOj3; (24 mM),
sulfato de gentamicina (20 pug/ml) e soro fetal bovino (10%) sob pH 7,2.

3.4. Parasitas

As formas promastigotas de L. (L.) infantum (MHOM/BR/1972/LD)
foram cultivadas em meio 199 suplementado com NaHCO3; (26 mM), L-
glutamina (2 mM), sulfato de gentamicina (20 pg/ml), soro fetal bovino
(10%), hemina (0,25%) e urina humana (5%) a 24°C e pH 7,2. Ja as formas
amastigotas foram obtidas pela centrifugacado diferencial esplénica de
hamsters dourados entre 60 e 70 dias apos a infeccdo, e o numero de
parasitas, determinado pelo método de Stauber e colaboradores (1958). A
cepa em questdo foi submetida a manutencdo por meio da infeccdo mensal

de hamsters dourados (1x10® amastigotas por animal).
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3.5. Derivados do gibilimbol avaliados

Com base em resultados preliminares do grupo em relacdo a
atividade anti-Leishmania infantum e anti-Trypanosoma cruzi de derivados
do gibillimbol B (Varela et al, 2016; Varela et al, 2017; Varela et al, 2018; De
Oliveira et al, 2012), realizamos uma nova série para explorar a diversidade
eletrbnica dos grupos aromaticos, mantendo o comprimento da cadeia
alifatica lateral, visando fazer um balanco da polaridade dos compostos.
Adicionalmente, foram sintetizados derivados contendo ligacées duplas na
cadeia lateral. A sintese e caracterizacao estrutural destes derivados éster e
amidas foram realizadas pelo grupo do Prof. Dr. Jodo Henrique G. Lago, da
Universidade Federal do ABC. A andlise espectroscopica foi realizada
utilizando-se ressonancia magnética nuclear H e C, bem como
espectrometria de massas de alta resolucdo. As estruturas quimicas

encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1: Estrutura quimica e massa molecular dos 25 compostos derivados do gibilimbol

testados sobre Leishmania (L.) infantum.

Massa
Composto Estrutura molecular molar
(g.mol™)
i
=
O/\\/\/\/\
LPM-1 /Oﬂ 277,31
O,N
0
/\/’W\
LPM-2 © 262.34
H,CO
0
VAN NN
LPM-3 o 250,3
F
0
AN NN
LPM-4 © 288,42
0
/\W
LPM-5 © 232,31
0
/\/\\/\\/\\
LPM-6 © 246,34
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Continuacéo tabela 2

Massa
Composto Estrutura molecular molar
(g.mol™)
o)
AN NN
LPM-7 o 266,76
cl
o)
VN NN
LPM-8 ° 268,77
cl
o)
NN TN
LPM-9 © 252,32
F
(o]
NN
LPM-10 o 290,44
@]
AN
o
LPM-11 248,36
@]
NN
@]
LPM-12 279,33
O,N
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Continuacéo tabela 2

Massa
Composto Estrutura molecular molar
(g.mol™)
(@]
AN NN
LPM-13 E 231,33
o]
AN N TN
LPM-14 E 245,35
(@]
LPM-15 h 261,35
H,CO
@]
AN NN
LPM-16 " 249,32
F
@]
N/\/\M
LPM-17 H 265,77
Cl
0]
AN NN
LPM-18 ﬁ 287,43
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Continuacéo tabela 2

Massa
Composto Estrutura molecular molar
(g.mol™)
0
N/\/\/\/\
LPM-19 H 276,33
O,N
0
I VN N N
LPM-20 : 251,33
F
0
2 VN NN
LPM-21 b 267,79
cl
0
Y N NN
N
LPM-22 H 278,34
O,N
0
Y N NP\
N
LPM-23 H 247,37
0
NN
LPM-24 H 289,45
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Continuacéo tabela 2

Massa
Composto Estrutura molecular molar
(g.mol™)
0
LPM-25 © 260,37

3.6. Determinagéo in vitro da concentragao efetiva 50% (CEsp)

Foram utilizadas placas NUNC de 16 pocos para a incubacao de
macréfagos peritoneais (1x10° células por poco) murinos, realizada sob
temperatura de 37°C e 5% de CO,. A infeccdo destas células foi procedida
com a propor¢cao de 10 amastigotas para cada macrofago, e apds 24 horas,
as placas foram tratadas com os compostos acima descritos durante 96
horas (sob as mesmas condi¢cbes acima citadas), os quais foram diluidos
serialmente em base 2, com inicio em 60 uM e término em 3 pM. O farmaco
miltefosina foi utilizado como padrdo, e o controle negativo se caracterizou
pelas células ndo tratadas (100% de viabilidade). Ao final, a fixacao celular
foi realizada com metanol, a coloracdo com Giemsa, e a avaliagao
microscopica em microscopio Optico, de acordo com metodologia descrita
por Tempone e colaboradores (2007). A concentracao efetiva 50% (CEs) foi
obtida por meio da contagem diferencial de 200 macrofagos por poco,
atraves da determinacao do indice de infeccéo (IF), de acordo com Chang e
colaboradores (1986).

IF macrofagos infectados x amastigotas intracelulares

macradfagos totais
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3.7. Determinacdo in vitro da concentracao citotoxica 50% (CCso)

Placas de 96 pocos foram utilizadas para a incubacédo de células
NCTC, sob a proporcéo de 6x10” células por poco, temperatura de 37°C, 5%
de CO; e durante 96 horas. Os compostos foram empregados sob diluicdo
seriada em base 2, com inicio na concentracdo de 200 uM e término em 1,6
MM, em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino.
Subsequentemente, a fim de se verificar a viabilidade celular, o teste do MTT
foi empregado (20 pL por poco) mediante a incubacdo por 24 horas e
posterior interrupcdo da reacdo com duodecil sulfato de sédio (SDS) a 10%
(80 pL por poco). ApGs 24 horas, a placa foi submetida a leitura em
espectrofotometro com comprimento de onda de 570 nm (Tada et al, 1986).
Novamente a miltefosina foi utilizada como farmaco padréo, e as células nao
tratadas como controle negativo (100% de viabilidade). Com o intuito de se
observar possiveis interferéncias na leitura, foram adicionados controles

contendo apenas 0os compostos e MTT.

3.8. Determinacdo do indice de seletividade (IS)

O indice de seletividade dos compostos, por sua vez, foi determinado
por meio da seguinte equacéao:

IS CCg em células de mamiferos

CEs; em amastigotas intracelulares
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3.9. Determinacado dos parametros fisico-quimicos, ADMET e PAINS (in
silico)

Com o intuto de se avaliar precocemente 0s parametros
farmacocinéticos relacionados aos compostos com maior atividade,
mediante dados obtidos nos experimentos anteriores, a ferramenta virtual
SwissADME foi empregada para a predicao in silico, de acordo com Daiana
e colaboradores (2017). Tal metodologia permite, dentre outras analises, a
avaliacdo da estrutura quimica e previsdo de biodisponibilidade (incluindo
propriedades fisico-quimicas como lipofiidade, tamanho molecular,
polaridade, solubilidade, flexibilidade e saturacdo), massa e refratividade
moleculares, solubilidade aquosa, absor¢cé&o gastrointestinal, permeabilidade
pela barreira hematoencefalica e afinidade pela glicoproteina P, potenciais
interacbes com a superfamilia enzimatica citocromo P450, perfil
farmacocinético para o potencial de administracdo oral da molécula
(frequentemente definido como drug-likeness), e a identificacdo de
moléculas PAINS (ou Pan Assay Interference Compounds, moléculas
contendo estruturas que desempenham potentes respostas in vitro néo
seletivas as proteinas-alvo). Neste contexto, esta plataforma retorna alertas
estruturais, que consistem em uma lista de 105 fragmentos quimicos
(descrita por Brenk e colaboradores, em 2008) potencialmente toxicos,
guimicamente reativos, metabolicamente instaveis ou possuindo
propriedades que os caracterizam como falhos, do ponto de vista

farmacocinético.

3.10. Determinacdo do mecanismo de acdo em promastigotas

Considerando-se a poténcia e seletividade dos compostos, obtidos nos
ensaios com amastigotas intracelulares e sobre as células de mamiferos,
bem como sua disponibilidade para os ensaios subsequentes, foram
selecionados os compostos LPM-21 e LPM-22 para os estudos in vitro de

mecanismo de acdo, realizados com promastigotas de Leishmania (L.)
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infantum em fase exponencial tardia e meio HBSS suplementado com
NaHCO3; (4,2 mM) e D-glicose (10 mM). Previamente, objetivando-se
adequar as condicfes experimentais de concentracédo e tempo, foi procedido
um ensaio de CEs; com promastigotas mediante o emprego de 2x10°
parasitas por po¢co em placas de 96 pocos, bem como os compostos LMP-
21 e LPM-22, diluidos seriadamente em base 2 (concentracao inicial de 200
UM e final de 1,6 uM), incubados sob temperatura de 24°C. As avaliacdes
foram realizadas durante as 4 primeiras horas, e ap0s a incubacdo, a
viabilidade celular foi determinada por meio do método MTT descrito
previamente. A leitura da placa foi procedida em espectrofotometro com
comprimento de onda de 570 nm, e as células nao tratadas foram utilizadas

como controle negativo.

