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RESUMO

As Leishmanioses sao consideradas doencas negligenciadas sendo causadas pelo
protozoario do género Leishmania sp. e transmitida através do repasto sanguineo do
inseto vetor do género Lutzomyia. A terapéutica contra leishmaniose € limitada. Assim,
a descoberta de novos farmacos poderia ser uma boa estratégia. Os triazois sao
farmacos seguros e bem tolerados, com baixa toxicidade e apresentam um amplo
espectro de agdo. Por tanto, o presente estudo tem como objetivo testar a avaliar in
vitro compostos derivados de triazois em relacdo a atividade leishmanicida, nas
formas amastigota e promastigota em Leishmania (L) amazonensis e L. (L) infantum
chagasi. E foram testadas a toxicidade dos compostos diante de células de
mamiferos. Ambos experimentos comparando os valores com o farmaco padrao
Anfotericina B (ANB). Os compostos, também foram avaliados quanto a
farmacocinética e a ‘regra dos cinco’ de Lipinski, além da realizacdo do docking
molecular. Os compostos mais bem avaliados foram FS33 e FS41 apresentando
concentracéo efetiva 50 de 2,71 e 4,71 ug/mL respectivamente para L. amazonensis
e FS71 e FS54 com 1,24 e 0,8 ug/mL respectivamente para L. chagasi, também
apresentaram as maiores concentracdes citotoxicas 50 em comparacdo com ANB
(p<0,05). A avaliacdo antiamastigota contra L. amazonensis apontou o FS35 e FS28
como os mais ativos 1,1 E 0,9 ug/mL, com valores de indice de seletividade de 18,4
e 128,9 respectivamente e em L. chagasi o composto mais ativo foi FS44 com 3,1
pg/mL com 20,1 de IS. O ensaio de peroxido de Hidrogénio demonstrou que 0s
compostos analisados diminuem sua liberacdo (FS17, FS44, FS54). O docking
molecular demonstrou que trés compostos podem inibir Glicose-6-fosfato
desidrogenase. As previsbes ADME, demonstraram que 0S compostos podem
apresentar interagcbes adequadas com o organismo humano, pois inibem menos
proteinas do citocromo P450, e em geral apresentam alta absorcéo gastrointestinal e
a avaliagdo quanto a ‘regra dos cinco’ de Lipinski também mostrou que estes
compostos podem ser administrados por via oral em futuros ensaios in vivo. Assim,
de modo geral os derivados analisados podem ser promissores no tratamento de
Leishmaniose.

Palavras-chave: Leishmaniose; in vitro; in silico; Triazois



ABSTRACT

Leishmaniasis is considered a neglected disease caused by the genet protozoan
Leishmania sp. transmitted by a bite of a genet insect sandflies gender Lutzomyia. The
therapy against leishmaniasis are imitated, with a few drugs been used. In this way,
the new drug discovery could be a good strategy. Triazole are safe drugs and also
good tolerated presenting low toxicity showing a broad spectrum of action. Thus, the
present study had the objective test and evaluate in vitro nineteen compounds triazole
derivates for the leishmanicidal activity with the forms amastigote and promastigote of
Leishmania (L) amazonensis and L. (L) infantum chagasi. And the toxicity of the
compounds against mammalian cells were tested. Comparing all experiments with
Amphotericin (AMB) values. They also were evaluated as the pharmacokinetics and
the Lipinski’s ‘rule of five’. The best compounds that showed activity against the
promastigote forms were FS33 and FS41 showing effective concentration 50 with 2,71
and 4,71 pg/mL respectively for L. amazonensis and FS71 and FS54 with 1,24 and 0,8
pg/mL of ECso respectively for L. chagasi comparing with the control drug ANB
(p<0,05). They also have better cytotoxicity concentration 50 comparing with ANB
(p<0,05). The antiamastigote assay against L. amazonensis showed FS35 and FS28
as the most active with 1,1 and 0,9 pg/mL with selective index 18,4 and 128,9
respectively, and in L. chagasi infection the compound most active was FS44 with 3,1
png/mL with 20,1 of SI. The assay of Hydrogen peroxide showed that the compound
analyzed decrease the liberation (FS17, FS44, FS54). The molecular docking
indicated that three compounds may inhibit Glicose-6-fosfate desidrogenase. The
ADME forecast, showed that the compound may has goods interactions with the
human organism because they inhibit less cytochrome P450 proteins in general has
high gastrointestinal absorption and Lipinski's 'rule of five' evaluation also showed that
these compounds can be orally administered in future in vivo assays. Than that
derivate used may be promising in Leishmaniasis treatment.

Keywords: Leishmaniasis; in vitro; in silico Triazole
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1 INTRODUCAO

As Leishmanioses s&o doencas consideradas negligenciadas (ARAUJO et al.,
2019), que segundo a Fiocruz (2010), uma doenca negligenciada é aquela que é
causada por agentes infeciosos ou parasitarios, considerada endémica em
populacdes de baixa renda.

E também um problema de satde publica (MINISTERIO DA SAUDE, 2019)
endémica em 98 paises (BADIRZADEH et al., 2020) abrangendo quatro continentes,
Ameéricas, Africa (MINISTERIO DA SAUDE, 2019), Asia e sul da Europa (KEVRIC;
CAPPEL; KEELING, 2015), com um registro anual, de aproximadamente 1 milhdo de
novos casos (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Além disso, possui a maior taxa de
mortalidade depois da maléria, em relagcdo a doencas causadas por protozoarios
(ALVAR et al., 2008).

Nas Ameéricas, 0s casos se estendem desde o centro-sul do estado do Texas,
nos Estados Unidos, chegando até o norte da Argentina (KEVRIC; CAPPEL,;
KEELING, 2015; MONTENEGRO, 1926; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).
No Brasil, ha registro de novos casos em todas as regiées (MINISTERIO DA SAUDE,
2019), com surtos epidémicos concentrados nas regifes Sudeste, Centro-Oeste,
Nordeste e Norte (GONTIJO; DE CARVALHO, 2003). No ano de 2017 o pais registrou
17.526 novos casos (OPAS, 2019).

As Leishmanioses sdo causadas pelo protozoario do género Leishmania sp.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019) da familia Trypanosomatidae (PODESVOVA et al.,
2020) e é transmitida através do repasso sanguineo do vetor do género Phlebotomus,
no velho mundo e Lutzomyia no novo mundo (GONTIJO; DE CARVALHO, 2003;
KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015).

Esta parasitose apresenta quatro principais formas clinicas (KEVRIC;
CAPPEL; KEELING, 2015), sendo elas, a Leishmaniose cutanea (LC), Leishmaniose
difusa (LD), Leishmaniose Mucocutanea (LM) e Leishmaniose visceral (LV)
(GONTIJO; DE CARVALHO, 2003; KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015), aléem da
manifestagdo cutanea, pos-Kalazar (DIRO et al., 2014). N&o ha vacina contra a
leishmaniose humana (GHORBANI; FARHOUDI, 2018), porém até a presente data



muitas estratégias de vacina antileishmania estio sendo propostas (PODESVOVA et
al., 2020).

Os farmacos para o tratamento de Leishmaniose sdo muito toxicos, possuindo
muitos efeitos colaterais (DA CAMARA ROCHA et al., 2019), tendo também restri¢do
de quantidade de medicamentos existentes (ARAUJO et al., 2019). No Brasil o
farmaco de primeira escolha é um antimonial pentavalente, conhecido como
Glucantime® (ARAUJO et al., 2019), além deste, como segunda escolha, Anfotericina
B (ANB) (KEIGHOBADI et al., 2019), Anfotericina B lipossomal (BERMAN, 2019),
Pentamidina, Paramomicina (ORTEGA; GIORGIO; DE PAULA, 2017) para as
manifestacbes em humanos e Miltefosina para o tratamento de leishmaniose canina
(DOS SANTOS NOGUEIRA et al., 2019).

Esta escassez de medicamentos aumenta a chance de resisténcia aso
medicamentos em paises subdesenvolvidos (EL-SAGHIER et al., 2019; FREITAS-
JUNIOR et al., 2012; MAJI et al., 2018; RODRIGUEZ et al., 2018), aos mesmos, uma
vez que estes sdo utilizados h&d mais de 60 anos (MAJI et al., 2018), se mostrando
necessario a busca de novos farmacos para o tratamento de leishmaniose.

Os triazois, sdo farmacos, considerados seguros e bem tolerados,
apresentando baixa toxicidade (MOREIRA, 2010), constituindo no maior e mais
importante grupo de compostos ja desenvolvidos para o controle de doencas flungicas
de plantas e animais (BALARDIN, 2015), que j& hé& testes de eficacia contra doencas
parasitarias, como doenca de Chagas (DE SOUZA et al., 2020), e leishmaniose (DE
ARRUDA et al., 2020; MEINEL et al., 2020).



2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar in vitro e in silico compostos derivados de triazbis quanto a atividade

leishmanicida nas formas amastigotas e promastigota das espécies Leishmania

(Leishmania) amazonensis e Leishmania (Leishmania) infantum chagasi em

comparacao com o farmaco padrao Anfotericina B.

2.2 ESPECIFICOS

a)

b)

f)

9)

Determinar a curva de proliferacio da espécie Leishmania

(Leishmania)amazonensis e Leishmania (Leishmania) infantum chagasi;
Testar a atividade dos compostos triazdlicos contra as formas amastigotas e
promastigota das espécies do estudo e determinar as concentracdes efetivas
50;

Avaliar a toxicidade dos derivados de triazois contra macréfagos murinos;

Avaliar a liberacdo de Perdxido de Hidrogénio pelas formas amastigota e

promastigota de Leishmania amazonensis e Leishmania infantum chagasi;

Realizar as previsdes farmacolégicas (ADME) dos derivados de triazois;

Verificar se os derivados de triazois respeitam a ‘regra dos cinco’ de Lipinski;

Realizar o docking molecular dos derivados de triazois em relagdo as

enzimas selecionadas das espécies.
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3 JUSTIFICATIVA

As Leishmanioses sdo doencas que apresentam grande incidéncia no mundo
principalmente em paises subdesenvolvidos, que além de infectar seres humanos,
infecta também outros mamiferos como cdes (RIBEIRO et al.,, 2018), gatos
(HEADLEY et al., 2019) e pequenos roedores silvestres, que atuam principalmente
como reservatorios (GONTIJO; DE CARVALHO, 2003). Segundo a Organiza¢ao Pan-
Americana de saude hé cerca de 1.067.759 milh6es de novos casos da Leishmaniose
cutdnea e mucosa nas Americas, sendo no Brasil, mais de 90% dos casos de
Leishmaniose estédo localizados nas regifes Nordeste, Sudeste e Centro-Oeste, além
de 1.933 casos de Leishmaniose visceral humana no Brasil, no mesmo ano, com cerca
de 90% dos casos na regido Nordeste do pais (OPAS, 2021).

Ao observar a literatura foi possivel observar que existem poucos farmacos
para o tratamento de leishmaniose em humanos, os antimoniais pentavalentes
(YESILOVA et al., 2016), ANB (GONTIJO; DE CARVALHO, 2003), Anfotericina B
Lipossomal (BERMAN, 2019), Pentamidina e Paramomicina (ORTEGA; GIORGIO;
DE PAULA, 2017). Porém estes medicamentos ndo sdo ideias para o tratamento
devido a alta toxicidade e suas reacdes adversas consideradas graves aos pacientes
(ORTEGA; GIORGIO; DE PAULA, 2017), além do tratamento ser de longa duracgéo e
alguns ndo sao administrados por via oral (ORTEGA; GIORGIO; DE PAULA, 2017).
Alguns autores também tem relatado o aparecimento de possiveis casos de
resisténcias aos farmacos (BRAY et al., 2003) devido a pesquisas que avaliam a taxa
de eficacia dos medicamentos com o passar dos anos. Diante disto, uma pesquisa
para a obtencdo de uma nova terapéutica contra leishmaniose devido a pouca opc¢ao
no mercado e seus efeitos toxicos.

Alguns autores DE SOUZA et al., (2020); SALAS et al., (2017); TEIXEIRA et
al., (2018) relatam em seus estudos que 0s triazois SGo compostos que possuem boa
atividade antiparasitaria. Isto posto, o presente estudo visa avaliar alguns derivados
triazolicos para estudos in vitro e in silico em contato com duas espécies de

Leishmania, Leishmania (L) amazonensis e Leishmania (L) infantum chagasi.
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4 REVISAO DA LITERATURA

Através de revisao na literatura, foram descritos a seguir, aspectos importantes
sobre a leishmaniose, com um enfoque na forma tegumentar e na forma visceral
causadas pelas espécies Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (L) infantum
chagasi respectivamente, passando por sintomatologia e tratamento. Outro ponto
também revisado, os triazois, tera descricdo da estrutura quimica e passara por
tratamentos com a utilizacdo destes compostos. Além disso, também serdo descritos

assuntos sobre ensaios in vitro e estudos in silico.

4.1 GENERO LEISHMANIA

Para dar inicio a reviséo de literatura, sera discutido varios aspectos do género
Leishmania spp, como sua biologia, seus complexos e suas manifestacdes clinicas,
além dos tratamentos ja em utilizacao contra a doenca.

A leishmaniose € uma doenca considerada negligenciada (BADIRZADEH et al.,
2020), de carater zoonético e antroponético (MARTINS; LIMA, 2013; VON STEBUT,
2015) que constitui um problema de saude publica em diversos paises (PEREIRA et
al., 2010), incluindo o Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2019). N&o sendo encontrados
casos apenas na Australia, Antartica e nas ilhas do Pacifico (KEVRIC; CAPPEL,;
KEELING, 2015). A leishmaniose é uma doenca que causa entre 20.000 e 30.000
mortes por ano, possuindo a segunda maior taxa de mortalidade, perdendo apenas
para malaria (KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015).

Este género faz parte da familia Trypanosomatidae (LAINSON, 2010a;
MARTINS; LIMA, 2013), que engloba nove géneros de parasitas obrigatorios
(SIQUEIRA, 2005), pertencendo ao Reino Protozoa (LAINSON, 2010a).

O género Leishmania € um complexo de doencas causadas por 17 espécies
de parasitas protozoarios (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006), sendo hoje
classificado em dois subgéneros Vianna (V) e Leishmania (L) (FIOCRUZ, 1997). E
cada subgénero apresenta um alto espectro de espécies causadoras da leishmaniose
(KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015) e estas espécies causam diferentes
manifesta¢des clinicas que variam desde lesdes cutaneas autocuraveis até doencas
viscerais com risco de vida (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018), ndo estando
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apenas ligadas a espécie de Leishmania infectante, mas também esta ligada a
resposta imune do hospedeiro (SILVEIRA et al., 2009).

A leishmaniose cutanea é a manifestagdo mais comum de leishmaniose,
causada na América Latina pela espécie L. amazonensis (SCORZA; CARVALHO;
WILSON, 2017) tendo como caracteristica apresentar uma ou mais lesdes que se
desenvolvem de semanas até meses desde a picada do flebotomineo (KEVRIC;
CAPPEL; KEELING, 2015). A leishmaniose cutanea localizada € caracterizada pela
presenca de um nodulo ulcerativo (MOKNI, 2019), possuindo locais de predilecdo as
areas descobertas da pele, como rosto, pescoco, bracos e pernas (VON STEBUT,
2015). Semanas depois da infeccdo, ha o surgimento de um ndodulo crescente tendo
as bordas elevadas, como sinal de vulcdo (VON STEBUT, 2015).

Entretanto, a leishmaniose pode atingir tecidos mucosos e cartilaginosos
(CHACON-VARGAS et al., 2018) através das vias hematogénica ou linfatica
(ALTAMIRANO-ENCISO et al.,, 2003), evoluindo para a forma mucocutanea
(CHACON-VARGAS et al., 2018), causada pelo mesmo parasita. J& a manifestacéo
cutaneo difusa, também causada pela espécie L. amazonensis, é caracterizada
principalmente por apresentar ndédulos ou papulas cor de pele (KEVRIC; CAPPEL,;
KEELING, 2015). Esta manifestacdo também pode ser chamada de leishmaniose
anérgica ou lepromatosa (KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015).

A leishmaniose visceral, que nas Américas € causada pela espécie L. infantum
chagasi (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017), ndo apresenta ulceracdes na pele,
pois h& o envolvimento dos 6rgdo internos como baco, figado, 6rgaos linfaticos e
medula 6ssea (VON STEBUT, 2015) devido a disseminacdo de macréfagos
infectados, é caracterizada por febre, perda significativa de peso, anorexia, fraqueza,
palidez, tosse, diarreia (KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015), sendo na maioria dos
casos fatal se ndo tratada (VON STEBUT, 2015).

A infecgéo por L. infantum chagasi quando néo tratada corretamente (MOKNI,
2019). pode evoluir para uma forma dérmica chamada pos-kalazar (VON STEBUT,
2015), apresentando lesGes papulares ou maculares e na forma antroponotica estes
pacientes sdo considerados reservatorios do patégeno (VON STEBUT, 2015).
Entretanto, a fisiopatologia da leishmaniose dérmica pés-kalazar esta diretamente
ligada com a resposta imune do hospedeiro (BURZA; CROFT; BOELAERT, 2018).
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4.1.1 Ciclo De Vida E Multiplicacao

Os protozoarios da familia Trypanosomatidae possuem algumas formas
celulares, sendo evidentes na transicdo entre os hospedeiros vertebrado e
invertebrado (SIQUEIRA, 2005). As espécies do género Leishmania apresentam as
formas amastigota e promastigota (figura 1), esta nomenclatura se dé pelo local onde

estéa localizado o flagelo em ambas formas (SIQUEIRA, 2005).

Figura 1 - formas evolutivas da Leishmania

- G , -

Fonte:(OSWALDO CRUZ; DOUGLAS DE SOUZA MOREIRA BELO HORIZONTE, 2017)

Legenda: (A) amastigota (B) promastigota

A forma amastigota (figura 1A) consiste em uma forma arredondada ou oval,
com um flagelo curto que ndo se exterioriza, encontrada nas células e tecidos do
hospedeiro vertebrado (VIGILANCIA, SECRETARIA DE; SAUDE, 2007). Ja a forma
promastigota (figura 1B), consiste em uma forma alongada com o flagelo livre a partir
da porcdo anterior das células. (SIQUEIRA, 2005), encontrada no tubo digestivo do
inseto vetor (VIGILANCIA, SECRETARIA DE; SAUDE, 2007).

