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RESUMO

SANTIAGO, A. S. AVALIACAO in silico E in vitro DE COMPOSTOS
CATECOLICOS CONTRA Leishmania amazonensis (dissertacdo). Salvador:
Departamento de Ciéncias da Vida (DCV), Universidade do Estado da Bahia, 2022;
87p.

Introducéo: As leishmanioses representam um conjunto de doencas causadas
por protozodrios do género Leishmania. Suas manifestagfes clinicas compreendem a
leishmaniose visceral e a tegumentar (cutdnea e mucosa), sendo a leishmaniose
cutanea difusa (LCD) causada pelo Leishmania amazonensis (La), uma das formas
mais graves. Os tratamentos disponiveis apresentam efeitos adversos graves e
favorecem o surgimento de cepas resistentes, evidenciando a necessidade de novas
alternativas terapéuticas. Objetivos: O presente trabalho tem como objetivo avaliar in
silico com posterior avaliacdo n vitro compostos catecoélicos contra a Leishmania
amazonensis. Materiais e Métodos: A estrutura tridimensional da Tripanotiona
Redutase de Leishmania amazonensis (LaTR) foi determinada por Modelagem
Comparativa. As propriedades farmacocinéticas e toxicologicas dos catecois foram
avaliados previamente a sua Triagem Virtual por Acoplamento Molecular (VS). Em
seguida, estudos de Dinamica Molecular foram realizados nos melhores complexos
selecionados pela VS. Por fim, foi realizada a avaliacdo da citotoxicidade destes
catecois frente a macréfagos e sua atividade frente as formas promastigotas de La
pelo método do AlamarBlue. Resultados e Discussdo: Nesse trabalho foram
empregados meétodos in silico que selecionaram um composto ndo citotdéxico e
altamente promissor contra Leishmania sp.: a rutina. Consideracdes Finais: Nossos
resultados apontam que a rutina ndo é toxica as células humanas é ativa contra as
espécies causadoras da forma visceral e inativa frente as espécies causadoras da

forma tegumentar.

Palavras-chave: Leishmania amazonensis, Tripanotiona Redutase, Modelagem

Comparativa, Triagem Virtual, Atividade antileishmania.



ABSTRACT

SANTIAGO, A. S. In silico AND in vitro EVALUATION OF CATECHOLIC
COMPOUNDS AGAINST Leishmania amazonensis (dissertation). Salvador:
Department of Life Sciences (DCV), State University of Bahia, 2022; 87p.

Introduction: Leishmaniasis represents many diseases caused by protozoa in the
Leishmania genus. Leishmania amazonensis (La) causes clinical manifestations like
visceral and tegumentary leishmaniasis (cutaneous and mucosal) with diffuse
cutaneous leishmaniasis (DCL) in its most severe form. Available treatments have
serious adverse effects and favor the resistant strains development which highlights
the need of new therapeutic alternatives. Objectives: The present work aims to
evaluate in silico and in vitro approaches of catechol compounds against Leishmania
amazonensis. Materials and Methods: The three-dimensional structure of
Leishmania amazonensis Trypanothione Reductase (LaTR) was determined by
Comparative Modeling. The catechol’s pharmacokinetic and toxicological properties
were evaluated prior to their Virtual Screening (VS). Then, Molecular Dynamics studies
were performed on the best complexes selected by VS. Finally, the catechol’s
cytotoxicity evaluation against macrophages and their activity against the La
promastigotes forms were done by the AlamarBlue assay. Results and Discussion:
In silico results selected a non-cytotoxic and highly promising compound against
Leishmania sp.: rutin. Concluding Remarks: Our in vitro results indicate that rutin is
not toxic to human cells, it is active against the species that cause the visceral form
and inactive against the species that cause the tegumentary form.

Keywords: Leishmania amazonensis, Trypanothione Reductase, Comparative

Modeling, Virtual screening, Antileishmanial activity.
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1 INTRODUCAO

As leishmanioses sdo um conjunto de doencas causadas por protozodrios do
género Leishmania cujo ciclo de vida pode se iniciar quando as formas promastigotas
metaciclicas (infectantes) sdo transmitidas para o hospedeiro vertebrado durante o
repasto sanguineo do mosquito fleb6tomo fémea. Uma vez fagocitadas, estas se
diferenciam em amastigotas, a forma replicativa que estabelece a infeccdo (DE
OLIVEIRA, et al., 2020; KAYE, et al., 2011; VASCONCELOS, et al., 2018). De acordo
com a espécie do parasito envolvido na infec¢ao e com o perfil genético e imunologico
do hospedeiro (FERREIRA, et al., 2021; SILVEIRA, et al., 2004), as leishmanioses
podem se manifestar nas principais formas: a leishmaniose visceral (ou calazar), que
afeta 6rgdos internos e a tegumentar (cutdnea e mucosa), que pode causar
deformacbes irreversiveis e desfiguracdo na pele e mucosas do paciente
(VASCONCELQOS, et al., 2018; GALLUZZI, et al., 2018).

A leishmaniose visceral (LV) € uma zoonose de transmissdo vetorial
considerada um problema de saude publica no Brasil em virtude da sua magnitude,
letalidade e expansao geografica (REIS, et al., 2014). Esta pode evoluir para a forma
cronica cuja letalidade em humanos pode alcancar 10% quando n&o se institui o
tratamento adequado (GONJITO; MELO, 2004). A leishmaniose tegumentar (LT) pode
ser classificada em cutanea localizada, mucocuténea, cutanea disseminada e cutanea
difusa (SANTANA, et al., 2021; BERNARDES FILHO, et al., 2018; SILVEIRA, et al.,
2009). No Brasil, uma das formas mais graves da leishmaniose tegumentar é a
cutanea difusa, causada pela Leishmania amazonensis (La) que, devido a
imunossupressao celular especifica induzida pelo parasito, apresenta carater
evolutivo cronico e tratamento dificultado (KASSARDJIAN, et al., 2021; SAMPAIO, et
al., 2021; SILVEIRA, 2009). Por este motivo, a espécie L. amazonensis foi utilizada
neste trabalho.

Atualmente, a terapéutica contra a leishmaniose se baseia na utilizacdo de
cinco farmacos: os antimoniais pentavalentes; a anfotericina B e a sua formulagéo
lipossémica; a miltefosina; a paromomicina e a pentamidina. Estes apresentam
toxicidade, uma necessidade de administracdo prolongada e a selecdo de cepas
resistentes por parte do parasito (TIWARI. et al., 2018; SOARES-BEZERRA; LEON;
GENESTRA, 2004). Além disso, os antimoniais pentavalentes (Glucantime®) e a

anfotericina B sdo injetaveis, o que tornam a sua administracdo mais dificil.



Diante do exposto evidencia-se a necessidade de novos farmacos para o
tratamento dessa enfermidade (PRADHAN, et al., 2022; OLIVEIRA, et al., 2013;
TAKARADA, 2018; AKBARI, et al., 2021). Neste contexto, € importante que alvos
distintos do hospedeiro sejam selecionados favorecendo a seletividade de possiveis
compostos moduladores (ALTAMURA, et al., 2022; SANTANA, et al., 2021; MELOS;
ECHEVARRIA, 2012). Para se conseguir tal objetivo, pode-se explorar uma via
bioquimica essencial ao parasito. Das diversas enzimas deste protozoario, a
Tripanotiona Redutase (TR) tem recebido grande destaque pois esta relacionada com
0 mecanismo de protecdo contra 0 estresse oxidativo e a regulacdo dos niveis
celulares de tiol (BATTISTA, et al., 2020; ANDREA, et al., 2017; KRAUTH-SIEGEL,;
SCHIRMER, 2005), dentre outras funcdes (FAIRLAMB; CERAMI, 1992).

Durante as fases iniciais de descoberta de novos farmacos a Triagem Virtual
(VS) por Acoplamento Molecular pode ser utilizada para selecionar compostos de
interesses a partir de uma base de dados. Por se tratar de uma estratégia de
desenvolvimento de farmacos baseadas na estrutura do receptor (SBDD, do inglés
Structure-based Drug Design), o VS se fundamenta no conhecimento topolégico do
alvo bioldgico (proteina em estudo) obtido no Banco de Dados de Proteinas (PDB, do
inglés Protein Data Bank) (BURLEY, et al., 2021).

Uma problematica comum em projetos de SBDD é a auséncia de estruturas
proteicas disponiveis nos bancos de dados. Diante disso, € necessario o emprego de
meétodos que construam o modelo 3D do alvo terapéutico. Dessa forma, empregamos
a Modelagem Comparativa para a definicdo estrutural da enzima Tripanotiona
Redutase de L. amazonensis (LaTR). De posse do modelo da LaTR, empregou-se a
Triagem Virtual por Acoplamento Molecular visando a busca de compostos que
interajam com esta enzima. A partir desta triagem, um composto promissor foi
selecionado e estudado por Dinamica Molecular (DM) para analise de seu
comportamento frente a LaTR. A partir dos melhores resultados in silico, os métodos
in vitro foram empregados para a avaliacdo da citotoxicidade e atividade dos

compostos.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Identificar compostos da classe dos catecois que interajam com a Tripanotiona
Redutase de Leishmania amazonensis (LaTR) in silico e avaliar sua atividade

antileishmania in vitro.

2.2 Objetivos Especificos

- Construir a estrutura 3D da Tripanotiona Redutase de Leishmania amazonensis e
avaliar seus melhores modelos.

- Analisar as propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e toxicolégicas de uma
base de dados (quimioteca) de compostos de baixo peso molecular (ligantes) visando
seu emprego frente a Tripanotiona Redutase de Leishmania amazonensis.

- Analisar o0 modo de interacdo dos ligantes frente a Tripanotiona Redutase de
Leishmania amazonensis.

- Avaliar a atividade citotéxica e antileishmania in vitro do melhor composto

selecionado pelos ensaios in silico.



3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Doencas Tropicais Negligenciadas

As doencas Tropicais Negligenciadas (DTNs) constituem um amplo grupo de
doencas transmissiveis que foram eliminadas das sociedades mais desenvolvidas.
Contudo, elas proliferam em climas tropicais e subtropicais prevalecendo quando os
servicos de saude e saneamento sdo inadequados e onde ha o contato constante com
os vetores (ALVAREZ-HERNANDEZ, et al., 2020). Muitas delas s&o antigas e
assolam a humanidade h& séculos (ANDRADE, 2015) e embora atinjam
mundialmente cerca de um bilh&o de pessoas, as DTN ndo recebem a devida atencgéo
midiatica e/ou de recursos para pesquisa por se concentrarem em favelas urbanas ou
em &reas rurais remotas (OMS, 2017). Na América Latina, o Brasil se destaca pela
prevaléncia de uma série de DTN como a leishmaniose, esquistossomose, outras
helmintoses e a doenca de Chagas (MARTINS-MELO, 2016).

3.2 Aleishmaniose

A Organizacdo Pan-americana de Saude informa que entre 2001-2020 foram
registrados no continente americano 67.922 novos casos de leishmaniose visceral e
1.067.759 casos de leishmaniose tegumentar (cutanea e mucosa) (OPAS, 2021). Em
2020, os paises com maior numero de casos notificados de leishmaniose cutanea e
mucosa foram: Brasil (16.432), Coldmbia (6.161), Peru (4.178), Nicaragua (3.443) e
Bolivia (2.059), que juntos representaram 81% dos casos da regidao, sendo que o total
de casos do Brasil equivale a soma do total de casos dos outros 4 paises (OPAS,
2021).

Dados da Secretaria de Saude do estado da Bahia informam que a
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) possui focos em 25 das 29 Regides de
Saude (86,2%) (SESAB, 2020). Em 2021, no periodo de 01 de janeiro a 31 de
dezembro, foram registrados 1.370 novos casos confirmados de LT, dispersos em 161
municipios (161/417; 38,6%), o que corresponde a um coeficiente de incidéncia de 9,2
casos por 100 mil habitantes, um incremento de 13,6% no numero de casos

confirmados quando comparado ao mesmo periodo de 2020 (SESAB, 2021).



No Brasil, existem diversas espécies de leishmania envolvidas na LTA: L.
amazonensis, L. braziliensis, L. guyanensis, L. lainsoni, L. naiffi, L. shawi, sendo essas
4 ultimas preferencialmente encontradas nos estados do Parda e/ou Amazonas
(SILVEIRA, et al., 2004; CAMARGO; BARCINSKI, 2003). A LTA pode se apresentar
nas seguintes formas clinicas: cutanea (LC) caracterizada por uma papula eritematosa
que pode evoluir para uma Ulcera, geralmente indolor e que aparece no local da picada
do vetor; disseminada (LD), que é caracterizada pelo aparecimento de mudltiplas
lesGes papulares e de aparéncia acneiforme acometendo varios segmentos corporais,
envolvendo com frequéncia a face e o tronco; mucosa (LM), que acomete
principalmente a orofaringe, podendo causar comprometimento do septo cartilaginoso
e demais areas associadas; cutanea difusa (LCD), a qual se inicia de forma insidiosa,
com lesdo Unica e ma resposta ao tratamento. Esta forma tem como caracteristica a
evolucdo lenta com formacdo de placas e multiplas nodulacées ndo ulceradas
recobrindo grandes extensdes cutaneas (LIMA, 2017).

3.3 O ciclo de vida do parasito L. amazonensis (La)

O ciclo de vida de La se inicia quando as formas promastigotas metaciclicas, a
forma flagelada do parasito, sdo inoculadas durante repasto sanguineo do inseto
hematofago fleb6tomo fémea da ordem Diptera- o Lutzomyia longipalpis, em
hospedeiros vertebrados (SALOMON, 2020; REIS, et al., 2014). Uma vez na pele, os
parasitos sdo fagocitados por diferentes tipos de células, incluindo mondécitos
inflamatorios e células dendriticas (DCs) que sao recrutadas para o local da infeccéo
(DE OLIVEIRA, et al., 2020). Em seguida, elas séo fagocitadas e se multiplicam, por
divisdo binaria, nos fagolisossomos de macrofagos localizados na pele ou em
mucosas. Ali se diferenciam em amastigotas, forma replicativa que estabelece a
infeccdo. Caso as condicOes sejam apropriadas para a sua sobrevivéncia, esses
proliferam até causar lise celular. Quando liberados na circulagdo sanguinea, as

formas amastigotas podem infectar outros macréfagos ou outro inseto (Figura 1).



Figura 1 - Ciclo de vida do parasito L. amazonensis.
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Fonte: BLANCO; NASCIMENTO-JUNIOR, 2017.

As formas amastigotas no trato gastrointestinal do inseto vetor se diferenciam
em promastigotas prociclicas. Em seguida, estas formas sofrem processo de
metaciclogénese e se diferenciam em formas promastigotas metaciclicas (forma
infectante) (KAYE, et al., 2011; COBO, 2014; YOUNG; KIMA, 2019), reiniciando o

ciclo.
3.4 A terapia atual para as leishmanioses

A terapia medicamentosa para todas as formas de leishmanioses visa a
garantia da adesdo ao tratamento, o alivio dos sintomas e do desconforto causado
pela doencga, o controle e/ou a minimizagdo da ocorréncia de efeitos adversos

(BRASIL, 2018). Seu protocolo terapéutico varia de acordo com a forma clinica. Para



0 tratamento sistémico da forma cutanea recomenda-se como primeira escolha o
antimoniato de meglumina, Glucantime® (intravenoso ou intramuscular) com dose
entre 10 mg e 20 mg Sb*>/kg/dia, sugerindo-se 15 mg Sb*>/kg/dia durante 20 dias
seguidos onde podem se manifestar os efeitos adversos: dor no local da injecao e
cardiotoxicidade (FREZARD, 2009). Caso ndo haja cicatrizacdo completa em até 12
semanas apos o término do tratamento, o paciente devera ser reavaliado (BRASIL,
2017). Nestes recomenda-se a realizacdo de exames clinicos antes e depois do
tratamento como controle dos efeitos adversos e acompanhamento regular do
paciente (SUV/DIVE/GEZOO-SC, 2018).

3.4.1 Os Antimoniais pentavalentes

Os antimoniais trivalentes (Sh'"') j4 eram usados no Brasil em 1912 como o
primeiro tratamento eficaz para leishmaniose (VIANNA, 1912; HENDRICKX, et al.,
2019), sendo posteriormente substituidos pelos pentavalentes (SbY) na tentativa de
reduzir seus efeitos secundarios graves. Os antimoniais pentavalentes sdo o0s
farmacos de primeira escolha para todas as formas de leishmaniose (KATO, et al.,
2014), os quais sao administrados por via intramuscular (IM) ou intravenoso (1V) (KIP,
et al., 2018). O antimdnio pentavalente (SbY) é considerado um pré-farmaco, que é
convertido na forma ativa trivalente (Sb"") sob condicdes de pH baixo nos fagécitos
hospedeiros (SINGH, et al., 2012). Este mecanismo de acao dentro do organismo gera
toxicidade tanto contra o hospedeiro quanto o parasito (KATO, et al.,, 2014).
Atualmente dois complexos de antimoniais pentavalentes estao disponiveis
comercialmente: o antimoniato de meglumina (Glucantime®) e o estibogluconato de
sédio (Pentostan®) (TIWARI, et al., 2018). No Brasil, o farmaco de escolha é o
Glucantime® (SERENO, et al., 2000).