3.10.1. Permeabilizacdo da membrana plasmatica

O fluoréforo Sytox® Green apresenta afinidade por acidos nucleicos,
sendo impermeavel as células com viabilidade preservada. Logo, células
necréticas ou sob apoptose tardia permitem a penetracdo desta molécula,
com a fluorescéncia se relacionando diretamente a quantidade de fluoréforo
internalizada pela célula, fato que justifica 0 seu emprego na avaliacdo da
viabilidade celular (Johnson e Spence, 2010). Este marcador fluorescente,
sob a concentracao de 1uM, foi incubado junto a promastigotas de L. (L.)
infantum em fase exponencial tardia, utilizando-se placas pretas de 96 pocos
com 2x10° parasitas por poco, em meio HBSS (Hank’s Balanced Salt
Solution, Thermo Fisher Scientific Inc®, MA, USA) suplementado com
bicarbonato de sddio (concentragdo de 4,2 mM) e D-glicose (10 mM), a 24°C
durante 15 minutos. Subsequentemente, a placa foi submetida a leitura
basal de fluorescéncia, com a adicdo posterior dos compostos LPM-21
(141,5 pM) e LPM-22 (110,1 uM) e a determinacéo da fluorescéncia a cada
20 minutos durante 4 horas. As leituras foram realizadas em

espectrofluorimetro FilterMax® F5 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular
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Devices, CA, USA) com filtros de excitagcdo de 485 nm, e emissdo de 520
nm, segundo metodologia de Chicharro e colaboradores (2001). Os
parasitas nao tratados foram utilizados como controle negativo (membranas
celulares com 100% de integridade), e a permeabilizacdo maxima foi obtida
mediante o emprego de Triton X-100, sob concentracdo de 0,5%. Os
ensaios foram realizados em triplicata, e controles envolvendo apenas os
compostos e o referido fluoréforo foram adicionados em todos os
experimentos, para a avaliacdo de eventuais interferéncias nos resultados

de fluorescéncia.

3.10.2. Estudo dos niveis de espécies reativas do oxigénio (ROS)

O diacetato de diclorodihidrofluoresceina, também conhecido como
diacetato de diclorofluoresceina (H.DCFDA) foi utilizado como marcador
(permeével as membranas celulares) para a deteccdo das espécies reativas
do oxigénio (ROS). Esta sonda inicialmente ndo apresenta fluorescéncia,
porém apds a clivagem e oxidacdo dos grupos acetato pelas esterases
intracelulares, é convertido em 2’,7’-diclorofluoresceina (DCF), uma molécula
com grande fluorescéncia (Johnson e Spence, 2010). Placas pretas de 96
pocos foram utilizadas para a incubacao de promastigotas de L. (L.) infantum
em fase exponencial tardia (2x10° parasitas por pogo) junto aos compostos
LPM-21 e LPM-22 (141,5 uM e 110,1 uM, respectivamente), em meio HBSS
(Hank’s Balanced Salt Solution, Thermo Fisher Scientific Inc®, MA, USA)
suplementado com bicarbonato de sodio (concentracdo de 4,2 mM) e D-
glicose (10 mM), a 24°C e durante 4 horas. Subsequentemente, o diacetato
de diclorodihidrofluoresceina (H,DCFDA), sob concentracdo de 5 uM foi
adicionado e incubado durante 15 minutos, com posterior medicdo da
fluorescéncia em espectrofluorimetro FilterMax® F5 Multi-Mode Microplate
Reader (Molecular Devices, CA, USA) com filtros de excitacdo de 485 nm, e
emissdo de 520 nm (Mukherjee et al, 2002). Parasitas néo tratados foram

utilizados como controle negativo (com 100% de integridade), e os niveis
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méaximos de ROS foram determinados na presenca de peroxido de
hidrogénio, sob concentracdo de 400 pM. Os ensaios foram realizados em
triplicata, e controles envolvendo apenas os compostos e o fluor6foro em
questdo foram novamente adicionados aos experimentos, a fim de se

verificar interferéncias nos valores de fluorescéncia.

3.10.3. Estudo dos niveis de calcio intracelular (Ca?")

A determinacdo dos niveis de calcio intracelular foi realizada por meio
do emprego do marcador Fura-2 AM, o qual € composto por sais de sédio e
potassio, bem como ésteres acetoximetil (AM). Promastigotas de Leishmania
(L.) infantum, em fase exponencial tardia e sob a concentracdo de 2x10°
parasitas/po¢co, foram pré-tratadas com o marcador Fura-2 AM
(concentracdo de 5 uM) em PBS a 24°C durante 40 minutos, e apos duas
lavagens, permaneceram dispostas em placas pretas de 96 pocos e
submetidas a uma leitura basal. Posteriormente, os compostos LPM-21
(141,5 pM) e LPM-22 (110,1 pM) foram adicionados aos referidos pogos,
com a fluorescéncia tendo sido determinada em 20, 40, 60, 80, 100, 120,
140, 160, 180, 200, 220 e 240 minutos, por meio de espectrofluorimetro
FilterMax® F5 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular Devices, CA, USA)
com filtros de excitagdo de 485 nm, e emissdo de 535 nm (Corral et al,
2016). Niveis maximos de calcio foram obtidos na presenca de Triton X-100
(concentracdo de 0,5%), e parasitas ndo tratados foram utilizados como

controle negativo, representando 100% de viabilidade a niveis basais.

3.10.4. Alteragbes nos acidocalcissomos
Os acidocalcissomos sdo organelas responsaveis pelo armazenamento

de calcio e se encontram presentes em uma grande diversidade de

organismos, tendo sido reconhecidos inicialmente em bactérias. Apos pre-
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tratamento com laranja de acridina (concentracao de 4uM) em PBS durante
5 minutos e 24°C, as promastigotas de Leishmania (L.) infantum, sob
concentracdo de 2x10° parasitas por poco, foram entdo lavadas e dispostas
em placas de 96 pocos. Subsequentemente, foi procedida a leitura basal de
fluorescéncia, e os compostos LPM-21 (141,5 uM) e LPM-22 (110,1 uM)
foram adicionados, com a fluorescéncia tendo sido monitorada nos tempo
20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 182, 200, 220 e 240 minutos, em
espectrofluorimetro FilterMax® F5 Multi-Mode Microplate Reader (Molecular
Devices, CA, USA) com filtros de excitagdo de 485 nm, e emissédo de 535
nm (Serrano-Martin et al., 2009). Niveis méaximos de alcalinizacdo foram
obtidos na presenca de nigericina sob concentracdo de 4%, e parasitas ndo
tratados foram utilizados como controle negativo, representando 100% de
viabilidade a niveis basais. Os ensaios foram realizados em triplicata, e
controles envolvendo apenas os compostos e o fluoréforo em questao foram
adicionados aos experimentos, a fim de se verificar interferéncias nos

valores de fluorescéncia.

3.10.5. Estudo do potencial de membrana mitocondrial (Ay,,)

A sonda fluorescente JC-1 (5,5,6,6’-tetracloro-1,1',3,3’- iodeto de
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina), sob baixas concentracdes ou baixo
potencial de membrana, se encontra na forma de monémeros (fluorescéncia
verde). JA& quando em altas concentracdes (solugcbes aquosas acima de
0,1uM) ou sob altos potenciais, o JC-1 d&a origem a “J-agregados” vermelho
fluorescentes, com espectro de emissdo variando entre 530 (coloragéo
verde) e 590 nm (coloracao vermelha). Desta maneira, a despolarizagéo da
membrana mitocondrial pode ser determinada pela razdo entre a
fluorescéncia vermelha e a verde, uma vez que a formacgao dos referidos “J-

agregados” (Johnson e Spence, 2010).

Os compostos LPM-21 (1415 pM) e LPM-22 (110,12 pM) foram

incubados com promastigotas de Leishmania (L.) infantum em fase
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exponencial tardia, na quantidade de 2x10° parasitas por poco, em meio
HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution, Thermo Fisher Scientific Inc®, MA,
USA) suplementado com bicarbonato de sodio (concentracdo de 4,2 mM) e
D-glicose (10 mM), a 24°C, por 2 horas, e ap0s uma lavagem, a sonda JC-1
foi adicionada sob a concentracdo de 10 pM. Sequencialmente, procedeu-se
nova incubag&o por 20 minutos sob a mesma temperatura acima registrada,
e a fluorescéncia foi determinada em citdmetro de fluxo Attune NXT (Thermo
Fisher Scientific Inc®, MA, USA) com filtro de excitacdo de 488 nm, e
emisséo de 530 nm (BL-1) e 574 nm (BL-2). A razao entre BL-2 (vermelha) e
BL-1 (verde) caracterizou o potencial de membrana mitocondrial (Mukherjee
et al, 2002), com a despolarizacdo maxima tendo sido obtida na presenca de
carbonil cianeto 3-clorofenilhidrazona (CCCP). Parasitas nao tratados foram
utilizados como controle negativo, representando 100% de viabilidade e

potencial de membrana mitocondrial preservado.

3.11. Caracterizacédo do perfil espectral proteico parasitario (MALDI-TOF
MS)

A técnica MALDI-TOF/MS (matrix-assisted laser desorption
ionization — time of light), foi empregada para a avaliacdo das alteracfes
proteicas em Leishmania infantum, especialmente no que se refere ao
espectro de massas de tais proteinas. Para tanto, foi procedida a incubacéao
por 24 horas a 24°C, de promastigotas em fase estacionaria (1x10") em
meio M199 (caracterizando o controle), com os compostos LPM-21 (141,5
uM) e LPM-22 (110,1 uM), e com o farmaco padrédo (miltefosina), apos
prévia lavagem em PBS. Subsequentemente, tais culturas foram
centrifugadas (em tubo Falcon) a 3000 x g durante 10 minutos, sob
temperatura ambiente, o sobrenadante foi descartado, e o pellet originado foi
submetido a lavagem com 1 mL de &gua estéril por 2 vezes, sendo
posteriormente centrifugado a 3000 x g ainda sob temperatura ambiente. O
pellet foi ressuspendido em 0,3 mL de agua estéril, e posteriormente em 0,9

mL de etanol absoluto. Esta solugcdo foi agitada durante 30 segundos, e
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centrifugada a 10.000 x g durante por 5 minutos, sob temperatura ambiente,
com o pellet residual tendo sido submetido a ressuspensdo em 20 uL de
acido férmico a 70% (v/v), e posteriormente ao mesmo volume de
acetonitrila P.A. A suspenséo foi nhovamente agitada durante 30 segundos, e
centrifugada a 10.000 x g durante 5 minutos (temperatura ambiente), e 1 uL
de sobrenadante foi disposto sobre a placa de aco (em duplicatas), com
secagem a temperatuyra ambiente (Mouri et al, 2014). Por fim, 1 pL da
solucdo matriz do MALDI-TOF/MS (acido a-ciano-4-hidroxi- cinamico em
50% de acetonitrila e 2,5% de acido trifluoroacético) foi disposta sobre as
amostras ja secas. O teste bacteriolégico padrao para extracado proteica
(DH5-alfa Escherichia coli) foi adicionado na referida placa para calibracao
externa (Peng et al, 2019), e a analise foi realizada no espectrémetro de
massas BrukerAutoflex 11l MALDI-TOF/MS (Bruker-Daltonics, Bremen,
Alemanha), com o laser de nitrogénio disposto a 337 nm. A faixa de massas
foi calibrada entre 2.000 e 20.000 m/z. Um total de 500 disparos aleatorios
de laser, para cada espectro, foi coletado. Os dados foram automaticamente
extraidos pelo software AutoXecute of the Flex Control 3.3, e posteriormente
direcionados ao software MaldiBiotyper 3.1 (Bruker-Daltonics, Bremen,
Alemanha). Apenas picos com uma razao sinal/ruido maior que 3 foram

considerados (Mouri et al, 2014).