Os vetores invertebrados da leishmaniose sdo, fémeas de mosquitos
flebotomineos do género Phlebotomus e Lutzomyia (KEVRIC; CAPPEL; KEELING,
2015; VIGILANCIA, SECRETARIA DE; SAUDE, 2007), sendo encontrados tanto em
ambientes silvestres quanto em urbano e rural (MARTINS; LIMA, 2013). Ja os
vertebrados, sdo além do homem, alguns animais domésticos como canideos,
felideos (VASCONCELOS et al., 2018), porém ainda segundo VASCONCELOS et al.
(2018), ndo ha comprovacao que estes animais sdo apenas reservatorios da doenca,
por tanto eles sédo considerados hospedeiros acidentais.

A forma mais comum de transmisséo da leishmaniose é através do repasso

sanguineo do inseto vetor, que esta contaminado contaminado com as formas
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promastigotas do protozoario (VIGILANCIA, SECRETARIA DE; SAUDE, 2007) e
raramente se da através da transfusdo sanguinea, agulhas compartilhadas, via
congénita ou via sexual (HAWTHORN et al., 2018) (figura 2). A saliva do inseto possui
o maxidilan, substancia que pode aumentar a infecciosidade de varias espécies de
Leishmania (SVENSJO et al., 2012), pois exercem atividade imunossupressora, o que
pode facilitar na entrada do parasita nos macréfagos (CARREGARO et al., 2015).

Estas formas promastigotas precisam sobreviver as defesas iniciais do
hospedeiro (VIGILANCIA, SECRETARIA DE; SAUDE, 2007) e através da endocitose,
ha a internalizacdo das mesmas nos macrofagos (MICHALICK, 2005). Uma vez nos
macrofagos, os parasitas ficam dentro do vacuolo parasitoforo, separando-os do
citoplasma celular (VIGILANCIA, SECRETARIA DE; SAUDE, 2007). As células que
n&o foram destruidas pelo sistema imune do hospedeiro (VIGILANCIA, SECRETARIA
DE; SAUDE, 2007) se transformam em amastigotas, para que se adaptem e
sobrevivam no meio acido presente dentro do vacuolo digestivo (MICHALICK, 2005)
(figura 2). Estas amastigotas iniciam um processo de multiplicagao, fazendo com que
a célula hospedeira se rompa e as amastigotas serdo liberadas na corrente sanguinea
e serdo novamente internizadas por outros macréfagos (MICHALICK, 2005) (figura 2).

Nos hospedeiros vertebrados, ha o reconhecimento do patégeno pelos
receptores Toll-like, que reconhecem os padrdes moleculares associados a patégenos
(PAMBs) (PRATTI et al., 2019), essenciais para o estabelecimento da infecgéo
(SANTOS-PEREIRA et al., 2019). Segundo GABRIEL et al. (2019) em ensaios in vivo
o historico genético do hospedeiro, as espécies de Leishmania e os diferentes
isolados de parasitas podem influenciar a resposta imune. Porém além do parasita, a
resposta imune do hospedeiro desempenham papel fundamental nas manifestacdes
clinicas da leishmaniose (SCORZA; CARVALHO; WILSON, 2017).
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Figura 2 - ciclo Biol6gico das Leishmanioses

Ciclo no Flebotomineo Ciclo no Humano
(Vetor) (Hospedeliro)
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Fonte: CDC

O inseto flebotomineo durante um novo repasso sanguineo inocula macrofagos
infectados com as formas amastigotas. No trato digestivo do inseto, durante um
periodo de cerca de 18 a 24 horas, as amastigotas iniciam o0 processo de
diferenciacéo, se transformando em flagelados pequenos (MICHALICK, 2005). Apos
quatro dias de grande multiplicagdo a transformacdo das amastigotas em
promastigotas (FILEMON et al., 2012) delgadas e longas (MICHALICK, 2005), que
continuam se multiplicando durante as proximas 48 horas (FILEMON et al., 2012).
Apoés alguns dias, as formas metaciclicas sdo encontradas na parte toracica do
intestino médio (FILEMON et al., 2012; MICHALICK, 2005), e se alojam na cavidade
oral do vetor.

4.2 TRATAMENTO

A seguir foram citados e descritos de forma sucinta os farmacos que sao
utilizados no tratamento de Leishmaniose humana e canina, além da elucidacao de
casos de falhas terapéuticas e queda na porcentagem de cura dos farmacos ja
descritas.

O Glucantime® é indicado para todos os tipos de leishmaniose, nas formas
cutaneas localizadas e disseminadas, a dose diaria varia entre 10 a 20 mg/SbV /Kg/dia
durante 20 dias seguidos (GONTIJO; DE CARVALHO, 2003).
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O mecanismo de acao dos antimoniais ndo é totalmente claro, € provavel que
o metabolismo de tiol pode desempenhar papel fundamental no mecanismo de acao,
podendo incluir a manutengéo da homeostase do tiol redox e a defesa contra estresse
quimico e oxidativo (VICKERS; GREIG; FAIRLAMB, 2004). Sendo o medicamento de
primeira escolha (GONTIJO; DE CARVALHO, 2003), porém este medicamento é
toxico e injetavel, apresentando muitos efeitos colaterais como inapeténcia, nausea,
vomitos, dor abdominal, prurido, cefaleia, febre, fraqueza, tontura, insénia (BORGES
DE LIMA et al.,, 2007) porém o principal efeito colateral é sua a¢do no aparelho
cardiovascular (GONTIJO; MELO, 2004).

A ANB tem sido utilizada como medicamento de segunda escolha, é
administrado quando o antimonial pentavalente ndo tem resposta positiva (GONTIJO;
DE CARVALHO, 2003). Porém, ha relatos de falhas terapéuticas, podendo indicar
resisténcia dos parasitos contra o farmaco (TEIXEIRA et al., 2018). Apresenta
extensas complicacbes de toxicidade, como nausea, voOmito, rigidez, febre,
hipertensdo e hipoxia (RODRIGUEZ et al., 2018). E também o medicamento
considerado mais eficaz no combate a lesdes mucosas (GONTIJO; DE CARVALHO,
2003). A dose inicial de ANB é de 0,5 mg/kg/dia deve ser aumentada gradativamente,
conforme a tolerancia do paciente, até 1 mg/kg/dia, sendo feita em dias alternados
(GONTIJO; DE CARVALHO, 2003). O alvo primario da ANB é o ergosterol de
membrana (BRAJTBURG et al., 1990).

A pentamidina possui propriedades antitripanossomaticas, antifingicas, entre
outras (BERMAN et al., 1986), sendo bem ativa contra leishmaniose cutanea (GRANT,;
BANSINATH, 2001). Estudos in vitro mostram que a pentamidina altera morfologia do
cinetoplasto, mitocondria e robossomos de L. mexicana e L. amazonensis (SANDS;
KRON; BROWN, 1985). Os tripanossomas passam a ser incapazes de biossintetizar
purinas novamente e apresentam via incompleta para a sintese de poliaminas
(SANDS; KRON; BROWN, 1985)

Entretanto, apesar da pentamidina possuir boa atividade leishmanicida ha um
declinio de sua eficacia em pacientes com leishmaniose visceral na india (SUNDAR;
CHAKRAVARTY, 2010).

Os lipossomas sdo micro ou nanocapsulas organizadas em bicamadas que
envolvem um ou mais espacos aquosos, sendo que quando alguns destes espacos

sao suspensos os lipideos déo origem a vesiculas, com o papel de transportar e liberar
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os compostos nelas encapsuladas (GRANT; BANSINATH, 2001; ORTEGA,
GIORGIO; DE PAULA, 2017). Estes lipossomas sédo bem estudados no tratamento
de leishmaniose, pois este parasita coloniza macrofagos, que também séo
responsaveis pelo transporte dos mesmos em estudos in vivo, apresentando reducao
no perfil de toxicidade de farmacos (ORTEGA; GIORGIO; DE PAULA, 2017).

A formulacéo lipossomal da ANB leva a uma menor exposicao de farmaco livre
aos oOrgdos, demonstrando tolerancia melhorada e efeitos colaterais reduzidos,
podendo assim, administrar doses maiores do farmaco em espa¢cos mais curtos de
tempo (SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2010). A Anfotericina B lipossomal (L-ANB) é
usada com sucesso no tratamento de leishmaniose visceral, causada por L. infantum
chagasi no Brasil (KHALIL et al., 2014; SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2010) e casos
graves de leishmaniose cutanea causada por L. braziliensis (MACHADO-SILVA et al.,
2015). Como a L-ANB é menos toxicas que ANB a dose administrada é de 1mg/kg em
dias alternados, durante 30 dias (BERMAN, 2019). Entretanto, apesar de ser menos
toxicas que ANB e apresentando melhor transporte de compostos pelo organismo,
sendo mais concentrado, a L-ANB €& administrada por via intravenosa (BERMAN,
2019), leva ao problema de administracdo muito discutido e estudado em estudos com
farmacos e compostos leishmanicida.

A Paramomicina é um farmaco para uso alternativo de leishmaniose, tanto a
manifestacdo cutanea quanto a visceral (JAIN; JAIN, 2013). E um farmaco pouco
absorvido quando administrado por via oral (DAVIDSON; DEN BOER; RITMEIJER,
2009), as formulacdes parentai causam reacdes adversas graves (JHINGRAN et al.,
2009). O mecanismo de acdo da Paramomicina € a inibicdo da sintese proteica,
induzindo leituras erradas de mRNA, também afeta o potencial de membrana
mitocondrial (JHINGRAN et al., 2009; ORTEGA; GIORGIO; DE PAULA, 2017).

Entretanto, alguns estudos in vitro estdo mostrando alguma resisténcia de
parasitas de L. donovani & Paramomicina, exibindo diminuicdo na absor¢do do
farmaco, o que também néo leva a perda de infectividade (MAAROUF et al., 1997).
Outro ponto negativo do da Paramomicina € a via de administracdo, o tratamento
consiste em injecBes por trés semanas e a falta de estudos com pacientes gravidas
(SUNDAR; CHAKRAVARTY, 2010).

A Miltefosina teve seu potencial leishmanicida identificado na década de 80,

sendo registradas como eficiente principalmente para o tratamento de L. donovani em
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humanos (LE FICHOUX et al., 1998), ja em 2007 foi lancado no mercado europeu
como medicamento para o tratamento de cdes com leishmaniose visceral canina
(DOS SANTOS NOGUEIRA et al., 2019), mas s6 em 2017 as agéncias brasileiras
autorizaram o uso da Miltefosina no tratamento de leishmaniose canina (GONCALVES
et al., 2021). Segundo estudos, os cdes assintomaticos e oligossintomaticos resulta
em altas taxas de recuperacédo e prevencao do desenvolvimento da doenca clinica,
mostrando que o0s parasitas na pele e nos 6rgaos linfoides de cées séo
significativamente reduzidas apos o tratamento (DOS SANTOS NOGUEIRA et al.,
2019). O mecanismo de acao da Miltefosina € a inibicdo da sintese de Fosfolipase e
proteina quinase C, especificas de Leishmania (CLEMENCEAU et al., 2002; EUE;
ZEISIG; ARNDT, 1995).

Entretanto, alguns estudos in vitro tem demonstrado resisténcia cruzada a
outros farmacos podendo levar ao surgimento de parasitas resistentes ndo sé a
Miltefosina, mas também a outros farmacos utilizados para tratar Leishmaniose
visceral (GONCALVES et al., 2021).

Estudos realizados na India demonstram que no passar do tempo durante
principalmente a década de 80, foi observado que a eficacia do tratamento contra L.
donovani, abaixando para 71% durante 20 dias de tratamento e na década de 90 um
mesmo estudo foi novamente realizado, mostrando que durante 30 dias de
tratamento, a taxa de cura clinica foi apenas de 64% (CHAKRAVARTY; SUNDAR,
2010), mas apenas em 1997 foi comprovado as falhas terapéuticas no norte da india
(ALVAR et al., 2012; LIRA et al., 1999). O que pode ter ocorrido nesta época no pais
€ o fato de que os antimoniais eram gratuitos acabando por ter o uso indevido e
desenfreado do mesmo (CHAKRAVARTY; SUNDAR, 2010). A ANB também
apresentou casos de resisténcias em infec¢cdes causadas por L. donovani se
mostrando um desafio para a terapéutica contra leishmanioses (SINGH et al., 2017).

Alguns estudos in vitro utilizando L. donovani, a resisténcia contra o0s
antimoniais é gerada em cultura e em amastigotas axénicas, mostrando que um
aumento da dosagem dos antimoniais uma possivel solucdo para a resisténcia,
entretanto este aumento na dosagem pode comprometer a seguranca dos pacientes
devido a alta toxicidade do medicamento (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006).

Quando o paciente nao responde adequadamente com 0S outros
medicamentos, a Miltefosina € o medicamento de terceira escolha (DA CAMARA
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ROCHA et al., 2019). Este medicamento, possui alta taxa de cura contra leishmaniose
cutanea (IRANPOUR; HOSSEINZADEH; ALIPOUR, 2019). Dentre o0s trés
medicamentos, a Miltefosina, € o0 que apresenta menores efeitos colaterais,
caracterizando por apenas desconfortos abdominais (BRAGA! et al., 2016), também
apresenta efeitos toxicos, como morte fetal (RODRIGUEZ et al., 2018). Para pacientes
com leishmaniose cutanea a dose recomendada é 2,5mg/kg/dia entre trés e quatro
semanas (BORGES DE LIMA et al., 2007).

Diante dos efeitos toxicos apresentados pelos medicamentos contra
leishmaniose, as taxas de evaséo do tratamento séo altas.

ApOs o tratamento, os critérios para curas clinicas da leishmaniose cutéanea é
0 aspecto clinico das lesdes, o regresso da infiltracao e eritema (GONTIJO; DE
CARVALHO, 2003). A leishmaniose mucosa €é comprovado pelo exame
otorrinolaringoldgico, e o desaparecimento de todos os sinais (GONTIJO; DE
CARVALHO, 2003).

4.3 TRIAZOIS

Triazois sdo compostos sintéticos (FERA; SARRO, 2009) heterociclicos com
forma molecular C2H3N3 em formato de anel (SONG; DENG, 2018) (figura 3). Séo
quimioterapicos antifungicos (MARTINEZ, 2006).

O primeiro relato de atividade antifungica por um composto azolico foi
descoberto por WOOLLEY (1944), mas foi apenas em 1958 com a introducdo do
chormidazol que os pesquisadores ficaram interessados nos azois como antifungicos
(FROMTLING, 1988). Miconazol, um fenetil imidazol sintetizado em 1969, foi o
primeiro azol disponivel para administracdo parenteral (MAERTENS, 2004).

Figura 3 - Anel triazolico
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Fonte: Do autor

O grupo de compostos azolicos teve o uso clinico iniciado em meados da
década de 1970, causando grande impacto na terapia antifungica, pelo seu largo

espectro de acdo (MARTINEZ, 2006), assim, o cetoconazol por administragao oral foi
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aprovado em 1981 como alternativa a ANB (URIBE-JEREZ; TARAZONA-
GUARANGA; ROBLES, 2020). Ja na década de 90, a farmacoterapia das doencas
fungicas foi revolucionada pela introducdo dos azlis e da caspofungina, que
apresentam maior eficicia e seguranca clinica (MOREIRA, 2010). (figura 4).

Figura 4 - Histérico triazois
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Posaconazol
tabletas
1969 1981 2002 FDA 2015
Clotrimazol Ketoconazol 1992 Voriconazol s on  1savi ol
Miconazol oral, crema, Itraconazol oral e ket orcon s oral e
topico champq, gel oral intravenoso oral intravenoso

1979 1990 1999 2006 2014
Miconazol Fluconazol Itraconazol Posaconazol Posaconazol
intravenoso... oral @ intravenoso oral intravenoso
Suspendido intravenoso suspension
por toxicidad

Fonte: (URIBE-JEREZ; TARAZONA-GUARANGA; ROBLES, 2020)

A familia dos azéis pode ser classificada em dois grupos: os imidazois, como o
clotrimazol, o miconazol e o cetoconazol e os triazois, como o fluconazol, o itraconazol
e o voriconazol (NETO, 2009). O itraconazol atua adicionalmente contra Aspergillus
fumigatus e diversas outras espécies desse género, sendo uma alternativa a
anfotericina, além de ser o principal recurso na terapia antifingica de pacientes com
micoses sistémicas endémicas (MARTINEZ, 2006). O cetoconazol também é
empregado no controle destas ultimas infec¢des, porém € limitado a casos nao
graves, ja o fluconazol mostra boa atuacédo e é preferido no tratamento de pacientes
com infec¢des por Candida sp., além de ser utilizado na criptococose e nas infecgbes
urinarias e do sistema nervoso central por fungos susceptiveis (DIEKEMA et al., 2003;
MARTINEZ, 2006). Por fim, o voriconazol, o posaconazol e o ravuconazol sao
triazolicos de segunda geracao, resultantes de modificacfes na estrutura quimica de,

respectivamente, fluconazol e itraconazol (MARTINEZ, 2006).
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4.3.1 Mecanismo De Acéao

Como descrito por MARTINEZ (2006), os azois possuem grande impacto na
terapia antifingica devido ao amplo espectro de acdo dos mesmos, sendo a inibicdo
da sintese de ergosterol, o principal mecanismo e o mais associado aos triazois (DE
MACEDO-SILVA et al., 2013; EMAMI; TAVANGAR; KEIGHOBADI, 2017,
MAERTENS, 2004). Esta funcéo de inibicdo foi descoberta apenas no final dos anos
60 sendo utilizadas em tratamentos antifungicos ergosterol-dependente (MOREIRA,
2010).

A alteragdo do potencial de membrana mitocondrial, juntamente com a
producao e liberacdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) também tem sido
observados em tratamentos com derivados triazolicos (ALIANCA et al., 2017; MEINEL
et al., 2020; STROPPA et al., 2017), ndo somente em espécies de Leishmania, mas
em espécies de Tripanossoma e Plasmodium (DHEER; SINGH; SHANKAR, 2017,
STROPPA et al., 2017).

As proteases tem sido bastante estudadas também, pois participam da invasao
ao hospedeiro (MCKERROW et al., 2006). Portanto, a seguir serdo descritos mais
detalhadamente o funcionamento dos mecanismos de agéo aqui citados.