O Sb'' induz a apoptose nos parasitos através da inibicdo da TR (TIWARI, et
al., 2018). A TR é uma enzima essencial e exclusiva dos parasitos da familia
Trypanosomatidae (BEIG, et al., 2015), agindo como um antioxidante parasitario de
defesa ao estresse oxidativo do hospedeiro (DUKHYL, 2019).

O SbY também apresenta atividade antiparasitaria através da inibicdo da
topoisomerase (NO, 2016). As topoisomerases sd0 um grupo de enzimas
responsaveis por controlar a sintese de DNA durante os processos de replicacao,

transcricdo e condensacao da cromatina, estando envolvidas em diversos processos



celulares incluindo o ciclo celular, a proliferacéo e a diferenciacao celular (SUN, et al.,
2020). Na leishmania, a enzima se encontra presente no nucleo e na Gnica mitocéndria
existente.

O uso dos antimoniais pode ocasionar dor abdominal, vomito, diarréia, nausea,
dor de cabeca, fadiga, febre, tosse, erupgdo cutdnea, pancreatite, pneumonia,
insuficiéncia hepatica, nefrotoxicidade e cardiotoxicidade. Além disso € necessaria a
internacao hospitalar para a sua aplicagéo por via IM ou IV (HENDRICKX, et al., 2019).

3.4.2 Anfotericina B

A anfotericina B (AmpB) é um metabdlito antifingico de polieno, pouco solavel
em agua e com alta afinidade por membranas contendo esterol. O ergosterol é o
principal esteroide presente nas membranas plasmaticas dos parasitos do género
Leishmania e a anfotericina interage com ele, causando: alteracdo da permeabilidade
da membrana com extravasamento de liquidos; formacdo de poros aquosos;
desequilibrio ibnico e morte do parasito (SAMPAIO, 2003; KIP, et al., 2018; TIWARI,
et al., 2018).

A AmpB possui baixa biodisponibilidade oral devido ao seu elevado peso
molecular e a presenca de muitos grupos aceptores e doadores de ligacdo de
hidrogénio (BARRATT; BRETAGNE, 2007; FANGUEIRO, et al., 2012), sendo
obrigatoriamente administrada por via intravenosa (IV), demandando hospitalizacédo
do paciente, o que limita seu uso em paises pobres e em desenvolvimento (CROFT;
COOMBS, 2003; BASTOS, et al., 2016), o que resulta em menor adesao do paciente
ao tratamento (HENDRICKX, et al., 2019).

Vale ressaltar que a AmpB também tem a capacidade de se ligar ao colesterol
das membranas humanas, mecanismo responsavel pela fracdo de seus efeitos
toxicos (LANIADO-LABORIN; CABRALES-VARGAS, 2009). Os outros efeitos s&o:
febre alta, calafrios e insuficiéncia renal (FREITAS-JUNIOR, 2012), além de
hipocalemia e nefrotoxicidade com limitagéo de dose, o que dificulta seu uso na clinica
(KIP, et al., 2018). A nefrotoxicidade € descrita como o principal efeito adverso
associado ao uso da AmpB (HENDRICKX, et al., 2019).

Seus efeitos adversos foram minimizados pela formulagdo lipossomal
(AmBisome®), eficaz na cura de todas as formas de infec¢des por leishmania (KIP, et

al., 2018; TIWARI, et al., 2018). Essa formulagéo consiste em incorporar a AmpB



numa bicamada de lipideos, o que resulta numa reducéo significativa da toxicidade
renal relacionada a infusdo. Algumas reacfes leves (nefrotoxicidade transitéria e
trombocitopenia) podem ser observadas apdés o seu uso. Um grande inconveniente
dessa formulacdo é seu alto custo, o que impossibilita seu uso por populacdes de

baixa renda, justamente os mais afetados por essas doencgas (NAGLE, 2014).

3.4.3 Miltefosina

A miltefosina (hexadecilfosfocolina), um analogo alquilfosfocolina,
originalmente desenvolvido como agente antitumoral, atualmente é o Unico farmaco
de uso oral disponivel para o tratamento da leishmaniose (TIWARI, et al., 2018). A
sua atividade antitumoral tem como alvo as vias de sinalizacdo do fosfoinositol 3-
cinase-Akt/PKB para inibir o crescimento metastatico das células. Em relacéo a sua
atividade antiparasitaria, nenhum modo de acao foi ainda elucidado, porém surgiram
varias hipéteses como a inducéo de apoptose, disturbio das vias de sinalizacéo celular
dependente de lipidios, alteracdo da composicdo da membrana e efeitos
imunomoduladores (DORLO, et al.,, 2012; PARIS, et al., 2014). Além disso, a
miltefosina tem a capacidade de despolarizar o potencial da membrana mitocondrial
e inibir a citocromo-c oxidase, o que pode estar relacionado a morte dos parasitos por
apoptose (MARINHO, et al., 2011).

A miltefosina também produz efeitos colaterais graves (SINGH, et al., 2014):
nefrotoxicidade, hepatotoxicidade e teratogenicidade gastrointestinal grave
dificultando seu emprego em mulheres gravidas e criancas (DORLO, et al., 2012;
HENDRICKX, et al., 2019). Aliado aos efeitos adversos, sua aplicacdo esta
comprometida devido ao crescente aumento das taxas de falha terapéutica e ao lento
surgimento de resisténcia do parasito ao farmaco (COJEAN, et al., 2012; RIJAL, et al.,
2013; HENDRICKX, et al., 2019).

3.4.4 Paromomicina

A paromomicina € um antibiético aminoglicosidico que possui atividade
antileishmania e antibacteriana. No entanto, este farmaco ndo é uma boa opc¢éo para
0 tratamento de pacientes com leishmaniose por conta de sua baixa absorcao,

parcialmente resolvido pela administragcdo intramuscular, poréem essa forma de



administracdo limita o seu uso no Brasil. (TIWARI, et al., 2018; HENDRICKX, et al.,
2019). Estudos informam que o mecanismo de agao da paromomicina envolve a
inibicdo da sintese de proteinas do protozoario ligando-se a subunidade ribossémica
30S, resultando no acumulo de complexos ribossdmicos anormais 30S-50S e,
finalmente, causando a morte celular (KIP, et al., 2018). Outros estudos relacionam a
inibicéo da sintese de proteinas e a alteragdo no potencial da membrana mitocondrial
com a morte parasitaria (CHAWLA, et al., 2011).

A paromomicina apresenta como efeitos adversos mais comuns a
nefrotoxicidade, a ototoxicidade e a hepatotoxicidade (HENDRICKX, et al., 2019).

3.4.5 Pentamidina

A pentamidina é um derivado sintético da amidina usado como terapia de
segunda linha contra a leishmaniose, uso este limitado devido a baixa eficacia e a sua
administragao por via IM ou, preferencialmente, por administragéo IV (KIP, et al., 2018;
HENDRICKX, et al., 2019). O mecanismo de a¢do da pentamidina néo € claro, mas a
mitocondria foi considerada um importante alvo (COELHO, et al., 2007). Sugere-se
que 0 composto penetra nos parasitos através de transportadores de arginina e
poliamina e inibe a topoisomerase mitocondrial 1l (SINGH, et al., 2016). Estudos
bioguimicos indicaram que clones de promastigotas de L. donovani e La apresentaram
resisténcia devido a diminuicdo da captacdo seguido pelo aumento do seu efluxo
(SINGH, et al., 2012). Seus efeitos adversos incluem a inducédo de diabetes mellitus
insulinodependente, hipotensao, efeitos gastrointestinais, hipoglicemia grave, choque,
miocardite, cardiotoxicidade e toxicidade renal (KIP, et al., 2018; HENDRICKX, et al.,
2019).

Assim é possivel notar que as principais op¢des para 0 tratamento das
leishmanioses apresentam efeitos adversos graves, sdo insatisfatorios em termos de
eficacia, custo, facilidade de administracdo e/ou seguranca (MCGWIRE; SATOSKAR,
2014; MURRAY, 2010; HENDRICKX, et al., 2019). E, por serem utilizadas ha tantos
anos, tém favorecido o surgimento de parasitos mais resistentes (SOARES-
BEZERRA, et al., 2004).



3.5 Novas alternativas terapéuticas para o tratamento das leishmanioses

O tratamento farmacolégico em monoterapia levou ao surgimento de cepas
resistentes de Leishmania sp. Dessa forma, as combinacdes medicamentosas
mostraram-se boas alternativas e tém apresentado diversas vantagens em relacdo a
monoterapia, incluindo a minimizacéo dos efeitos toxicos através da reducéo do tempo
de tratamento; maior adeséao ao tratamento; reducdo dos custos diretos e indiretos
para o sistema de saude e a atenuacdo do desenvolvimento de resisténcia por parte
do parasito (ALVAR, et al., 2006; BASTOS, et al., 2016). Dentre as combinacdes
terapéuticas temos: estibogluconato de sddio e paromomicina; antimoniato de
meglumina e paromomicina; anfotericina B e miltefosina; anfotericina B e
paromomicina e miltefosina e paromomicina (ALVAR, et al.,, 2006; SUNDAR,;
OLLIARO, 2007; BASTOS, et al., 2016).

A terapia fotodindmica surgiu como alternativa ao permitir o tratamento tépico
da leishmaniose cutanea com menos efeitos colaterais (PINTO, et al., 2016). O
emprego dos ésteres metilico e butirico do fotossensibilizador Rosa Bengala
mostraram-se eficazes contra La no tratamento da LT (NAVASCONI, et al., 2017). Em
2018, um estudo utilizando laser de dioxido de carbono fraccionado seguido de
aplicacdo tdpica de estibogluconato de so6dio demonstrou seguranca para 0
tratamento da infecg&o por leishmaniose cutanea em criangas (HILEROWICZ, et al.,
2018).

Em 2019 a Iniciativa de medicamentos para Doencas Negligenciadas (DNDi)
finalizou um ensaio de fase Il iniciando a fase Ill, combinando termoterapia e
miltefosina para o tratamento da LC ndo complicada no Peru e na Colébmbia. Os
resultados preliminares na analise por intencao de tratar (ITT) mostraram evidéncias
a favor da combinacéo (BONI, 2019). Outros exemplos de terapias séo a crioterapia
e a eletroterapia (ZULFIQAR, et al., 2017).

Nos ultimos anos, no Brasil, foram licenciadas duas vacinas para administracéo
em cdes (MARTIN, et al., 2014; REGUERA, et al.,, 2016; BEUGNET, et al., 2018;
COTRINA, et al., 2018) mas ndo ha opg¢éo para humanos. Tal fato torna o tratamento
farmacoldgico a Unica opcao ja que o controle do vetor ndo tem se mostrado uma
medida efetiva de prevencao (LUNA; CAMPOS, 2020; BASTOS, et al., 2006).



3.6 Outros alvos terapéuticos para o tratamento da leishmaniose

O planejamento eficaz de compostos com atividade antiparasitaria para o
tratamento das DTN, deve considerar a selecdo de vias metabdlicas especificas e
essenciais ao parasito. Diversos alvos potenciais vém sendo discutidos na literatura e
hé& certo consenso em relagdo a algumas enzimas, como as envolvidas na sintese de
DNA, na via glicolitica, na prote¢cdo contra o0 estresse oxidativo, dentre outras
(FIGUEIREDO, et al., 2018).

Quase todos 0s organismos vivos expressam niveis citosolicos de glutationa
(GSH) para manutencdo da homeostase dos niveis de tiol (BERNDT; LILLIG, 2017).
O GSH é responsavel por um dos mecanismos de redugdo-oxidacdo (redox) no qual
espécies reativas e componentes celulares oxidados incorretamente podem ser
reduzidos. Neste processo a glutationa é oxidada (GSSG) podendo ser regenerada
pela glutationa redutase (GR) numa reacéo dependente de NADPH (BOCEDI, et al.,
2010). Essas reacOes enfatizam a importancia desse sistema para a remocéo de
peroxidos toxicos as células.

A Tripanotiona Redutase (TR)- um ditiol sintetizado a partir da conjugacéo de
duas moléculas de glutationa e uma de espermidina (FAIRLAMB et al., 2005;
FONSECA, 2017), € uma molécula responsavel pelo metabolismo do tiol nos
protozodarios e essencial para sua viabilidade, conforme estudos de Biologia Molecular
e Genética (TOVAR, et al., 1998), inclusive no género Leishmania (BEIG et al., 2015).
A TR é um alvo terapéutico validado (PITA; PASCUTTI, 2011) e devido a auséncia no
hospedeiro humano tem sido empregada no desenvolvimento de farmacos
tripanossomicidas. Ela é uma flavoenzima dependente de NADPH capaz de catalisar
a reducdo do dissulfeto de tripanotiona (TS2) em diidrotripanotiona (N1,N8-
bis(glutationil) espermidina, T(SH)2) (Figura 2) (BATTISTA, et al., 2020; ANDREA, et
al., 2017; FLOHE, 2011; KRAUTH-SIEGEL; SCHIRMER, 2005). Deste modo a
tripanotiona € mantida reduzida (KRAUTH-SIEGEL; COMINI, 2008) condicéo
essencial para o ambiente redutor nestes parasitos protegendo-os contra o estresse
oxidativo (PITA; PASCUTTI, 2011).



Figura 2 - Reacao de reducao catalisada pela Tripanotiona Redutase (TR) em

tripanossomatideos.
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Fonte: Reproduzido com permissao dos autores (PITA; PASCUTTI, 2011).

A TR é homodimérica, constituida por 966 aminoacidos (BAIOCCO et al., 2009)
onde cada monémero € composto por trés dominios: i) dominio de ligagdo ao FAD
(residuos 1-160 e 289-360); ii) dominio de ligacdo ao NADPH (residuos 161-289); iii)
dominio de interface (residuos 361-488). O sitio de ligacdo a tripanotiona € amplo e
sua maior area € coberta por residuos ndo-polares (BAIOCCO et al., 2009).

A TR e a GR diferem em tamanho, carga, distribuicdo dos sitios
hidrofilicos/hidrofébicos, além das hélices nos dominios de ligacdo ao FAD na TR e
da GR (HUNTER, et al., 1992; ZHANG, et al., 1996; TIWARI, et al., 2018). Tais
diferencas conferem ao sitio ativo da TR, em comparagcéo com o da GR, a capacidade
de acomodar facilmente substratos com grupos mais volumosos (GIRAULT et al.,
2001; NUNES, 2011). A TR possui em seu sitio ativo residuos carregados
negativamente e regibes hidrofébicas e a GR apresenta residuos de arginina
(carregados positivamente), ambas interagem de forma especifica e eletrostatica com
seu substrato (BOND et al., 1999; NUNES, 2011).



O GSSG possui um menor tamanho e carga -2 ndo permitindo que ele se
encaixe de maneira ideal na TR. Em comparacdo, a TSz € uma molécula maior e
possui uma carga liquida de +1 em pH fisiolégico (TIWARI, et al., 2018). Residuos de
aminoacidos como Glul8, Trp21, Ser109, Metl113 e Ala343 no sitio ativo TR formam
um sitio hidrofébico importante para a ligagdo do substrato (TIWARI, et al., 2018).
Essa caracteristica hidrofobica acrescida de cargas negativas favorecem a atragcdo da
tripanotiona, carregada positivamente e mais hidrofobica (LANTWIN, et al., 1996;
LINARES, et al., 2006).

A TR tem sido considerada um alvo promissor desde a sua descoberta por ser
essencial para a viabilidade nos parasitos (TOVAR, et al., 1998) e druggable
(BATTISTA, et al 2020). Além disso, a TR é validada como um alvo tanto para
Leishmania sp. quanto em tripanossomatideos em geral (TOVAR, et al., 1998;
KRIEGER, et al., 2000).

Estudos demonstraram que os antimoniais- medicamentos empregados no
tratamento da leishmaniose- interferem no metabolismo da tripanotiona e inibem a TR
(CUNNINGHAM; FAIRLAM, 1995; BAIOCCO, et al., 2009), reforcando a importancia
dessa proteina como um alvo para o tratamento destas doencas. Além disso, a alta
homologia entre as sequéncias de TRs de diferentes fontes (80-100%) a torna um alvo
valioso para o desenvolvimento de um Unico farmaco de amplo espectro ativo contra
todos os tripanossomatideos (SOARES-BEZERRA, et al., 2004).

Por fim, diversas classes de inibidores competitivos foram identificadas mas,
até o presente momento, nenhuma delas avancou para os estudos clinicos. Algumas
razdes para isso sdo: poténcia abaixo do ideal, baixa seletividade (levando a
toxicidade) e baixa biodisponibilidade ou biodistribuicdo (causando inatividade em
modelos animais) (BATTISTA, et al 2020).