3.12. Anélises estatisticas

Os resultados de concentragdo citotoxica 50% (CCso) € concentracao
efetiva 50% (CEso) foram obtidos por meio de curvas sigmoides dose-
resposta, e a significancia estatistica entre as amostras foi determinada com
os valores de P pelo método One-Way ANOVA, utilizando-se o teste Tukey’s
Multiple Comparison. Adicionalmente, o software Graph Pad Prism® 5
(Graph Pad Software, CA, USA) foi empregado em todas as andlises, as
guais, do ponto de vista experimental, foram realizadas em triplicata, tendo-

se reproduzido minimamente duas vezes cada ensaio (0s resultados a
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serem apresentados se referem aos ensaios de maior representatividade) .
A significancia estatistica foi considerada mediante valores de p abaixo de

0,05 (95% de intervalo de confianca), para todos os experimentos.

4. Resultados

4.1. Determinacdao in vitro da concentracao efetiva 50% (CEsy),
concentragao citotoxica 50% (CCsp) e indice de seletividade (IS)

Dentre os 25 compostos testados, 4 apresentaram atividade sobre as
formas amastigotas intracelulares, com o CEs variando entre 5,1 e 13,5 uM
(Tabela 2). Ainda, o composto LPM-24 apresentou-se como 0 mais potente
neste estudo, com o valor de CEsp de 5,1 pM, similar ao do farmaco padrao
miltefosina (6,5 uM). No que se refere a citotoxicidade em células de
mamifero (fibroblastos murinos), todos os compostos foram avaliados, e
nenhum dos 4 compostos ativos contra Leishmania (L.) infantum revelou
citotoxicidade. A miltefosina apresentou um valor de CCso de 119,7 uM. Os
demais compostos ndo apresentaram citotoxicidade até a concentracao

maxima testada, ou seja, 200 uM.

O indice de seletividade (IS) dos compostos, definido pela razdo entre
sua citotoxicidade em células de mamiferos e atividade anti-Leishmania

sobre amastigotas intracelulares, revelou valores maiores que 14,8.

65



Tabela 2: Avaliacdo atividade anti-Leishmania (L.) infantum em promastigotas e

amastigotas, citotoxicidade em células NCTC e indice de seletividade dos compostos

inseridos neste estudo (incluindo o farmaco padrédo miltefosina).

CEs CEso CCso
Composto Promastigotas Amastigotas (uM) = DP IS
(UM) + DP (UM) + DP

LPM 01 99,614 NA > 200 ND
LPM 02 > 150 NA > 200 ND
LPM 03 > 150 NA > 200 ND
LPM 04 > 150 NA > 200 ND
LPM 05 > 150 NA > 200 ND
LPM 06 115,9+2/4 NA > 200 ND
LPM 07 > 150 NA > 200 ND
LPM 08 > 150 NA > 200 ND
LPM 09 > 150 NA > 200 ND
LPM 10 > 150 NA > 200 ND
LPM 11 > 150 NA > 200 ND
LPM 12 28,2+4,0 13,5+ 13,6 > 200 > 14,8
LPM 13 > 150 NA > 200 ND
LPM 14 66,9+6,4 NA > 200 ND
LPM 15 > 150 NA > 200 ND
LPM 16 67,4+1,3 NA > 200 ND
LPM 17 73,343 NA > 200 ND
LPM 18 66,0+1,0 NA > 200 ND
LPM 19 49,8 +4,0 NA 158,2 + 37,3 ND
LPM 20 64,1+ 3,5 NA 156,8+1,0 ND
LPM 21 419+21 12,7+4,9 > 200 > 15,7
LPM 22 443+0,4 122+7,2 > 200 >16,4
LPM 23 66,3+ 6,0 NA > 200 ND
LPM 24 > 150 51+19 > 200 >39,2
LPM 25 > 150 NA > 200 ND

Miltefosina 51+0,6 6,5+ 3,0 119,7 £ 4,2 18,4

CEso: Concentracdo Efetiva 50%; CCso: Concentracdo Citotoxica 50%; IS: indice de

Seletividade; DP: Desvio Padréo.
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4.2. Predic¢des in silico

Os compostos LPM-21 e LPM-22 foram selecionados para as
avaliacdes in silico e estudos de mecanismo de acdo (a serem debatidos a
seguir), de acordo com sua poténcia, seletividade e disponibilidade. A
predicdo in silico foi realizada pela plataforma SwissADME, especialmente
com relacdo a presenca de moléculas interferéncia (PAINS), propriedades
fisico-quimicas, farmacocinéticas e farmacodindmicas (Tabela 3). A
capacidade de penetracdo celular, determinada pela -caracterizagcéo
guantitativa da lipofilicidade dos compostos candidatos a futuros farmacos,
foi representada, neste estudo, pelo coeficiente de particdo (log P), o qual
demonstrou maior lipofilidade de LPM-21 (4,38) comparativamente ao LPM-
22 (2,84). A solubilidade em agua (log S) demonstrou ambos os compostos
revelando valores relativamente proximos (-4,37 e -3,42), encontrando-se na
faixa que configura razoavel solubilidade aquosa (entre -1 e -5).
Adicionalmente, ambas as moléculas apresentaram alta absorcao
gastrointestinal e se mostraram permeaveis a barreira hematoencefélica,
além de nao representarem substratos para a glicoproteina P. Ja no que se
refere a metabolizacdo dos compostos sobre as isoformas da enzima P450
(CYP1A2, CYP2C19, CYP2C9, CYP2D6 e CYP3A4), observa-se que o
composto LPM-21 inibiu 4 das 5 isoformas, enquanto que LPM-22 né&o
provocou nenhuma inibicdo enzimatica.

O perfil drug-likeness incluiu cinco filtros distintos: Lipinski (Pfizer®),
Ghose (Amgen®), Veber (GSK®), Egan (Pharmacia®), e Muegge (Bayer®).
De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3, o composto LPM-
21 revelou resultado satisfatorio em quatro dos cinco filtros, tendo sido
reprovado apenas pelo filtro de Muegge. Em contrapartida, o composto
LPM-22 foi aprovado nos cinco filtros. No que se refere a eventual detecgao
de moléculas PAINS, nenhum dos compostos aqui estudados apresentou

fragmentos potencialmente problematicos.
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Tabela 3: Estudo in silico dos paradmetros fisico-quimicos, estruturais e ADMET dos

compostos LPM-21 e LPM-22.

Propriedades LPM 21 LPM 22
Fracéo de carbonos sp3 0,53 0,53
N° de ligagOes rotativas 9 10

N° aceptores de ligagao H 1
N° doadores de ligacdo H 1

TPSA (A2 29,10 72,80

Log P 4,38 2,84

Log S -4,37 -3,42

Classe de solubilidade Moderada  Solavel

Absorcéo gastrointestinal Alta Alta
Permeabilidade na barreira hematoencefalica v v
Substrato P-gp X X
Inibidor CYP1A2 v X
Inibidor CYP2C19 v X
Inibidor CYP2C9 v X
Inibidor CYP2D6 v X
Inibidor CYP3A4 X X
Lipinski v v
Ghose v v
Veber v v
Egan v v
Muegge x v
PAINS 0 0

TPSA: é&rea de superficie polar topoldgica; P-gp: glicoproteina de permeabilidade; CYP:
citocromo P450 (e suas respectivas isoformas); PAINS: pan-assay interference compounds;

+ : sim; X: ndo.

Os resultados do radar de biodisponibilidade de ambos os

compostos se encontram disponiveis na Figura 12. Os parametros fisico-
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quimicos referentes ao composto LPM-21 se adequam aos limites
estabelecidos para farmacos aprovados de administracdo oral. Ja o
composto LPM-22 excedeu os limites de flexibilidade (numero de ligacdes
rotativas maior que nove), apesar de se enquadrar nos demais eixos

referentes aos critérios fisico-quimicos.

LPM 21 LPM 22

LIPO LIPO

FLEX A\ SIZE FLEX A SIZE

INSATU POLAR INSATU POLAR

INSOLU INSOLU

o] (o]
| I
/@/\N/\/\/\/\ DA ARG
H
cl O,N

Figura 12: Radares de biodisponibilidade disponibilizados pela ferramenta virtual

X Z

SwissADME, e sua aplicacdo sobre os compostos LPM-21 e LPM-22. A area rosa
representa os valores drug-likeness de cada propriedade: lipofilicidade (log P entre 0,7 e
5,0), tamanho (MM entre 150 e 500 g/mol), polaridade (TPSA entre 20 e 130 Az),
solubilidade (log S < -6), flexibilidade (nimero de liga¢des rotativas < 9) e saturacado (fragéo

de carbonos com hibridacao sp3 entre 0,25 e 1).