4.3.1.1 Inibicdo Sintese De Ergosterol

Esterdis sdo componentes fundamentais da membrana celular (HARAYAMA;
RIEZMAN, 2018). Ao contrario das células de mamiferos, as células de Leishmania e
Tripanosoma contém ergosterol ao invés de colesterol (MCCALL et al., 2015). Séo
importantes reguladores das funcdes fisicas, como fluidez e permeabilidade,
possuindo também papel importante no metabolismo aerébico e regulacdo do ciclo
celular (DICKSON; SUMANASEKERA,; LESTER, 2006).

E um componente sintetizado a partir do lanosterol com a remoc¢&o do grupo
metil do C14, catalisado pela Alfa-desmetilase (DIAZ-GUERRA et al., 2003) e Acetil-
CoA (MCCALL et al., 2015). Esta enzima pertence a superfamilia do citocromo P450
(FRANCA et al., 2014). A biossintese de ergosterol envolve varias etapas, porém
apenas duas delas se tornaram os alvos de compostos sistémicos (LEPESHEVA,
FRIGGERI; WATERMAN, 2018). As estatinas agem na etapa de producdo de

mevalonato, enquanto os azois inibidores de 14a-desmetilase sdo os antifungicos
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mais utilizados e estédo sob investigacao para serem reaproveitados para o tratamento
de infecgcbes com parasitas protozoarios (LEPESHEVA; FRIGGERI; WATERMAN,
2018), como no tratamento de Doenca de Chagas (FRANCA et al., 2014) e
Leishmaniose (TEIXEIRA et al., 2018).

Os azois interagem com um dos nitrogénios do anel azolico com o atomo de
ferro do grupamento heme da enzima, impedindo que o substrato natural se ligue na
mesma (LEPESHEVA; FRIGGERI; WATERMAN, 2018), inibindo assim, a sintese do
ergosterol alterando a permeabilidade da membrana celular e a viabilidade fangica
(MARTINEZ, 2006), permitindo o extravasamento de diversas pequenas moléculas,
levando a morte celular (BERGOLD; GEORGIADIS, 2004), podendo também agir na
sintese de lipideos e inativando enzimas do processo oxidativo dos fungos
(MARTINEZ, 2006). Estes azois inibidores de biossintese de esterois sdo ativos por
via oral e com amplo espectro de atividade antifungica e baixa toxicidade (FRANCA
et al., 2014).

Os primeiros experimentos sobre a sensibilidade de azois em espécies de
Leishmania mostraram uma maior eficacea do cetoconazol e do oxiconazol
(BERMAN, 1982), eles também se mostraram eficazes em modelos murinos de
leishmaniose visceral, embora menos potentes que a ANF B ou compostos
antimoniais pentavalentes, farmacos atualmente usados para tratamentos de Chagas
aguda e cronica (DE MACEDO-SILVA et al., 2013), além disso sdo amplamente
testados em espécies de Leishmania, como L. mexicana (BERMAN et al., 1986;
GOAD; HOLZ; BEACH, 1985), L. amazonensis, L. donovani e L. infantum (AL-
ABDELY et al., 1999; GODINHO et al., 2012).

Os novos triazbis voriconazol e ravuconazol apresentam maior poténcia e
espectro de acao do que os antigos azo6is (BERGOLD; GEORGIADIS, 2004). O
miconazol interfere na biossintese de ergosterol fiungico, mas em altas concentracdes
pode causar danos diretos a membrana celular, resultando no vazamento de
constituintes celulares (MAERTENS, 2004). Porém varios estudos apontam que 0s
azois que sao bem sucedidos em doencas fungicas tem efeitos supressores mas néo
curativos contra infec¢des por T. cruzi em humanos ou animais, sendo incapazes de
deter a progresséo da doenca (URBINA, 2009).
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4.3.1.2 Inibicdo De Cisteino Protease

As proteases s&o enzimas que catalisam a hidrolise de liga¢des peptidicas, sdo
importantes em varias atividades bioldgicas, como digestédo de peptideos, ativacao de
outras enzimas, modulacdo do sistema imunoldgico, participacdo no ciclo celular e
diferenciacdo (SIQUEIRA-NETO et al.,, 2018), sendo altamente relacionadas com
fatores de viruléncia (MAHMOUDZADEH-NIKNAM; MCKERROW, 2004). As cisteino
proteases (CP) sédo categorizadas em 72 familias e as mais abundantes e bem
caracterizados em parasitas protozoarios sdo as enzimas da familia papaina
(MCKERROW et al., 2006) e tem sido muito estudadas a fim de se descobrir
compostos mais efetivos (MARTINS et al., 2009).

Em Leishmania, as CP se localizam em grande quantidade nos lisossomos,
que particularmente aparecem na forma amastigota (SILVA-LOPEZ, 2010) em sua
maioria estao localizadas na bolsa dos flagelos (RANA et al., 2012). Estas enzimas
catalisam reacBes em cadeias de peptideos hidrolisando-os em fragmentos curtos
(MARTINS et al., 2009), como serina, cisteina, acido aspartico, metalo, treonina e
papaina (uma cisteino protease vegetal isolada do latex), que cliva os peptideos em
residuos hidrofébicos (MARTINS et al., 2009).

Portanto, a utilizagdo de um inibidor de CP que mata Leishmania em
concentracdes que nao afetam as células hospedeiras de mamiferos, pode ser usado
para o desenvolvimento de novos medicamentos anti-leishmania (GONTIJO et al.,
2015) e possivelmente para o desenvolvimento de vacinas (RANA et al., 2012). Varias
CP semelhantes a papaina foram identificadas em diferentes Leishmania spp. e sédo
consideradas cruciais para sobrevivéncia e infectividade do parasita em seu
hospedeiro humano. A principal CP estudada é rCPB2.8 (LANFRANCO et al., 2008;
SANDERSON et al.,, 2000), que sdo proteinases semelhantes a catepsina L
codificadas por genes presentes tanto em L. major (LANFRANCO et al., 2008) e L.
mexicana (LANFRANCO et al., 2008).

A espécie L. mexicana expressa altos niveis de varias CPs (ALEXANDER;
COOMBS; MOTTRAM, 1998; BART et al., 1997), o CPB, gene multicopia que codifica
os principais CPs semelhantes a catepsina L na forma amastigota (SOUZA et al.,
1992) e CPC um gene de copia Unica que codifica proteinas semelhantes a catepsina
B (BART et al., 1997). J4 L. amazonensis inibe a apresentacdo de antigenos por meio
da degradacdo mediada por CP de moléculas de MHC de classe Il (DE SOUZA LEAO
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et al., 1995). Isto implica que as CPs em Leishmania ndo sdo apenas fatores de
viruléncia, mas também podem ser considerados moduladores da resposta imune
fornecem forte incentivo para que mutantes de L. mexicana deficientes em CP sejam
candidatas a vacinas (ALEXANDER; COOMBS; MOTTRAM, 1998).

No entanto, existem diferencas na suscetibilidade de estagios especificos em
diferentes espécies de Leishmania a inibidores de CP especificos
(MAHMOUDZADEH-NIKNAM; MCKERROW, 2004), L. major é sensivel aos inibidores
da CP nos estagios de promastigota e amastigota (SELZER et al., 1997), L. mexicana
mostra pouco ou nenhum efeito da perda de atividade de CP em promastigota
(MOTTRAM et al.,, 1996) e nenhum efeito na replicacdo da forma promastigota
(MAHMOUDZADEH-NIKNAM; MCKERROW, 2004).

4.3.1.3 Alteracéo Do Potencial De Membrana Mitocondrial

As mitocondrias desempenham um papel vital na fisiologia celular
(SAKAMURU; ATTENE-RAMOS; XIA, 2016) sendo responsavel pela geracdo de
energia celular (ATP) em células eucariotas por meio de fosforilacdo oxidativa
(SAKAMURU; ATTENE-RAMOS; XIA, 2016). A cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial cria gradiente eletroquimico que impulsiona a sintese de ATP gerando o
potencial de membrana mitocondrial (AWYm) (G RWILLIANS, 1956; SAKAMURU;
ATTENE-RAMOS; XIA, 2016). O AWm é essencial para manter a funcao fisiolégica
da cadeia respiratéria, o que significa que uma grande perda deste potencial esgota
as células de energia, levando a morte celular (LAZARIN-BIDOIA et al., 2016). As
mitocéndrias séo a principal fonte de EROs, onze locais de producao de superdxido e
H202 relacionados ao metabolismo do substrato, transporte de elétrons e fosforilacédo
oxidativa (CADENAS, 2018; MURPHY, 2009). Essas alteracbes tém sido
consideradas um processo irreversivel desencadeando o colapso mitocondrial e a
morte celular (MEINEL et al., 2020). O radical hidroxila € o mais reativo causando
danos em proteinas, lipideos, carboidratos e DNA (BIRBEN et al., 2012).

A mudanca no equilibrio oxidante/antioxidante em favor do oxidante € chamada
‘estresse oxidativo’ (JENNER et al., 2003; TOSHNIWAL; ZARLING, 1992), que
contribui para muitas condi¢cdes patologicas, como cancer, distirbios neurologicos,

hipertensao, diabetes, doencas pulmonares incluindo asma (BIRBEN et al., 2012) e
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em Leishmania desencadeia danos aos componentes da cadeia de transporte de
elétrons, o que colapsa a funcionalidade mitocondrial, culminando na morte celular
semelhante a apoptose (STROPPA et al., 2017).

A desaminacdo oxidativa € uma fonte quantitativa grande de peroxido de
Hidrogénio (H202) que contribui para o aumento nas concentracbes de estado
estacionario de espécies reativas de oxigénio (EROs) tanto na mitocondria quando no
citosol (CADENAS; DAVIES, 2000). As EROs séo considerados subprodutos téxicos
do metabolismo aerdbio e a principal causa de dano macromolecular (CADENAS,
2018). Os trés principais EROs sdo o anion superoxido (Oz2-), o radical hidroxila (-OH)
e 0 H202 sendo respectivamente os produtos da reducdo univalente e bivalente de
oxigénio (O2), produzidos pelo metabolismo aerébio normal (CADENAS; DAVIES,
2000) que dentro de condicbes normais desempenham papeis importantes no
metabolismo biolégico e na sinalizacdo celular (MEINEL et al., 2020). O radical
superéxido é um produto da fosforilacdo oxidativa que ocorre na cadeia de transporte
de elétrons, sendo formado pela reducdo incompleta de oxigénio molecular
(ESCOBAR et al.,, 2002), sendo também o percursor da maioria dos EROs
(EGOROVA; GORDEEV; ANANIKOV, 2017) e deve ser mantido em niveis mais
baixos para evitar efeitos toxicos para a célula (MEINEL et al., 2020).

O aumento na producdo de EROs induzem a disfuncdo mitocondrial, ou seja,
alteracdes no potencial de membrana mitocondrial AYm (JOSHI; BAKOWSKA, 2011),
induzindo estresse oxidativo mitocondrial (MEINEL et al., 2020). Em T. cruzi, o
excesso de EROs pode atuar em qualquer membrana (LAZARIN-BIDOIA et al., 2016).

As alteracbes de AWm induzidas em Leishmania por uma variedade de
moléculas tem sido associada a geracdo de EROs e desencadeia danos aos
componentes da cadeia de transporte de elétrons o que leva a morte celular
semelhante a apoptose (STROPPA et al., 2017), podendo induzir perda de viabilidade
celular (STROPPA et al., 2017).

Portanto, essas organelas sdo um alvo ideal para estudos de toxicidade in vitro
(SAKAMURU; ATTENE-RAMOS; XIA, 2016), ja que uma caracteristica peculiar de
tripanossomatideos é a presenca de uma mitocondria Unica e em algumas condi¢des
esta organela pode preencher um grande espac¢o no volume celular (MEINEL et al.,
2020).
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4.4 TOXICIDADE E EFEITOS COLATERAIS

E sabido que as leishmanioses requerem uma longa administracdo parenteral
(BAKUNOV et al., 2010), e hoje os medicamentos indicados sdo 0s antimoniais
(GONTIJO; DE CARVALHO, 2003), ANB(SILVA-LOPEZ, 2010), ANB-lipossomal
(MARTINS; LIMA, 2013) e pentamidina (VASCONCELOS et al., 2018). Apesar do
avanco terapéutico significativo, a toxicidade grave e o possivel aumento das
incidéncia da resisténcia aos medicamentos limitam a eficacia da quimioterapia de
primeira linha contra leishmaniose (ANVIKAR et al., 2012; DONDORP et al., 2009).
Portanto, é importante descobrir novos medicamentos sem muitos efeitos colaterais
(DHEER; SINGH; SHANKAR, 2017).

Neste contexto, os triazois sdo uma classe de farmacos relativamente seguros
com dose letal 50 proximo de 2000mg/Kg em roedores (SAHU; AGRAWAL; PANDEY,
2019), seus efeitos adversos sdo geralmente encontrados com altas doses (EMAMI,;
TAVANGAR; KEIGHOBADI, 2017) e tém chamado atencdo da comunidade cientifica
devido as suas propriedades anti-inflamatorias, antimicrobianas, antifungicas e
antimalaricas (CHU et al., 2019; TARIQ et al., 2018; XIE et al., 2017; ZHANG, 2019).

A busca de novas moléculas com atividade antiprotozoaria melhorada e
toxicidade reduzida o fragmento 1,2,3-triazol tem sido estudado como substrato
isostérico adequado para o anel azolico central (BAKUNOQV et al., 2010). Sua quimica
se refere a um grupo de reacfes de baixo custo, rapidas, simples de executar que
proporcionam alto rendimento (HEIN; LIU; WANG, 2008).

O perfil de toxicidade dos triazois em comparacdo com os imidazois pode ser
explicado por sua maior afinidade com as enzimas do citocromo P450 de fungos do
que de mamiferos em concentracdes terapéuticas (SHEEHAN; HITCHCOCK;
SIBLEY, 1999), tendo seus efeitos colaterais geralmente relacionados a esta afinidade
(EMAMI; TAVANGAR; KEIGHOBADI, 2017). Essa poténcia dos triazois de danificar a
membrana celular patogénica, além de dificultar a biossintese de ergosterol tem sido
amplamente investigada no contexto da atividade leishmanicida (SAHU; AGRAWAL,
PANDEY, 2019). Outros efeitos metabdlicos dos azois séo a inibicdo da peroxidase e
da catalase do citocromo-c, e o blogueio do transporte de elétrons na cadeia
respiratoria (EMAMI; TAVANGAR; KEIGHOBADI, 2017).
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Dentre os efeitos adversos se destacam intolerancia gastrointestinal,
hepatotoxicidade e hipersensibilidade, e em alguns casos ginecomastia e
irregularidades menstruais (MARTINEZ, 2006). Ja os triazois possuem efeitos
adversos que incluem hepatotoxicidade, erupgdes cutaneas, fototoxicidade (JHA et
al., 1999). Porém estes sintomas raramente sao graves o suficiente para exigir a
descontinuacédo da terapia (EMAMI; TAVANGAR; KEIGHOBADI, 2017).

4.5 ACAO DOS TRIAZOIS EM OUTRAS DOENCAS

Os triazois sdo farmacos antifuingicos muito conhecidos com acfes
principalmente com fungos como Candida spp., Cryptococcus neoformans (NOBRE
et al., 2003), porém atualmente os derivados triazolicos tem apresentado diversas
propriedades farmacologicas (BOSCH-NICOLAU et al.,, 2019; CHU et al., 2019),
sendo estudados e testados em diversas doencas além de Leishmaniose, como
Doenca de Chagas (BOZOROV; ZHAO; AISA, 2019), Malaria (BOZOROV; ZHAO;
AISA, 2019), Toxoplasmose (MARTINS-DUARTE; DE SOUZA; VOMMARO, 2013),
tuberculose e cancer (CHU et al., 2019).

A aromaticidade e a rica propriedade em elétrons do triazol permita que se ligue
prontamente a varios tipos de enzimas e receptores por meio de interacfes fracas,
como ligacdes de hidrogénio, ion-dipolo, for¢ca de Van der Waals (-H. ZHOU; WANG,
2012; AYATI;, EMAMI; FOROUMADI, 2016), habilidades que podem melhorar a
solubilidade (CHU et al., 2019) facilitando a utilizacdo destes compostos em Varios
campos (SONG; DENG, 2018).

Os triazois atuam como inibidores da sintese de ergosterol do T. cruzi se
mostrando atividade potente em estudos in vitro e in vivo (BOSCH-NICOLAU et al.,
2019), validadas em muitas etapas diferentes da sintese (URBINA, 2009), sendo
considerados farmacos promissores no tratamento de Doenca de Chagas (BOSCH-
NICOLAU et al., 2019).

URBINA (2009) relatou que os triazois afetam o CYP51 fangico e protozoario
do citocromo P-450 induzindo a cura parasitolégica em modelos murinos de Doenca
de Chagas aguda e crénica. BOSCH-NICOLAU et al. (2019) investigaram um caso

clinico onde uma moca estava infectada com T. cruzi e soro positivo para HIV. Para o
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tratamento com o protozoario foi administrado Benzinidazol durante 60 dias e
acompanhamento da carga parasitaria de sangue intraperitoneal por gPCR durante 3
anos, obtendo sucesso com o tratamento na redugéo da carga parasitaria.

Além disso, muitos estudos realizados mostraram que o T. cruzi da mesma
forma que a maioria dos fungos, depende do ergosterol para seu crescimento,
desenvolvimento e proliferacdo em todas as fases do ciclo de vida (FRANCA et al.,
2014). O cetoconazol, por exemplo, se demonstrou eficiente em ensaios in vitro contra
T. cruzi, porém falhou em tratamentos com pacientes na fase crbnica da doenca
(BOSCH-NICOLAU et al., 2019). Entretanto, muitos farmacos bem-sucedidos no
tratamento de doencas fungicas, como cetoconazol e intraconazol, apresentam
apenas efeitos supressivos, porém ndo curativos contra infec¢des por T. cruzi em
humanos ou animais de experimentacdo, sendo incapazes de deter a progressao da
doenca (URBINA, 2009).