3.7 Métodos computacionais aplicados ao desenvolvimento de farmacos

A Quimica Medicinal € um ramo da ciéncia que versa sobre a descoberta e 0
desenvolvimento de farmacos (TRIGGLE; TAYLOR, 2006) e uma de suas vertentes
sdo os métodos in silico (computacionais). A aplicagdo destes reduziu drasticamente

o tempo e o custo da descoberta de farmacos beneficiando todo o processo (LIN, et



al., 2020). Suas vantagens em relacdo aos métodos experimentais envolvem a
economia em termos de insumos, matérias-primas e reagentes, evitando assim gastos
e a geracao de compostos indesejados (SATYAJIT, et al., 2020) e o fato de que os
compostos estudados nédo precisam, necessariamente, existir fisicamente
(PICCIRILLO; AMARAL, 2018).

Os métodos in silico possibilitam a identificacdo de distintas propriedades
moleculares (drug-like)- capacidade de agregacao, presenca de falsos positivos
(PAINS) e toxicidade (PAIXAO; PITA, 2019)- e estruturais, a analise da similaridade
2D e a presenca de grupos farmacoforicos (PICCIRILLO; AMARAL, 2018),. Ademais,
0s métodos in silico sdo muito Uteis na impossibilidade de acesso a dependéncias
fisicas, possibilitando a realizacdo de pesquisas cientificas até mesmo no ambiente
domiciliar do pesquisador especialmente em momentos de emergéncia sanitaria.

Como exemplo de métodos computacionais para a identificacdo de novos
candidatos a farmacos temos a Triagem Virtual por Acoplamento Molecular (VS) que
surgiu como alternativa a triagem em larga escala (HTS). Nesse método, bibliotecas
virtuais (quimiotecas) contendo diversos compostos (> 500) sdo avaliadas através de
diferentes ferramentas, resultando num conjunto menor de compostos priorizados
para os ensaios secundarios. O VS também pode identificar subconjuntos de um
banco de dados ou biblioteca de um tamanho mais gerencidvel para um HTS
experimental subsequente através da analise dos choques estéricos entre 0s
compostos e o receptor e/ou avaliar as caracteristicas eletrostaticas de ambos (KIRK,
et al., 2018).

Adicionalmente, as simulacdes biomoleculares com modelos multiescala
permitem as investigacbes de caracteristicas estruturais e termodinamicas de
proteinas-alvo em diferentes niveis (AYRTON, et al., 2007), sendo muito Uteis para
elucidar os mecanismos de acdo de farmacos. Aléem das simulacdes biomoleculares,
podemos citar os métodos de novo de desenvolvimento de farmacos (SCHNEIDER,;
CLARK, 2019), que geram pequenas moléculas sintetizaveis com alta afinidade de
ligacdo. A inteligéncia artificial, a exemplo do machine learning e do deep learning,
vém desempenhando papéis cada vez mais importantes nos métodos computacionais
mencionados e, portanto, no estudo de compostos bioativos (LIN, et al., 2020;
POPOVA, et al., 2018; BALLESTER, et al., 2019; RYDZEWSKI; NOWAK, 2016).



3.8 Modelagem Comparativa

Na auséncia de modelos experimentais, ha a necessidade de se buscar
alternativas para o emprego das técnicas de SBDD. Neste contexto, 0os primeiros
métodos desenvolvidos para a predi¢cdo da estrutura de proteinas eram organizados
em 3 principais grupos: meétodos de modelagem comparativa, de predicdo de
enovelamento (ou threading) e predi¢cdo por primeiros principios (ou ab initio) (VERLI,
2014; MUHAMMED; AKI-YALCIN, 2019). Dentre estes, se destaca a Modelagem
Comparativa, como a técnica que apresenta maior sucesso na obtencdo de modelos
a serem empregados na realizacao de triagens virtuais baseadas na estrutura do alvo
biol6gico (CAPRILES, 2007; BHADRA; HELMS, 2021; PATEL; KUKOL, 2021).

A Modelagem Comparativa, ou por homologia, € uma técnica de predicdo da
estrutura tridimensional de proteinas onde a estrutura da sequéncia alvo é construida
empregando uma proteina resolvida experimentalmente cuja estrutura 3D € conhecida
(estrutura molde). Esta metodologia € composta por quatro etapas principais: i)
identificacdo da semelhanca sequencial entre a proteina alvo e as estruturas molde;
i) alinhamento entre as sequéncias; iii) geragcdo dos modelos e iv) avaliacdo da
qualidade dos modelos (validacdo) (VERLI, 2014; BITAR, et al., 2014; MUHAMMED;
AKI-YALCIN, 2019).

Uma das principais preocupacfes na modelagem de uma nova estrutura de
proteina € a identidade de sequéncia entre 0 molde (estrutura experimental) e a
proteina a ser modelada (BITENCOURT-FERREIRA; AZEVEDO JR, 2019). Se estas
sequéncias apresentarem alta identidade (> 30%), sua constru¢cao por homologia se
torna mais simples, sendo normalmente realizada pelo alinhamento da sequéncia. A
principal ferramenta computacional para o alinhamento de sequéncia é o programa

Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/) que

realiza a busca em bancos de dados de sequéncia para a obtencdo dos melhores
alinhamentos (MORGAT, 2019).

A construcdo por homologia pode ser realizada através de duas principais
abordagens: a técnica de corpos rigidos e a constru¢ao por satisfacao de restricoes
espaciais. Varios programas e/ou servidores sdo empregados nesta etapa dentre os
quais destacam-se o SWISSMODEL (BIASINI, et al., 2014) e o MODELLER (ESWAR,
et al., 2007). Na primeira técnica se constroi um modelo em etapas baseadas na

conservacgao de estruturas entre proteinas homologas ou com grau significativo de


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/

identidade (regides conservadas no alinhamento). Através da média das posi¢des dos
carbonos alfa das sequéncias de aminoacidos das regides estruturalmente
conservadas constréi-se a cadeia principal do modelo utilizando as mesmas
coordenadas atbmicas dos residuos correspondentes no molde (VERLI, 2014,
MUHAMMED; AKI-YALCIN, 2019). Para a definicdo das posi¢cbes espaciais das
regides ndo conservadas, sao realizadas curtas minimizagdes por mecanica molecular
através de um campo de forca e os hidrogénios sdo inseridos nas posicoes que
garantam o maior numero de interagcfes do tipo ligagdo hidrogénio (BIASINI, et al.,
2014). Para as regides variaveis (cadeias laterais), a cadeia principal dessas regifes
pode ser obtida em bancos de dados estruturais (bibliotecas de conférmeros com
regides similares a de outras proteinas), que apresentam conjuntos de alcas
classificados pelo niumero de aminoacidos e pelo tipo de estruturas secundarias que
conectam (VERLI, 2014; MUHAMMED; AKI-YALCIN, 2019).

O MODELLER (ESWAR, et al., 2007) emprega o segundo método, baseado na
definicdo estatistica de uma zona de restricbes geométricas espaciais, que leva em
conta varias caracteristicas estruturais obtidas de bancos de dados contendo
informac@es sobre os alinhamentos entre estruturas proteicas de alta resolucao. Esta
abordagem se inicia pelo alinhamento entre as sequéncias alvo e molde, extraindo-se
deste molde suas restricdes espaciais (distancias e angulos) e transferindo-as para o
modelo, limitando assim o niamero de possiveis conformacfes que o modelo pode
assumir (VERLI, 2014; MUHAMMED; AKI-YALCIN, 2019).

No método de satisfacdo das restricbes espaciais, as informacdes contidas no
alinhamento de entrada sdo usadas para gerar uma série de restricdes espaciais
derivadas da homologia que auxiliardo na construcdo do modelo 3D da proteina. Os
valores o de restricdes de distancia derivadas da homologia determinam a quantidade
de liberdade conformacional que o molde pode ter em relagéo aos seus modelos. Para
isso, € utilizada uma estratégia estatistica “baseada em histograma” para estimar
valores o (SALI; BLUNDELL, 1993; JANSON, et al.,, 2019). Um algoritmo de
otimizacdo baseado numa combinacédo de gradiente conjugado e Dinamica Molecular
com Simulated Annealing € entdo usado para identificar uma conformagao no modelo
gue satisfaca tanto quanto possivel as restrices espaciais derivadas da homologia,

mantendo sua estereoquimica (JANSON, et al., 2019).



3.9 Triagem Virtual por Acoplamento Molecular

Os métodos in silico representam uma ferramenta Gtil para o planejamento de
farmacos. A Triagem Virtual (VS) consiste em pré-selecionar compostos a partir de
bancos de dados virtuais com o auxilio do computador (PICCIRILLO; AMARAL, 2018).
Em geral, 0 VS se classifica em duas categorias: Triagem Virtual baseada na estrutura
do ligante (LBVS) e na estrutura do receptor (SBVS). O LBVS usa os dados de
estrutura-atividade de um conjunto de compostos ativos conhecidos para identificar
compostos para uma avaliacao experimental (LAVECHIA; DI GIOVANNI, 2013), onde
se incluem os métodos de similaridade estrutural, estudos quantitativos de relacao
estrutura-atividade (QSAR), dentre outros (GEPPERT, et al., 2010; LAVECHIA; DI
GIOVANNI, 2013; QINGLIANG; SHAH, 2017).

A abordagem baseada na estrutura do receptor (SBVS, do inglés Structure-
based Virtual Screening) emprega o Acoplamento Molecular e favorece a selecéo de
compostos para posteriores testes bioquimicos e/ou bioldgicos (BALLANTE, et al.,
2020; MAIA, et al., 2020; PICCIRILLO; AMARAL 2018). O Acoplamento Molecular
(Docking), técnica central do SBVS, prevé o modo de ligacdo e os detalhes do
reconhecimento molecular proteina-proteina e receptor-ligante (VERLI, 2014). Seus
métodos sdo geralmente uma combinacao de dois componentes complementares: um
algoritmo de busca e uma funcéo de pontuacdo (MONTANARI, 2011). O algoritmo de
busca, a exemplo do algoritmo genético e o de Monte Carlo, é empregado para
explorar a superficie de energia livre com a finalidade de encontrar as melhores
conformacdes dos ligantes; enquanto a funcdo de pontuacdo, como as funcgbes
baseadas em campos de for¢ca, empiricas e baseadas em conhecimento, envolvem a
avaliacdo de cada um dos modos de ligacdo do complexo proteina-ligante (PINZI;
RASTELLI, 2019; SAIKIA; BORDOLOI, 2019; HAUNG, et al., 2010; QINGLIANG;
SHAH, 2017).

Este método de acoplamento simula a interacdo dos compostos (ligantes) com
a LaTR, através das coordenadas espaciais do local de interacao, definido pelo grid,
com a consequente aplicagcao de uma funcao de pontuagdo (MONTANARI, 2011). O
empregando o Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA), um hibrido de algoritmo
genético e algoritmo de busca local disponivel no AutoDock 4.2 (MORRIS, 2009), cria
uma populacao aleatoria de diferentes conformagdes que é tratada como um gene. A

populacdo é submetida a uma simulacdo evolutiva com processos como mapeamento



fenotipico, mutagéo e cruzamentos ocorrendo a cada geracao. A simulacéo € seguida
pelo algoritmo de busca local que realiza uma minimizagcdo de energia sobre a
populacdo de individuos onde as conformacdes com energias mais baixas sao
transferidas para a proxima geracdo (VENKATESAN, 2011). Ao final, tem-se a

selecédo das melhores poses de acoplamento para cada composto avaliado.

3.10 Dinamica Molecular (DM)

A Dinamica Molecular (DM) é uma técnica computacional que consiste na
simulacédo da evolucédo do comportamento molecular em funcéo do tempo, através da
analise dos movimentos dos atomos, resultando em modelos mais proximos a
realidade biologica (VERLI, 2014; SONKAR, et al., 2019; SINGH; SINGH, 2020). Ela
difere do VS pois ndo realiza uma avaliacdo estatica. Essa evolucdo atbmica
(trajetdria) é obtida por meio das leis do movimento de Newton e permitem estimar
numerosos fenbmenos dependentes do tempo, como: a superficie molecular de um
alvo, a interacédo entre uma pequena molécula e uma macromolécula ou a presenca
e desaparecimento de um determinado canal ou cavidade (PAQUET; VIKTOR, 2015;
SALMASO; MORO 2018; SINGH; SINGH, 2020).

Estas analises sé@o obtidas através da definicdo do valor da energia potencial
oriundas dos campos de forca atuantes no sistema, resultando no célculo da forca que
atua sobre cada atomo do sistema (VANOMMESLAEGHE; GUVENCH, 2014,
NAMBA, et al., 2008). Por meio da segunda Lei de Newton, obtém-se os valores de
aceleracdo de cada atomo e, por métodos de integracdo numérica, calcula-se o valor
das velocidades, cuja integral resulta na posicao atdmica (NAMBA, et al., 2008).

O calculo da energia do campo de for¢ca em funcéo da estrutura 3D compreende
toda a superficie de energia potencial de uma molécula para todas as conformacdes
3D possiveis (SMITH, et al., 2017). Diversos campos de forgca sdo amplamente
utilizados na simulacdo por DM: AMBER (KLAMT, 2005), CHARMM (KARPLUS,
2006), OPLS (WATTS, et al., 2014) e GROMOS (POL-FACHIN, et al., 2012). Estes
variam principalmente na maneira como sao parametrizados, mas geralmente
apresentam resultados semelhantes (SINGH; SINGH, 2020). O campo de forgca
GROMOS (GROningen Molecular Simulation), utilizado nesse trabalho, inclui uma
parametrizagcdo das interacbes nao ligadas com o objetivo de reproduzir as

propriedades termodinédmicas de pequenas moléculas. Além disso, utiliza “blocos de



construcdo” para modelar sistemas mais complexos e altera as cargas atbémicas
parciais para a reproducao das propriedades termodinamicas (SINGH; SINGH, 2020).

A realizacao da simulac&o por DM requer a montagem e preparacao do sistema
a ser estudado. Para isso, € delimitado um espaco chamado caixa de simulacdo, onde
a molécula de interesse € inserida, solvatada e estabilizada eletrostaticamente quanto
a sua carga e forca idnica. E necessario também definir a forma geométrica dessa
caixa, 0 que permite o estabelecimento das condicfes periddicas de contorno a partir
da replicag&o da caixa original em todas as direcdes do espaco (NAMBA, et al., 2008;
VERLI, 2014; KHAN, et al., 2016). Estas condi¢cdes de contorno séo Uteis para que 0
sistema nao encontre 0 VAcuo e nao perca as suas particulas constituintes.

Apds a montagem, o sistema passa por passos sucessivos de minimizacao de
energia para alcancar a menor energia potencial, onde sua conformacdo € mais
estavel (NAMBA, et al., 2008; VERLI, 2014). Por fim, o sistema é submetido as
dindmicas de equilibragéo e de producao de dados, possibilitando as avaliacdes de
diversos dados, como RMSD, raio de giro, analise das estruturas secundarias,
flutuacdo média dos residuos, fator-B de temperatura, analise das interacdes de

hidrogénio, dentre outras.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Modelagem Comparativa da Tripanotiona Redutase de L. amazonensis
(LaTR)

Uma vez que ndo ha estrutura experimental determinada para a LaTR,
construiu-se seu modelo por Modelagem Comparativa atravées do Modeller 9.14
(ESWAR, et al., 2007). Os dados da sequéncia-alvo (LaTR) foram obtidos no banco
de dados de estruturas UniProt (https://www.uniprot.org/, MORGAT, 2019) sob o

coédigo A5JV95. A partir desta sequéncia buscou-se em diversas bases de dados
moldes da LaTR com: i) maior identidade sequencial (E< O e cobertura > 50%); ii)
estrutura 3D disponivel; iii) valores baixos de resolucdo (A) e iv) maior similaridade
sequencial (> 80%).

Empregou-se o servidor BLAST (https://www.uniprot.org/blast/, MORGAT,

2019) para o alinhamento local e o programa Clustal Omega (SIEVERS, et al., 2014)
para o alinhamento global entre as sequéncias do molde e do alvo. A partir deste
resultado, construiu-se o0 modelo 3D da LaTR por satisfacao de restricbes espaciais
no programa Modeller 9.14 (ESWAR, 2007).

A validagdo do modelo final da LaTR foi realizada verificando-se diversos
parametros: i) sua estereoquimica no programa PROCHECK (LASKOWSKI, 1993); ii)
seu perfil energético, ProSAIl (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007) e QMEAN4 (BENKERT,
et al., 2011) e iii) o ambiente dos residuos de aminoacidos pelo Verify3D
(EISENBERG; LUTHY; BOWIE, 1997), PROVE
(https://servicesn.mbi.ucla.edu/PROVE/) e SAVES
(https://servicesn.mbi.ucla.edu/SAVES/). Ao final as estatisticas das interagdes néo-
ligadas foram realizadas pelo ERRAT v.2.0 (COLOVOS; YEATES, 1993). O modelo
resultante foi avaliado e analisado visualmente no Pymol 2.2.2 (DELANO, 2002) para

identificagdo dos principais sitios.