4.3. Determinacdo do mecanismo de acdo em promastigotas

Conforme citado anteriormente, os compostos LPM-21 e LPM-22 foram
selecionados para os estudos de mecanismo de acdo, os quais foram

precedidos por um ensaio para a determinacdo da Concentracdo Efetiva
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50% em tempos curtos de incubagdo. A observagdo ao microscopio Optico
na maior concentracao testada revelou que o composto LPM-21 induziu a
morte dos parasitas no tempo de 4 horas, e o LPM-22, em 3 horas. Sendo
assim, os resultados obtidos com a sonda MTT demonstraram valores de
CEso de 1415 pM e 110,1 uM, respectivamente. Tais resultados foram
extrapolados para a realizagao dos ensaios de mecanismo de agao, a serem

apresentados a seguir.

4.3.1. Permeabilidade da membrana plasmética

O marcador fluorescente Sytox® Green foi empregado para a avaliagao
de permeabilidade da membrana celular de promastigotas de Leishmania
(L.) infantum, uma vez que possui afinidade pelos acidos nucleicos, de
maneira que, por ser impermeavel as células integras, a magnitude da
fluorescéncia se apresenta diretamente proporcional a sua penetracdo
celular e, consequentemente, a eventuais danos na membrana plasmatica.
O surfactante nao-idnico Triton® X-100 (0,5% v/v) foi utilizado para a
permeabilizacdo maxima das membranas plasméaticas parasitarias, ou seja,
como controle positivo, bem como parasitas ndo tratados permaneceram
como controle negativo, como se observa na Figura 13. No que se refere ao
composto LPM-21, comparativamente ao controle negativo, a
permeabilizacdo da membrana plasmatica celular passa a ocorrer e se
mostrar estatisticamente relevante (p<0,001) a partir de 220 minutos. O
Triton®-X 100 apresenta relevancia estatistica (p<0,001) desde o primeiro

dos tempos (20 minutos).
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Figura 13: Avaliac@o da permeabilidade da membrana plasmatica em promastigotas de L.
(L.) infantum apéds 4h de tratamento com LPM-21 (141,5 uM), com o emprego do marcador
fluorescente Sytox Green. Observa-se a permeabilizagdo tendo inicio a partir de 220
minutos, bem como a permeabilizacdo méaxima com Triton®-X 100 (controle positivo) desde
20 minutos, e a auséncia de permeabilizacdo nos parasitas néo tratados (controle negativo),

todos estatisticamente relevantes (p<0,0001).

Em contrapartida, o composto LPM-22 (110,1 uM) néo induziu a
permeabilizacdo plasmatica mesmo nos maiores tempos de incubacao,
como demonstrado na Figura 14. Adicionalmente, neste ensaio, a exemplo
do anterior realizado com o composto anterior, o controle positivo (Triton®-X
100) demonstrou o maximo de permeabilizacdo desde o primeiro dos
tempos analisados (20 minutos), comparativamente aos parasitas nao
tratados (p<0,0001).
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Figura 14: Avaliacdo da permeabilidade da membrana plasmatica em promastigotas de
Leishmania (L.) infantum apés 4h de tratamento com LPM-22 (110,1 uM), com o emprego
do marcador fluorescente Sytox Green. Observa-se a preservacdo da permeabilidade
plasmatica dos parasitas apds o tratamento com o referido composto, similarmente ao

controle negativo, além da permeabilizagdo méxima com Triton® X-100 (p<0,0001).

4.3.2. Estudo dos niveis de espécies reativas do oxigénio (ROS)

O acetato de diclorodihidrofluoresceina (H,DCFDA) se apresenta
permeavel as membranas celulares, fato que permite sua internalizacao
sobre os parasitas aqui estudados. Nesta etapa, o referido marcador ainda
ndo se caracteriza como fluorescente, porém apOs seus grupos acetatos
sofrerem oxidacdo pelas esterases intracelulares, ha a geracdo de DCF
(molécula fluorescente) com contribuicdo indireta do oxigénio singlete,
permitindo, desta maneira, a deteccdo de radicais livres (a elevacdo ou
diminuicdo da oxidagcdo de H,DCFDA atua diretamente no aumento ou
diminuicdo da fluorescéncia). Este marcador foi empregado sobre
promastigotas de Leishmania (L.) infantum, com o sal incolor azida sédica
(NaNs), sob concentracéo final de 10 mM, tendo sido utilizado como controle
positivo, no sentido de representar o maximo de producdo de ROS, e
parasitas ndo tratados como controle negativo. Como se observa na Figura
15, tanto LPM-21 (a 141,5 pM), quanto LPM-22 (a 110,1 pM), reduzem de
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maneira consideravel o0s niveis de espécies reativas do oxigénio,
comparativamente ao controle negativo (parasitas nao tratados) até o final
deste estudo (240 minutos), com relevancia estatistica de < 0,0001 para
ambos. O controle positivo (azida sodica) também apresentou significancia

estatistica na producdo méxima de ROS, com p < 0,0001 ao final de 4 horas.
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Figura 15: Determinacdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) em
promastigotas de Leishmania (L.) infantum ao final de 240 minutos de tratamento com LPM-
21 (1415 pM) e LPM-22 (110,1 uM), mediante o emprego do marcador acetato de
diclorodihidrofluoresceina (H,DCFDA), sob excitacdo de 485 nm e emissédo de 535 nm.
Parasitas nado tratados foram utilizados como controle negativo, e azida sédica (NaN3) como
controle positivo. A fluorescéncia é dada mediante percentual referente aos parasitas ndo
tratados (100%). SignificAncia estatistica: *** p < 0,0001.

4.3.3. Estudos dos niveis de calcio intracelular (Ca®")

Os niveis de calcio intracelular foram determinados a partir do
emprego do marcador Fura-2 AM em promastigotas de Leishmania (L.)
infantum. Este marcador é composto por sais de sodio e potassio, bem como
ésteres acetoximetil (AM). Os referidos sais se apresentam impermeaveis as

células, sendo internalizados apenas por microinjecdes ou por meio de
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reagentes de influxo especificos. Em contrapartida, os ésteres acetoximetil
atravessam passivamente as membranas celulares, sendo posteriormente
clivados por esterases e convertidos em Fura-2, uma molécula com grande
afinidade pelos fons Ca?*, originando complexos intracelulares fluorescentes.
Sendo assim, o aumento na fluorescéncia ocorre de maneira diretamente
proporcional a elevagdo dos niveis de calcio intracelular (Johnson e Spence,
2010). A Figura 16 demonstra os resultados obtidos com o composto LPM-
21, e a Figura 17, com LPM-22. Na primeira, observamos importante
elevacao dos niveis de calcio intracelulares na presenca do composto LPM-
21. Foi observada uma diferenca estatistica significante entre o composto
LPM-21 e o controle negativo (parasitas ndo tratados), assim como em
relacdo ao controle positivo (Triton X-100) (p<0,0001) em todos os tempos

monitorados.
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Figura 16: Determinacéo dos niveis de calcio intracelular em promastigotas de Leishmania
(L.) infantum monitorada durante 240 minutos de tratamento com o composto LPM-21
(141,5 pM), mediante o emprego do marcador Fura-2 AM (excita¢éo 485 nm e emissdo 535
nm). O surfactante ndo ibnico Triton X-100 (0,5%) foi utilizado como controle positivo, e
parasitas ndo tratados, como controle negativo. O percentual de fluorescéncia minimo e
maximo sao referentes aos parasitas nao tratados em 0 minutos (0%) e tratados com Triton

X-100 (100%) apds normalizacao, respectivamente. *** p<0,0001.
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Semelhantemente, o composto LPM-22 induziu a elevagdo dos
niveis de célcio intracelulares, de forma continua em todos os tempos de
analise. A analise comparativa entre LPM-21 e LPM-22 demonstrou que o
primeiro elevou o calcio aos niveis observados no controle positivo (Triton X-
100) em apenas 20 minutos, sendo que LPM-22 atingiu estes niveis
méaximos apds 200 minutos de incubacdo. Foi observada significancia
estatistica em todos os tempos estudados, tanto na analise comparativa
entre LPM-22 e o controle positivo (p=0,0003), e o controle negativo
(P<0,05) (Figura 15).
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Figura 17: Determinag&o dos niveis de calcio intracelular em promastigotas de Leishmania
(L.) infantum monitorada durante 4 horas de tratamento com o composto LPM-22 (110,1
1M), mediante o emprego do marcador Fura-2 AM (excitagdo 485 nm e emissédo 535 nm). O
surfactante néo iénico Triton X-100 (0,5%) foi utilizado como controle positivo, e parasitas
nao tratados, como controle negativo. O percentual de fluorescéncia minimo e maximo sdo
referentes aos parasitas ndo tratados em 0 minutos (0%) e tratados com Triton X-100

(100%) apos normalizacao, respectivamente. *** p=0,0003.
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4.3.4. Alteragdes nos acidocalcissomos

O marcador fluorescente laranja de acridina foi empregado neste estudo
para a observacdo de possiveis alteragcbes nos acidocalcissomos de
promastigotas de Leshmania (L.) infantum, uma vez que possui afinidade por
regides acidas do ambiente intracelular, como acidos nucleicos,
acidocalcissomos, entre outras. Desta maneira, a alcalinizagdo dos
acidocalcissomos resulta na liberacdo do referido fluoréforo deste
compartimento, justificando aumento na fluorescéncia. A nigericina foi
utilizada como controle positivo (niveis maximos de alcalinizacdo), e
parasitas ndo tratados, como controle negativo. Na Figura 18, é possivel
observar, ja no primeiro dos tempos monitorados (20 minutos), consideravel
alcalinizacdo induzida pelo composto LPM-21 (141,5 uM), com diferenca
estatistica significante (p=0,002) em relacdo ao controle positivo e negativo.
Tal padrdo de alcalinizacdo do composto aqui apresentado permanece
durante todos os demais tempos monitorados, até o final do ensaio. Ja o
composto LPM-22 (110,1 uM) (Figura 19) revela um padréao oposto ao LPM-
21, acidificando progressivamente a organela nos tempos estudados. A
partir de 60 minutos é observada diferenca estatistica em relacao ao controle
negativo. A alcalinizacdo induzida pelo controle positivo (nigericina) ja
apresenta significancia estatistica a partir de 20 minutos (p=0,002). A
acidificacdo observada no composto LPM-22 permanece progressiva

durante os demais periodos.
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Figura 18: Alteracdo do pH dos acidocalcissomos em promastigotas de Leishmania (L.)
infantum tratados com LPM-21 (141,5 uM), utilizando a sonda laranja de acridina. Excitacao
foi realizada a 485 nm e emissdo a 535 nm. Parasitas tratados com nigericina foram
utilizados como controle positivo (4uM), e parasitas ndo tratados, como controle negativo.