BRANDAO et al. (2018) realizaram um estudo com derivados triazolicos quanto
a atividade antimalarica utilizando as cepas de P. falciparum e P. vivax resistentes a
cloroquina, in vitro, obtendo compostos promissores. Ja CHU et al., (2019) em sua
revisdo, mostraram que muitos derivados triazolicos como quinolina-triazol, berbina-
triazol, Chalcona-quinolina e hibridos de chalcona-triazola apresentam atividade
antimalarica contra P. falcuparum.

YADAV et al. (2018) incorporaram no anel triazolico o norfloxacino, e testaram
estes derivados contra as cepas D10, Dd2 e W2 de P. falcuparum in vitro comparando
com a cloroquina, com varios compostos obtendo atividades antimalaricas, tendo
como alvo desdes compostos, o DNA do parasita.

A baixa concentracao inibitéria 50 in vitro de compostos triazolicos, derivados
do intraconazol, bem como seu efeito in vivo destes compostos contra T. gondii,
juntamente com o efeito anti-Plasmodium do intraconazol e posaconazol, indicam a
presenca de um alvo molecular seletivo contra T. gondii através de uma competicao
com NADH através da lactato desidrogenase (MARTINS-DUARTE; DE SOUZA;
VOMMARO, 2013), sendo administrados em camundongos infectados com a cepa
RH, obtendo diferenca significativa na sobrevivéncia dos camundongos e na prote¢éo
obtida contra recaidas e morte da doenca (MARTINS-DUARTE; DE SOUZA,
VOMMARO, 2013).
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LUAN et al. (2019) em seus experimentos, fundiram derivados triazolicos e
derivados fendlicos e relataram que uma série destes derivados facilitou o
desenvolvimento de potenciais agentes antiparasitarios, dos quais cinco destes
derivados exibiram excelente atividade in vitro contra T. gondii, chegando a conclusao
gque os compostos a base de triazol tém potencial atividade inibitéria contra
Toxoplasma.

O aumento na incidéncia de cancer devido a um aumento do numero de
pacientes imunocomprometidos, levou a um a um aumento da resisténcia aos
medicamentos anticancer (AHMAD et al., 2018). Além disso, é evidente que a maioria
dos farmacos anticancer possuem um unico alvo, podendo ser proteina ou enzima,
uma vez que as ceélulas utilizam as vias metabdlicas alternativas que as tornam
prontamente mais resistentes a tais farmacos (AHMAD et al., 2018). Este r4pido
desenvolvimento de resisténcia aos medicamentos e os efeitos colaterais agudos dos
medicamentos anticancer de uso clinico, ainda sao os principais obstaculos para uma
quimioterapia eficaz (XU; ZHAO; LIU, 2019).

Muitas abordagens terapéuticas quimiopreservantes e anticancer estao
continuamente na pratica, a fim de decifrar novos candidatos a farmacos interagindo
com alvos moleculares de varios processos celulares durante o desenvolvimento do
tumor (AHMAD et al., 2018). Diante disto, os triazois e seus derivados se enquadram
em estudos anticancer, pois tem um amplo espectro de acado e cura em varias doencas
(AHMAD et al., 2018) ja citadas.

Entdo alguns estudos com hibridizacao da estrutura de 1,2,3,-triazol com outros
farmacos anticancer tem se mostrado com grande potencial para fornecer novos
candidatos anticAncer e com baixa toxicidade e alta eficacia contra canceres
resistentes a medicamentos (XU; ZHAO; LIU, 2019). XU; ZHAO; LIU, (2019) utilizou
derivado triazol com Cefatrizina e Carboxiamidotriazol e se revelou um grande

potencial como farmaco anticancer.

4.6 METODOS IN SILICO

A pesquisa in Silico consiste em modelos matematicos de um sistema

fisioloégico ou farmacolégico sdo desenvolvidos e testados em computador, sdo um
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hibrido de técnicas in vitro e in vivo, sendo projetados para imitar o comportamento de
organismos em sua totalidade (COLQUITT; COLQUHOUN; THIELE, 2011). Esta
simulagdo nada mais é que a constru¢do simulada de um modelo ou uma situacao
real em que depois serdo testadas em determinadas situacdes para avaliar qual seria
sua resposta (VALLE, 2009). A terapia direcionada pode levar ao aumento de eficacia
do medicamento e melhores resultados gerais no tratamento de doencas com menos
efeitos colaterais sisttmicos (COLQUITT; COLQUHOUN; THIELE, 2011). Alguns
esforcos de descoberta de medicamentos baseados em estrutura fornecem melhor
acesso a inovacao e também o processo de identificacdo de agentes terapéuticos com
boa relacéo custo-beneficio (SCHUHMACHER; GASSMANN; HINDER, 2016).

O planejamento de farmacos antiparasitarios se baseia na investigacao de vias
bioguimicas do parasita comparando com as vias do hospedeiro, tendo como objetivo
identificar alvos para a modulacéo seletiva através de moléculas pequenas (GUIDO;
ANDRICOPULO; OLIVA, 2010). A bioinformatica consiste em uma abordagem
interdisciplinar baseada em computador para varios fins de predi¢cdo, como interacdes
peptideo-receptor (RAHIM, 2010).

Este reconhecimento de associacfes estrutura-atividade usando a triagem in
silico pode levar a uma forma eficiente na identificacdo de alvos especificos para os
farmacos de doencas negligenciadas (SAKI et al.,, 2019). Dentre as diversas
abordagens in silico que incluem abordagens baseadas em 6micas (SAKI et al., 2019)
temos o docking molecular.

O docking molecular consiste em prever a melhor posicéo e orientacdo de um
ligante em comparacao a uma molécula formando um complexo estavel, normalmente
sendo empregado para proteinas e enzimas (NEIS, 2019a), permitindo entender
relacdes entre diferentes alvos moleculares envolvidos em determinada doenga
(ANIGHORO; BAJORATH; RASTELLI, 2014).

Utilizando este contexto, o docking molecular esta entre os métodos in silico
mais populares e bem-sucedidos, ajudando a prever as interacdes que ocorrem em
moléculas e alvos biologicos (KITCHEN et al., 2004), provando-se ser uma ferramenta
importante para ajudar a compreender como 0S compostos quimicos interagem com
seus alvos moleculares e assim facilitando a descoberta e o desenvolvimento de
medicamentos (PINZI; RASTELLI, 2019).
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Para identificar os alvos moleculares no parasita € preciso seguir duas regras,
sendo a primeira observar e identificar um alvo ausente no hospedeiro ou com
homologia e funcionalidade diferente, e a segunda é observar quais alvos s&o
essenciais para a sobrevivéncia do parasita, podendo ser uma enzima presente em
qualquer via bioquimica do mesmo (RAJ et al., 2020). Ao conhecer a orientacdo dos
alvos pode se prever a forca de associacdo ou afinidade de ligacdo entre as moléculas
aumentando as chances de encontrar moléculas candidatas ao uso terapéutico (NEIS,
2019b).

Isto permite identificar alvos especificos para Leishmania spp principalmente a
utilizacdo de vias bioquimicas presentes nos tripanossomatideos e ausentes nos
hospedeiros, fornecendo excelentes alvos para o desenho de compostos
antileishmania (ROMERO; LOPEZ, 2017) com base nas interacdes proteina-ligante
(RAJ et al., 2020).

Outro estudo in silico importante é a ‘regra dos cinco’ de Lipinski. Esta regra é
baseada em uma distribuicdo de propriedades calculadas (LIPINSKI et al., 2001), que
foi originalmente proposta em resposta ao grande numero de bibliotecas feitas de
forma aleatéria devido a viabilidade sintética e as vezes pela busca obstinada pela
poténcia e pela quimica combinatéria (ZHANG; WILKINSON, 2007). Lidando com
compostos ativos oralmente e definindo quatro faixas de parametros fisico-quimicos
associados a solubilidade aquosa e a permeabilidade intestinal (LIPINSKI, 2004).

A ‘regra dos cinco’ se tornou um pilar de tomada de decisdo tanto para a
industria farmacéutica quanto para os estudos de triagens de compostos nao
industriais (MCKERROW,; LIPINSKI, 2017), sendo uma alternativa de racionalizar o
composto de modo a nao produzir moléculas muito polares e grandes a ponto que
tenham chance menor de exibir propriedades farmacéuticas desejaveis (ZHANG;
WILKINSON, 2007). Levando a utilizar esta regra para se concentrar no
desenvolvimento de novos medicamentos para doencas infecciosas em particular as
parasitarias (MCKERROW,; LIPINSKI, 2017).

Segundo Lipinski, quando ha a ma absorcdo ou permeabilidade de um
composto é mais provavel que o composto apresenta mais que cinco doadores de
ligacdo de Hidrogénio, sua massa molar € maior que 500, coeficiente de particdo (Log
P) maior que cinco e a soma dos atomos de Nitrogénio e Oxigénio sendo maiores que
dez (ZHANG; WILKINSON, 2007). Esta andlise levou ao nome ‘regra dos cinco’
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porque os pontos de corte para cada um dos quatro parametros eram todos proximos
ou multiplos de cinco (LIPINSKI et al., 2001). E de acordo com esta regra, quaisquer
compostos que possam ser ativos por via oral ndo devem violar mais do que um
destes parametros (MASOOQOD et al., 2017), até porque 20% dos compostos ativos por

via oral falham em pelo menos um destes parametros (ZHANG; WILKINSON, 2007).
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 COMPOSTOS

Os compostos derivados de triazois que serdo utilizados foram sintetizados por
Silva et al. (2019) no Instituto de Ciéncias Exatas no departamento de Quimica da
UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS. Foram 18 compostos testados
guanto a atividade leishmanicida contra as formas amastigota e promastigota de
Leishmania (Leishmania) amazonensis e Leishmania (Leishmania) infantum chagasi
quanto a toxicidade a macréfagos murinos. As estruturas quimicas dos compostos

estdo dispostas a seguir.
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5.2 UTILIZACAO DE ANIMAIS
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Para a realizagcdo dos experimentos que serdo descritos a seguir, foram

utilizados 66 camundongos SWISS, com idade de nove semanas, com aprovacao pela

Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA-UNIFAL), sob o nimero de protocolo

019/2020. Os animais ficaram no biotério da Universidade Federal de Alfenas

(UNIFAL-MG), ambiente devidamente refrigerado, com racdo e agua trocados

frequentemente, os quais serdo utilizados para a obtencdo de macrofagos peritoneais

para ensaios de citotoxicidade e infec¢des para obtencéo de promastigotas.
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Figura 5 - Delineamento experimental

o 33 animais
Citotoxicidade

66 animais

33 animais
Antiamastigota

Fonte: do Autor.

5.3 CULTURA E OBTENCAO DOS PARASITAS

O presente estudo utilizou as espécies Leishmania (L.) amazonensis (cepa
MHOM/BR/71973/M2269) e Leishmania (L) infantum chagasi (MHOM/BR/72/cepa 46)
colocadas em frascos de cultura (25 cm?) juntamente com meio Schneider,
suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB), 5 % (50.000 Ul/mL) de penicilina,

50 ug/mL de estreptomicina. Esta cultura foi mantida a 25° C.

5.4 CURVA DE PROLIFERACAO

Os parasitos foram adicionados em tubos Falcon e incubados na estufa BOD e
durante 9 dias foram retiradas aliquotas (10 pL) deste tubo contendo os parasitas.
Estas aliquotas foram adicionadas a camara de Neubauer para que assim, pudesse
se contar as promastigotas existentes no tubo no decorrer destes nove dias, para que
assim, pudesse determinar a fase Log e a fase estacionaria de crescimento dos

parasitos.

5.5 ATIVIDADE LEISHMANICIDA CONTRA PROMASTIGOTAS

As promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis (cepa
MHOM/BR/71973/M2269) e Leishmania (L) infantum chagasi (MHOM/BR/72/cepa 46)
foram colidas em fase logaritmica de crescimento com meio Schneider suplementado
com soro fetal bovino e penicilina. Os parasitos foram contados em camara de
Neubauer para o ajuste de concentracdo em 107 Foram adicionadas a placa de 96
pocos 0s compostos triazélicos em duplicata, na faixa de concentracdo de 100 -
3.0625 pg/mL, com a proporcéo de 196 pL de meio e 4 pL do composto, totalizando
200 pL por pogo através de diluicdo seriada. Nas duas ultimas colunas colocar em
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uma o farmaco controle ANB e na ultima coluna dividida em duas partes com quatro
pocos cada deixando o controle celular (meio + parasitas) e controle branco (apenas
meio), incubados a 25° C em estufa BOD durante 24, 48 e 72 hs. Apds o tempo de
incubacéo foi adicionado 10% do volume final/pogo (20 pL) de resazurina e incubados
por mais 4 horas a 25° C. Por fim, realizou-se a leitura em espectrofotbmetro UV/VIS
Shimadzu, duplo-feixe, modelo 2550 a 570 nm e 600 nm (PEREIRA et al., 2010).

Assim obtendo a concentracao efetiva 50 (CEso) de proliferacdo de promastigotas.

5.6 ATIVIDADE LEISHMANICIDA CONTRA AMASTIGOTAS

Os macrofagos peritoneais dos camundongos foram cultivados em placa de 24
pocos com laminas de vidro de 13 mm mantidos em RPMI suplementado com soro
fetal bovino e penicilina. Estas células foram infectadas com promastigotas da fase
estacionaria na propor¢édo 10:1 (parasito 107/ macréfago 10°) contadas em camera de
Neubauer e incubados na camara de CO:z (5%) por 24 hs. Os parasitos nao
fagocitados foram lavados com PBS. Entdo, os compostos foram adicionados aos
pocos em duplicata na faixa concentracdes de 1 - 40 ug/mL e incubados novamente
por 24h. Apos este periodo foi retirado o sobrenadante e o0 mesmo congelado, o
material dessas laminulas foi fixado em metanol e corado com 10% de corante de
Giemsa (ESPURI et al., 2019), as formas amastigotas presentes nos macrofagos
foram contadas em microscépio 6ptico (aumento de 100x) contando 200 macréfagos
(PEREIRA et al., 2010). Obtendo a concentracao efetiva 50% (CEso) em amastigotas.

5.7 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

Este teste foi feito a partir do método MTT (3-(4,5- dimetiltiazol-2-il) -2,5-
difeniltetrazolium brometo). Macréfagos foram retirados de camundongos SWISS
obtidos através de lavagem intraperitoneal. Posteriormente realizou-se a suspenséo
destes macréfagos (10 macréfagos X ml) em meio RPMI 1640, suplementado com
10% soro bovino e 1% de penicilina, que foram adicionadas a placa de 96 pocos,
juntamente com os compostos na faixa de concentracdo de 100 - 0,84 pg/mL e o
farmaco de referéncia AFB, com a proporcao de 180 pL de meio e 20 uL do composto,
totalizando 200 pL por poco atraves de diluicdo seriada. A placa foi incubada na
camara de CO2 a 5,0% 37° C durante 24 hs. Apés este periodo de incubacao foi
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adicionado 10% do volume total do po¢co de MTT e incubado novamente por mais 4h.
Entdo, o meio com MTT foi removido dos pocos e adicionou-se 100 pL de DMSO e os
pocos foram homogeneizados por 10 min. Por fim, foi realizada a leitura em
espectrofotometro UV/VIS Shimadzu, duplo-feixe, modelo 2550 a 570 nm para
determinar a citotoxicidade 50% (CCso) (PEREIRA et al., 2010).

5.8 INDICE DE SELETIVIDADE

O indice de seletividade, também chamado de indice de seguranca (SI) € a
razdo entre CCso e CEso tanto de promastigota quanto de amastigotas. Portanto, a
determinacdo do mesmo € calculada pela razédo entre a concentracao citotdéxica para
50% das células avaliadas no teste de citotoxicidade (CCso) e a concentragdo efetiva
para 50% das células avaliadas no teste de atividade dos compostos, em formas
amastigotas e promastigota (CEso), segundo a seguinte equacao:
Sl= CCs0/CEso

5.9 LIBERACAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO

Com 108 promastigotas de Leishmania (L.) amazonensis e Leishmania (L)
infantum chagasi em fase e log de proliferacdo foram colocadas em tubos Falcon
contento 10 mL de meio de cultura e juntamente com 10’ Leishmania contadas em
camara de Neubauer, e foram adicionados 0os compostos nas dosagens de CEso
(ug/mL) devidamente ajustada para o volume do Falcon (multiplicado por 10) e foi feita
a incubacao durante 24 H. Posteriormente os parasitos foram novamente contados e
ajustados a concentracdo de 10’ e reservadas em gelo. Entdo, em uma placa preta
foi adicionado tampéo de reacdo 1X de Amplex Red Kit ® na presenca de 5 mM de
Succinato, digitonina 40 uM, 0,1 U mL de peroxidase e amplex Red de 25 uM
(Molecular Probes®), com volume total de 100 pL por pogo. Posteriormente foi medida
a fluorescéncia nos comprimentos de onda de excitacdo e emissédo 571 nm e 585 nm,
respectivamente, no Varian Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer®
(PELOSO et al., 2012).
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5.10 METODOS IN SILICO

5.10.1 Previsdes ADMET

Com os estudos que foram descritos anteriormente ja feitos, com os compostos
que obtiveram os melhores valores de IC50 para promastigota e amastigota,
juntamente com os melhores valores de CC50, foi realizado o método in silico. Foram
observados os descritores ADMET (absorcgéao, distribuicdo, metabolismo, excrecédo e
toxicidade) que tem a finalidade de prever a absorcéo, solubilidade, hepatotoxicidade
e ligacdo as proteinas plasmaticas (SAHU et al., 2019), través da plataforma SWISS
ADME (http://www.swissadme.ch/).

5.10.2 Homologia E Docking Molecular

As enzimas de Leishmania foram selecionadas a partir da literatura, a fim de se
obter enzimas distintas do hospedeiro humano, ou estruturalmente diferentes. A
homologia das enzimas utilizadas para o docking foram realizadas a partir da
sequéncia FASTA obtidas na plataforma Blast e enviadas para os programas Phyre2
(KELLEY et al., 2015) e Raptrox (KALLBERG et al., 2012). ApOs este passo, foi
realizado a verificacdo das homologias 0 ERRAT(COLOVOS; YEATES, 1993), Verify
3D (BOWIE; LUTHY; EISENBERG, 1991; LUTHY; BOWIE; EISENBERG, 1992),
PROVE (PONTIUS; RICHELLE; WODAK, 1996) e PROCHECK (LASKOWSKI et al.,
1993), selecionando assim, a melhor homologia. Feito isso, foi determinado o sitio
ativo de cada estrutura utilizando o programa CASTp (TIAN et al., 2018) para que
assim posteriormente fosse realizado o docking molecular utilizando dois softwares
diferentes SWISSDOCK (http://www.swissdock.ch/) e CB-DOCK
(http://clab.labshare.cn/cb-dock/php/blinddock.php). O desenho das estruturas dos

compostos foi feito no programa Avogadro®.