4.2 Preparo das estruturas para o acoplamento molecular

A partir da estrutura da LaTR obtida no item anterior, foram adicionados todos

os atomos de hidrogénio (método noBondOrder) e calculadas as cargas atbmicas -
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método de Gasteiger (GASTEIGER; MARSILI, 1980), através das ferramentas do
AutoDock 4.2 (MORRIS, 2009). Posteriormente, os hidrogénios ndo polares foram
unidos aos carbonos (merge) e, por fim, assinalados os tipos de atomos (MORRIS,
2009). O estado de protonacdo da LaTR foi definido de acordo com o pKa dos
residuos calculados pelo programa PROPKA 3.1. (OLSON et al., 2011).

4.3 Autogrid e Autodock do ligante cristalografico

O AutoDock 4.2 (MORRIS, 2009) requer mapas de grade (do inglés, grid) de
afinidade pré-calculados para a realizacdo do docking (GOODFORD, 1985). Os
parametros do grid foram: i) nimero de pontos nas dimensdées X, y e z: 70, 92 e 80,
respectivamente; ii) coordenadas do centro da rede x, y e z: 22,276; 42,88; -17,242,
respectivamente (valores em A) e iii) espacamento da rede= 0,375 A. Em seguida foi
executado o médulo Autogrid (GOODFORD, 1985).

O docking dos compostos na LaTR foi realizado no Autodock 4.2 (MORRIS,
2009) empregando o Algoritmo Genético Lamarckiano (LGA) (MORRIS, et al., 1998)
onde os parametros foram: i) Populacdo: 150; ii) Numero de solugbes: 50; iii)
Geragdes: 27.000; iv) Avaliagbes de energia: 2.500.000; v) taxa de mutacao: 2%; vi)
taxa de cruzamento: 80% e vii) Taxa de elitismo: 1,0.

Em seguida o programa Raccoon Virtual Screening (FORLI, 2016) foi
empregado para a realizacdo da triagem no Autodock 4.2 (MORRIS, 2009). O
Raccoon organiza todos 0s arquivos necessarios aos calculos de acoplamento e
fornece um script de execucdo destes que, uma vez executado dispara a rotina de

acoplamento para cada composto presente no banco de dados (FORLI, 2016).

4.4 Selecao das moléculas e calculo das propriedades farmacocinéticas e

fisico-quimicas

Para a realizacdo do acoplamento molecular, foi empregada uma quimioteca
de catecois contendo 579 estruturas que foram gentilmente cedidas pelo prof. Dr.
Ramon El-Bacha (ICS - UFBA). Ap0s a avaliagcéo prévia de suas propriedades fisico-
quimicas e farmacocinéticas, realizadas pelos alunos de Iniciacdo Cientifica Jordan
Freitas Duarte e Angne Lea de Oliveira Bonfim, a quimioteca compéfs-se de 383

ligantes que foram minimizados e disponibilizados para o acoplamento.



4.5 Dinamica Molecular (DM)

O software GROMACS 2021.3 (VAN DER SPOEL, et al., 2005) foi utilizado
para as simulacdes de DMaonde foram empregados os seguintes parametros: tempo
=200 ns, P=1 atm, T= 303 K, pH= 7,5, campo de forca GROMOS-54A7 (OLIVEIRA,
et al., 2020), tratamento eletrostatico (PME) (DARDEN, et al.,1993) com raio de corte
= 1,0 nm para interagdes néo covalentes, condigdes de contorno periodicas (PBC),
taxa de escrita de 2 ps, modelo de agua SPC/E (BERENDSEN, et al., 1987; BRYK, et
al., 2004), caixa de simulacdo dodecaédrica. Para garantir a isotonicidade do sistema
Na* e CI foram adicionados ao sistema numa concentracdo de 40nM (TURCANO, et
al., 2020). Em todos os calculos visando mimetizar a condicdo bioldgica, as histidinas
461 (cadeia A e B) foram consideradas protonadas, enquanto todas as outras foram
mantidas desprotonadas.

Uma vez concluidas essas etapas, o sistema foi minimizado (steepest descent/
gradiente conjugado) até que as forcas fossem menores que 10 kJ/mol nm. Em
seguida, foi realizada uma simulacdo de 1 ns com restricdo a posicdo dos atomos
“pesados” (etapa de pré-equilibrio) no ensemble NPT. As simulac¢des foram realizadas
de forma independente na LaTR apo, holo e no complexo LaTR-Rutina. As topologias
dos ligantes para as simulagdes dos complexos foram definidas pelo servidor ATB
(Automated Topology Builder, http://compbio.biosci.ug.edu.au/atb/, STROET, et al.,

2018) e as coordenadas iniciais da rutina no complexo LaTR foram obtidas a partir do
docking (item 4.3).

As andlises de flutuacbes médias (RMSF) se deu no moédulo RMSF do GROMACS
2021-3 (BERENDSEN, et al., 1995; VAN DER SPOEL, et al., 2005; ABRAHAM, et al.,
2015). A analise de ligagbes hidrogénio, no médulo H-bond (VAN DER SPOEL, et al.,
2005) e no programa HbMap2Grace,
(http://Imdm.biof.ufri.br/software/hbmap2grace/index.html). A analise da area de

superficie molecular foi feita no SurfinMD (http://Imdm.biof.ufri.br/software/surfinmd/).

4.6 Avaliacéo da citotoxicidade

A citotoxicidade da rutina foi determinada frente a macréfagos murinos
imortalizados da linhagem J774, bem como frente a macréfagos humanos de
linhagem tumoral (THP-1). Os macréfagos foram incubados em placas de 96 pocos
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(1x10* células/poco) em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM; GIBCO),
suplementado com 10% de soro bovino fetal (FBS; GIBCO) e 50 pg/mL de
gentamicina (Life, Carlsbad, CA), mantidos por 24 h em estufa a 37°C e 5% de CO..
A rutina foi testada em série de sete concentragdes, diluidas na proporcéo de 1:2 (1,6-
100 pM), em quadruplicata e incubada por 72 horas. A anfotericina B foi usada como
controle positivo, testada em série de sete concentragdes e diluida na proporgéo 1:2
(0,05-5 uM), em quadruplicata. Posteriormente, 20 uL/poco de AlamarBlue (Invitrogen,
Carlsbad, CA) foram adicionados por 6 h a 37°C e 5% de COo.. A leitura foi realizada
no espectrofotdmetro a 570 e 600 nm tendo violeta genciana como controle positivo
(Synth, Séo Paulo, SP, Brasil) (MEIRA, et al., 2017).

O valor da concentracao citotoxica para 50% das células (CCso), foi calculado
com base no percentual de inibicdo do crescimento das células comparado aos
controles negativos. Esse calculo foi realizado através dos valores do logaritmo da
concentracdo, seguidos pelo ajuste da curva de regressdo nao linear. Os valores
obtidos correspondem a média + desvio padrdo de dois experimentos independentes

para cada linhagem celular.

4.7 Ensaio de viabilidade celular

Promastigotas de La (1x10° por poco) foram cultivadas em placa de 96 pocos
em meio Schneider (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de soro bovino fetal
(FBS; GIBCO) e 50 ug/mL de gentamicina (Life, Carlsbad, CA). Os parasitos foram
tratados com a rutina em série de oito concentracdes, diluidos na proporcéo de 1:2
(0,390625- 50 uM), em quadruplicata e incubados por 72 h a 26°C. A anfotericina B
foi usada como controle positivo, em série de oito concentracdes, diluida na proporcao
de 1:2 (0,0390625- 5 pM), em quadruplicata. Posteriormente, foi adicionado 20
puL/poco de AlamarBlue (Invitrogen, Carlsbad, CA) durante 2 horas. A leitura foi
realizada no espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda de 570 e 600 nm.

O percentual de inibicdo da cultura axénica foi determinado baseado no
controle néo tratado (GUEDES, et al., 2018). O valor de Clso foi calculado com base
no percentual de inibicdo do crescimento das células comparado aos controles
negativos. O calculo foi obtido através dos valores do logaritmo da concentracéao,

seguidos pelo ajuste da curva de regressao néo linear.



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Modelagem comparativa da Tripanotiona Redutase de L. amazonensis
(LaTR)

5.1.1 Sele¢&o do molde

A selecdo do molde ocorreu através de uma busca utilizando os termos
‘leishmania amazonensis trypanothione reductase” na base de dados do UniProt

(https://www.uniprot.org/, MORGAT, et al., 2019). Obtivemos duas sequéncias

(cédigos UniProt: A5JV95 e QOGUA43), que se diferenciavam basicamente pelo
comprimento da sequéncia canodnica, 491 e 476- respectivamente, refletindo nas
diferencas em suas massas (Da) e na posicéo de seus sitios de ligacao.

Estas sequéncias (A5JV95 e QO0GU43) foram avaliadas quanto a predicao de
regioes transmembranares no servidor TMHMM 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) e quanto a presenca de peptideo sinal no

SignalP-5.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Como resultado, verificou-se a

inexisténcia de regides transmembranares e de peptideo sinal em ambas sequéncias
(Anexo 1).
Posteriormente, ambas foram submetidas ao BLAST

(https://www.uniprot.org/blast/, MORGAT, 2019) para uma busca da estrutura molde.

Este programa compara sequéncias de aminoacidos (ou nucleotideos) a bancos de
dados de sequéncias e calcula sua significancia estatistica (MORGAT, et al., 2019).
O alinhamento de ambas apontou 250 proteinas com identidade superior a 41% em
diferentes géneros e espécies, além da Glutationa Redutase (GR). Para uma melhor
comparacao dos alinhamentos construiu-se um dendrograma para as proteinas que
apresentaram mais de 80% de identidade sequencial obtendo-se 95,3% de identidade
sequencial entre a LaTR (cédigo UniProt: A5JV95) e a TR de Leishmania infantum
(LITR) (codigo UniProt: A4HSF7) e ambas possuiram o mesmo comprimento de
sequéncia candnica (491 aminoacidos) (Anexo 2).

Assim, a estrutura de referéncia (molde) empregada na Modelagem
Comparativa foi a LiTR, a qual atende aos critérios de maior identidade (95,3%) e
similaridade sequencial (> 80%), resolucdo 3,61A (R-Value: 0.252; R-Free: 0.304),
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além de possuir estrutura 3D disponivel no Protein Data Bank (cédigo PDB: 4ADW
BAIOCCO et al., 2013).

5.1.2 Alinhamento

A busca de moldes realizada no BLAST permite encontrar regides de alta
similaridade entre as sequéncias (alinhamento local), porém desconsidera o melhor
alinhamento em toda a extensdo das sequéncias em estudo (ALTSCHUL, et al.,
1990). Em outras palavras, o alinhamento local visa somente o alinhamento das
regides de alta similaridade, ndo importando as sequéncias adjacentes a estas
regides. Para a realizacdo das etapas posteriores € importante que as sequéncias
primarias do molde escolhido sejam alinhadas de modo global, onde seréo
identificadas as regides conservadas (VERLI, 2014). Diversos algoritmos realizam
este tipo de alinhamento. Um exemplo é o Clustal Omega (SIEVERS, et al., 2014) que
a partir do alinhamento global entre as sequéncias alvo e o molde, emprega algoritmos
especificos para a predicdo de estruturas de proteinas via Modelagem Comparativa

transferindo as informac6es da estrutura 3D da proteina molde para o modelo.

5.1.3 Construcao e validacdo do modelo

A construcdo dos modelos tridimensionais pode ser realizada através de
diversas metodologias. Neste trabalho, empregou-se o método de satisfacdo das
restricbes espaciais, inserido no programa MODELLER (SALI; BLUNDELL, 1993).
Esta técnica se baseia no alinhamento sequencial entre 0 molde e o alvo para a
definicdo estatistica de uma série de restricbes espaciais (distancias interatbmicas e
angulos diedrais). Por levar em conta estas caracteristicas estruturais, essa
metodologia permite que o modelo construido tenha mais liberdade conformacional
em relagcdo ao molde (ESWAR et al., 2007; JASON et al., 2019).

No total foram gerados 100 modelos que foram classificados com base no
menor valor de DOPE (do inglés, Discrete Optimized Protein Energy)- um potencial
estatistico que estima energeticamente a proximidade dos modelos gerados no estado

nativo da proteina. Apesar de relevante, por ndo permitir uma investigacao estrutural
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e energética detalhada, apenas a pontuacdo DOPE nao é o suficiente para a escolha
do melhor modelo gerado (ESWAR et al., 2007; JASON et al., 2019).

Assim uma andlise complementar avaliou a qualidade do enovelamento

protéico (folding) pelo QMEAN4, (https://swissmodel.expasy.org/gmean, BENKERT et
al., 2011). Este possui uma funcdo de pontuacdo (QMEAN4 Value) composta pela
combinacdo linear de quatro termos estatisticos, a qual é capaz de derivar estimativas
de qualidade absoluta globais (para a estrutura) e locais (por residuo) com base num
anico modelo (BENKERT et al., 2011). Desta forma, as estruturas que apresentaram
0os menores valores de QMEAN4 foram submetidas a diversas andlises posteriores
visando a selecédo das melhores estruturas da LaTR.

A andlise da qualidade estereoquimica dos modelos foi realizada pelos graficos
de Ramachandran (RAMACHANDRAN, et al., 1963) gerado pelo PROCHECK
(https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/PROCHECK/, LASKOWSKI, et al.,
1993). Este servidor gera um grafico que mostra as combina¢des possiveis entre 0s

angulos de torcédo @ (phi) e W (psi) das cadeias principais dos aminoacidos
(RAMACHANDRAN, et al., 1963). Baseando-se nestes angulos, é possivel extrair
informacdes relativas ao tipo de estrutura secundaria e os efeitos estéricos entre os
residuos. Portanto, esta andlise informa a porcentagem dos residuos do modelo
localizados em regibes permitidas e ndo permitidas, além de analisar os angulos
torcionais dos residuos (LASKOWSKI, et al., 1993). Como resultado (Tabela 1), os 10
melhores modelos obtiveram uma pontuacao superior ao molde, o que indica que 0s
modelos gerados apresentam uma maior porcentagem de aminoécidos localizados
em regiées com pouco impedimento estérico (permitidas ) (CHOUDHURI, 2014).

Outra andlise se baseou no valor do Verify-3D (EISENBERG et al., 1997), que
considera a qualidade do modelo comparando a compatibilidade entre a estrutura
tridimensional (3D) e a estrutura priméria (1D) (EISENBERG et al., 1997). Essa analise
resulta numa percentagem geral de residuos que obtiveram a média 3D-1D maior ou
igual a 0,2 (EISENBERG; et al.,1997). Além disso, é possivel avaliar se o
enovelamento é aquele esperado para residuos com as caracteristicas fisico-quimicas
e estéricas semelhantes aos apresentados pela proteina em analise (BOWIE et al.,
1991, LUETHY et al., 1992). Em nossos resultados 5 modelos tiveram uma pontuacao
superior ao molde, ou seja, apresentaram mais que 91,39% dos seus residuos com
média 3D-1D = 0,2 (Tabela 1).
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A avaliacdo seguinte foi baseada no valor do "Overall Quality Factor" do
ERRAT, ou, “fator de qualidade geral’ para interagdes atdmicas n&o ligadas
(MESSAOUDI et al., 2013; JIA, et al., 2020). Neste termo, pontuacdes mais altas
indicam maior qualidade, sendo que o intervalo geralmente aceito é > 50 para modelos
de alta qualidade (MESSAOUDI et al., 2013). Segundo esta métrica, 4 estruturas
obtiveram pontuacao superior ao molde (Tabela 1).

A andlise subsequente dessa etapa foi realizada através do Z-score do
PROSA-II, que indica a qualidade geral do modelo (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).
Seu valor exibe num gréfico os valores de classificacdo de todas as cadeias de
proteinas determinadas experimentalmente no PDB (BURLEY, et al., 2021). Ele pode
ser usado para verificar se a pontuacdo Z da estrutura é compativel com as
pontuacbes normalmente encontradas para as proteinas nativas de tamanho
semelhante a proteina de estudo (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007). O resultado
demonstra que as 10 estruturas e o molde (coédigo PDB: 4ADW, BAIOCCO et al.,
2013) estdo dentro da faixa de pontuacdes normalmente encontrada para proteinas
de 500 kDa determinadas experimentalmente (Tabela 1).

Todos estes resultados apresentados na Tabela 1 permitiram a selecédo das
melhores estruturas da LaTR construidas pelo Modeller9 .14 (ESWAR et al., 2007)
(n= 100). A partir dos 10 melhores modelos comparados com o molde, foram
selecionados os 5 melhores que foram submetidos a uma anélise consensual levando
em consideragdo os valores de DOPE Score normalizado e moldpdf, os valores de
QMEAN4 e os valores de RMSD (Tabela 1). Entre os 5 melhores, apenas 3 pontuaram
em duas avaliacdes, dentre os 3, apenas 1 deles foi unanime na avaliagao entre 0s

10 melhores, tendo como resultado dessa analise o melhor modelo “05”(Tabela 1).