*** n=0,003 em relag&o ao controle negativo.
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Figura 19: Alteracdo do pH dos acidocalcissomos em promastigotas de Leishmania (L.)
infantum tratados com LPM-22 (110,1 pM), utilizando a sonda laranja de acridina. Excitacdo

foi realizada & 485 nm e emissdo a 535 nm. Parasitas tratados com nigericina foram
utilizados como controle positivo (4uM), e parasitas ndo tratados, como controle negativo. **

p=0,0021 em relacdo ao controle negativo.
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4.3.5. Estudo do potencial de membrana mitocondrial (Ay,)

O potencial de membrana mitocondrial de promastigotas de
Leishmania (L.) infantum foi observado mediante o emprego do marcador
fluorescente JC-1 (5,5,6,6'-tetracloro-1,1’,3,3’- iodeto de
tetraetilbenzimidazolilcarbocianina) em citometria de fluxo. A despolarizacao
méaxima, caracterizada aqui como controle positivo, foi obtida por meio de
carbonil cianeto 3-clorofenilhidrazona (CCCP), e o controle negativo através
de parasitas ndo tratados. Na Figura 20, podemos observar, ao final de 4
horas de tratamento com o composto LPM-21, a despolarizacdo do potencial
da membrana mitocondrial do parasita (p=0,001) quando comparado ao
controle negativo. Em contrapartida, ndo se observou a despolarizacéo
mitocondrial parasitaria no emprego do composto LPM-22, com niveis de
fluorescéncia compativeis com o controle negativo. O CCCP foi utilizado
como controle positivo para induzir a despolarizacdo, e parasitas nao

tratados foram utilizados como controle negativo.
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Figura 20: Avaliacdo do potencial de membrana mitocondrial em promastigotas de L. (L.)
infantum apés 4 horas de tratamento com os compostos LPM-21 (141,5 pM) e LPM-22
(110,1 pM), por meio da sonda JC-1 (excitacdo 488 nm e emissdo 530/574 nm). O controle
negativo foi representado pelos parasitas nao tratados, e o controle positivo, pelo
desacoplador de fosforilagdo oxidativa CCCP (100 pM). A fluorescéncia é representada pela

razdo entre BL-2 (574 nm) e BL-1 (530 nm) ** p=0,0001 em relac¢éo ao controle.

4.4. Avaliacéo do perfil espectral proteico por MALDI-TOF/MS

Seguindo-se a proposta metodoldgica inicial e tendo em vista a poténcia
dos compostos LPM-21 e LPM-22 observada anteriormente, tais moléculas
foram incubadas junto & promastigotas de Leishmania (L.) infantum para o
estudo do espectro de massas das proteinas parasitarias, sob os valores de
CEsp obtidos anteriormente. O controle positivo foi dado pela incubacao de
promastigotas com miltefosina, assim como o controle negativo, por
parasitas nao tratados. O perfil espectral proteico foi obtido entre 2.000 e
16.000 m/z (relacdo massal/carga), e 0s picos de 6153 m/z e 7187 m/z
observados em todos os grupos foram utilizados para identificacdo do

subgénero Leishmania (Figura 21)
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Os picos obtidos na faixa entre 2.000 e 13.000 m/z foram utilizados
para identificarmos diferencas nos parasitas nao tratados, no controle
positivo (tratamento com miltefosina) e nos grupos tratados com LPM-21 e
LPM-22. De maneira geral, a incubacdo de promastigotas com LPM-21 e
LPM-22 ocasionou aumento na intensidade relativa dos picos, quando
comparados com o controle negativo, epecialmente em 3.081, 5.542 e
11.079 m/z, conforme se observa na Figura 21. O aumento da intensidade
dos picos observada com o composto LPM-21 se apresentou mais
expressivo entre a faixa de 2000 e 7.200 m/z. Alguns picos se apresentaram
consideravelmente maiores nos promastigotas tratados, a exemplo de 3.082,
5.541 e 10.271 m/z quando comparados ao grupo controle. Diferentemente,
a incubacdo com o composto LPM-22 ocasionou variacdes de intensidade
menos expressivas do que com LPM-21, com ligeiro aumento na faixa entre
2000 e 4000 m/z. Alguns picos também se apresentaram consideravelmente
maiores nos promastigotas incubados com LPM-22, a exemplo de 3.082,
5.116, 5.542, 5.657 e 6.481 m/z, em relagcdo ao grupo controle. Em geral, o
farmaco padrédo miltefosina resultou em diminuicdo do perfil espectral das
proteinas dos promastigotas tratados, porém em uma faixa muito mais
ampla, entre 2000 e 13.000 m/z. A Figura 22 representa uma analise
comparativa entre 0s espectros brutos com picos mais significativos, com
relacdo sinal/ruido menor que 3, bem como o gel virtual disponibilizado pelo
programa Biotyper 3.1, para cada grupo. Aqui se torna possivel observar as
diferencas no perfil de proteinas de promastigotas nao tratadas e incubadas
com LPM-21, LPM-22 e miltefosina.
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Figura 21: Espectros de massas de promastigotas de Leishmania. (L.) infantum obtidos por
MALDI-TOF/MS. O grupo controle representa os parasitas ndo tratados, e os demais,
promastigotas submetidas a incubagdo com LPM 21, LPM 22 e miltefosina. As intensidades
relativas dos ions se encontram no eixo Y, e o eixo X representa a relagdo massa/carga
(m/z) entre 2.000 e 16.000. Os picos obtidos em 6.153 e 7.187 m/z (azul) permitem a
identificacdo do subgénero Leishmania. O aumento na intensidade dos picos observado na
incubacdo de promastigotas com LPM-21 e LPM-22 pode ser observado em 3.081, 5.542 e
11.079 m/z (vermelho).
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Figura 22: Espectros de massas de promastigotas de Leishmania. (L.) infantum. (A, C, E,
G) Os espectros brutos se encontram representados em azul, e os espectros gerados apés
normalizacdo, suavizacdo e subtracdo da linha de base se encontram em vermelho. (B, D,
F, H) Representacéo do gel virtual dos espectros brutos. As intensidades relativas dos ions
se encontram no eixo Y, e 0 eixo X representa a relacdo massa/carga (m/z) entre 2.000 e
16.000. As figuras A e B se referem a promastigotas nao tratadas, C e D a promastigotas
incubadas com LPM21, E e F a promastigotas incubadas com LPM22, e G e H a

promastigotas incubadas com miltefosina.

5. Discussao

Fatores como a toxicidade e a eficacia limitada dos farmacos
atualmente disponiveis para o tratamento da LV, associados as diversas
publicacdes cientificas demonstrando a ineficacia da eutanasia dos
reservatérios, agravam o problema de salde publica relacionado a
leishmaniose. Além disso, a exclusividade dos farmacos humanos e sua
impossibilidade de emprego na doenca canina acabam por limitar o
tratamento nesta espécie apenas a miltefosina, fato que contribui para o
surgimento de cepas de Leishmania spp. resistentes a este quimioterapico.
Logo, a busca por novos compostos com atividade anti-Leishmania se
mostra urgencial, especialmente no que se refere ao tratamento dos
reservatérios caninos, com o intuito de se disponibilizar novos farmacos e,
consequentemente, diminuir a incidéncia desta enfermidade em seres

humanos.

Nosso grupo vem explorando de forma promissora muitos
compostos naturais como prototipos farmacéuticos. Dentre eles, o gibilimbol,
isolado inicialmente da planta Piper malacophyllum, demonstrou atividade
contra formas intracelulares de Leishmania (L.) infantum, com valor de CEsp
de 95 uM. No entanto, este composto apresentou citotoxicidade contra
células de mamifero, com um valor de CCsy de 254 uM, fato que resultou em
um baixo IS (2,6). Varela e colaboradores (2016), por sua vez, observaram

com a primeira série de analogos do gibilimbol, oito dos compostos tendo
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demonstrado potente atividade contra Leishmania (L.) infantum, sendo um
deles bastante potente in vitro, revelando CEsp de 1,8 uM, e IS de 13. Tais
resultados demonstraram que o gibilimbol poderia ser otimizado por meio de

sintese organica.

Considerando estes ensaios preliminares, observou-se que a
citotoxicidade do grupo fendlico, presente nos analogos anteriores, ainda se
caracterizava como um fator a ser melhorado. Além disso, a busca pelo
grupo de atomos responsavel pela atividade antiparasitaria do composto,
denominado grupo farmacoforico, seria de extrema importancia. Sendo
assim, Varela e colaboradores (2017) estudaram outro analogo do gibilimbol,
05 -[(3E) -oct-3-en-1-il] -1, 3 —benzodioxol, e a partir deste novo
prototipo, cinco derivados com substituicdes na posicao 4 do anel aromatico
foram desenvolvidos. Com isto, observou-se que o derivado quatro, apesar
de ter apresentado menor poténcia (CEsp de 16,7 pM) nas formas
amastigotas, reduziu em 3,2 vezes a citotoxicidade para as células de
mamifero, tendo revelado CCsy de 73,5 uM, e IS de 4,4 sobre as formas
amastigotas. Logo, a hipétese de elevacdo da citotoxicidade sobre células
de mamifero, gerada pela presenca da hidroxila fendlica, foi reforcada nesta
publicacdo e justificou a sintese dos 25 compostos testados no presente
estudo, sem o referido grupo molecular. Aqui, vale ressaltar, que a presenca
do grupo fendlico na estrutura molecular do composto, além de elevar a
citotoxicidade, pode eventualmente inclui-lo na classificacdo de PAINS,
moléculas consideradas de interferéncia, apresentando fluorescéncia,
degradacdo em meio liquido, e podendo se ligar indiscriminadamente a
quaisquer proteinas, sendo indesejaveis em projetos de Drug Discovery
(Baell e Walters, 2014). Adicionalmente, segundo observagdes de Varela e
colaboradores (2017), com relagcdo aos compostos empregados em seu
estudo, & possivel hipotetizar que a hidroxila ndo se apresenta como
essencial para a manutencdo da atividade antiparasitaria, apesar de sua

inegavel contribuicdo no aumento da poténcia.
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Em nosso trabalho, dentre os 25 compostos sintéticos avaliados,
quatro (16%), apresentaram atividade contra as formas amastigotas de
Leishmania (L.) infantum. Nesta série sintética, observamos que todos estes
compostos ativos nos amastigotas ndo apresentaram citotoxicidade nas

células de mamifero, com manutencgéo da atividade antiparasitaria.