5.10.3 Regra Dos 5 De Lipinski


http://www.swissadme.ch/
http://www.swissdock.ch/
http://clab.labshare.cn/cb-dock/php/blinddock.php
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A regra dos 5 de Lipinski foi aplicada apenas nos compostos que obtiveram
melhores efeitos Leishmanicidas contra as formas amastigota e promastigota, e

obtiveram menores valores de citotoxicidade, os compostos foram desenhados e

avaliados quanto a regra na plataforma SWISS ADME (http://www.swissadme.ch/).

5.11 ANALISE ESTATISTICA

Para testar a normalidade, os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-
Wilk, em seguida prosseguiu-se com testes de andlise de variancia (ANOVA one way),
para comparacdes entre 0s grupos, seguido do teste de Mann Whitney (ndo-pareado,
bicaudal) com teste de significancia p<0,05. As analises foram realizadas no Software
GraphPad Prism, verséo 8.0.


http://www.swissadme.ch/
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6 RESULTADOS

O presente estudo teve foco a atividade leishmanicida de compostos derivados
triazolicos quanto a concentracgéo efetiva 50% (CEso) em Leishmania (L) amazonensis
e Leishmania (L) infantum chagasi contra as formas promastigotas, além dos efeitos
citotoxicos utilizando macréfagos murinos e a avaliacao contra as formas amastigotas
de ambas espécies em contado com 0s compostos. Posteriormente foi realizada uma
andlise in silico, a fim de prever a farmacocinética dos compostos e a avaliacdo dos
mesmos em relacdo a regra dos cinco de Lipinski, para avaliar a possibilidade de
administracdo por via oral dos compostos. Através do docking foi possivel prever um
possivel mecanismo de acdo dos compostos de acordo com a interacdo dos mesmos
com proteinas chave para algumas vias metabdlicas do parasita. Por fim, foram

realizados testes bioguimicos a fim de corroborar os resultados do docking molecular.

6.1 ATIVIDADE DOS COMPOSTOS CONTRA AS FORMAS PROMASTIGOTAS

Os 19 compostos triazolicos estudados no presente trabalho foram submetidos
a testes com a forma promastigota de L. amazonensis e L. chagasi e foram incubados
em trés periodos de tempo diferentes 24, 48 e 72h, e suas atividades pode ser
observada a seguir na tabela 1, sendo possivel observar que a incubacdo de 24h
apresentou maior nimero de compostos com atividade em ambas espécies. Portanto,

os demais experimentos foram realizados apenas com incubacao de 24h.

Tabela 1- Agdo Antipromastigota de Compostos Triazolicos em L. amazonensis e L. infantum chagasi
nos periodos de incubagéo de 24, 48 e 72h

Espécies L. amazonensis L. infantum chagasi
(ug/mI+DESVIO PADRAO) (ng/mI+DESVIO PADRAO)

Compostos 24h 48h 72h 24h 48h 72h
FS10 >100 >100 >100 11,20+1,18 24,18+0,25 >100
FS28 16,86+1,31 >100 >100 19,07+1,99 25,3+0,45 >100
FS29 >100 >100 >100 >100 >100 >100
FS32 53,26+£3,29 >100 >100 11,64+0,69 17,51+0,24 >100
FS34 >100 >100 15,9+1,82 >100 >100 >100
FS40 >100 >100 >100 >100 >100 >100

(Continua)



41

(Continuacéo)
Compostos 24h 48h 72h 24h 48h 72h
FS41 4,61+0,07 >100 >100 >100 >100 >100
FS42 7,39+0,59 >100 >100 >100 20,3+1,9  >100
FS44 5,23+0,73 >100 >100 4,65+1,99 >100 >100
FS49 >100 >100 >100 12,47+2,5  >100 >100
FS53 >100 >100 >100 9,45+0,97 >100 >100
FS68 >100 >100 >100 >100 >100 26,02+0,14
FS71 8,75+0,17* 8,8+2,75 10,24+3,86 1,24+0,12  12,14+1,07 12,37+0,78
FS65 >100 >100 >100 13,16+1 >100 29,7+0,84
FS66 >100 >100 >100 1,87+0,71  24,47+1,61 >100
FS14 1,54+2,06* 5,62+2,08* >100 >100 >100 >100
FS54 >100 >100 76,79+0,4 0,8+0,77 >100 >100
FS35 9,41+1,58 33,44+1,58 14,3+2,55 27,75+2,4 24,16+1,26 23,21+0,6
ANB 12,04+2,84* 14,11+0,52* 6,62+ 0,50 0,12+0,45 0,54+0,0,17 0,34+0,04

Fonte: do autor.
Legenda: ANB — Anfotericina B; os compostos marcados com * possuem diferencga estatistica com Anfotericina
(p<0,05);

Observando a tabela 1 € possivel observar que os compostos com melhores
ED50 foram FS33, FS41, FS14 e FS35 em L. amazonensis, com 2,71; 4,61; 1,54 e
9,41 pg/mL respectivamente e FS44, FS71, FS66 e FS54 em L. infantum chagasi com
4,65; 1,24; 1,87 e 0,8 pg/mL respectivamente. Analisando a atividade em L.
amazonensis 0s compostos citados apresentaram CEso melhores que o farmaco de
referéncia ANB, que apresentou 12,04 pg/mL. Ja em L. infantum chagasi a ANB ainda
foi o mais ativo do que os compostos citados, pois apresentou 0,12 pg/mL de CEso.

Se observar os compostos ativos em ambas espécies do estudo, ha algumas
diferencas dos compostos ativos, alguns que apresentaram atividade em L.
amazonensis ndo apresentaram atividades em L. infantum chagasi. Entretanto, os
compostos FS28, FS32, FS44, FS71 e FS35 apresentaram atividades em ambas
espécies, porém com valores de CEso diferentes.

Entretanto, outros compostos que nao foram destacados acima, que também
sao ativos em ambas espécies apresentam valores de Indicie de Seletividade (IS) em

promastigota, como observado na tabela 2.
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Tabela 2 - Tabela com os compostos ativos contra as formas promastigotas de L. (L) amazonensis e L (L) infantum
chagasi e seus IS

L. amazonensis L. infantum chagasi
CE50 IS CE50 IS
FS10 - - 11,2 5,56
FS28 16,86 6,88 - -
FS32 53,26 2,05 11,64 9,40
FS33 2,71 25,36 - -
FS41 4,61 46,63 - -
FS42 7,39 2,26 - -
FS44 5,23 6,41 4,65 7,21
FS49 - - 12,47 2,82
FS53 - - 9,45 6,14
FS71 8,75 2,40 1,24 16,93
FS65 - - 13,16 1,84
FS66 - - 1,87 8,02
FS14 1,54 15,42 - -
FS54 - - 0,8 179,50
FS35 9,41 2,15 27,75 0,73
ANB 12,4 2,38 0,12 246,25

Fonte: do Autor
Legenda: Valores de ECso em pg/mL; compostos com ‘- ndo sao ativos e ndo possuem IS

Os compostos que ndo apresentaram atividade e os experimentos com 0sS

tempos de incubacao de 48 e 72h foram descontinuados.

6.2 CITOTOXICIDADE

Os ensaios de citotoxicidade sdo importantes na pesquisa de novos
medicamentos com atividade leishmanicida, tanto para avaliar a toxicidade em células
de mamiferos e estudar amastigotas intracelulares, uma vez que esta forma
parasitaria pelas manifestagfes clinicas da leishmaniose (ALIANCA et al., 2017). Os
resultados obtidos de citotoxicidade 50 (CCso) em células murinas durante o periodo

de incubacgao de 24h estdo demonstrados a seguir na tabela 3.
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Tabela 3 — Concentracao Citotdéxica dos Compostos Triazolicos em
Células Murinas

CC50 (ug/mIzDESVIO

Compostos PADRAO)
FS10 62,22+0,88
FS28 115,95+1,2
FS29 81,18+0,53*
FS32 109,4+1,98
FS33 68,73+0,12*
FS34 45,52+1,98*
FS40 43,64+1,41
FS41 214,95+0,78
FS42 16,67+1,24*
FS44 33,52+1,92
FS49 35,16+0,26
FS53 58,01+2,43
FS68 37,06+0,35
FS71 20,99+2,79
FS65 24,2+0,96
FS66 14,99+0,98*
FS14 23,75+1,29
FS54 143,6+0,57
FS35 20,27+1,8*
ANB 29,55+0,58*

Fonte: do Autor
Legenda: ANB — Anfotericina B; os compostos marcados com * possuem
diferenca estatistica com Anfotericina B. p<0,05

Ao comparar os valores de CCso encontrados com a ANB (CCso 29,55), é
possivel observar que em sua maioria 0s compostos apresentaram melhores valores
de CC50, indicando que os derivados triazolicos estudados sdo menos téxicos que o
farmaco de referéncia. Os compostos que apresentaram os valores mais altos de CCso
foram FS10, FS28, FS29, FS32, FS33, FS41, FS53 e FS54, com 62,22; 115,95; 81,18;
109,4; 68,73; 214,95; 58,01; 143,6 pg/mL respectivamente.

6.3 ATIVIDADE ANTIAMASTIGOTA E INDICE DE SELETIVIDADE

Os compostos ativos contra a forma promastigota de L. amazonensis foram
selecionados para a realizagdo do teste em amastigota, os resultados estéo descritos
a seguir na tabela 4. J& para L. infantum chagasi foram selecionados 0os compostos
ativos que possuem os menores valores de CEsp contra as formas promastigotas,

resultados também demonstrados na tabela 4.
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Tabela 4 - Tabela dos valores de CEso dos compostos contra as formas amastigotas de L. amazonensis e L.
infantum chagasi em comparagao com o farmaco padrao ANB

Espécies L. amazonensis L. infantum chagasi
Compostos EC50 pg/mL IS EC50 pg/mL IS
FS28 0,9 128,9 - -
FS32 7,6 14,4 - -
FS33 8,6 8,01 - -
FS41 16,6 12,9 - -
FS42 14,1 1,19 - }
FS44 6,94* 4,8 3,1 10,8
FS53 - - 2,88 20,1
FS71 19,6 1,07 5,2 4,03
FS14 7,3 3,3 - -
FS35 11 18,4 - -
ANB 11,2* 2,6 8,6 3,4

Fonte: do Autor )
Legenda: ANB — Anfotericina B; EC50 — concentragéo efetiva 50; IS — Indice de seletividade; compostos com *
possuem diferenca significativa com o farmaco padréo. P<0,05

As CEso em amastigota de L. amazonensis foram relativamente melhores do
que a ANB (11,2 pg/mL), com excecdo dos compostos FS41 e FS71 com 16,6 e
19,6ug/mL respectivamente. Os compostos com o0 maior destaque foram FS28 e
FS35, com 0,9 pg/mL e 1,1 pg/mL de CEso respectivamente, indicando que sao os
mais ativos contra as formas amastigotas de L. amazonensis. Outro parametro
também calculado que esta descrito na tabela 4 € o indice de seletividade (IS) em
amastigota, em L. amazonensis 0S compostos possuem altos valores, dando
destaque também aos compostos FS28 e FS35 que apresentaram 128,9 e 18,43.
Entretanto, apenas o composto FS44 obteve diferenca significativa com a ANB.

Dentre os compostos do ensaio piloto de amastigota de L. infantum chagasi
(tabela 4) os compostos apresentaram CEso melhores que ANB (8,6 pg/mL) tendo o
composto FS53 maior destaque por apresentar o menor valor de EC50 2,88 pg/mL,
também apresentando o melhor IS 20,1. Entretanto, nenhum composto até o momento
apresentou diferenca significativa com ANB. O experimento com 0s outros compostos

ativos contra as formas promastigotas desta espécie serd realizado posteriormente.
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6.4 PREVISOES ADME

Parte dos estudos in silico que serdo analisados neste trabalho foi feito através
da plataforma SWISSADME, plataforma online que analisa através da estrutura
quimica de compostos parametros da farmacocinética dos mesmos, como absor¢ao
gastrointestinal, barreira hematoencefalica, permeabilidade glicoproteica e
permeabilidade na pele (Log Kp). Aléem disso também foram analisadas a possivel
inibicdo dos compostos de algumas proteinas da familia do Citocromo P450.

Para este experimento foram usados apenas 0s compostos que apresentaram
atividade contra as formas promastigota de ambas espécies de Leishmania presentes
neste estudo, comparando com os parametros ADME dos farmacos ANB e
Glucantime (GLU).

Os resultados obtidos durante o experimento estéo representados na tabela 5,
sendo possivel observar que 0os compostos em sua maioria possuem alta absorcéo
gastrointestinal, com exce¢do dos compostos FS35 e FS54. E além destes o
composto FS14 ndo ultrapassam a barreira hematoencefalica. A maioria dos
compostos nao possuem permeabilidade glicoproteica, com exce¢ao dos compostos
FS35 e FS54. O Log Kp dos compostos se apresentaram relativamente menos
negativos do que os farmacos controle.

Os compostos também apresentaram algumas inibicbes das proteinas do
Citocromo P450, o FS41 inibe todas as proteinas, ja os compostos FS66 e FS71
inibem apenas CPY450 1A2.

6.5 LIPINSKI

Outro experimento também ja realizado com os compostos ativos contra
promastigotas foi o que analisa as propriedades fisico-quimicas dos compostos a fim
de avaliar se os mesmos podem vir a ser administrados por via oral em um possivel
estudo in vivo. Neste caso, os parametros analisados foram a massa molecular, o0s
aceptores de ligacao de Hidrogénio, a funcéo doadora de Hidrogénio, o coeficiente de
particdo (Log P) os pontos de corte de cada parametro devem ser proximos a 5 ou
multiplos de 5 (LIPINSKI et al., 2001), além da solubilidade em agua.

Os resultados obtidos estao apresentados na tabela 6, em comparagdo com 0s

farmacos ANB e GLU, sendo possivel observar que a maioria dos compostos néo
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apresentaram violacdes das regras dos 5 de Lipinski, com excec¢ao de FS35 e FS54,

assim como os farmacos controle.

6.6 LIBERACAO DE PEROXIDO DE HIDROGENIO

A seguir serdo demonstrados os resultados dos testes de Peroxido de
Hidrogénio, os derivados selecionados para este teste foram os que apresentam
menores valores de CEso, que sdo FS33, FS14, FS41 e FS35 para interacdo com a
espécie L. amazonensis e FS44, FS54, FS66 e FS71 para interacdes com L. infantum
chagasi.

O gréfico 1 demonstra a liberacdo de peroxido de Hidrogénio dos compostos
FS33 e FS14 em L. amazonensis também em fase Log, comparado com o controle
nao tratado e o controle positivo. Sendo possivel observar que apenas o composto
FS33 apresentou um aumento na liberacéo de peroxido pelo parasita e FS14 obteve
liberac@o proximo ao controle ndo tratado, entretanto nenhum composto apresentou
diferenca estatistica com o controle.

O grafico 2 esta representando a liberacao de peroxido dos compostos FS44 e
FS54 em contato com L. infantum chagasi em fase Log, em compara¢cdo com o
controle positivo e o controle celular, onde ndo hé tratamento. De acordo com o gréfico
€ possivel observar que ambos compostos analisados até o momento inibem a
liberacdo de peroxido pela mitocondria dos parasitas, ndo apresentando diferencas

estatisticas.
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Tabela 5 — Previsdes ADME dos Compostos Triazolicos

Parametros FS10 FS14 FS28 FS32 FS33 FS35 FS41 FS42 FS44 FS49 FS53 FS54 FS65 FS66 FS71  ANB GLU

AGI Alta Alta Alta Alta Alta Baixa Alta Alta Alta Alta Alta Baixa Alta Alta Alta Baixa Baixa
BHE Sim Ndao Sim Sim Sim Nao Sim Sim Sim Sim Sim N Sim N&o Sim Nao Nao
Pgp N&ao Ndo Nao Nao Nado Sim Nado Nao Nao Nado Nao Sim Nao Nao Nao Sim Nao
Log Kp -6,45 -6,43 -6,13 -6,76 -6,49 -8,17 -6,52 -628 -6,24 -591 -653 -897 -6,32 -686 -694 -1194 -11,34

CPY450 1A2 Nao Ndo Nado Sim Nao Nao Sim Nao Nado Nao Sim Nao Nao Na&o Nao Nao Nao
CPY450 2C19 Sim Sim Nao Sim Sim Nao Sim Sim Sim Sim Sim Ndo Sim Sim Sim Nao Nao
CPY450 2C9 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Nao Nao
CPY450 2D6 Nao Nao Sim Nao Nao Nao Sim Nao Nao Nao Nao Nao Sim Sim Sim Nao Nao
CPY450 3A4 Nao Sim Nao Ndo Nado Sim Sim Nado Nao Nao Nao Sim Sim Sim Sim Nao Nao

Fonte: do Autor
Legenda: ANB — Anfotericina B; GLU — Glucantime; AGI — Absor¢&o gastrointestinal; BHE — Barreira hematoencefalica; Pgp — Permeabilidade glicoproteica; Log Kp —
Permeabilidade a pele; CYP — Cisteino Proteases.

Tabela 6 — Avaliacdo dos Compostos Quanto a ‘Regra dos Cinco’ de Lipinski.