Tabela 1 - Andlises comparativa dos modelos 10 melhores modelos da LaTR gerados pelo Modeller9.4 (ESWAR, et al., 2007) frente ao molde
(cédigo PDB: 4ADW, BAIOCCO et al., 2013): PROCHECK (LASKOWSKI, 1993), Verify3D (EISENBERG, et al., 1997), ERRAT v.2.0
(COLOVOS; YEATES, 1993), ProSAIl (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007) e QMEAN4 (BENKERT et al., 2011).

10 modelos 4ADW 05 09 17 27 28 33 50 69 85 92
83,7% aa 93,5% aa 92,7% aa 93,2% aa 93,0% aa 93,2% aa 93,7% aa 93,0% aa 93,2% aa 93,2% aa 93,0% aa
centrais centrais centrais centrais centrais centrais centrais  centrais centrais  centrais  centrais
PROCHECK 16,1% reg. 6,3% reg. 7,0% reg. 6,5% reg. 6,8% reg. 6,5% reg. 6,1% reg. 6,8%reg. 6,5%reg. 6,5%reg. 6,5% reg.
(Ramachandran) permitidas permitidas  permitidas permitidas permitidas permitidas permitidas permitidas permitidas permitidas permitidas
0,2% reg. 0,2% reg. 0,2% reg. 0,2% reg. 0,2% reg. 0,2% reg. 0,2% reg. 0,2%reg. 0,2%reg. 0,2% reg. 0,5% reg.
gen. gen. gen. gen. gen. gen. gen. gen. gen. gen. gen.
permitidas  permitidas permitidas permitidas permitidas permitidas permitidas permitidas permitidas permitidas permitidas
YEED) 91,39% 92,62% 90,16% 92,21% 93,24% 94,67% 92,62% 90,78%  89,14%  85,04%  88,32%
ERRAT 90,56 92,13 91,83 91,22 92,31 91,63 89,85 92,50 89,63 91,85 91,86
ProSa-WEB (Z-score) -11,15 -10,95 -10,78 -10,92 -10,86 -10,79 -10,79 -10,68 -10,80 -10,85 -10,75
MODELLER (DOPEScore 41,02 -1,02 -1,05 -1,01 0,99
norm.)
MODELLER (molpdf) 274,14 269,09 266,02 262,14 293,49
QMEAN4 -2,00 -1,67 -1,72 -1,72 -1,74 -1,66
RMSD (nm) n.a. 0,16 0,13 0,16 0,16 0,23

Fonte: Autoria prépria



5.2 Acoplamento molecular

5.2.1 Definigdo das estruturas dos ligantes e da proteina

A estrutura da LaTR empregada foi o modelo "05” obtido anteriormente via
Modelagem Comparativa (item 5.1). Os valores de pKa para seus aminoacidos foram
determinados pelo programa PROPKA 3.1 (SYUNDERGAARD, et al., 2011; OLSON et
al., 2011) e seguiram a distribuicdo de pH= 7,5 (BAIOCCO et al., 2013). Segundo o
PROPKA 3.1 (SYNDERGAARD, et al., 2011; OLSON et al., 2011), todos aspartatos
e glutamatos estariam desprotonados (COO-); as histidinas, as lisinas e argininas,
protonadas (NH3+).

5.2.2 Definig&o do grid

O grid, conforme descrito no item 4.3, foi definido de acordo com os principais
aminoacidos que interagem com o substrato natural da TR (TS2) em outros
homologos, destacando-se: as cisteinas cataliticas Cys52 e Cys57, His461’, Glu466’
e 467 e Lys240 (BAIOCCO, et al., 2013). Seguiu-se os célculos destes parametros
através do modulo AutoGrid, um executavel dentro do programa AutoDock v.4.2
(MORRIS, et al., 2009).

5.2.3 Avaliagdo do programa de acoplamento para a Triagem Virtual

Um total de 27 inibidores competitivos (JACOMINI, et al., 2016; RODRIGUES,
et al., 2015; BRAGA, et al., 2014) foram empregados para a avaliagdo do AutoDock
4.2 (MORRIS, 2009). Para cada composto ativo, 50 falsos positivos (decoys) foram
também gerados. A taxa de recuperacédo foi determinada pela curva ROC obtida a
partir das energias de acoplamento do conjunto ativos x decoys e apresentou uma
area sob a curva (AUC) de 0,81 (Figura 3). A AUC vai de 0 a 1, sendo que uma AUC
de 0,5 indicaria que o programa tem baixo poder discriminatorio entre verdadeiros e
falsos positivos. A AUC obtida de 0,81 indica que o Autodock 4.2 (MORRIS, 2009)

atribui maiores energias de acoplamento para os compostos que sao inibidores, em



detrimento dos decoys. Tais resultados sugerem que o programa € adequado para a

Triagem Virtual no sistema em estudo.

Figura 3 - Avaliacdo da seletividade e especificidade do Autodock 4.2 (MORRIS, et
al., 2009) para os inibidores competitivos da LaTR (n=27) em detrimento aos decoys
gerados pelo DUD-E (http://dude.docking.org/, MYSINGER et al., 2012).
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Fonte: Autoria propria.

5.2.4 Avaliacdo do acoplamento para a Triagem Virtual

O docking simula a interagéo dos compostos (ligantes) com a LaTR no local de
interagcédo, definido pelo grid, com a consequente aplicacdo de uma funcédo de
pontuacdo (MONTANARI, 2011). Das 383 moléculas acopladas no sitio da LaTR
selecionamos os 30 melhores complexos de acordo com a energia de interacao
proteina-ligante (AGbind), na qual o AutoDock 4.2 (MORRIS, et al., 2009) emprega o
campo de forca AMBER (LOSCHWITZ, et al.,, 2021) da Mecéanica Molecular
(VENKATESAN, et al., 2011).



5.2.5 Analises da Triagem Virtual por Acoplamento Molecular (VS) na quimioteca de
catecois

O docking foi realizado em triplicata na quimioteca de catecois (n=383). Para
os catecois melhores classificados em relacdo ao AGbind, 3 compostos se mantiveram

entre os 5 melhores (Tabela 2).

Tabela 2 - Resultados da Triagem Virtual (VS) empregando os catecéis frente a LaTR.

VSl VS 2 VS 3
Nome AGbind Nome AGbind Nome AGbind
(Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol)
CARMINATE MAYBRIDGE
AMMONIUM -13,16 NBR 00332 -13.51 MFCD00017496 -13.89
CARMINATE CARMINATE
MFCD00075939 -12,78 AMMONIUM -13.38 AMMONIUM -13.38
MAYBRIDGE MAYBRIDGE
NBR 00332 -12,67 MFCD00017433 -12.95 NBR 00332 -13.27
MFCD00016946 -12,58 MFCDO00017654 -12.59

MFCDO00017735 -12,52

Fonte: Autoria prépria

Dentre estes, destaca-se a rutina, que por motivos que ulteriormente citados no

item 6.5, foi priorizada para a realizacdo de ensaios in vitro.

5.2.6 Andlises de eficiéncia dos catecdis via Triagem Virtual por Acoplamento
Molecular (VS)

Apenas a andlise da energia de interagdo nado fornece informagdes suficientes
para a priorizacdo de um ligante no processo de desenvolvimento de farmacos, pois
0 maior problema é o fato de que fun¢gdes empiricas de pontuacao tendem a favorecer
moléculas maiores com maiores pontuac¢des porque estas fazem mais interagdes com
a proteina (OPREA et al., 2001; TEAGUE et al., 1999). Para resolver isso, é importante
normalizar a pontuacdo de energia de ligacdo em relacdo ao tamanho do ligante
acoplado (TRIGGLE; TAYLOR, 2006). Assim a medida de eficiéncia do ligante (LE,
LE = afinidade / N, onde N é o numero de atomos pesados, HOPKINS et al., 2004)

deve ser empregada na analise dos dados de energia pois permite que as moléculas



de tamanhos variados sejam comparadas mais facilmente (TRIGGLE; TAYLOR,
2006). Esta métrica tem sido amplamente empregada pelos quimicos medicinais a fim
de reduzir a massa molecular de compostos lideres (leads) e candidatos em fase
clinica e priorizar compostos apés estudos de HTS ou outras estratégias de triagem
(TRIGGLE; TAYLOR, 2006).

Hopkins e colaboradores (2004) sugeriram que um limite inferior de LE pode
ser estimado assumindo uma constante de ligacdo de 10 nM numa molécula com um
peso molecular de 500 (consistente com a “regra de Lipinski’- LIPINSKI, 2004)
resultando num LE = 0,29 kcal/mol/atomo pesado (HOPKINS et al., 2004; TRIGGLE;
TAYLOR, 2006). Assim, os compostos com as maiores medidas de eficiéncia do
ligante sdo os melhores a serem considerados para otimizacédo, desde que todos 0s
outros fatores, como a acessibilidade sintética, sejam iguais (TRIGGLE; TAYLOR,
2006).

Adicionalmente, a LE € interpretada como uma medida da qualidade da
interacdo entre um determinado composto e sua proteina alvo (ORITA et al., 2011)
para quantificar o potencial de fragmentos ou moléculas em se tornarem compostos
lideres (lead compounds) (TRIGGLE; TAYLOR, 2006). Compostos menores e com
boa interagcdo no sitio sdo preferiveis a compostos maiores com a mesma atividade
uma vez que aqueles podem ser estendidos visando a melhora da interagéo
(TRIGGLE; TAYLOR, 2006). Nossos dados de LE (Anexo 3) variam em torno do ideal
(0,29 kcal/mol/atomo pesado, HOPKINS et al., 2004) indicando que os catecois
podem ser otimizados na busca de moléculas com interacdo mais efetiva frente a
LaTR.

Uma extensao destas ideias permite que outras propriedades sejam levadas
em consideracdo. Nos indices eficiéncia lipofilica do ligante (LLE) e eficiéncia lipofilica
via logP do ligante (LELP), a lipofilicidade é diretamente introduzida para avaliar a
gualidade dos compostos (ORITA et al., 2011). Assim, para obter compostos com um
logP ndo muito alto, embora ainda retendo a poténcia, a diferenca entre a poténcia
(pKi) e o logP pode ser utilizada, sendo essa a definicdo de LLE (TRIGGLE; TAYLOR,
2006). Burrows e colaboradores (2004) propuseram que este termo sendo maior do
qgue 2 unidades indica um provavel composto lider.

Em geral, uma alta poténcia (alto valor de pKi) é importante nos compostos pois
reduz suas ag¢0des inespecificas e fora do alvo (UETRECHT, 2008). Quando associada

a um baixo clearance, esta alta poténcia também permite uma dose total baixa, o que



diminui o risco de reacao idiossincratica ao farmaco (UETRECHT, 2001; UETRECHT,
2008). Para farmacos orais, um valor de logP entre 2 e 3 € considerado ideal por
equilibrar sua permeabilidade e metabolismo de primeira passagem (RODRIGUES, et
al., 2021). Desta forma, a eficiéncia lipofilica do ligante (LLE) captura ambos os valores
num Unico parametro e evidéncias empiricas sugerem que 0S compostos promissores
tém um LLE alto (> 6), correspondendo a um composto com um pKi de 8 e um logP
de 2. Os valores de LLE > 8 (valor de referéncia = 6) revelam que os catecois
apresentam caracteristicas promissoras para o desenvolvimento de farmacos quanto
a sua poténcia e lipofilicidade (Anexo 3).

Outras métricas foram empregadas como o indice de eficiéncia de ligacdo
(BEI), onde o peso molecular é usado como indice do tamanho molecular por refletir
a contribuicdo de diferentes tipos de heterodtomos (CAVALLUZI et al., 2017). A
eficiéncia do ligante independentemente do tamanho (SILE), onde SILE = afinidade /
NO3 (NISSINK, 2009) permite comparar ligantes de tamanhos distintos. Assumindo
novamente uma constante de ligacdo de 10 nM numa molécula com um peso
molecular de 500, os valores de referéncia para BEI seriam 0,02 e para SILE 3,35.
Nossos dados indicam que os catecéis apresentam valores proximos a estes dois
parametros, indicando a razoabilidade de serem empregados como potenciais
inibidores da LaTR (Anexo 3).

5.3 Dinamica Molecular dos complexos da LaTR

A partir dos dados anteriores, trés complexos ternérios LaTR- cofatores (FAD
e NADPH)- ligantes foram estudados via Dinamica Molecular (DM): “branco” (sem a

presenca do substrato enddgeno- GCG), holo (com o substrato) e rutina.

As analises de DM seguiram a metodologia descrita anteriormente (item 4.5).
Inicialmente, a estabilidade estrutural da proteina ao longo da simulacéo foi avaliada.
Seu desvio quadratico médio ou RMSD (do inglés: root mean-square deviation) das
distancias atbmicas na LaTR em relacdo a estrutura inicial da DM foi avaliado,
descontando-se os atomos de hidrogénio. A figura 4 mostra que a estrutura da LaTR
nos complexos “branco” e com a rutina se equilibra a partir de 120 ns de simulacao
mantendo esta estabilidade até 180 ns (RMSD= 0,4+0,01 nm e 0,4+0,02 nm,

respectivamente), enquanto no complexo holo, 60 ns- 120 ns (RMSD = 0,39+0,01 nm),



sendo esta a fase produtiva da DM da qual se extrairam todos os dados subsequentes
(At= 60ns).

Figura 4 — Desvio quadratico médio (RMSD) dos atomos da proteina, exceto hidrogénio,
durante DM de 200ns na LaTR empregando o GROMACS-2021.3 (VAN DER SPOEL, et al.,
2005). A area destacada em vermelho refere-se a fase produtiva utilizada para a aquisi¢cao

de dados.
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De forma a avaliar o grau de compactacao da proteina durante a simulagéo faz-
se a analise do raio de giro. Esta ferramenta permite avaliar alteracdes na geometria
da proteina durante a DM, as quais podem indicar sua desestruturacédo (SNEHA, P.;
DOSS, 2016). Os raios de giro total para os sistemas “branco”, holo e rutina foram:
3,100,014 nm; 3,10+0,009 nm; 3,10£0,010 nm, respectivamente. Tais dados (Figura
5) mostram que a LaTR em todos os complexos manteve a geometria de sua estrutura
3D nas condi¢des da simulacédo (T= 303 K; P= 1bar; pH= 7,5; [NaCl]= 40mM) e no
complexo “branco” seus valores oscilaram entre 3,07 e 3,15, uma variacdo baixa,
tendo em vista que é esperado uma menor estabilidade desse complexo devido a

auséncia do seu substrato original.

Figura 5 — Resultante do raio de giro durante a fase produtiva (60ns) dos complexos
da LaTR (“branco”, holo e rutina) empregando o GROMACS-2021.3 (VAN DER SPOEL, et
al., 2005).
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Fonte: Autoria Propria.

Apesar da estrutura 3D de uma proteina ser determinada por sua sequéncia de
aminoacidos, a analise das estruturas secundarias pode auxiliar na avaliacdo das
modificacdes estruturais ao longo da DM (SNEHA, P.; DOSS, 2016). A partir de

informac¢des como posicdo e propriedades fisico-quimicas da estrutura priméaria da
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proteina é possivel observar, predizer e avaliar a evolugéo das estruturas secundarias
ao longo da trajetéria e, dessa forma, avaliar sua estabilidade (PIROLLI, D. et al.,
2014). Assim a analise da estabilidade da estrutura secundaria da LaTR durante a DM
empregou o DSSP (do inglés, Dictionary of Secondary Structure of Proteins). Este
algoritmo calcula as estruturas secundarias mais provaveis a serem atribuidas pelos
aminoacidos de uma proteina dada as informa¢gBes de suas coordenadas 3D
(ZACHARIAS; KNAPP, 2014). De acordo com esta analise (Figura 6), as estruturas
secundérias presentes nos complexos da LaTR (“branco”, holo e rutina) mantiveram-

se estaveis durante a fase produtiva da DM, sem nenhuma modificacédo significativa.

Figura 6 — Andlise da estrutura secundaria dos complexos da LaTR durante a fase produtiva
(60ns) empregando o DSSP (ZACHARIAS; KNAPP, 2014) embutido no GROMACS-2021.3
(VAN DER SPOEL, et al., 2005). Da esquerda para a direita, temos: “branco”, holo e rutina.
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Fonte: Autoria Prépria.

Uma vez comprovada a estabilidade estrutural do complexo durante a fase
produtiva da DM (At= 60ns), procedeu-se a analises mais especificas visando o
planejamento de farmacos anti-leishmania. O RMSF (do inglés, root-mean-square
fluctuation), ou flutuacdo média dos residuos, fornece uma analise de flexibilidade

local em funcdo da movimentacgao dos residuos (SNEHA, P.; DOSS, 2016) em relagéao

5002 R

180000



a estrutura média. Para uma proteina com 488 aminoacidos por cadeia no complexo

com a rutina obtivemos RMSF= 0,92+0,42 nm.