Segundo os critérios do “Drugs for Neglected Diseases initiative”
(DND:i), preconiza-se que novos compostos candidatos (hit compounds) anti-
Leishmania tenham valores de CEsy menores que 10 UM nos amastigotas
intracelulares, e indice de seletividade >10. Em nosso estudo, levando-se
em conta o desvio padrdo, 0s compostos ativos atenderam aos critérios
propostos pelo DNDi. Observamos, adicionalmente, que o composto LPM-24
apresentou poténcia similar ao farmaco padrdo miltefosina, porém com um

I.S. bastante superior.

Ainda segundo o DNDi, apds o0s primeiros estudos para a
caracterizacdo do perfil biolégico do composto testado (poténcia e
seletividade), a proxima etapa trata da avaliacdo in silico das propriedades
fisico-quimicas da molécula, assim como da avaliacgdo do perfil
farmacocinético e farmacodinamico (ADME) (Don e Loset, 2014). De acordo
com Balafa-Fouce e colaboradores (2019), esta avaliacdo in silico
complementa a deciséo de escolha dos compostos que devem seguir para a
fase de otimizacdo (lead optimization). Considerando a necessidade de se
avaliar os possiveis mecanismos de acdo, dois compostos foram
selecionados em nosso trabalho (LMP-21 e LPM-22), escolha esta realizada
em funcédo de sua poténcia, seletividade, e ainda por apresentarem atividade
contra as formas promastigotas, as quais sao utilizadas para os estudos de

mecanismo, por se apresentarem extracelulares.

A predicdo in silico realizada por meio da plataforma SwissADME,
com relacdo as caracteristicas fisico-quimicas, revelou que ambos os
compostos apresentam um perfil de lipofilicidade, sendo o LPM 21 mais
lipofilico. Tais valores estdo de acordo com o perfil descrito na literatura (<

que 5) para candidatos a farmacos que tenham a via oral como via
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preferencial de administracdo. Compostos que apresentem valores de log P
elevados (>5) podem ter sua biodisponibilidade comprometida pela baixa
solubilidade em agua, além poderem se acumular em tecidos adiposos, fato
este que poderia resultar em elevacao da toxicidade (Hansch et al, 1987).
No que se refere a solubilidade em agua (Log S), os resultados também se
apresentaram dentro dos limites estabelecidos na literatura, ou seja, entre -1
e -5 (Hansch et al, 1987). Ambas as analises sugeriram que 0s dois
compostos devem apresentar alta absorcdo gastrointestinal, possibilitando

uma futura inclusdo em formas farmacéuticas para administragéo oral.

O coeficiente de particdo sugerido pela plataforma ADME, ao
predizer a lipofilicidade dos compostos, os classificou como permeaveis a
barreira hematoencefalica. Tal caracteristica pode se refletir em toxicidade
ao sistema nervoso central, porém futuros estudos in vivo devem ser
realizados para confirmar esta hipotese. Apesar de ndo ser amplamente
reportada a presenca do parasita no SNC, Zobba e colaboradores (2017),
demonstraram positividade no PCR do LCR de um céo infectado com
Leishmania spp. Neste caso, a penetracdo de um farmaco na barreira
hematoencefalica poderia representar uma vantagem. Ainda neste contexto,
Melo e colaboradores (2015) descreveram o comprometimento da barreira
hematoencefélica e subsequente neuroinfamagdo em cdes com LV
naturalmente infectados. Apesar de ndo avaliado neste estudo, caso 0s
compostos LPM 21 e/ou LPM-22 induzam imunorregulacdo, modulando
eventual resposta inflamatoria exacerbada, esta caracteristica de permeacao

hematoencefélica poderia também ser vantajosa.

A glicoproteina-P, do ponto de vista fisioldgico, se encontra na
membrana citoplasmética celular e pertence a familia de transportadores
ABC, tendo como principal funcdo a expulsdo de toxinas e xenobidticos ao
ambiente extracelular (principalmente células epiteliais) (Sharom, 2011).
Esta glicoproteina encontra-se em maior abundéncia nas células do cdlon,
intestino delgado, hepatocitos, ductos pancreaticos, ductos biliares, tubulos

contorcidos proximais (renais) e glandulas adrenais (Amin, 2013). Os
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compostos LPM-21 e LPM-22 nd&o se apresentam como potenciais
substratos para a glicoproteina P, portanto, possuem potencial para maior
biodistribui¢c&o in vivo.

Os dados em relacdo a metabolizacdo dos compostos LPM-21 e
LPM-22 pela superfamilia enzimatica citocromo P450 (CYP) sugeriram que o
LPM-21 tenha a capacidade de inibir quatro das cinco principais isoformas
(CYP1A2, CYP2C19, CYO2c9, CYP2D6 e CYP3A4). A inibicdo enzimética
representa caracteristica importante para candidatos a farmacos, a medida
que o farmaco e metabdlitos secundarios se acumulam nos tecidos, desta
maneira favorecendo, inclusive, efeitos adversos indesejaveis (Huang et al,
2008). Considerando-se que aproximadamente 90% dos farmacos
aprovados para uso humano sao substratos destas cinco isoformas
enzimaticas (Di 2014), tal caracteristica promiscua do LPM-21 poderia

dificultar sua associacao terapéutica a outros farmacos anti-Leishmania.

A avaliagao “drug likeness”, que caracteriza moléculas com potencial
para futuros farmacos orais (especialmente biodisponibilidade), também foi
realizada pela plataforma SwissADME, por meio de cinco filtros
desenvolvidos por grandes industrias farmacéuticas, visando refinar a
qualidade da triagem de novas moléculas (Daiana et al, 2017). O composto
o LPM-21 foi reprovado apenas pelo filtro de Muegge, enquanto que o LPM-
22 foi aprovado em todos os filtros (Lipinski, Ghose, Veber, Egan e Muegge).
Complementarmente, ambos 0s compostos ndo revelaram caracteristicas
compativeis com PAINS (pan assay interference compounds), visto que o
grupamento fendlico se encontra ausente em suas estruturas quimicas. A
predicdo de moléculas como futuros candidatos a farmacos, pelo
delineamento do perfil “drug likeness”, vem sendo amplamente empregada
na triagem de moléculas em larga escala nas Utimas décadas, a fim de
excluir compostos com propriedades fisicoquimicas e farmacocinéticas
indesejaveis. Os cinco filtros utilizados nesta predicdo incluem diferentes
regras, e suas estimativas, quando associadas, aumentam a confiabilidade

na selecéo de candidatos a farmacos (Daiana et al, 2017).
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O radar de biodisponibilidade, por sua vez, também foi utilizado
através do servidor SwissADME, no qual caracteristicas fisico-quimicas
como peso e refratividade molecular, area de superficie polar e contagem de
tipos especificos de atomos sao avaliados, com o intuito de predizer
precocemente alguns parametros ADME, principalmente relacionados a
capacidade de atravessar barreiras bioldgicas, a exemplo da barreira
hematoencefalica. Esta ferramenta virtual se caracteriza por uma avaliacéo
mutiparamétrica que se relaciona com seis propriedades essenciais no
desenvolvimento de novos compostos: polaridade (area de superficie polar
topoldgica entre 20 e 130 A?), solubilidade (logS < - 6), saturacdo (fracéo de
carbonos com hibridacdo sp3 entre 0,25 e 1), flexibilidade (numero de
ligacdes rotativas menor que 9), tamanho (massa molecular entre 150 e 500
Da) e lipofilicidade (logP entre 0,7 e 5,0). O composto LPM-22 extrapolou o
limite de flexibilidade, fato que sugere um possivel comprometimento de sua
biodisponibilidade, caso seja administrado pela via oral. Diferentemente, o
LPM-21 apresentou adequado enquadramento no radar virtual, podendo ser

considerado um hit compound.

Assim como ja registrado por Fumarola e colaboradores (2004), os
estudos in vitro para avaliacdo da atividade anti-Leishmania e da toxicidade
de novos compostos se apresenta essencial, fato que inclui a determinacéo
de seu mecanismo de acdo. Logo, na presente pesquisa foram realizados
ensaios de mecanismo de acdo com promastigotas de Leishmania (L.)

infantum, utilizando-se os compostos LPM-21 e LPM-22.

Alteracbes na membrana plasmatica de Leishmania podem
caracterizar situacoes letais, uma vez que permitem a formacgéo de poros,
falhas no controle do pH, e déficit no transporte ibnico de metabdlitos e
nutrientes, além da possibilidade de eventual extravasamento do contetdo
citoplasmatico e consequente morte celular. Logo, a membrana plasmatica
se caracteriza como essencial para a manutencdo da homeostase celular.
Em nosso estudo, demonstramos que o mecanismo de agdo dos compostos

LPM-21 e LPM-22 em Leishmania (L.) infantum n&o se relaciona com a
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permeabilizacdo da membrana plasmética. Em tempos tardios de incubacgéo
(220 minutos), verificamos que o composto LPM-21 apresentou uma
tendéncia de elevar a permeabilizacdo da membrana plasmatica do parasita,
fato este que pode estar relacionado a danos intracitoplasmaticos
prejudiciais a homeostasia. Figarella e colaboradores (2015) demonstraram
gue compostos que induzem o aumento de ROS resultam em efeitos toxicos
para as proteinas e lipidios celulares, alterando tardiamente a membrana
celular de Leishmania spp. Considerando as similaridades entre a
membrana plasmatica de Leishmania e das células de mamifero, compostos
que alterem a permeabilidade no parasita podem ser simultaneamente
toxicos, resultando em baixa seletividade antiparasitaria, fato este observado

nos estudos iniciais com o gibilimbol (De Oliveira et al, 2012).