Lipinski FS10 FS14 FS28 FS32 FS33 FS35 FS41 FS42 FS44 FS49 FS53 FS54 FS65 FS66 FS71 ANB  GLU
Solubilidade em agua MS PS PS PS PS PS PS PS PS PS MS MS PS MS MS PS PS

MM (=500) 318,37 443,5 402 444,3 336,4 616,7 397,3 332,4 386,4 360,5 354,4 614,7 390,5 348,4 414,4 924,1 365,98
ALH (< 10) 3 5 7 3 4 11 4 3 6 3 5 9 5 5 7 18 9
DLH (<5) 1 1 1 1 1 0 1 1 1 1 1 2 1 1 1 12 7

Log P (=5) 3,35 351 488 4,71 351 4,19 4,18 384 427 458 367 283 433 31 341 0,8 -2,9
Violacbes Ndo Ndo Nao Nado Nado Sim Nido Nado Nado Nado N&o Sim Nado Nao Nao Sim Sim

Fonte: do Autor
Legenda: ANB — Anfotericina B; GLU — Glucantime; MS — moderadamente soluvel; PS — Pouco soluvel; MM- massa molecular; ALH — aceptor de liga¢&o de Hidrogénio; DLH —
doador de ligacdo de Hidrogénio; Log P — Coeficiente de Particéo.
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Gréfico 1 - Grafico de colunas de liberagdo de Peroxido de Hidrogénio em L. amazonensis
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Fonte: do Autor

Gréfico 2 - Grafico de colunas de liberagdo de Peroxido de Hidrogénio em L. infantum chagasi
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Fonte: do Autor

6.2 DOCKING MOLECULAR

Juntamente com 0s ensaios in vitro foi realizado um docking molecular a fim de
tentar verificar uma possivel inibicdo dos compostos triazolicos em enzimas
especificas das espécies utilizadas no trabalho, e assim comparar os resultados
obtidos no docking com os dos experimentos bioquimicos para tentar justificar o
possivel mecanismo de acdo dos compostos, com a inibicdo da acdo de alguma
enzima.

As enzimas alvo que foram selecionadas foram Topoisomerase | e I, Glicose-
6-fosfato desidrogenase e Piruvato Lanosterol Cl4-desmetilase. Estas enzimas
especificas para ambas espécies foram desenhadas por homologia, exceto a Piruvato
Lanosterol C14-desmetilase da L. infantum chagasi pois ja estava no banco de dados
Protein Data Bank (PDB) com o codigo 3l4d.
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As outras enzimas apos a homologia realizada, foram testadas em programas
de verificacdo de qualidade da homologia nos quatro programas de verificacao,
resultados nas tabelas no anexo 2, sendo assim, selecionada a homologia que mais
foi aprovada nas verificagcdes. Apds a determinacdo da melhor homologia de cada
enzima, a homologia selecionada foi submetida a dois programas para a determinacao
dos aminoacidos residuos de cadeia, que fazem parte dos respectivos sitios ativos,

representados na tabela 7.

Tabela 7 - Determinacéo dos aminoacidos residuos de cadeia comparando 3D Ligant e CASTp

Espécies Enzimas Aminoacidos Posicéo na cadeia
. PHE, ARG, THR,
Topoisomerase | ALA. SER. CYS 210, 314, 411, 414, 415
Topoisomerase Il GLU, ASP 508, 510
L. Glicose-6-fosfato LYS, HIS 220, 250, 254, 411
amazonensis desidrogenase
TYR, LEU, MET, 102, 115,

Piruvato Lanosterol THR, SER, ARG, 126,129,133,288,290,291,294,295,2
C-14 desmetilase HIS, CYS, PHE, 98,355,358,360,414, 415, 416, 420,

GLY 422,424, 428
. PHE, ARG, THR,
Topoisomerase | ALA, SER, HIS 270, 314, 411, 414, 415, 453
Topoisomerase Il ASP 508,51
L. mfantu_m Gllcqse-G-fosfato LYS, HIS 317, 347, 351, 508
chagasi desidrogenase
TYR, LEU, MET,
Piruvato Lanosterol THR, SER, ARG, 66, 67, 68, 85, 104, 105, 106, 114,
C-14 desmetilase HIS, CYS, PHE, 118
GLY

Fonte: do Autor

Legenda: ALA — Alanina; ARG — Arginina; ASP — Aspartato; CYS — Cisteina; GLU — Glutamato; GLY — Glicina; HIS
— Histidina; ILE — Isoleucina; LEU — Leucina; LYS — Lisina; MET — Metionina; PHE — Fenilalanina; PRO —
Prolina; SER — Serina; THR — Treonina; TYR — Tirosina; VAL — Valina. (UFMG, [s.d.]) Nao foram repetidas
as siglas dos aminoacidos repetidos, os numeros de posi¢do de cadeia incluem os repetidos

Na tabela 7, os aminoacidos residuos de cadeia, considerados sitio ativo das
enzimas do estudo sdo bem semelhantes nas duas espécies, geralmente alterando
apenas um aminoacido, Glicose-6-fosfato desidrogenase, possui 0S mesmos
aminoacidos e 0 mesmo sitio ativo para ambas espécies, as diferencas observadas

nos residuos de cadeia sao apenas as posi¢cdes dos aminoacidos na cadeia peptidica.
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Assim, 0s compostos ativos contra as formas promastigotas de ambas espécies
(tabela 1) juntamente com as homologias das enzimas descritas acima foram
submetidos ao docking cego pela plataforma CB-DOCK. Neste tipo de docking
especificamente ndo foram utilizados os residuos de cadeia (tabela 7), pois o docking
cego utiliza dos compostos para determinar o sitio ativo, as dimensdes do sitio de
cada enzima, para cada composto estdo dispostos no anexo 3. Os resultados do
docking com as enzimas de L. amazonensis e L. infantum chagasi (tabela 8) estdo

dispostos a seguir.

Tabela 8 - Resultados do docking cego dos derivados de triazois com L. amazonensis e L. infantum chagasi

L. amazonensis L. infantum chagasi
Enzima/ ' _ Glicose-6- Lanosterol _ . Glicose-6- Lanosterol
Compost Topoisome Topoisome fpsfato C14—. Topoisomer Topoisom fo_sfato C14-
o rase | rase |l desidrogenas desmetilas ase | erase Il desidroge desmetilase
e e nase

FS10 - - - - -6,4 -6,6 -7 -8,1
FS28 -7,2 -7,7 -6,6 -7,3 -4,9 -6,7 -7 -8,6
FS32 -6,9 -7,4 -5,4 -6,9 -6,3 -6,3 -6,6 -8,4
FS33 -7,2 -7,3 -6,8 -7,1 - - - -
FS41 -7 7,4 -6,7 -7 - - - -
FS42 -6,8 -7,5 -6,5 -7 - - - -
FS44 -6,8 7,4 7,5 7,2 -7 -7 -7 -8,4
FS49 - - - - -6,22 -6,5 -6,3 -8,5
FS53 - - - - -6,4 -5,5 -6,5 -8,4
FS71 -6,9 -7,6 -6,8 -6,8 -6,4 -6,6 -6,6 -8,2
FS65 - - - - -6 -6,3 -6,7 -8,5
FS66 - - - - -6,3 -7 -6,6 -9
FS54 - - - - -10,2 -12,8 -11,1 -16,5
FS14 -6,7 -7,3 -5,9 -6,7 - - - -
FS35 -11,5 -19,5 -11 -11,4 -10,4 -11,6 -10,4 -17

Fonte: do Autor
Legenda: Valores em Kcal/Mol. Compostos com

“ o«

néao foi realizado o docking.

Demonstrando que o composto FS32 e FS14 em contato com L. amazonensis
possui energia de ligacéo de -5,4 e -5,9 Kcal/Mol com Glicose-6fosfato desidrogenase.
Os demais compostos apresentaram energias entre -6,0 e -7,9 Kcal/Mol, mas em
contrapartida o composto FS35 apresentou os valores de energia de ligagdao mais
negativos em todas enzimas, 0 mesmo ocorre com este composto quando em contato
com L. infantum chagasi sendo a maior energia de ligacdo com Piruvato Lanosterol

C-14 desmetilase que apresentou -17kcal/Mol. O composto FS54 também apresentou
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valores de energia bem negativos, sendo também o maior em contato com Piruvato
Lanosterol C-14 desmetilase (-16,5 Kcal/Mol). O composto que apresentou menor
energia de ligagao foi FS28 em contato com Topoisomerase | (-4,9 Kcal/Mol) e FS53
em contato com Topoisomerase Il (-5,5 Kcal/Mol). Todos o0s outros compostos
apresentaram valores relativamente altos de energia de ligacdo contra Piruvato
Lanosterol C-14 desmetilase, e relativamente baixos contra Topoisomerase Il.

O outro docking molecular executado pela plataforma SWISSDOCK tem seus
resultados apresentados nas tabelas 10 e 11 dispostas a seguir. A tabela 10
demonstra os valores de energia de ligacdo dos derivados nas enzimas de L.
amazonensis, destacando o composto FS42 quando ligado a Glicose-6-fosfato
desidrogenase, com a menor energia de ligacdo (-5,4 kcal/Mol) e o FS35 quando
ligado a Topoisomerase tipo I, -6,5 kcal/Mol. A enzima que apresentou os valores mais
negativos de energia de ligacdo foi C14-desmetilase. Os resultados com as enzimas
de L. infantum chagasi (tabela 11) destacam-se os compostos FS10, FS44 e FS49,
com o0s menores valores de energia de ligacdo, -6; -5,1 e -5,8 kcal/Mol
respectivamente. J& os compostos FS66 e FS35 apresentaram os valores mais
negativos de energia de ligacdo -11,7 e -12,2 kcal/Mol respectivamente quando
ligadas a Glicose-6-fosfato desidrogenase, e o FS54 (-11,1 kcal/Mol) ligada a

Topoisomerase do tipo I.
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Tabela 9 - Resultados do docking em SWISSDOCK dos derivados de triazois com L. amazonensis e L. infantum

chagasi
L. amazonensis L. infantum chagasi
Glicose- Lanoste Glicose- Lanoste
Enzima/Co Topoisom Topoisom 6-fosfato rol C14-| Topoisom Topoisom 6-fosfato rol C14-
mposto erase | erase Il desidroge desmeti| erasel erase Il  desidroge desmeti
nase lase nase lase
FS10 - - - - -8,6 -6,2 -6 -9,7
FS28 -7,3 -7,8 -6,3 -9,5 -8,9 -7,8 -8,3 -9,5
FS32 -7,6 -9,1 -6,2 -8,8 -8,2 -9,7 -6,2 -8,8
FS33 -8,5 -8,2 -11,9 -7,9 - - - -
FS41 -6,6 -7,7 -6,8 -8,2 - - - -
FS42 -6,5 -9,2 -5,4 -8,8 - - - -
FS44 -6,9 -8,4 -6,9 -8,8 -8,6 7,7 -5,1 -8,8
FS49 - - - - -9,2 -7,4 -5,8 -8,9
FS53 - - - - -8,2 -9,7 -8,6 -8,4
FS71 -7,5 -7,8 -7,8 -9 -8,8 -8,3 -6 -9
FS65 - - - - -8 -7,9 -6,5 -7,2
FS66 - - - - -8,5 -7,9 -11,7 -7,7
FS54 - - - - -11,1 -8,9 -9,6 -10,5
FS14 -11,3 -8,5 -6,4 -9,3 - - - -
FS35 -6,5 -10,9 -9,1 -9,6 -8 -9,5 -12,2 -9,6

Fonte: do Autor
Legenda: Valores em Kcal/Mol. Compostos com “-“ ndo foi realizado o docking.
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7 DISCUSSAO

As Leishmanioses sdo doencas parasitarias endémicas em varios paises do
mundo, inclusive no Brasil (GONTIJO; DE CARVALHO, 2003), causadas pelos
protozoarios do género Leishmania (MAJI et al., 2018). Constituem em um problema
de saude publica no pais devido a alta toxicidade dos medicamentos que sao
utilizados para o tratamento (BADIRZADEH et al., 2020). No presente trabalho, foram
testados alguns compostos derivados de triazois quanto a atividade leishmanicida em
duas espécies de Leishmania, Leishmania amazonensis e Leishmania infantum
chagasi. Os triazois sdo compostos antifungicos (BRAGA, 2019), conhecidos por sua
baixa toxicidade (FRANCA et al., 2014; MARTINS-DUARTE et al., 2010), e vem sendo
estudados quanto a atividade em Leishmania (DE SOUZA et al., 2020; SALAS et al.,
2017).

Os ensaios de toxicidade realizados em macrofagos murinos obtiveram
resultados que corroboram com a baixa toxicidade, sendo possivel observar que a
maioria dos compostos foram menos téxicos que ANB, os compostos FS33, FS41 e
FS54 foram os melhores avaliados. Fato que pode estar relacionado ao fato de que
compostos heterociclicos contendo nitrogénio em suas estruturas podem ter
importantes interacdes biologicas (BOZOROV; ZHAO; AISA, 2019).

Quanto aos ensaios de atividades dos compostos quanto as formas
promastigotas, foi possivel observar que em ambas espécies o periodo de incubacao
de 24h mostrou mais compostos ativos, podendo ser relacionado a metabolizacao e
degradacdo molecular. Ja quando comparando as atividades de 24h entre as espécies
(tabela 1) L. amazonensis e L. infantum chagasi € possivel observar uma diferenca
dos compostos ativos, por exemplo FS33, FS41, FS42 e FS14 foram ativos apenas
em L. amazonensis e 0s compostos FS10, FS49, FS53, FS65, FS66 e FS54 foram
ativos apenas em L. infantum chagasi, estas diferencas estéo relacionadas ao fato de
serem espécies diferentes (ESCOBAR et al., 2002) sendo analisadas, com
susceptibilidades diferentes a atomos presentes nos compostos.

Os compostos apresentaram em sua maioria CEso proximo ou menor que a
ANB em ambas espécies, com excecdo FS32 em L. amazonensis e FS35 em L.
infantum chagasi que apresentaram concentragdes acima dos demais. Entretanto, se

observar na literatura, TEMRAZ et al., (2018) realizou ensaio com triazois em L. major
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0s ECso estavam na faixa de 0,1403-7,41 uM contra promastigotas e 1-6,46 uM e
HOLANDA et al.,, (2020) em ensaios com triazois e suas atividades com L.
amazonensis e L. braziliensis os IS para as formas promastigotas foram 13,94 e 5,4,
mostrando que os derivados apresentados no estudo estédo apresentando atividade
aceitavel diante dos resultados de outros autores. Os compostos melhores avaliados
guanto a atividade antipromastigota em L. amazonensis foram FS33, FS41, FS14 e
FS35 e em L. infantum chagasi foram FS44, FS71, FS66 e FS54. Dentre estes, 0s
melhores incluindo os valores de CCso foram, FS33, FS41 e FS54.

O estudo realizado por BRAGA (2019) demonstrou que os valores de CEso de
farmacos azolicos, como o Cetoconazol e Itraconazol sdo também relativamente
baixos, isso indica que os compostos analisados neste estudo também sdo bem
viaveis contra as formas amastigotas de ambas espécies. Apesar da maioria dos
compostos ndo apresentaram significancia com a ANB em amastigota de L.
amazonensis e L. infantum chagasi eles apresentaram bons valores de CEso € de IS,
0 que indica que 0s compostos sdo ativos contra a forma amastigota desta espécie
porém mantendo a sobrevivéncia dos macr6fagos murinos (RODRIGUES et al.,
2019), corroborando com a literatura, que descreve e demonstra que 0s triazois e seus
derivados sdo compostos com baixa toxicidade as células de mamiferos (MEINEL et
al., 2020; SALAS et al., 2017).

Mesmo o composto FS35 que é o mais toxico em relacdo aos outros e a ANB
(tabela 3), sendo um composto bem promissor para infecgcdes em ambas formas com
L. amazonensis. Entretanto, apesar de ser um composto bem ativo e com um 6timo
IS, ele viola alguns parametros descritos por Lipinski (LIPINSKI, 2004) (tabela 6), ndo
podendo assim, ser administrado oralmente em um possivel ensaio in vivo, além disso
nao possui boa absorgéo gastrointestinal (tabela 5) e seu log Kp € bastante negativo,
0 que pode dificultar na utilizacdo de cremes ou géis nas lesdes na pele, sendo
possivel um desenvolvimento de um analogo deste composto para que seja possivel
sua administracdo por via oral, ou que possa ser usado utopicamente nas lestes
cutaneas. J4 o composto FS28 também apresenta 6timos valores de CEso e IS sendo
o melhor avaliado no contexto de atividade antiamastigota, devido a sua boa atividade
contra a espécie e manutencdo da viabilidade dos macrofagos. Sendo também um

dos compostos mais bem avaliados nos parédmetros farmacoldgicos possuindo alta
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absorcao gastrointestinal e ndo inibindo a atividade da maioria das enzimas hepaticas
estudadas, além de néo violar as regras de Lipinski (LIPINSKI et al., 2001).

O composto FS53 foi o melhor avaliado quanto a atividade contra L. infantum
chagasi sendo também o que melhor mantém a vitalidade dos macrofagos murinos
(HOLANDA et al.,, 2020), possuindo também alta absorcdo gastrointestinal, ndo
violando as regras de Lipinski (LIPINSKI et al., 2001), porém ha inibicdo de ao menos
trés das cinco enzimas hepaticas estudadas, o que pode implicar em efeitos colaterais
indesejados (YIM et al., 2020).

Os outros compostos que séo ativos contra as formas promastigotas (tabela 2)
apresentam altos valores de IS-PRO, resultados que vao ao encontro dos valores de
IS-AMA dos derivados analisados, 0 que indica que os compostos sao altamente
ativos contra o parasito e sdo capazes de manter a viabilidade das células murinas,
demonstrando também que 0s mesmos sSao promissores no tratamento de
Leishmaniose.

Os tripanossomatideos, incluindo as leishmanias possuem apenas uma
mitocondria (ESPURI et al., 2019), e esta Unica mitocondria esta relacionada ao
balanco oxirreducéo e programacao de morte celular (DUCHEN, 2000), além de ser
responsavel pela liberacdo de EROs, o que inclui peroxido de Hidrogénio
(WILKINSON et al., 2000). O peroxido € uma substancia que induz a producéo de
radicais hidroxila (LIAO et al., 2020), sendo uma consequéncia inevitavel do
vazamento de elétrons (HALLIWELL, 2006).