As diferencas nas flutuacbes meédias dos residuos podem ser melhor
visualizadas pelo célculo do fator de temperatura (B-factor) a partir do RMSF. Seus
dados indicam: i) que a regido de interface na LaTR é uma das regifes de mais alta
flutuacdo na proteina (Figura 7); ii) a regido catalitica est& localizada numa regido com

diferentes flexibilidades (Figuras 8).

Figura 7 - Dados do fator-B de temperatura calculados durante a DM a partir do RMSF
complexo LaTR-rutina durante a fase produtiva (60ns) empregando o GROMACS-2021.3
(VAN DER SPOEL, et al., 2005). . As regides de menor fator-B/flutuacdo possuem coloragéo

azul e regides de maior movimentacéo, vermelha. A figura foi gerada pelo programa Pymol
2.2.2 (DELANO, 2002)
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Fonte: Autoria Prépria.

Comparando a disposicdo dos residuos de aminoacidos dos principais
subsitios com o B-factor, na mesma posicéo (Figura 8), podemos perceber que o sitio
y-glutamico, composto pelos residuos HIS461, GLU466 e GLU467, que inicialmente
foi descrito para justificar o contato entre inibidores de carga positiva (CHAN, et al.,
1998; KHAN, et al., 2000) e o sitio Y, composto pelos residuos CYS469, SER470,



MET471 e ARGA472, descrito previamente por Pita e colaboradores (2012), se

encontram na regido onde houve a maior movimentacao (Fig. 8).

O sitio hidrofébico, o qual ndo é acessado pelo substrato natural da enzima
(CHAN, et al., 1998), composto pelos residuos LEU18, TRP22, TYR111 e MET114,
apresentou estabilidade (regido de coloracdo azul). Um segundo bolsao hidrofébico,
descrito por Chan e colaboradores (1998), denominado sitio Z, formado pelos
residuos PHE396, PRO398 e LEU399, se localizou numa regido de flutuacdo média

(Fig. 8).

Figura 8 - Dados do fator-B de temperatura calculados durante a DM a partir do RMSF
complexo LaTR-rutina durante a fase produtiva (60ns) empregando o GROMACS-2021.3
(VAN DER SPOEL, et al., 2005). . n os principais subsitios da TR. Em (a) os residuos estédo
representados em bastdes (magenta) e a proteina (cartoon colorido pelo fator-B de
temperatura- idem fig. 7. Em (b) a estrutura da LaTR esta representada em cartoon (cinza
escuro) e os residuos de interesse estao destacados: o sitio y-glutamico (verde), o sitio Z
(amarelo), o sitio Y (laranja), a sitio hidrofébico (roxo). A figura foi gerada pelo programa
Pymol 2.2.2 (DELANO, 2002).

a) b)

Fonte: Autoria Prépria.

As simulacbes de DM oferecem informacgdes sobre interacdes ndo-covalentes
que ocorrem no sistema biolégico. Dentre elas, as interagdes por ligagdo hidrogénio
possuem um papel fundamental para a estabilizac&o estrutural dos sitios de interagéo
(HOLLINGSWORTH; DROR, 2018) e por isso estas foram avaliadas. Os sitios



estaveis sdo fundamentais para o planejamento de farmacos pois o processo de
reconhecimento molecular farmaco-receptor também sofre influéncia desta interacéo
(SNEHA, P.; DOSS, 2016).

Durante toda a fase produtiva da DM (At= 60 ns) a rutina complexada realizou
9+1,6 ligacdes hidrogénio, enquanto o complexo holo 8 = 2,2 (Figura 9). A fim de
avaliar a relevancia destas interagcbes, correlacionamos estes resultados com o
namero de doadores/aceptores de ambos os complexos. Para o substrato natural
(GCG) temos um total de 11 doadores e 13 aceptores resultando na possibilidade de
realizar até 24 ligacdes hidrogénio. A partir deste dado, podemos calcular seu
potencial de interagir por ligacdo hidrogénio (Hbondcap.)- conforme definido por Silva
e colaboradores (2020), que resulta num valor de 33,3% (8/24) indicando que o0 GCG
possuiria 66,7% das interagdes a serem realizadas. Para a rutina, que apresenta 10
doadores e 16 aceptores ou seja 26 grupos, seu Hbondcap é de 34,6% (9/26). Desta
forma, a rutina interage mais com a LaTR do que o GCG pelas suas ligacoes

hidrogénio, fato importante num inibidor competitivo.



Figura 9- Numero de interagdes por ligagao hidrogénio durante a fase produtiva da DM (At=
60 ns) nos complexos LaTR holo e rutina. Esta analise empregou o mdédulo H-bond (VAN
DER SPOEL, et al., 2006) no GROMACS-2021.3 (VAN DER SPOEL, et al., 2005).
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Fonte: Autoria Prépria.

Esses dados isolados néo refletem a eficiéncia da rutina como inibidor da TR,
principalmente pelo fato dessas ligagdes serem labeis e transientes. Por esse motivo,
a analise da estabilidade/permanéncia destas foi realizada pelo software
HbMap2Grace (GOMES, et al., 2009) que calcula tanto as interacdes ocorridas entre
os ligantes e os aminoacidos da LaTR nos seus subsitios durante a fase produtiva,

guanto a porcentagem de tempo em que essas ligacdes se mantiveram (Figuras 10 e

11).



Porcentagem

Figura 10 — Permanéncia das liga¢des hidrogénio durante a fase produtiva da DM (At= 60

ns) nos complexos LaTR holo e rutina no sitio Y. Esta analise empregou o HbMap2Grace

120,00

100,00 95,34

80,00
60,00

40,00

20,80
20,00

ogm3 28E7 05
-

£ & &
& & 8

0,00

e =
.n,.'\
Q“P A

o

o b

0,17

(GOMES, et al., 2009).

Sitio Y

79,87

7

=]

22

41,43

23,96

14,14
10,15 915

0,17 I I 0,1

8,
sss; T4 7.3

) -El,l

32
0,67

0,83

Residuos de aminoacidos
B holo Erutina

Fonte: Autoria Propria.



Porcentagem

Figura 11— Permanéncia das liga¢gfes hidrogénio durante a fase produtiva da DM (At= 60 ns)
nos complexos LaTR holo e rutina no sitio y-glutamico. Esta analise empregou o
HbMap2Grace (GOMES, et al., 2009).
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Fonte: Autoria Propria.

A partir dessa andlise podemos perceber que a rutina interage com os residuos
do sitio y-glutamico especialmente a HIS461 (residuo catalitico essencial da TR)
mesmo num periodo curto de tempo (Figura 10). Esta interacdo € importante pois
mimetiza a mesma interacao existente com o residuo y-Glu do substrato natural (TS2)
(BAILEY etal., 1993; BOND et al., 1999; PITA; PASCUTI 2011; PAIXAO; PITA, 2019).

Por fim, destacamos a interagdo com os residuos do sitio Y: CYS469, ARGA472,
SER470, MET471 e GGG. Comparando os dados (Figura 11) podemos perceber que
a rutina e o substrato natural interagiram com o residuo CYS469 durante 0,33 e 0,17
% da fase produtiva da DM, tendo a rutina uma interagéo mais duradoura. A ARG472
destaca-se por sua alta permanéncia no complexo com a rutina (79,87; 70,22 e
41,43%, figura 11) frente a 10,15% no complexo holo. Em relagdo a SER470, a rutina

manteve sua interacdo por 72,05% do tempo frente a 95,34% para holo. Por fim,



apenas 0 GCG (holo) interage com a MET471 (0,17%) durante a fase produtiva. Todos
estes dados indicam que a rutina apresenta interacdes mais estaveis com 0s
aminoacidos neste sitio em comparacdo com o GCG refor¢cando seu papel como um

possivel inibidor competitivo para o tratamento das leishmanioses, por exemplo.

5.4 Escolha do composto para testes in vitro

A rutina, também chamada de vitamina P, € um bioflavonoide hidrossoluvel
bastante estudado e que demonstra uma imensa gama de atividades biolégicas, das
quais podemos citar as atividades: antioxidante, anticonvulsivante, analgésica,
antiartritica, vasoprotetora, anticancerigena, neuroprotetora, cardioprotetora,
antibacteriana, antifingica, antimalarica e antiviral (GANESHPURKAR; SALUJA,
2017). Estudos recentes relacionam a rutina em nano formula¢des ao abrandamento
de doencas pulmonares, a exemplo de: asmas, fibrose pulmonar, hipertensao

pulmonar e cancer pulmonar (PAUDEL et al., 2022).

Além disso, este composto foi testado, por diversas metodologias in silico e in
vitro, com sucesso frente a L. donovani, agente etiolégico da leishmaniose visceral no
Velho Mundo (AL-HALBOSIY, et al., 2020; CHAUHAN et al., 2018; KANT et al., 2022),
inclusive frente a TR de L. donovani (MEHWISH et al., 2021). Chauhan e
colaboradores (2018) demonstraram que a rutina induziu a geracdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) e 6xido nitrico (NO), moléculas com acao leishmanicida,
no baco de animais infectados com cepas de L. donovani resistentes ao antiménio,
indicando sua capacidade de favorecer o hospedeiro frente a infeccdo. Mehwish e
colaboradores (2021), demonstraram que a rutina aumentou a producdo de Oxido
nitrico causando apoptose nos parasitos tratados. Além disso, eles comprovaram a
supressdo da TR de L. donovani, por ensaio de PCR em tempo real. Assim ha a
possibilidade de a rutina ser um possivel inibidor da TR, uma vez que a sua inibigéo

causaria um aumento na expressao dessas moléculas.

Em contrapartida, outros autores demonstraram que a rutina ndo apresenta
atividade contra Leishmania major (MAHMOUD et al., 2022), espécie responsavel por
causar a leishmaniose tegumentar no Velho Mundo (FIROOZ et al., 2021). Diante do

exposto e do fato de que néo ha relatos na literatura sobre a atividade desse composto



isolado frente a La e a fim de validar os resultados obtidos nos ensaios in silico,

procedemos com os testes de avaliacdo antiparasitaria in vitro.

5.5 Citotoxicidade e atividade frente as formas promastigotas de L.
amazonensis

A rutina demonstrou ser atoxica frente a macréfagos murinos J774, bem como
frente a macréfagos humanos THP-1, com valor de CCso > 100 uM para ambas as
linhagens celulares (Tabela 3). Estes dados corroboram com o trabalho de Kant e
colaboradores (2022), no qual foi observado que a rutina ndo € toxica mesmo em uma
concentracao de 819,00 uM para a linhagem celular THP-1. O farmaco de referéncia
para a leishmaniose tegumentar, a anfotericina B, apresentou valor de CCso = 3,3 uM
para macrofagos murinos, demonstrando elevada citotoxicidade. O fato de a rutina
nao ser citotoxica seria um excelente ponto de partida para o desenvolvimento de
novos tratamentos para essa DTN, porém, assim como ja observado para L. major
(MAHMOUD et al., 2022), a rutina ndo demonstrou atividade frente a promastigotas
de La (Tabela 3).

Tabela 3 - Citotoxicidade e atividade anti- L. amazonensis da rutina.

L. amazonensis

M® J774 M® THP-1 (Promastigotas)
Compostos CCs0 £ DP (UM) CCsp+ DP (UM) ICso = DP (UM)
Rutina > 100 > 100 > 50
Anfotericina B 3,3+0,49 - 0,03 + 0,006
Violeta de Genciana 0,7 £ 0,09 0,296 £ 0,127

Fonte: Autoria propria



A partir da analise de todos esses dados e a luz da literatura, 0S nossos
resultados apontam para a hipétese de que a rutina € inativa frente a espécies
causadoras da forma tegumentar e ativa frente as espécies causadoras da
leishmaniose na sua forma visceral. Para confirmar essa hipétese sera necessaria a
realizacdo de mais testes. Tendo em vista seu provavel potencial frente a Leishmania
sp., modificacBes estruturais em sua molécula sdo uma alternativa para tentar

alcancar a atividade frente a espécies causadoras da leishmaniose cutanea.



6 CONCLUSOES

Nesse trabalho foram aplicados diversos métodos in silico, com posteriores
etapas de validacdo e confirmacdo mediante revisdo bibliografica de resultados
semelhantes encontrados para o mesmo sistema em estudo. A Triagem Virtual do
banco de 579 moléculas permitiu a identificacdo das moléculas 5 mais promissoras
potencialmente capazes de inibir Tripanotiona Redutase de Leishmania amazonensis.
Estes dados culminaram na selecdo de um composto altamente promissor contra a
Leishmania sp. (rutina) ja testado em diversos ensaios utilizando outras espécies de
Leishmania e escolhido para a avaliacdo experimental. Pelos ensaios realizados, a
rutina ndo demonstrou atividade frente a L. amazonensis, objeto de estudo desse
trabalho. Sendo assim, as informacdes aqui obtidas poderéo subsidiar futuros testes
laboratoriais em outras condi¢des experimentais, esperando assim, contribuir para o
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas para o0 tratamento da

leishmaniose.
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ANEXOS E APENDICES

Anexo 1 - Predicdo de regibes transmembranares (TMHMM) e Verificagcdo da
inexisténcia de peptideo sinal (SignalP-5.0), para as sequéncias cédigo UNIPROT
A5JV95 e QOGUA43, respectivamente

# WEBSEQUENCE Length: 491

# WEBSEQUENCE Mumber of predicted TMHs: @

# WEBSEQUEMNCE Exp number of AAs in TMHs: ©.32293

# WEBSEQUENCE Exp number, first 6@ fAs: @.21373

# WEBSEQUENCE Total prob of N-in: 2.81146
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Anexo 2 - Dendograma para as proteinas que apresentaram mais de 80% de
identidade sequencial

Tree

r P35051 TYTR TRYEB

| ——FP28583 TYTR_TRYCR
L——I6LED1 I6LEDT_TRYCR
r P39040 TYTR_CRIFA

| I Q0GU43 Q0GU43 LEIAM

A5JVG5 ABIV95 LEIAM
I—:ﬁmsw ASHSFT_LEIIN
0ASK1USXGADASK1USXS_LEIIN




Anexo 3 - Resultados da Triagem Virtual dos catecoéis frente a LaTR

Molecular

NUumero de
ENERGIA NOME DE A - :
MFCD ) ESTRUTURA 2D | pKa | logP g Atomos Ki [nM] | pKi | LE | BEI| LLE |LELP| SILE
(AGbind) SERIE Pesados (N)
(g/mol)
MFCDO0005 CARMINATE !
0527 -13.16 AMMONIUM A 2221 1.07 509.42 35 0.2253719.65(0.28|0.02| 858 | 3.88 | 3.32
(-)- J
MFCDO00O07 C1 T
£939 -12.78 EPIGALLOCA SNy 8.73 | 1.49 470.47 33 0.4321319.36 [{0.28|0.02| 7.87 | 5.25 3.28
TECHIN )
Q\T i
MFCDO0006 MAYBRIDGE
6625 -12.67 NBR 00332 e 6.37 | -0.87 610.52 43 0.5151119.29(0.22]0.02|10.16| -4.03| 3.01
NN




5,7,8-

MFCDO0001
son6 -12.58 | TRIHYDROXY 6.79| 2.71 | 270.24 20 0.59982 | 9.22 |0.46/0.03| 6.51 | 5.88 | 3.75
FLAVONE
MFCDO0000
5530 -12.55 RUTIN 6.37 | -0.87 | 610.52 43 0.63555 | 9.20 {0.21|0.02( 10.07 | -4.07 | 2.98
MFCDO0001 PELTATOSID
-12.50 6.37 | -1.29 | 596.49 43 0.68984 | 9.16 {0.21/0.02( 10.45 | -6.05 | 2.96
7654 E
MFCD0001 HOMOORIENT
-12.49 6.14 | -0.35 | 448.38 32 0.70348 | 9.15 |0.29|0.02| 9.50 | -1.22 | 3.24
7433 IN
MFCDO0001
-12.48 | BAICALIN 3.15| 0.76 | 446.36 32 0.71314 | 9.15 |0.29/0.02| 8.39 | 2.66 | 3.23

7735




1(3,4,5-
trihydroxyben

MFCDO0003
4313 -12.47 | zoyl)-2-(3,4,5- 7.92| 0.70 378.33 27 0.72665 | 9.14 (0.34]|0.02| 8.44 | 2.07 | 3.40
trimethoxyben
Zeno)
MFCDO0001
6933 -12.31 HYPERIN 6.37 | -0.14 | 464.38 33 0.94370 | 9.03 (0.27]|0.02| 9.17 | -0.51 | 3.16
5-
MFCDO0001
6783 -12.09 | HYDROXYFIS 6.31| 1.51 302.24 22 1.38 |[8.86(0.40|0.03( 7.35 | 3.75 | 3.51
ETIN
MFCDO0001 ISOQUERCITR
1746 -11.94 N 6.37 | -0.14 | 464.38 33 1.77 |[8.75(0.27]|0.02| 8.89 | -0.53 | 3.07