As espécies reativas do oxigénio (ROS) desempenham papel
fundamental em diversos eventos fisiolégicos, participando, inclusive, de
processos metabdlicos relacionados aos mecanismos de morte celular, fato
este observado similarmente nos tripanossomatideos (Ribeiro et al, 2013).
Além disso, é conhecido que a mitocondria representa o principal sitio de
producdo de ROS nas células por meio da fosforilacdo oxidativa (Jastroch et
al, 2010). Em nosso estudo, observamos reducédo dos niveis de ROS nos
parasitas apdés a incubacdo com LPM-21 e LPM-22, sugerindo possiveis
alteracdes na cadeia respiratéria. Sendo assim, iniciamos um estudo das

mitocondrias.

A mitocOndria se apresenta fundamental na manutencdo da
homeostasia celular, desempenhando diversas funcdes primordiais e,
atualmente, sendo considerada alvo para os candidatos a novos farmacos
com atividade anti-Leishmania. Tais organelas sdo constituidas por duas
membranas, uma externa e outra interna, as quais permanecem interligadas
no espago intermembranas e na matriz mitocondrial (Boguszewska et al,
2020). Dentre suas funcdes mais importantes, destacam-se a sintese de
ATP, inducao de apopotose, proliferacéo celular, termogénese, biossintese e

reciclagem de diversos compostos (como aminoacidos, acidos graxos,
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esteroides e nucleotideos), e participacdo no metabolismo do célcio, uma
vez que, junto ao reticulo endoplasmatico e a membrana plasmatica, regula

os niveis de Ca?* intracelulares (Devine eKittler, 2018).

hY

No que se refere & Leishmania, apenas uma mitocondria é
encontrada, ocupando aproximadamente 12% das dimensdes do parasita
(Benaim e Garcia, 2018). O transporte de prétons para 0 espago
intermembranas ocasiona um gradiente elétrico (a matriz mitocondrial se
encontra mais negativa do que o espaco intermembranas), e quimico (a
matriz mitocondrial se encontra mais alcalina comparativamente ao espaco
intermembranas), sendo que a soma destes dois fatores caracteriza o
potencial de membrana mitocondrial (Ayn) (Zorova et al, 2018). Prolongadas
alteracbes (hiperpolarizagdo / despolarizacdo) no Ay, podem,
semelhantemente, resultar em danos celulares irreversiveis (Perry et al,
2011).

Neste estudo empregamos a sonda JC-1, a qual, em baixas
concentragdes, se mantém em sua forma monomeérica (fluorescéncia verde /
BL-1), enquanto que, em altas concentracdes, da origem aos J-agregados
(fluorescéncia vermelha / BL-2). Logo, com a despolarizagcdo da membrana
mitocondrial, ha menor penetracdo do marcador fluorescente na mitocéndria
e, subsequentemente, menor concentracdo de J-agregados e acumulo de
mondmeros. A razéo entre BL-2 (J-agregados) e BL-1 (mondmeros) acaba
por predizer a despolarizacdo (diminuicdo na razdo) ou hiperpolarizagéo
(aumento na razdo) da membrana mitocondrial. O composto LPM-21 induziu
consideravel despolarizagdo da membrana mitocondrial, diferentemente do
composto LPM-22, o qual demonstrou uma tendéncia biologica de
hiperpolarizagdo, apesar deste dado nao ter apresentado diferenca
estatistica em relagdo ao grupo controle. Logo, ambas as alteracdes devem
ter contribuido para falhas no funcionamento desta organela no parasita,

justificando a reducao dos niveis de ROS observados.

A busca por novos alvos terapéuticos anti-Leishmania, assim como a

descoberta de novos compostos, inclui moléculas que atuem sobre a

90



homeostase do Ca®" intracelular nestes parasitas, uma vez que muitos
farmacos, sabidamente, induzem altera¢cdes nos mecanismos de transporte
relacionados a regulacdo deste ion nos tripanossomatideos (Benaim et al,
2014). Nestes parasitas, a regulacdo do Ca*" envolve algumas organelas
distintas: o reticulo endoplasmatico, a mitocondria (especialmente por meio
do transporte de Ca** para o interior desta organela através do Ay, criado
pela translocacdo de ions hidrogénio pela cadeia de citocromos), e 0s
acidocalcissomos, compartimentos intracelulares acidos capazes de
acumular grandes quantidades do referido ion (Benaim et al, 2020; Garcia-
Garcia et al, 2016).

Em nosso trabalho, ambos os compostos induziram a elevagdo na
concentracdo de Ca?* em Leishmania (L.) infantum, porém sob intensidades
e tempos distintos. A elevacdo do Ca?*, induzida por LPM-21, ocorreu de
maneira mais intensa e rapida, comparativamente ao LPM-22. Logo, torna-
se possivel aventar que a elevacdo do Ca®" intracelular resultou em
alteracdes no funcionamento mitocondrial, uma vez que a manutencdo da
homeostase do célcio se mostra essencial para a preservacdo do
desempenho desta organela (Corral et al, 2016). Em contrapartida,
alteracbes importantes no potencial de membrana mitocondrial,
eventualmente induzidas pelos compostos LPM-21 e LPM-22, podem ter
contribuido para o actimulo intracelular de Ca?".

Os mecanismos de transporte deste ion no tripanossomatideos e
nas células eucariotas se relacionam, principalmente, com o uniportador de
calcio mitocondrial (MCU), com o canal aniénico voltagem-dependente
(VDACL1), e com o trocador Ca?*/ H* (CHX), sendo que o VDAC1, presente
na membrana mitocondrial externa, favorece o influxo de Ca®*" ao espaco
intermembranas mitocondrial, e o MCU (localizado na membrana
mitocondrial interna), por sua vez, permite o transporte deste ion ao
ambiente intramitocondrial (Scarpelli et al, 2021). Este transporte de ion
calcio ao interior da mitocéndria depende diretamente da preservacao do
potencial de membrana mitocondrial, portanto, moléculas que atuem sobre

tal potencial de membrana (resultando em despolarizagdo ou
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hiperpolarizacdo), podem ocasionar o extravasamento do Ca®" da
mitocondria para o citoplasma (Velasquez et al, 2022). Ainda, em
Leishmania spp., a elevagdo do célcio intracelular pode desencadear
eventos que resultem na morte do parasita por apoptose-like (Naderer et al,
2011).

Os acidocalcissomos caracterizam-se por organelas com diversas
funcdes, presentes em uma grande variedade de organismos (desde
bactérias a seres humanos), e as bombas de protons e célcio encontradas
em sua estrutura justificam a caracteristica acida e a grande concentracao
de Ca*. Nos protistas, sdo ricos em ortofosfato e granulos de polifosfato
associados a cations (sodio, potassio, magnésio, calcio, zinco e ferro), além
de determinados aminoacidos (Docampo et al, 2005). Nos
tripanossomatideos, apresentam-se ricos em polifosfatos de cadeia curta,
descritos como poly P3, poly P4 e poly P5, sendo que tais organelas ocupam
1 a 2% do volume celular total (Do Campo e Moreno, 2011). A importancia
dos acidocalcissomos nos tipanossomatideos se destaca pela captacéo e
armazenamento de calcio em grandes concentracdes, essencial para o seu
funcionamento, fato que se justifica nas evidéncias cientificas obtidas por
Luo e colaboradores (2004), os quais observaram que a queda dos niveis da
enzima Ca’’-ATPase nesta organela se relacionou diretamente com a
reducdo do calcio mobilizavel destes estoques. Logo, sequencialmente aos
ensaios anteriores, a avaliacdo de possiveis alteracbes nos
acidocalcissomos foi realizada para complementar nossos estudos,
especialmente no que se refere ao Ca®" intracelular. Os resultados
revelaram importante alcalinizacdo desta organela no tratamento com o
composto LPM-21, alteracdo esta que permaneceu até o final do ensaio. Em
contrapartida, o tratamento com o composto LPM-22 ocasionou acidificacéo
progressiva dos acidocalcissomos. Portanto, € possivel inferir que a
alcalinizacdo desta organela, induzida pelo tratamento com o0 composto
LPM-21, justificou a elevacdo do Ca** observada no ensaio anterior,
especialmente pelo extravasamento deste ion ao citoplasma. Ja a elevacéo

do Ca?" intracelular observada no tratamento com o composto LPM-22, por
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ter ocorrido de maneira mais lenta, menos intensa e sem a alcalinizacao
concomitante dos acidocalcissomos, de fato pode ter sido resultado de
déficits no funcionamento mitocondrial, vindo de encontro aos baixos niveis
de ROS.

Tradicionalmente, a espectrometria de massas por meio da técnica
MALDI-TOF vem sendo amplamente empregada como valiosa ferramenta
na identificacdo de microorganismos, especialmente bactérias, leveduras e
fungos filamentosos. Neste contexto, 0 espectro proteico caracteristico de
um agente, também descrito em literatura como a “perfil espectral”’, é
comparado a uma base de dados com espectros de referéncia, permitindo a
identificacdo de maneira rapida, pratica e utilizando-se diversos tipos de
amostras bioldgicas (Marinach-Patrice et al, 2009). Em 2014, Mouri e
colaboradores demonstraram a possibilidade de identificacdo de
protozoarios do género Leishmania por meio de MALDI-TOF/MS, incluindo o
nivel de espécie. Tais autores observaram que 0s picos em 6.153 m/z (+/- 3)
e 7187 m/z (+/- 5) foram encontrados em todas as amostras nas quais 0
subgénero Leishmania foi isolado, fato corroborado neste trabalho, no qual
tais picos estiveram presentes em todos 0s grupos estudados.