Por isso, analisar a liberacdo de peroxido de Hidrogénio pela mitocondria de
Leishmania pode demonstrar um possivel mecanismo de acdo de algum composto
candidato a farmaco. A presenca de um grande numero de radicais livres
potencialmente causa rapido aumento nos niveis de EROs (LIAO et al., 2020)
induzindo um estresse oxidativo, levando a morte celular por apoptose. Caso que
pode ser associado ao composto FS33 em L. amazonensis que apresentou grande
aumento na liberacdo de peroxido de Hidrogénio, indicando que este composto
sinaliza o aumento das enzimas antioxidantes (PELOSO et al., 2012), composto que
apresenta 2,71 pg/mL de CEso, sendo bem ativo contra as formas promastigotas,
sendo assim a inducdo do aumento da liberagcdo de peroxido de Hidrogénio pode ser

0 mecanismo de acao deste composto.
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Os demais compostos analisados, tanto em L. amazonensis e L. infantum
chagasi apresentaram uma diminuicdo da liberacdo de peroxido, fato este que pode
estar relacionado com um aumento do consumo de oxigénio pela mitocondria,
indicando uma diminuicdo do vazamento de elétrons (BARROS et al.,, 2004),
diminuindo a producdo de EROs. Outra explicacdo para esta diminuicdo da producéao
de peroxido é uma possivel diminuicdo da expressdo das enzimas antioxidantes
(PELOSO et al., 2012). Entretanto, a liberacdo de peroxido pode n&o ser o mecanismo
de acdo dos demais compostos analisados (FS34, FS54 e FS17), pois eles mantém
a integridade da mitocoéndria (LIAO et al., 2020), assim, a manutencao da integridade
da mitocondria € fundamental para a sobrevivéncia do parasita (ESPURI et al., 2019).

As previsbes ADME realizada através de modelos computacionais tem sido
uma alternativa valida especialmente em etapas iniciais de experimentagdo (DAINA;
MICHIELIN; ZOETE, 2017), dentre os parametros analisados, foi observada que a
maioria dos compostos ativos em promastigota possuem alta absorcéo
gastrointestinal, indicando que os compostos podem ser facilmente absorvidos pelo
intestino em possiveis ensaios in vivo com administracéo por via oral dos mesmos,
sendo possivel prever que o composto possa penetrar na corrente sanguina através
das vilosidades presentes nas células intestinais.

A permeabilidade glicoproteica esta relacionada aos transportes de ligacédo de
ATP, sendo a chave para avaliar o efluxo ativo através das membranas biolégicas
(DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017), muitos compostos tem acao inibitoria de P-gp, o
gue pode indicar um possivel acimulo de metabolitos no interior da célula e uma
possivel passagem dos compostos através na barreira hematoencefalica (MIYAMA et
al., 1998), uma vez que P-gp esta diretamente relacionado a passagem pela barreira.
Além disso, a P-gp também se associa as proteinas do citocromo, para melhorar a
protecdo de tecidos e organismos (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).

Os valores de permeabilidade na pele sdo mais positivos do que os farmacos
controle também avaliados, ANB e GLU e os valores de Kp indicam que quanto mais
negativo, menor € a permeabilidade na pele de um composto (DAINA; MICHIELIN;
ZOETE, 2017). Dando a possibilidade que algum dos compostos sejam bem ativos se
em contato com as lesdes de leishmaniose cutanea, na forma de gel, creme ou
pomada, e os compostos ja destacados quanto ao CCsp e CEso 0 composto FS33

pode ser uma boa alternativa.
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A andlise sobre a inibicdo de proteinas da familia do Citocromo P450 esta
relacionada a metabolizacdo dos compostos em fase | (MILLECAM et al., 2018). A
maioria dos medicamentos € metabolizada pelo citocromo P450 (YIM et al., 2020).
Estas proteinas analisadas catalisam muitas reacdes bioquimicas importantes e estdo
relacionadas a metabolizacdo de xenobibticos em organismos (DE ARRUDA et al.,
2020). Estas enzimas estao localizadas no reticulo endoplasmaético liso das células do
figado e sd@o responsaveis por metabolizar até 80% dos medicamentos (MILLECAM
et al., 2018). Os derivados triazolicos avaliados no presente estudo inibem a agéo de
algumas destas enzimas, o0 que pode gerar algum acumulo de metabolitos no
organismo.

A inibicdo dessas isoenzimas é certamente uma das principais causas de
interagcbes medicamentosas relacionadas a farmacocinética, podendo causar
interacBes medicamento-medicamento ou alimento-medicamento (YIM et al., 2020), o
gue pode levar a efeitos toxicos ou indesejaveis devido a menor depuracéo e acumulo
do composto ou de alguns de seus metabolitos (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017).
Esta inibicAo pode estar relacionada com a baixa citotoxicidade dos compostos,
podendo deduzir que 0s compostos possam ter poucos efeitos colaterais em ensaios
in vivo. Os farmacos controle GLU e ANB inibem todas as isoformas analisadas
(HOLANDA et al., 2020), estando relacionada aos efeitos toxicos destes farmacos

descritos na literatura.

Dentre a avaliacdo quanto as regras de Lipinski, 0os compostos néao
apresentaram violacdes, com excecado de FS35 e FS54, além dos farmacos controle,
demonstrando que esta regra pode ser levada em conta e podemos elucidar que 0s
compostos que ndo apresentam violagdes podem sim ser administrados por via oral,
entretanto estes compostos sdo ativos contra ambas formas evolutivas do parasito em
L. amazonensis e L. infantum chagasi, respectivamente apresentando altos valores
de IS (tabelas 2 e 4), podendo também ser promissores no tratamento de
Leishmaniose, sendo administrado de maneira injetavel, do mesmo modo que o0s

farmacos ja utilizados.

Outro ponto importante avaliado nesta parte dos estudos in silico é a
solubilidade em agua dos compostos. Um parametro importante, pois devido a alta

interacdo com o epitélio gastrointestinal ja observado na tabela 6, e os compostos
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serem considerados pouco ou moderadamente sollveis em agua mostram que o0s
compostos podem sim ser bem absorvidos pelas células intestinais, demonstrando
mais uma vez que 0s compostos podem ser administrados por via oral, uma vez que
uma molécula soluvel facilita muito as atividades de desenvolvimento de novos
farmacos, principalmente manuseio e formulacéo, além disso a solubilidade € uma
propriedade importante que influencia a absorcdo de um composto (DAINA,;
MICHIELIN; ZOETE, 2017).

As interacbes proteinas-peptideos sdo essenciais em VArios processos
biologicos (AGRAWAL et al., 2019), pensando nisso a utilizacdo de softwares para
auxiliar nas previsfes destas interacdes foi introduzida para explicar a especificidade
de uma enzima (GROSDIDIER; ZOETE; MICHIELIN, 2011). Assim, ao encaixar um
mesmo composto em varios alvos proteicos auxilia na pesquisa sobre mecanismos
moleculares (CAI et al., 2006), permitindo classificar moléculas de acordo com a
complementaridade estrutural e eletrénica dos ligantes em um determinado alvo
(KITCHEN et al., 2004).

Os triazois tem maior afinidade com a proteina Piruvato Lanosterol C14-
desmetilase (DE MACEDO-SILVA et al., 2013) enzima importante na sintese do
ergosterol de membrana (URBINA, 2002), tanto de fungos quanto de
Tripanossomatideos (URBINA, 2009). As Topoisomerases sdo proteinas que estédo
envolvidas na replicacdo de DNA (VELASQUEZ et al., 2017), e a Topoisomerase tipo
| de Leishmania é estruturalmente diferente do que a Topoisomerase | de humanos
(GUTIERREZ-CORBO et al., 2019). A Topoisomerase de tipo Il também esté
envolvida na replicacdo de DNA, mas especificamente na inducdo do corte da fita
dupla (RAJ et al., 2020). A Glicose-6-fosfato desidrogenase é uma enzima importante
da via glicolitica (GOMES et al., 2021) tanto de Leishmania quanto de mamiferos (RAJ
et al., 2020). Nos tripanossomatideos as enzimas da via glicolitica ficam compactadas
em um glicossomo desempenhando papel importante na via glicolitica, incluindo a
glicolise (RAJ et al., 2020) via a qual essa enzima esta inserida (GOMES et al., 2021).

Comparando com o docking regular, o cego € menos confiavel e estavel, pois
0 espaco de encaixe para o docking geralmente € muito grande para amostrar
suficientemente usando um numero limitado de pesquisas aleatorias, pois utiliza de
toda superficie da proteina (LIU et al., 2020). No entanto, o docking cego é

particularmente valioso para descobrir interacdes inesperadas que podem ocorrer em
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modos de ligacdo nédo identificados (IORGA et al., 2006). Entretanto, atualmente,
muitas ferramentas de deteccéo de sitio de ligacdo foram desenvolvidas (LIU et al.,
2020).

Os resultados do docking cego nos d& a energia de legacao entre as enzimas
e 0S compostos, quanto menor for esta energia, melhor e mais estavel € o composto
analisado (BARROS, 2015), assim os derivados analisados podem ter acdo nas
enzimas estudadas devido a baixa energia de ligacdo apresentada na maioria dos
compostos, com excecado de FS35 em ambas espécies e FS54 em L. infantum
chagasi, dando destaque para as energias de ligacdo dos mesmos com a enzima
Piruvato Lanosterol C-14 desmetilase. Mesmo outros compostos como FS28, FS14,
FS53 e FS32 apresentem baixa energia de ligacdo em relacdo com os outros valores
obtidos, ndo é possivel inferir que h&d uma real inibicdo dos mesmos com as enzimas
Topoisomerase | e Il e assim poder supor o mecanismo de acdo dos compostos, pois
sera necessaria a realizacdo do docking molecular em outro programa cujo método
de obtencao das energias seja distinto do que o utilizado neste teste, que também
serdo utilizados os aminoacidos que fazem parte do sitio ativo da enzima, obtendo
assim um resultado mais confidvel para o docking molecular.

A plataforma SWISSDOCK aborda limitagdes como configuracdo de estrutura
e busca conformacional, preparando automaticamente a enzima e o ligante para que
ocorra o docking molecular (GROSDIDIER; ZOETE; MICHIELIN, 2011), analisando o
resultado deste docking, é possivel analisar que alguns compostos possuem baixas
energias de ligacao (kcal/Mol), podendo indicar um possivel mecanismo de acao de
FS44 e FS49 quando ligados a Glicose-6-fosfato desidrogenase em L. infantum
chagasi, fato que pode ter verificacdo apenas com o derivado FS49 no docking cego.
O composto FS32 quando ligado a mesma enzima porem de L. amazonensis obteve
pouca variacdo de energia de ligacdo entre os docking, podendo assim inferir um
possivel mecanismo de acdo. Os derivados com os maiores valores de energia de
ligagdo foram FS35 em L. amazonensis e FS53 e FS54 em L. infantum chagasi, em
ambos docking a enzima Cl14-desmetilase apresentou os maiores valores de energia
de ligagao principalmente em L. infantum chagasi.

Assim, ao comparar os resultados dos dois docking molecular, € possivel inferir
gue o mecanismo de acao dos compostos FS44 e FS49 possa ser através da inibicao
da enzima Glicose-6-fosfato desidrogenase em L. infantum chagasi e FS32 em L.
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amazonensis, porém € necessario a realizacdo de docking moleculares com outras
enzimas das vias ja estudadas a fim de verificar se alguma podera possuir energias
de ligagdo menores do que as observadas.

Os aminoécidos de residuos de cadeia apresentam diferengas sutis na maioria
das enzimas, indicando semelhanca entre as espécies, estando relacionado com o
fato das duas espécies de Leishmania estdo classificadas no mesmo subgénero
(LAINSON, 2010b) (anexo 1).

Analisando os resultados o composto mais promissor considerando a atividade
antiamastigota em L. amazonensis € 0 FS28, pois tem o0 menor valor de CEso € 0 maior
IS, além disso é um composto que pode ser administrado oralmente pois nao viola as
regras estabelecidas por Lipinski. E também um dos compostos que inibe menos ac¢éo
de enzimas hepaticas, além de ser bem absorvido pelo epitélio gastrointestinal. O
composto FS35 em infec¢cbes por L. amazonensis também €& bem ativo contra as
amastigotas, apesar de violar as regras de Lipinski e ndo poder ser administrados
oralmente, pode ser com composto promissor para o desenvolvimento de alguma
pomada ou gel para uso utopico nas lesées cutaneas.

Em L. infantum chagasi o composto mais promissor é o FS53, sendo este
também passivel de administracdo por via oral com alta absorcéo gastrointestinal e
sendo pouco solavel em agua. Entretanto, pode ser um composto que gere alguns
efeitos colaterais pois inibe ao trés enzimas hepética das estudadas, outros possiveis
compostos promissores serdo avaliados com experimentos futuros.

E provavel que o mecanismo de acéo de trés dos compostos analisados nos
docking molecular, FS32, FS44 e FS49 seja a inibicdo da enzima Glicose-6-fosfato

desidrogenase.



61

8 CONSIDERACOES FINAIS

Observando os resultados obtidos neste trabalho € possivel concluir que os
compostos derivados de triazois avaliados no estudo possuem atividades
consideraveis contra as formas promastigotas e amastigotas de ambas espécies
analisadas, mostrando também bons valores de concentracdes efetivas e se
mostrando pouco toxicos contra macréfagos murinos.

As previsdes ADME e Lipinski demonstraram que oS compostos podem ser
ativos quando administrados oralmente em ensaios in vivo. Dentre todos o0s
compostos avaliados, o FS33, FS41 e FS44 até o presente momento Sdo 0S mais
promissores, se considerar as atividades em promastigota e amastigota, além das
previsbes ADME. Em trés compostos é possivel inferir o mecanismo de acéo, FS32,
FS44 e FS49.

Mesmos os dois compostos que violam as regras de Lipinski FS35 e FS54
podem também ser promissores no tratamento sendo administrados de maneira

injetavel em possiveis ensaios in vivo.
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9 ETAPAS FUTURAS

- Experimentos nas formas amastigota de L. chagasi;
- Realizar os experimentos de potencial de membrana mitocondrial e permeabilidade
de membrana plasmaética;

- Avaliar a liberacdo de Oxido Nitrico pelos Macrofagos
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ANEXO 1

Tabela suplementar 1: Tabela de Aprovagao das homologias de Topoisomerase | de L. amazonensis

Homologias ERRAT Verify 3D Prove Procheck
4 71.78% 85% Falha Falha
3 58.65% 84.58% Falha Falha
2 76.16% Falha falha Passou
15 94.33% Falha Falha Falha
1 78.75% Passou 50% Passou
11 64.64% Falha falha Falha
10 62.13% Falha falha 50%
13 95.49% Falha 50% passou
19 100% Falha falha passou
17 99.30% Falha falha passou
14 70.2% Falha falha passou
5 67% Falha Falha Falha
20 100% Falha 50% passou
16 83.45% Falha falha passou
12 64% Falha falha 50%
6 87% Falha Falha 50%
8 58.83% 83.84% Falha Passou
9 72.95% 92.6% falha Passou
7 79.19% Falha Falha 50%
18 23.5% Falha Falha Passou

casp 78.75% 83.95% 50% Passou
720926 82% Falha 50% passou

720926.1 83% 80% 50% passou
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Tabela suplementar 2: Tabela de Aprovagao das homologias de Topoisomerase Il de L. amazonensis

Homologias ERRAT Verify 3D Prove Procheck
7 71.71% 84.4% falha falha
10 78.01% 89.15% falha falha
11 66.76% 90.26% falha falha
16 55.38% falha falha falha
15 56.03% falha falha falha
13 54.68% falha falha falha
5 85.63% 83.73% falha falha
4 78.46% 86.63% falha 50%
2 72.3% falha falha 50%
8 51% falha falha falha
17 61.03% falha falha falha
18 61.19% falha falha 50%
3 80.28% 89.45% falha 50%
9 46% falha falha falha
14 51.21% falha falha falha
19 62.88% falha falha falha
1 69.6% falha falha falha
12 67.38% 85.82% falha falha
6 71..70% 84.4% falha falha
20 69.78% 84.03% falha falha
casp 70% falha falha falha
720927 74% 85% 50% 50%
(3)720927 76% 86% Passou 50%
(4)720927 78% 87% 50% 50%

Tabela suplementar 3: Tabela de Aprovacdo das homologias de Glicose-6-fosfato desidrogenase de L.

amazonensis

Homologias ERRAT Verify 3D Prove Procheck
15 18% 93.6% falha falha
16 falha falha falha falha
7 59% 83% falha falha
17 36% 84.11% falha falha
3 70% 85% falha falha
2 68% 86% falha 50%
20 falha falha falha falha
18 falha falha falha falha
19 falha falha falha falha
1 79% 90% falha 50%
12 falha falha falha falha

8 56% falha falha 50%
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13 falha falha falha falha
5 75% 84% falha falha
14 74% 84% falha falha
4 falha falha falha falha
11 63% falha falha passou
9 68% falha falha passou
10 73% 82% falha 50%
6 78% falha falha falha
casp 79% 90% falha 50%

Tabela suplementar 4: Tabela de Aprovagdo das homologias de Piruvato Lanosterol C-14 Desmetilase de L.

amazonensis

Homologias ERRAT Verify 3D Prove Procheck
17 55.2% falha falha falha
12 60% falha falha falha
2 80% 93.72% falha falha
11 56% falha falha 50%
14 70% falha falha 50%
15 57% falha falha falha
1 84% 89% falha 50%

64% falha falha falha

8 67% falha falha falha

10 54% falha falha 50%
18 72% falha falha falha
7 65% falha falha falha

16 69% falha falha 50%
6 70% falha falha 50%

13 53% falha falha falha
5 82% falha falha 50%

3 75% falha falha 50%

20 69% falha falha 50%
19 52% 81% falha 50%

9 68% 81% falha falha

casp 84% 89% falha 50%

Tabela suplementar 5: Tabela de Aprovacdo das homologias de Topoisomerase | de L. chagasi

Homologias ERRAT Verify Prove Procheck
3 78% 86% falha 50%
4 54% 83% falha 50%

2 75% falha falha passou
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.casp

61%
43%
79%
72%
66%
74%
53%
71%
68%
100%
88%
59%
48%
74%
88%
29%
79%

falha
falha
85%
falha
falha
falha
falha
falha
falha
falha
81%
83%
falha
93%
falha
falha
85%

falha
falha
50%
falha
falha
falha
falha
falha
falha
50%
falha
falha
falha
falha
falha
falha
50%

50%
passou
passou

falha
passou
passou

50%

falha

50%
passou
passou
passou
passou
passou

50%
passou
passou

Tabela suplementar 6: Tabela de Aprovacédo das homologias de Topoisomerase Il de L. chagasi