MFCDO0001

6749 -11.93 | AVICULARIN 6.37 | 0.49 434.35 31 1.81 |8.74(0.28(0.02( 8.25 | 1.74 | 3.12
MFCDO0000 PYROGALLOL
-11.90 8.10| 3.03 400.36 28 1.88 |[8.73(0.31(0.02( 5.70 | 9.72 | 3.21
6046 RED
MFCDO0000
6827 -11.79 MYRICETIN 6.37| 1.85 318.24 23 2.27 |8.6410.38(0.03| 6.79 | 492 | 3.37
MFCDO0001 HAMAMELITA
-11.68 7.78 | 0.68 470.34 33 2.74 |8.56|0.26(0.02| 7.88 | 2.62 | 3.00
7418 NNIN
MFCDO0000 PYROCATEC
-11.65 8.88 | 3.50 386.38 27 2.87 |[8.54]0.32|0.02| 5.04 ({11.06| 3.18
5868 HOL VIOLET




4'5'-

dihydroxy-
MFCDO0002
9269 -11.55 45,6,7- 8.10| 5.69 502.09 31 3.42 8.47 (0.2710.02| 2.78 [20.84| 3.02
tetrachloroflu
orescein
QUERCETINS
MFCDO0005
9895 -11.53 ULFONIC -2.69| 1.34 382.30 26 3.51 8.45(0.33|0.02| 7.11 | 4.12 | 3.18
ACID
MFCDO0001 QUERCETAG
-11.49 6.56 | 1.85 318.24 23 3.81 8.42 (0.37/0.03| 6.57 | 5.05 | 3.29
7428 ETIN
MFCDO0001
2496 -11.47 MAREIN 7.32| 0.75 450.39 32 3.92 8.41(0.26|0.02| 7.66 | 2.85 | 2.97
MFCDO0004
-11.38 GALLEIN 8.10| 3.27 364.31 27 457 8.34 (0.31|0.02| 5.07 [10.59| 3.10

1839




MFCDO0004

6951 -11.25 COERULEIN 7.32| 2.02 346.29 26 5.70 |8.24]0.32|0.02| 6.22 | 6.37 | 3.10
2-[3-(2-
thiazolyl)ureid
MFCDO0003 o]acetic acid
-11.14 9.00( 0.65 335.34 23 6.83 |8.17(0.36|0.02( 7.52 | 1.83 | 3.19
0456 n2-
dihydroxyben
zoyl
MFCDO0004 ALIZARIN
-11.11 6.84| 3.70 304.21 22 7.18 |8.14(0.37|0.03( 4.44 (10.00| 3.22
5361 CYANIN
MFCDO0004 PURPURIN
-11.07 -2.89| 3.79 336.27 23 7.70 |8.11(0.35|0.02( 4.32 (10.74| 3.17
5368 SULFONATE
MFCDO0001
-11.06 | GOSSYPETIN 6.59| 1.85 318.24 23 7.75 18.11(0.35|0.03( 6.26 | 5.25 | 3.17

7680




MFCDO0001
6932

-11.05

QUERCITRIN

6.37

0.90

448.38

32

7.98

8.10

0.25

0.02

7.20

3.56

2.86

MFCDO0000
6829

-11.01

FISETIN

6.32

1.81

286.24

21

8.57

8.07

0.38

0.03

6.26

4.71

3.24




Research, Society and Development, v. 10, n. 7, €29510716543, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i7.16543

Tratamento da leishmaniose, limitacdes da terapéutica atual e a necessidade de novas

alternativas: Uma revisdo narrativa

Leishmaniasis treatment, current therapy limitations and new alternative requirements: A
narrative review

Tratamiento de leishmaniasis, limitaciones de la terapéutica actual y la necesidad de nuevas

alternativas: Una revision narrativa

Recebido: 26/05/2021 | Revisado: 04/06/2021 | Aceito: 08/06/2021 | Publicado: 22/06/2021

Alexandre Silva Santiago

ORCID https://orcid.org/0000-0002-7335-960X
Universidade do Estado da Bahia, Brasil
E-mail: alesantiago@live.com

Samuel Silva da Rocha Pita

ORCID: https://orcid.org/0000-0003-4053-8721
Universidade Federal da Bahia, Brasil

E-mail samuelrpita@gmail.com

Elisalva Teixeira Guimaraes

ORCID: https://orcid.org/0000-0001-9274-2957
Universidade do Estado da Bahia, Brasil

E-mail etguimaraes@uneb.br

Resumo

As leishmanioses sdo um grupo de doengas negligenciadas causadas por protozoérios intracelulares do género
Leishmania. Suas principais formas clinicas sdo a tegumentar (LT) e a visceral (LV). Atualmente a terapéutica contra
a leishmaniose baseia-se na utilizagdo de cinco farmacos: os antimoniais pentavalentes, a anfotericina B e a sua
formulacéo lipossémica, a miltefosina, a paromomicina e a pentamidina. Estes compostos apresentam limitacGes que
dificultam a adesdo do paciente ao tratamento como: a elevada toxicidade e a necessidade de administracdo
prolongada por via parenteral, além da possivel sele¢do de cepas resistentes. Assim, utilizando a revisdo narrativa de
literatura, buscou-se elucidar um panorama do tratamento atual da leishmaniose, seus mecanismos de ac&o elucidados,
sua toxicidade atribuida, seus efeitos adversos e vias de administracdo. Para tanto, os dados mais atualizados
disponiveis na literatura foram trazidos para facilitar o acesso as informacdes sobre as opg¢des terapéuticas, além das
novas alternativas terapéuticas e perspectivas de vacinas contra esta doenca negligenciada.

Palavras-chave: Doencas negligenciadas; Leishmania; Tratamento farmacoldgico; Mecanismos moleculares de acdo
farmacologica.

Abstract

Leishmaniasis groups some neglected diseases caused by intracellular protozoa Leishmania. Its main clinical forms
are the tegumentary (LT) and Visceral (LV). Currently, the therapy against leishmaniasis is based on the use of five
drugs: the pentavalent antimonials, amphotericin B and its liposomal formulation, miltefosine, paromomycin and
pentamidine. These compounds present limitations that difficult patient’s adherence to treatment, such as high toxicity
and the need for prolonged parenteral administration, in addition to the selection of resistant strains. Thus, employing
the literature narrative review, we brought a panorama of the current leishmaniasis treatment, its elucidated action
mechanisms, attributed toxicity, adverse effects and administration routes. Aiming to point this, the more updated data
available in the literature were brought to facilitate access information on therapeutic options, in addition to new
therapeutic alternatives and vaccine perspectives against this neglected disease.

Keywords: Neglected diseases; Leishmania; Pharmacological treatment; Molecular mechanisms of pharmacological
action.

Resumen

Leishmaniasis es un grupo de enfermedades desatendidas causadas por protozoarios intracelulares del género
Leishmania. Sus principales formas clinicas son tegumentario (LT) y visceral (LV). Actualmente, la terapéutica contra
leishmaniosis es basada en la utilizacién de cinco farmacos: los antimoniales pentavalentes, la anfotericina B y su
formulacién liposomal, la miltefosina, la paromomicina y la pentamidina. Estos compuestos presentan limitaciones
que dificultan la adherencia del paciente al tratamiento como: la elevada toxicidad y la necesidad de administracion
prolongada por via parenteral, asi como una posible seleccidn de cepas resistentes. Asi, utilizando la revision narrativa
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de literatura, se busca aclarar un panorama del tratamiento actual de la leishmaniasis, sus mecanismos de accion
elucidados, su toxicidad, sus efectos adversos y vias de administracion. Para tanto, se traen los datos mas actuales
disponibles en la literatura para facilitar el acceso a las informaciones sobre las opciones terapéuticas, y también de las
nuevas alternativas terapéuticas y perspectivas de vacunas contra esta enfermedad desatendida.

Palabras clave: Enfermedades desatendidas; Leishmania; Tratamiento farmacol6gico; Mecanismos moleculares de
accion farmacoldgica.

1. Introducéo

As leishmanioses constituem um grupo de doengas negligenciadas, causadas por protozoarios intracelulares do género
Leishmania (Kinetoplastida, Trypanosomatidae), que se apresentam sob duas formas principais: a amastigota e a promastigota
(Vasconcelos, et al., 2018). A infeccdo tem inicio quando a forma infectante (promastigota) entra em contato com o tecido do
hospedeiro durante o repasto sanguineo do mosquito flebotomineo fémea infectado (Ueno & Wilson, 2012). A apresentacéo
clinica da doenca é dependente da espécie do parasito envolvido na infec¢do, sendo as principais formas clinicas a tegumentar
(LT) e a visceral (LV), considerada mais grave devido ao seu quadro clinico, que pode levar o paciente ao 6bito. A LT pode
ser subdividida em: cutanea (LC), a mucosa (LM), cutanea difusa (LCD) e sua forma disseminada (LD) (Kevric, et al., 2015;
Vasconcelos, et al., 2018).

Dados da Organizacdo Pan-americana de Salde informam que no continente Americano entre 2001-2018 foram
registrados 63.331 novos casos de leishmaniose visceral e 989.096 casos de leishmaniose tegumentar (cutdnea e mucosa). Do
total de casos de 2018, 84% de leishmaniose tegumentar e 97% leishmaniose visceral foram registrados pelo Brasil. E
importante salientar que pacientes com LV podem apresentar hepatoesplenomegalia devido a proliferacdo progressiva de
parasitos em macrofagos no figado, bago e medula déssea, podendo chegar ao quadro de supressdo medular. Caso ndo sejam
tratados, poderdo desenvolver pancitopenia e imunossupressdo, sendo propensos a infecgdes concomitantes por outros
microrganismos (Mcgwire & Satoskar, 2014). No Brasil, uma das formas mais graves da leishmaniose tegumentar é a LCD,
que devido a imunossupressao celular especifica induzida pelo parasito, apresenta um dificil controle da infecgdo pelo sistema
imunologico do hospedeiro, resultando no carater evolutivo crénico e tratamento dificultado (Silveira, 2009).

Atualmente, a terapéutica contra a leishmaniose baseia-se na utilizagdo de cinco farmacos: os antimoniais
pentavalentes, a anfotericina B e a sua formulacgdo lipossémica, a miltefosina, a paromomicina e a pentamidina. Com excecéo
dos compostos antimoniais, todos os outros medicamentos ndo foram desenvolvidos incialmente com acdo leishmanicida.
Além disso estdo associados a deficiéncias graves como toxicidade, administracdo prolongada e possivel surgimento de
resisténcia por parte do parasito (Tiwari, et al., 2018). Tendo em vista a gravidade da doenca e os problemas apresentados pela
terapéutica atual, esta revisdo tem como objetivo elucidar um panorama sobre o tratamento atual da leishmaniose, seus
mecanismos de acdo elucidados, toxicidade atribuida, efeitos adversos e vias de administracdo; compilando dados atualizados
disponiveis em literatura para facilitar o acesso as informagdes sobre as opg¢des terapéuticas, além das novas alternativas

terapéuticas e perspectivas de vacinas contra esta doenca negligenciada.

2. Metodologia

Este artigo trata-se de uma revisdo narrativa de literatura, sendo assim, constituida por uma anélise ampla da
literatura, apropriada para descrever e discutir o desenvolvimento ou o "estado da arte” de um determinado assunto, sem
estabelecer uma metodologia rigorosa e replicavel em nivel de reproducédo de dados (Rother, 2007; Vosgerau & Romanowski,
2014).
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3. Resultados e Discussao
3.1 Terapia Atual

A terapia medicamentosa para todas as formas de leishmaniose visa a garantia da adesdo ao tratamento, o alivio dos
sintomas e do desconforto causado pela doenca, a administracdo com seguranga dos medicamentos indicados, o controle e/ou a
minimizacdo da ocorréncia de efeitos adversos (Brasil, 2018). No entanto, todos os farmacos disponiveis atualmente para o
tratamento desta enfermidade mostram-se insatisfatorios em termos de eficacia, custo, facilidade de administracdo e/ou
seguranca (Mcgwire & Satoskar, 2014; Murray, 2010; Hendrickx, et al., 2019).

Além disso, os antimoniais, por exemplo, aliado a longa duracdo do tratamento através de injecdes, podem apresentar
0 inconveniente da dor local, por conta da via de administracdo intramuscular (IM), necessitando assim da alternancia dos
locais de aplicacdo, preferindo-se a regido glitea. A anfotericina B, pertencente a classe IV do Sistema de Classificacdo
Biofarmacéutica (SCB), ndo apresenta boas propriedades fisico-quimicas. Sua solubilidade em agua € limitada, apresenta baixa
permeabilidade em membranas, elevado peso molecular e presenca de muitos grupos aceptores e doadores de ligacdo de
hidrogénio (Barratt & Bretagne, 2007; Fangueiro, et al., 2012). Por isso, a anfotericina B é fracamente absorvida e possui baixa
biodisponibilidade oral, sendo obrigatoriamente administrada por via intravenosa (IV), demandando hospitalizagdo do
paciente, o que limita o seu uso em paises pobres e em desenvolvimento (Croft & Coombs, 2003; Bastos, et al., 2016).

A miltefosina, Unico farmaco de administragdo por via oral, pode ocasionar distdrbios gastrointestinais e toxicidade
renal que levam o paciente a interrupcéo prematura do tratamento, o que corrobora para 0 aumento dos casos de resisténcia do
parasito (Guerin, et al., 2002; Sundar, et al., 2005). Quanto a paromomicina, a necessidade de administracdo parenteral
representa uma dificuldade para a sua ado¢do em paises pobres e em desenvolvimento (Bastos, et al., 2016). A pentamidina
apresenta como um dos efeitos secundarios irreversiveis, o diabetes mellitus insulinodependente. Além disso, casos de
resisténcia a pentamidina também tém sido descritos em literatura, como pode ser observado em mais detalhes na tabela 1
(Sundar, et al., 2006; Bray, et al., 2013).

3.2 Os Antimoniais Pentavalentes

Os antimoniais trivalentes (Sh"') ja eram usados no Brasil em 1912 como o primeiro tratamento eficaz para
leishmaniose (Vianna, 1912; Hendrickx, et al., 2019), sendo posteriormente substituidos pelos pentavalentes (SbY) na tentativa
de reduzir seus diversos efeitos secundarios graves. Os antimoniais pentavalentes sdo 0os medicamentos de primeira escolha
para todas as formas de leishmaniose (Kato, et al., 2014), os quais s&o administrados por via intramuscular (IM) ou intravenosa
(IV) (Kip, et al., 2018). O antimonio pentavalente (ShV) é considerado um pré-farmaco, que é convertido na forma ativa
trivalente (Sh'"") sob condigdes de pH baixo nos fagécitos hospedeiros (Singh, et al., 2012). Este mecanismo de agéo dentro do
organismo gera toxicidade tanto contra o hospedeiro quanto contra o parasito (Kato, et al., 2014). Atualmente, dois complexos
de antimoniais pentavalentes estdo disponiveis comercialmente: o antimoniato de meglumina (Glucantime®) e o
estibogluconato de sédio (Pentostan®) (Tiwari, et al., 2018). No Brasil, 0 medicamento de escolha é o Glucantime ® (Sereno,
et al., 2000).

O Sh"" induz apoptose nos parasitos através da inibicdo da tripanotiona redutase (TR) (Tiwari, et al., 2018). A TR ¢
uma enzima essencial e exclusiva dos parasitos da familia Trypanosomatidae, responsavel pelo metabolismo redox do tiol,
sendo assim essencial para a manuten¢do da vida nos protozoarios do género Leishmania (Beig, et al., 2015). A TR é uma
flavoenzima dependente de NADPH capaz de catalisar a reducdo do dissulfeto de tripanotiona [TS2] em ditiol tripanotiona
T(SH)2] (Flohé, 2011; Krauth-Siegel, et al., 2005). Desse modo, através da TR a tripanotiona ¢ mantida reduzida (Krauth-
Siegel & Comini, 2008). Sendo assim, esta enzima age como um antioxidante parasitario de defesa ao estresse oxidativo do
hospedeiro (Dukhyl, 2019).
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O ShY também apresenta atividade antiparasitaria através da inibigdo da atividade da topoisomerase (No, 2016). As
topoisomerases sdo um grupo de enzimas responsaveis por controlar a homeostase topoldgica do DNA durante os processos de
replicacéo, transcrigdo e condensagdo da cromatina; estando envolvidas diversos processos celulares, incluindo ciclo celular,
proliferacdo e diferenciacéo celular (Sun, et al., 2020). Na leishmania, a enzima se encontra presente no ndcleo e na Unica
mitocdndria existente. Existem diferencas claras na estrutura e expressdo entre as enzimas do parasito e do hospedeiro,
demonstrando assim o grande potencial terapéutico dos inibidores topoisomerase como droga com atividade leishmanicida
(Reguera, et al., 2019). Também ja foi proposto como mecanismo de acdo provavel a inibicdo da adenosina trifosfato (ATP) e
da guanosina trifosfato (GTP) através da inibicéo do ciclo do acido citrico e da glicolise (Koff & Rosen, 1994).