A impresséo digital peptidica obtida entre 2.000 e 20.000 m/z se
relaciona, principalmente, com proteinas ribossomais e estruturais de
Leishmania (L.) infantum. Neste trabalho, observamos que ambos os
compostos estudados (LPM-21 e LPM-22) ocasionaram aumento na
intensidade dos picos quando comparados com 0 grupo controle. Este fato,
associado aos resultados dos ensaios de mecanismo de acdo anteriormente
debatidos, reforca a tese de que tais compostos atuam a nivel proteico,
diretamente ou indiretamente, ocasionando alteracdées no metabolismo de
proteinas. Ja a elevacdo de alguns picos encontrados nas promastigotas
incubadas com os compostos (3.082, 5.541 e 10.271 m/z com LPM-21, e
3.082, 5.116, 5.542, 5.657 e 6.481 m/z com LPM-22) e miltefosina,
comparativamente aqueles obtidos nos promastigotas néo tratados, sugerem
mecanismos de acao distintos. As variacdes no perfil espectral dos parasitas

incubados com os compostos LPM-21 e LPM-22, bem como os resultados
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dos estudos de mecanismo de acao, demonstram claramente diferentes
acdes destas moléculas a nivel celular. Além disso, as diferengas no perfil
espectral dos parasitas incubados com os compostos (com énfase no LPM-
21) e com o farmaco padrdo miltefosina, sugerem também mecanimos
distintos. Tais dados nos permitem sugerir que o composto LPM-21 seja
explorado no futuro como candidato a farmaco, até mesmo sendo
empregado em estudos de associacdo terapéutica com a miltefosina. Em
suma, tais resultados ilustram a importancia do emprego da espectrometria
de massas por meio da técnica MALDI-TOF no conhecimento da
suscetibilidade in vitro de Leishmania a compostos e farmacos,
especialmente no contexto da resisténcia parasitaria observada atualmente.
Com base na compilacdo dos resultados de mecanismo de acédo
acima descritos, torna-se possivel hipotetizar os possiveis alvos parasitarios
relacionados aos compostos LPM-21 e LPM-22. A alcalinizagdo dos
acidocalcissomos observada na incubagdo de Leishmania infantum com
LPM-21 sugere esta organela como primeiro sitio de atuacdo deste
composto, justificando o extravasamento de célcio ao ambiente intracelular.
A consequéncia desta elevacao intracelular de calcio se caracterizou pelo
dano (secundério) a mitocondria parasitaria, fato observado por meio da
despolarizacdo da membrana mitocondrial e queda nos niveis de espécies
reativas do oxigénio. Em contrapartida, a proposta de atuacdo do composto
LPM-22, a nivel parasitario, se relaciona primariamente com o dano
mitocondrial, uma vez que a elevacdo do calcio intracelular ocorreu de
maneira mais lenta, progressiva, e com a concomitamente acidificacdo dos
acidocalcissomos (fato que nao justificaria o extravasamento de calcio desta
organela). Logo, o referido dano a mitocondria explicaria, por sua vez, o
extravasamento de calcio desta organela, a tendéncia a hiperpolarizacéo da
membrana mitocondrial, e finalmente, a queda nos niveis de espécies

reativas do oxigénio.
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6. Conclusdes

1.

Dentre os 25 compostos testados, quatro (LPM-12, LPM-21, LPM-
22 e LPM-24) apresentaram atividade sobre as formas
amastigotas intracelulares Leishmania (L.) infantum e ndo foram
significativamente citotoxicos.

Dentre os quatro compostos ativos sobre as formas amastigotas
intracelulares de Leishmania (L.) infantum, o LPM-21 e o0 LPM-22
foram selecionados para as analises ADME, perfil drug-likeness e
ensaios de mecanismo de acéo.

O estudo in silico demonstrou que os compostos LPM-21 e LPM-
22 apresentam alta absorcdo gastrointestinal, permeabilidade a
barreira hematoencefalica, solubilidade moderada e alta
(respectivamente), e perfil drug-likeness favoravel para futuras
otimizacdes moleculares. Além disso, ambos nao representam
substratos a glicoproteina P e ndo configuram PAINS, apesar do
composto LPM-22 ter extrapolado os limites de flexibilidade no
radar de biodisponibilidade.

Os ensaios de mecanismo de acdo realizados em promastigotas
de Leishmania (L.) infantum revelaram que o composto LPM-21
ocasionou a despolarizacdo da membrana mitocondrial, reducéo
nos niveis de ROS, alcalinizacdo dos acidocalcissomos e
importante elevacédo do Ca*" intracelular. Logo, o mecanismo de
acao proposto para este composto possivelmente se relaciona
com a alcalinizagcdo dos acidocalcissomos, seguida de elevacgao
do Ca®" intracelular (liberado desta organela) e subsequente
despolarizacdo da membrana mitocondrial. O envolvimento
mitocondrial pode ter resultado na queda dos niveis de ROS, e a
compilagcdo destas alteracdes homeostaticas, por fim, ocasionou,

de maneira tardia, a permeabilizacdo da membrana plasmaética.

95



5-

6-

O mecanismo de agao proposto para o composto LPM-22 sobre
promastigotas de Leishmania (L.) infantum se assemelha
parcialmente aquele hipotetizado para o LPM-21, uma vez que a
elevacdo do Ca®' intracelular ocorreu de maneira mais lenta,
menos intensa e com a acidificacdo dos acidocalcissomos, fato
que ndo justificaria o extravasamento de calcio desta organela.
Portanto, a elevacdo no célcio intracelular pode ter ocorrido
secundariamente a hiperpolarizacdo da membrana mitocondrial, ja
gue se observou concomitante queda nos niveis de ROS, fato
eventualmente relacionado a danos na mitocondria parasitaria.

A espectrometria de massas, realizada sob a técnica MALDI-TOF,
revelou alteracbes importantes no perfil espectral de
promastigotas incubados com LPM-21 e LPM-22. Além disso, as
diferencas observadas entre 0s compostos corroboram os
resultados dos estudos de mecanismo de acdo, sugerindo
diferentes acdes a nivel celular parasitario.

Em suma, os resultados concretizam o potencial anti-Leishmania
dos derivados sintéticos do gibilimbol, em especial os compostos
LPM-21 e LPM-22, os colocando como futuros candidatos para
estudos de efetividade in vivo.
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CEUA-IAL

ANEXO E
Sao Paulo, 27 de setembtro de 2018.

Protocolo 05/2018.
Comisséo de Etica no Uso de Animais do Instituto Adolfo Lutz (CEUA-IAL)

Certificamos que o projeto de pesquisa intitulado “Sele¢do e Otimizagdo de Novos
Candidatos a Farmacos para Leishmaniose e Doenca de Chagas”, sob a
responsabilidade da Dr. André Gustavo Tempone Cardoso, funcionario do Laboratdrio de
Toxinologia Aplicada a Farmacos Antiparasitarios do Centro de Parasitologia e Micologia do
Instituto Adolfo Lutz - Central, que envolve a produgdo, manutengio efou a utilizacdo de
animais pertencenties ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de
pesquisa cientifica encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 08 de
outubro de 2008, com o decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009 e com as naormas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo (CONCEA). Este Projeto foi
APROVADO pela Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Adolfo Lutz (CEUA-
IAL) na 82a reunido realizada em 25/09/2018.

Informamos que devem ser encaminhados relatorios ANUAIS a CEUA-IAL, no intuito
de acompanharmos os procedimentos realizados segundo os aspectos éticos e sanitarios,
0s quais permitirdo a elaboragdo de relatorios anuais por esta CEUA-IAL, que sao
encaminhados ao Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA),
conforme a Lein® 11.794, de 8 de outubro de 2008.

| Vigéncia do Projeto | 01/10/2018 a 01/10/2021
Espécie Camundongos isogénicos
Linhagem | Balb/c
N° de animais 112
Idade 30 dias - recém desmamados
Peso 20a25¢gr
Sexo 56 fémeas e 56 machos
Origem Biotério do Instituto Adolfo Lutz
RAF/raf Endereco: Avenida Doutor Arnaldo, n® 351 - 11° Andar — Salas 1102

Pacaembu - S&o Paulo — SP — CEP: 01246-000
Tel: (11) 3068-2887 — e-mail: ceua@ial.sp.gov.br
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Vigéncia do Projeto | 01/10/2018 a 01/10/2021

Espécie Hamster ]

Linhagem Dourado

N° de animais 30

Idade 30 dias - recém desmamados

Peso 60 gr

Sexo 30 machos

Origem Biotério do Instituto Adolfo Lutz

Atenciosamente,

Dra. Rdquel QSK jos Fazioli
Coordenadora da Comiss3o de Eti o Uso de Animais (CEUA-IAL)
Instituto Adolfo Lutz

RAF/raf Endereco: Avenida Doutor Arnaldo, n® 351 - 11° Andar ~ Salas 1102
Pacaembu - S&o Paulo - SP — CEP: 01246-000
Tel: (11) 3068-2887 — e-mail: ceua@ial.sp.gov.br
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ANEXO 2: Aprovagao no Conselho Técnico Cientifico (CTC-IAL)
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS [E [E
INSTITUTO ADOLFO LUTZ
CONSELHO TECNICO CIENTIFICO - CTC [ IAL

Conselho Técnico C ificd

Sdo Paulo, 03 de Qutubro de 2018

Projeto: CTC 72-1 / 2017

“Sele¢do e otimizacdo de novos candidatos a farmacos para Leishmaniose e Doenca de Chagas”

Coordenacéo: André Gustavo Tempone Cardoso

Prezado(s) Coordenador(es),

Comunicamos que o projeto CTC-IAL 72-1/2017 foi cadastrado no Conselho Técnico Cientifico do
Instituto Adolfo Lutz, apds aprovagdo gquanto o mérito cientifico e apds aprovacdo quanto aos

aspectos éticos pela Comissdo de Ftica no Uso de Animais do Instituto Adolfo Lutz — CEUA/IAL

(Protocolo 05/2018).

Atenciosamente,

ADRIANA BUGNO
Presidente do CTC/IAL
1”Via: Coordenador
2°Via: Diretor de Nucleo

32 Via: Diretor de Centro
42 ia: CTC
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