Homologias ERRAT Verify Prove Procheck
6 68% 82% falha falha
11 73% 89% falha falha
10 69% 88% falha falha
18 53% falha falha falha
14 57% falha falha 50%
15 50% falha falha falha
7 86% falha falha 50%
4 77% 80% falha falha
2 71% 86% falha falha
8 51% falha falha falha
16 56% falha falha falha
17 55% 80% falha 50%
3 76% 87% falha 50%
9 49% falha falha falha
13 53% falha falha falha
19 57% falha falha falha
1 70% falha falha falha
12 66% falha falha falha
5 68% 82% falha falha
20 63% 85% falha falha

.casp 70% falha falha falha
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Tabela suplementar 7: Tabela de Aprovacédo das homologias de Glicose-6-fosfato desidrogenase de L. chagasi



Homologias ERRAT Verify Prove Procheck

18 19% 92% falha falha
58% 82% falha 50%

2 69% 84% falha 50%
3 66% 86% falha 50%
19 37% falha falha falha
17 32% falha falha falha
12 35% falha falha falha
16 29%f falha falha falha
1 75% 87% falha 50%
15 33% falha falha falha
20 29% falha falha falha
8 62% falha falha falha
13 22% 86% falha falha
5 77% 84% falha falha
14 36% falha falha falha
4 83% 82% falha falha
11 65% falha falha 50%
9 60% falha falha 50%
10 65% 86% falha 50%
6 77% falha falha falha
.casp 75% 87% falha 50%

ANEXO 2

Tabelas suplementares com os resultados do docking cego realizado pela plataforma CB-DOCK

L. infantum chagasi

- Topoisomerase |
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FS10 FS28
Vina Centro Vina Centro
5 X y z . X y z
pontuacao pontuacédo

-7,2 33 59 -10 -7.1 42 56 10
-6,7 38 39 11 -6.7 38 39 11
-6,6 42 56 10 -6.6 33 59 -10
-5,7 18 68 -10 -5.5 18 68 -10
-5,6 56 54 -20 -4.9 56 54 -20
-6,36 -4,9

FS32 FS35

Vina Centro Vina Centro



5 X y z 5 X y y4
pontuagao pontuacgao
-6,8 42 56 10 -10,9 42 56 10
-6,8 38 39 11 -10,8 38 39 11
-6,6 33 59 -10 -10,5 33 59 -10
-6.1 18 68 -10 -10,2 18 68 -10
-5,5 56 54 -20 -9,6 56 54 -20
-6,3 -10,4
FS44 FS49
Vina Centro VinA Centro
~ X y z N X y z
pontuacgao pontuacéo
-7 33 59 -10 7.2 33 59 -10
-6.5 42 56 10 -6.2 42 56 10
-6.5 18 68 -10 -6.2 38 39 11
-6.5 38 39 11 -5.9 56 54 -20
-5.4 56 54 -20 -5.6 18 68 -10
-7 -6,22
FS53 FS54
Vina Centro Vina Centro
5 X y z . X y z
pontuagao pontuacgao
-6,9 42 56 10 -12,2 33 59 -10
-6,7 33 59 -10 -12 38 39 11
-6,7 38 39 11 -10,8 18 68 -10
-6 18 68 -10 -10,3 42 56 10
-5,7 56 54 -20 -8,6 56 54 -20
-6,4 -10,78
FS65 FS66
VinA Centro Vina Centro
~ X y z . X y z
pontuagao pontuacgéo
-7.2 42 56 10 -6.7 42 56 10
-6.9 38 39 11 -6.5 33 59 -10
-6.4 33 59 -10 -6.3 18 68 -10
-6 18 68 -10 -6.3 38 39 11
-5.5 56 54 -20 -5.7 56 54 -20
-6 -6,3
FS71
Vina Centro
N X y z
pontuacédo
-7.2 38 39 11
-6.9 42 56 10
-6.5 33 59 -10
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-6.1 18 68 -10
-5.2 56 54 -20
-6,4
- Topoisomerase I
FS10 FS28
Vina Centro Vina Centro
pontuacdo y z pontuagéo X y z
-6.8 59 -7 19 -7 59 -7 19
-6.6 56 -23 15 -6.8 56 -23 15
-6.5 62 -13 33 -6.7 57 25 23
-6.5 57 25 23 -6.7 80 14 26
-6.5 80 14 26 -6.1 62 -13 33
-6,6 -6,7
FS32 FS35
Vina Centro Vina Centro
pontuacao X y z pontuacao X y z
-7.1 56 -23 15 -12,8 62 -13 33
-6,6 80 14 26 -12.1 80 14 26
-6,5 59 -7 19 -12 59 -7 19
-6,5 57 25 23 -11,7 56 -23 15
-5,6 62 -13 33 -10,9 57 25 23
-6,3 -11,533
FS44 FS49
Vina Centro Vina Centro
pontuacéo X y z pontuacéo X y z
-7 56 -23 15 -6,8 59 -7 19
-6.9 80 14 26 -6,7 57 25 23
-6.8 57 25 23 -6,4 56 -23 15
-6.7 59 -7 19 -6,4 80 14 26
-6.4 62 -13 33 -6 62 -13 33
-7 -6,46
FS53 FS54
Vina Centro Vina Centro
pontuacéo X y z pontuacéo X y z
-7.5 62 -13 33 -14,1 80 14 26
-6.8 59 -7 19 -13 59 -7 19
-6.7 80 14 26 -12,6 56 -23 15
-6.4 57 25 23 -12,3 62 -13 33
-6.3 56 -23 15 -11,9 57 25 23
-5,46 -12,78
FS65 FS66
VinA Centro Vina Centro
pontuacéo X y z pontuacéo X y z
-6.8 56 -23 15 -7 59 -7 19
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-6.6 59 -7 19 -6.6 62 -13 33
-6.1 57 25 23 -6.4 56 -23 15
-6.1 80 14 26 -6.2 57 25 23
-5.9 62 -13 33 -6.1 80 14 26
-6,3 -7
FS71
Vina Centro
pontuacédo X y z
-6,8 62 -13 33
-6,8 59 -7 19
-6,7 56 -23 15
-6,4 57 25 23
-6,2 80 14 26
-6,58
- Glicose-6-fosfato desidrogenase
FS10 FS28
Vina Centro Vina Centro
pontuacédo y z pontuacao y z
-7 5 -73 32 -7.2 5 -73 32
-6.7 15 -71 11 -7 -8 -81 25
-6.5 28 -50 32 -6.8 28 -50 32
-6.3 -8 -81 25 -6.5 15 -71 11
-5.9 -7 -60 15 -5.7 -7 -60 15
-7 -7
FS32 FS35
Vina Centro Vina Centro
~ y z . X y z
pontuacao pontuacédo
-7 5 -73 32 -12,3 15 -71 11
-6,7 -7 -60 15 -11,3 -8 -81 25
-6,6 -8 -81 25 -11.1 5 -73 32
-6,4 15 -71 11 -9,7 28 -50 32
-6,4 28 -50 32 -8,3 -7 -60 15
-6,62 -10,4
FS44 FS49
Vina Centro Vina Centro
. X y z . y z
pontuacao pontuacédo
-7 28 -50 32 -6.9 5 -73 32
-6.8 15 -71 11 -6.5 15 -71 11
-6.1 5 -73 32 -6.5 28 -50 32
-5.9 -7 -60 15 -6.4 -8 -81 25
-5.2 -8 -81 25 -5.3 -7 -60 15
7 -6,3
FS53 FS54
Vina Centro Vina Centro
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pontuacédo y z pontuacao y z
-6.9 28 -50 32 -11,6 28 -50 32
-6.7 5 -73 32 -11,5 5 -73 32
-6.7 -8 -81 25 -11,4 15 -71 11
-6.5 15 -71 11 -10,7 -7 -60 15
-5.8 -7 -60 15 -10,3 -8 -81 25
-6,5 -11,1
FS65 FS66
VinA Centro Vina Centro
. y z . y z
pontuacao pontuacao
7.1 5 -73 32 -6.9 5 -73 32
-6.9 15 -71 11 -6.7 -8 -81 25
-6.9 -8 -81 25 -6.5 28 -50 32
-6.4 -7 -60 15 -6.4 15 -71 11
-6.3 28 -50 32 -6.4 -7 -60 15
-6,7 -6,6
FS71
Vina Centro
~ y z
pontuacédo
-6.9 28 -50 32
-6.8 5 -73 32
-6.6 -8 -81 25
-6.5 -7 -60 15
-6.4 15 -71 11
-6,6
- Piruvato Lanosterol C14-desmetilase
FS10 FS28
Vina Centro Vina Centro
. X y z . y z
pontuacao pontuacédo
-8,5 36 -33 -28 -8,9 36 -33 -28
-8,3 63 -37 -19 -8,8 63 -37 -19
-8 42 -27 -52 -8,6 42 -27 -52
-7,9 15 -44 -36 -8,4 15 -44 -36
-7,8 50 -31 -10 -8,1 50 -31 -10
-8,1 -8,56
FS32 FS35
Vina Centro Vina Centro
N X y z N y z
pontuacédo pontuacéo
-9,6 36 -33 -28 -17,9 36 -33 -28
-8,7 42 -27 -52 -17,4 42 -27 -52
-8,1 63 -37 -19 -17 15 -44 -36
-7.,8 15 -44 -36 -16,5 63 -37 -19
-7,8 50 -31 -10 -16,1 50 -31 -10
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-8,4 -16,98
FS44 FS49
Vina Centro Vina Centro
~ y Z . X y z
pontuacédo pontuacéo
9.1 63 -37 -19 -8,6 63 -37 -19
-8,8 15 -44 -36 -8,5 36 -33 -28
-8,6 42 -27 -52 -8,5 50 -31 -10
-8,1 36 -33 -28 -8,4 15 -44 -36
-8 50 -31 -10 -8,4 42 -27 -52
-8,375 -8,48
FS53 FS54
Vina Centro Vina Centro
~ y Z . X y z
pontuacédo pontuacado
-8,9 63 -37 -19 -19,3 36 -33 -28
-8,6 15 -44 -36 -17 50 -31 -10
-8,5 42 -27 -52 -16,6 63 -37 -19
-8,1 50 -31 -10 -15,2 42 -27 -52
-7,7 36 -33 -28 -14,5 15 -44 -36
-8,36 -16,52
FS65 FS66
VinA Centro Vina Centro
N X y z . X y z
pontuacédo pontuacédo
-9,7 36 -33 -28 -9 36 -33 -28
-8,6 15 -44 -36 -8.4 50 -31 -10
-8,4 42 -27 -52 -8.3 15 -44 -36
-8,3 63 -37 -19 -8.2 42 -27 -52
-7,7 50 -31 -10 -8.1 63 -37 -19
-8,54 -9
FS71
Vina Centro
~ X y z
pontuacao
-8,7 36 -33 -28
-8,3 15 -44 -36
-8,1 63 -37 -19
-8,1 50 -31 -10
-7,8 42 -27 -52
-8,2
L. amazonensis
- Topoisomerase |
FS28 FS32
Vina Centro Vina Centro
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pontuacédo y z pontuacado y z
-7.4 39 55 -4 -7.7 40 59 1
-7.3 40 59 1 -6.9 26 34 25
-6.9 26 34 25 -6.6 39 55 -4
-6.5 45 67 10 -6.6 42 76 23
-6.3 42 76 23 -6.6 45 67 10
-6,9 -6,9

FS33 FS35
Vina Centro Vina Centro

pontuacéo y z pontuacéo X y z
-8.3 39 55 -4 -12.1 42 76 23
-7.6 40 59 1 -11.6 45 67 10
-6.9 42 76 23 -11.6 40 59 1
-6.8 45 67 10 -11.4 26 34 25
-6.7 26 34 25 -11 39 55 -4
7.2 -11,5

FS41 FS42
Vina Centro Vina Centro

pontuacéo y z pontuacéo X y z
-8.1 39 55 -4 -7.1 42 76 23
-6.9 26 34 25 -6.8 39 55 -4
-6.8 42 76 23 -6.8 40 59 1
-6.8 45 67 10 -6.7 45 67 10
-6.8 40 59 1 -6.5 26 34 25

-7 -6,8
FS44 FS71
Vina Centro Vina Centro

pontuacéo y z pontuacao y z
-7.7 39 55 -4 -7.4 39 55 -4
-7.3 40 59 1 -6.9 42 76 23
-6.7 42 76 23 -6.7 45 67 10
-6.1 45 67 10 -6.7 26 34 25
-6.1 26 34 25 -6.6 40 59 1
-6,8 -6,9

FS14
VinA Centro

pontuacéo y z
-7.3 39 55 -4
-7.1 40 59 1
-6.8 45 67 10
-6.3 26 34 25
-6.2 42 76 23
-6,7

- Topoisomerase ||
FS28 FS32
Vina Centro Vina Centro
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pontuacéo X y z pontuacéao X y z
-8.7 8 -14 -3 -8.5 8 -14 -3
-7.9 52 -8 -22 -7.4 9 24 -14
-7.4 8 -15 10 -7.2 52 -8 -22
-7.3 29 -11 -13 -7.1 29 -11 -13
-7.1 9 24 -14 -6.9 8 -15 10
-7,7 -7,4
FS33 FS35
Vina Centro Vina Centro

pontuacéo X y z pontuacéo X y z
-8 8 -14 -3 -14.5 8 -14 -3
-7.5 52 -8 -22 -13.8 29 -11 -13
-7.3 29 -11 -13 -12.5 8 -15 10
-7 9 24 -14 -12.2 9 24 -14
-6.7 8 -15 10 -11.1 52 -8 -22
-7,3 -12,9
FS41 FS42
Vina Centro Vina Centro

pontuacéo X y z pontuacéo X y z
-8.2 8 -14 -3 -8.5 8 -14 -3
-7.4 9 24 -14 -7.5 9 24 -14
-7.3 29 -11 -13 -7.4 52 -8 -22
-7.2 52 -8 -22 -7 29 -11 -13
-6.8 8 -15 10 -6.9 8 -15 10
7.4 -7,5
FS44 FS71
Vina Centro Vina Centro

pontuacéo X y z pontuacéo X y z
-8.2 8 -14 -3 -8.6 8 -14 -3
-7.4 9 24 -14 -7.6 29 -11 -13
-7.3 29 -11 -13 -7.6 9 24 -14
-7.2 52 -8 -22 -7.5 52 -8 -22
-6.8 8 -15 10 -6.9 8 -15 10
7.4 -7,6
FS14
VinA Centro

pontuacgéo X y z
-8.5 8 -14 -3
-7.3 9 24 -14
-7.3 52 -8 -22
-6.8 29 -11 -13
-6.8 8 -15 10
-7,3

- Glicose-6-fosfato desidrogenase
FS28 FS32
Vina Centro Vina Centro
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pontuacgao y z pontuacéo X y z
-7.4 5 -73 31 -7.2 5 -73 31
-7.3 28 -50 34 -6.9 28 -50 34
-6.5 15 -71 11 -6.9 -9 -82 24
-6.5 -9 -82 24 -6.5 15 -71 11
-5.4 -7 -60 15 -6.3 -7 -60 15
-6,6 5,4
FS33 FS35
Vina Centro Vina Centro

pontuacéo y z pontuagéo X y z
-7.1 5 -73 31 -11.8 -9 -82 24
-6,9 15 -71 11 -11.3 15 -71 11
-6,7 -7 -60 15 -10.9 -7 -60 15
-6,6 28 -50 34 -10.8 5 -73 31
-6,5 -9 -82 24 -10.2 28 -50 34
-6,8 -11

FS41 FS42
Vina Centro Vina Centro

pontuacéo X y z pontuagéo X y z
-7,2 28 -50 34 -7,9 28 -50 34
-6,9 -9 -82 24 -7 5 -73 31
-6,6 5 -73 31 -6.1 15 -71 11
-6,4 -7 -60 15 -6 -7 -60 15
-6,2 15 -71 11 -5,6 -9 -82 24
-6,7 -6,5

FS44 FS71
Vina Centro Vina Centro

pontuacéo y z pontuacéo y z
-7,6 5 -73 31 -7.2 5 -73 31
-7,4 28 -50 34 -7 28 -50 34
-6.1 15 -71 11 -6.9 15 -71 11
-5,8 -9 -82 24 -6.5 -7 -60 15
-5,2 -7 -60 15 -6.1 -9 -82 24
-7,5 -6,8

FS14
VinA Centro
pontuagao y z
-6,7 5 -73 31
-6 15 -71 11
-5,9 -9 -82 24
-5,7 -7 -60 15
-5,2 28 -50 34
-5,9
- Piruvato Lanosterol C14-desmetilase
FS28 FS32
Vina Centro Vina Centro
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pontuacgao X y z pontuacéo X y z
-7.9 19 53 32 -8 20 42 27
-7.8 20 42 27 -7,4 19 53 32
-7.7 1 49 28 -7,3 1 49 28
-6.6 12 50 6 -6,8 35 53 24
-6.5 35 53 24 -5,2 12 50 6
7,3 6.9

FS33 FS35
Vina Centro Vina Centro

pontuacéo X y z pontuacéo y z
-8.1 20 42 27 -14,2 1 49 28
-7.7 19 53 32 -11,8 20 42 27
-7.5 1 49 28 -10,8 19 53 32
-6.6 35 53 24 -10,3 12 50 6
-5.7 12 50 6 -9,7 35 53 24
-7,1 -11,4

FS41 FS42
Vina Centro Vina Centro
pontuacéo X y z pontuacéo y z
-8 20 42 27 -7.5 20 42 27
-7.4 19 53 32 -7.3 1 49 28
-7.2 1 49 28 -7.3 19 53 32
-6.5 35 53 24 -6.7 35 53 24
-5.9 12 50 6 -6 12 50 6
-7 -7
FS44 FS71
Vina Centro Vina Centro
pontuacédo y z pontuacao y z
-8 19 53 32 -7.6 20 42 27
-7.8 1 49 28 -7.6 19 53 32
-7.4 20 42 27 -7.4 1 49 28
-7.1 35 53 24 -6.3 35 53 24
-5.9 12 50 6 -5.1 12 50 6
7,2 -6.8
FS14
VinA Centro

pontuagao y z
-7,9 20 42 27
-6,7 1 49 28
-6,7 19 53 32
-6,6 35 53 24
-5,7 12 50 6

-6,7
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