O uso dos antimoniais pode ocasionar dor abdominal, vomito, diarréia, ndusea, dor de cabega, fadiga, febre, tosse,
erupcdo cutanea, pancreatite, pneumonia, insuficiéncia hepatica, nefrotoxicidade e cardiotoxicidade. Além de todos esses
inconvenientes, também é necessaria a internacdo hospitalar para a sua aplicacdo por via intramuscular ou intravenosa
(Hendrickx, et al., 2019).

3.3 Anfotericina B

A anfotericina B (AmpB) é um metabolito antifingico de polieno, pouco soltvel em agua e possui alta afinidade por
membranas contendo esterol. O ergosterol € o principal esteroide presente nas membranas plasmaticas dos parasitos do género
Leishmania, a anfotericina liga-se ao ergosterol, causando desorganizacdo da membrana, formacéo de poros aquosos, alteracdo
da permeabilidade de membrana com extravasamento de liquidos, desequilibrio ibnico e morte do parasito (Sampaio, 2003;
Kip, et al., 2018; Tiwari, et al., 2018). Sua aplicacdo € intravenosa, 0 que resulta em menor adesdo do paciente ao tratamento
(Hendrickx, et al., 2019). A AmpB também tem a capacidade de ligar-se ao colesterol das membranas humanas, mecanismos
esse responsavel por uma grande fragdo de seus efeitos tdxicos (Laniado-Laborin & Cabrales-Vargas, 2009).

Dentre os efeitos adversos causados pelo uso da AmpB destacam-se a febre alta, calafrios e insuficiéncia renal
(Freitas-Junior, 2012), além de hipocalemia e nefrotoxicidade com limitacdo de dose o que dificulta seu uso na clinica (Kip, et
al., 2018). A nefrotoxicidade é descrita como o principal efeito adverso associado ao uso da AmpB (Hendrickx, et al., 2019).
Os efeitos adversos da AmpB foram contornados por sua formulacdo lipossomal (AmBisome), que também foi altamente
eficaz na cura de todas as formas de infecgdes por leishmania (Kip, et al., 2018; Tiwari, et al., 2018). Essa formulacao consiste
em incorporar a AmpB numa bicamada de lipossomas, o que resulta numa reducgdo significativa da toxicidade renal
relacionada a infusdo. Algumas leves reacdes, nefrotoxicidade transitdria e trombocitopenia podem ser observadas apds o seu
uso. Um grande inconveniente dessa formulagdo é o alto custo que impossibilita seu uso por populacfes de baixa renda, que

ironicamente sdo os mais afetados por esse grupo de doencas (Nagle, 2014).

3.4 Miltefosina

A miltefosina (hexadecilfosfocolina), um analogo alquilfosfocolina, originalmente desenvolvido como agente
antitumoral, atualmente é o Unico medicamento de uso oral disponivel para o tratamento da leishmaniose (Tiwari, et al., 2018).
A sua atividade antitumoral tem como alvo as vias de sinalizagdo do fosfoinositol 3-cinase-Akt/PKB para inibir o crescimento
metastatico das células. Em relacdo a sua atividade antiparasitaria, nenhum modo de agdo foi ainda elucidado, porém surgiram
varias hipoteses, como a inducéo de apoptose, distirbio das vias de sinalizagdo celular dependente de lipidios, alteragdo da
composi¢do da membrana e efeitos imunomoduladores (Dorlo, et al., 2012; Paris, et al., 2014). Além disso, a miltefosina tem a
capacidade de despolarizar o potencial da membrana mitocondrial e inibir a citocromo-c oxidase, o que pode estar relacionado

a morte dos parasitos por apoptose (Marinho, et al., 2011).
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A miltefosina também produz efeitos colaterais graves (Singh, et al., 2014). Sao relatadas nefrotoxicidade,
hepatotoxicidade e teratogenicidade gastrointestinal grave, o que dificulta o seu emprego em mulheres gravidas e criancas
(Dorlo, et al., 2012; Hendrickx, et al., 2019). Aliado aos efeitos adversos, sua aplicacao esta comprometida devido ao crescente
aumento das taxas de falha terapéutica e ao lento, porém inevitavel, surgimento de resisténcia do parasito ao farmaco (Cojean,
et al., 2012; Rijal, et al., 2013; Hendrickx, et al., 2019).

3.5 Paromomicina

A paromomicina, um antibi6tico aminoglicosidico, possui atividade antileishmania e antibacteriana, no entanto, este
medicamento ndo é uma boa opgdo para o tratamento de pacientes com leishmaniose por conta de sua baixa absorcdo e
administracéo através de injegdes intramusculares (Tiwari, et al., 2018; Hendrickx, et al., 2019). Estudos informam que o
mecanismo de acdo da paromomicina envolve a inibicdo da sintese de proteinas do protozoéario ligando-se a subunidade
ribossdmica 30S, resultando no acimulo de complexos ribossdmicos anormais 30S-50S e, finalmente, causando a morte
celular (Kip, et al., 2018). Outros estudos relacionam a inibigao da sintese de proteinas e a alteragdo no potencial da membrana
mitocondrial com a morte parasitaria (Chawla, et al., 2011). A paromomicina apresenta como efeitos adversos mais comuns a

nefrotoxicidade, a ototoxicidade e a hepatotoxicidade (Hendrickx, et al., 2019).

3.6 Pentamidina

A pentamidina é um derivado sintético da amidina usado como terapia de segunda linha contra a leishmaniose, uso
este limitado devido a baixa eficacia e a sua administracéo por via IM ou, preferencialmente, por administracéo IV (Kip, et al.,
2018; Hendrickx, et al., 2019). O mecanismo de acdo da pentamidina ndo é claro, mas a mitocéndria foi considerada um
importante alvo (Coelho, et al., 2007). Sugere-se que 0 composto penetra nos parasitos através de transportadores de arginina e
poliamina e iniba a topoisomerase mitocondrial Il (Singh, et al., 2016). Estudos bioquimicos indicaram que clones de
promastigotas de Leishmania donavani e Leishmania amazonensis apresentam resisténcia ao medicamento devido a
diminuicdo da captacéo, seguido por aumento do efluxo de medicamentos (Singh, et al., 2012). Seus efeitos adversos incluem a
inducdo de diabetes mellitus insulino-dependente, hipotensdo, efeitos gastrointestinais, hipoglicemia grave, choque,

miocardite, cardiotoxicidade e toxicidade renal (Kip, et al., 2018; Hendrickx, et al., 2019).
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Tabela 1: Principais drogas utilizadas na clinica para tratamento das Leishmanioses.

Via de
Farmacos Mecanismos de acao Administracdo Efeitos Adversos Referéncias
Dor abdominal, vomito,
Reducdo do Sb+5 diarreia, nausea, dor de cabega,
a Sb+3 dentro do organismo; fadiga, febre, tosse, erupgéo
Apoptose, através da inibigdo cutanea, pancreatite,
da tripanotiona redutase; pneumonia, insuficiéncia
Antimoniais Inibicdo da atividade da hepética, nefrotoxicidade e,
pentavalentes topoisomerase. IM, IV cardiotoxicidade. 7,10,20,29.
Inibicdo do citocromo-c
oxidase através da
despolarizacéo do potencial da Toxicidade gastrointestinal,
membrana mitocondrial, o que nefrotoxicidade,
pode estar relacionado a morte hepatotoxicidade e
Miltefosina de parasitos por apoptose. VO teratogenicidade. 7,10,37,39.
Inibicdo da sintese de
proteinas do protozoério
ligando-se a subunidade
ribossémica 30S, resultando
no acimulo de complexos
ribossémicos anormais 30S- Nefrotoxicidade, ototoxicidade,
Paromomicina |50S, causando a morte celular.| IM ou TOPICO hepatotoxicidade. 7,10,21.
Cardiotoxicidade, hipotensdo e
Inibicdo o sistema de IM ou, efeitos gastrointestinais, bem
transporte ativo; Inibicdo da | preferencialmente como, inducéo de diabetes
Pentamidina |topoisomerase mitocondrial I1. v mellitus insulino-dependente. | 7,10,22,45.

Fonte: Autores.

3.7 Novas Alternativas Terapéuticas

Apesar do recente desenvolvimento de vacina para cées, até 0 momento, ndo ha uma vacina para humanos, tornando o
tratamento farmacoldgico a Unica opgéo, ja que o controle do vetor ndo tem se mostrado uma efetiva medida de prevencéo da
leishmaniose (Luna & Campos, 2020; Bastos, et al, 2006). Nos ultimos anos, no Brasil, foram licenciadas duas vacinas para
administracdo nos cées (Martin, et al., 2014; Reguera, et al., 2016; Beugnet, et al., 2018; Cotrina, et al., 2018).

A Leishmune® (Zoetis, Brasil) é uma vacina de segunda gerac¢do e foi licenciada no Brasil em 2003 para proteger 0s
caes contra L. donovani (Reguera, et al., 2016; Lopes, et al., 2018). Os cdes vacinados ndo apresentam sinais clinicos nem
parasitos em amostras de pele, linfonodos e sangue (Nogueira, et al., 2005; Vulpiani, et al., 2011), o que contribui para a
reducdo da prevaléncia e incidéncia da doenca nas populagdes, tanto de cées quanto de seres humanos em zonas endémicas,
diminuindo o risco de transmissdo da doenga para os fleb6tomos (Palatnik-De-Sousa, et al., 2009; Otranto & Dantas-Torres,
2013; Reguera, et al., 2016).

A Leish-Tec® (Hertape Calier Salide Animal SA, Brasil) foi aprovada em 2013, sendo a primeira vacina
recombinante aprovada no Brasil (Reguera, et al., 2016; Coura-Vital, et al., 2018). O estudo comparativo desenvolvido entre
animais vacinados com Leishmune® e Leish-Tec®, demonstrou que ndo ha diferenca significativa na carga parasitaria
presente nos animais vacinados com ambas as vacinas, bem como baixas taxas de transmissdo dos cées para os fleb6tomos em
testes de xenodiagndstico (Fernandes, et al., 2014). O que s6 refor¢a a capacidade de reducdo da prevaléncia e incidéncia da

doenca nas populagfes, tanto de cdes quanto de seres humanos.
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Mesmo com esse grande avanco na area veterinaria, ainda ha um longo caminho até que se produza uma vacina de
uso humano contra a leishmaniose, tendo em vista que esta deve ser segura, eficaz, estavel e de baixo custo. Além disso, a
maior incidéncia da doenca acontece em paises em desenvolvimento, sendo, portanto, um grande desafio uma vez que sao
necessarios grandes investimentos financeiros, de infraestrutura e em pesquisa para que esse objetivo possa ser alcancado
(Silva, et al., 2013).

Apesar de nenhuma vacina humana ter atingindo o status de registro, duas vacinas humanas foram testadas em
ensaios clinicos. Uma vacina de primeira geracdo de leishmania autoclavada foi testada em um estudo de fase Il com criancas
no Suddo e mostrou-se imunogénica, segura e teve conversdo positiva do teste cutdneo de leishmania. Sua seguranca e a
imunogenicidade foram observadas em 76% dos voluntarios humanos que produziram IFN-y em resposta ao lisado do parasito
(Luna & Campos, 2020; Palatnik-De-Sousa & Nico, 2020).

A segunda vacina humana testada em ensaios clinicos foi a LeishF3, que é uma vacina multicomponente e esta em
fase Il. A vacina demostrou uma robusta resposta imune contra leishmaniose visceral durante o ensaio de fase | com humanos
sadios nos Estados Unidos. Além de ter sido considerada segura, também foi detectada secrecdo aumentada de citocinas IFN-y,
TNF-a, IL-2, IL-5 e IL-10. Em um estudo realizado em Bangladesh foi encontrada uma forte resposta de citocinas para cada
componente da vacina em pacientes com leishmaniose visceral (Moafi, et al., 2019; Luna & Campos, 2020; Palatnik-De-Sousa
& Nico, 2020).

E importante ressaltar que a ampla utilizacdo da monoterapia, levou ao surgimento de cepas resistentes aos farmacos
utilizados. Dessa forma, as combinagdes mostraram-se boas alternativas e tém apresentado diversas vantagens em relacdo a
monoterapia, incluindo a minimizacdo dos efeitos toxicos através da reducdo do tempo de tratamento; maior adesdo ao
tratamento; reducdo dos custos diretos e indiretos para o sistema de salde e a atenuagéo do desenvolvimento de resisténcia por
parte do parasito (Alvar, et al, 2006; Bastos, et al, 2016). Dentre estas combinacfes terapéuticas estdo: estibogluconato de
sodio e paromomicina; antimoniato de meglumina e paromomicina; anfotericina B e miltefosina; anfotericina B e
paromomicina e, por fim, miltefosina e paromomicina (Alvar, et al, 2006; Sundar & Olliaro, 2007; Bastos, et al, 2016).

Em 2019 a DNDi finalizou um ensaio de fase Il e iniciou um de fase 111, combinando termoterapia e miltefosina para
0 tratamento da leishmaniose cutanea (LC) ndo complicada. Nesse estudo foi avaliada a eficacia e a seguranca da combinacéo
de termoterapia (uma sessdo) + miltefosina (dose padrdo de 2,5 mg/kg/dia por 21 dias, via oral), em comparacao a apenas uma
sessdo de termoterapia no tratamento da LC ndo complicada no Peru e na Colémbia. Esse estudo contou com 130 participantes
e os resultados preliminares na analise por intengdo de tratar (ITT) mostraram evidéncias a favor da combinacéo. O estudo de
fase 111 tem como objetivo determinar se a combinacgéo de tratamentos ndo é inferior ao tratamento padrdo de primeira linha
(antimoniato de meglumina de 20 mg/kg/dia por 20 dias, uso parenteral) e a monoterapia com miltefosina (dose padrdo de 2,5
mg/kg/dia por 28 dias, por via oral) (Boni, 2019). Ainda em 2019 a DNDi desenvolveu um diverso portfdlio, totalizando 21
projetos com dez novas classes quimicas (quatro séries lideres, quatro candidatos pré-clinicos e dois candidatos clinicos) com
diferentes mecanismos de acdo contra os parasitos do género Leishmania. Esta cadeia de desenvolvimento oferece uma base
solida para que se avance com uma ou mais novas terapias orais seguras e acessiveis para a leishmaniose visceral e cutanea
(DNDi, 2019).

Além da termoterapia anteriormente citada, outras terapias alternativas também podem ser aplicadas a leishmaniose, a
exemplo da terapia fotodindmica, que surgiu como uma alternativa de tratamento promissora, que permite a administracdo
local com menos efeitos colaterais (Pinto, et al., 2016). Esse tipo de terapia é baseada na aplicagdo de uma substancia
fotossensivel na lesdo-alvo, que, ao receber luz de comprimento de onda especifico, é ativada desencadeando uma série de
reacBes na presenca de oxigénio molecular, levando a producgdo de espécies reativas de oxigénio, que resulta na morte celular e

destruicdo do tecido doente (Machado, 2000; Bacelar, et al., 2015). Os fotossensibilizadores podem ser corantes, que sao
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substancias fotossensiveis, geralmente ndo tdxicas para aplicacdo topica, caracterizadas por uma alta capacidade de absorver a
luz visivel (Volpe, et al., 2018). Um exemplo de corante fotossensibilizador é o Rosa Bengala, derivado do grupo xanteno; o
qual seus seus derivados éster metilico de rosa bengala (RBMET) e éster butilico (RBBUT) mostraram-se eficazes contra L.
amazonensis no tratamento da leishmaniose tegumentar (Navasconi, et al., 2017). Em 2018, um estudo utilizando laser de
diéxido de carbono (CO2) fracionado seguido de aplicacdo tdpica de estibogluconato de s6dio demostrou que este € um
tratamento seguro e promissor para infeccéo por leishmaniose cutanea em criangas. Dez criancas foram tratadas, destas, apenas
uma ndo respondeu ao tratamento, as outras nove obtiveram cura clinica, com alta tolerancia ao tratamento e nenhum efeito
adverso observado ou relatado (Hilerowicz, et al., 2018). Outros exemplos de terapias alternativas sdo a crioterapia e
eletroterapia (Zulfigar, et al., 2017).

A Quimica Medicinal é um ramo da ciéncia que versa sobre a descoberta e o desenvolvimento de farmacos (Taylor &
Triggle, 2006). Através dela é possivel: a identificacdo e interpretacdo do mecanismo molecular de agdo de compostos
biologicamente ativos; a investigagdo das relages entre a estrutura quimica e a atividade biolégica, o que contribui
significativamente para o melhor entendimento dos processos fisiopatoldgicos, bem como para o desenvolvimento de novos
medicamentos mais seguros e eficazes (Amaral, et al., 2017); além destes, o melhoramento das propriedades medicamentosas,
por meio de modificagBes especificas nas estruturas quimicas, viabilizando-se a sintese de novos e mais potentes compostos
com caracteristicas farmacoféricas comuns a compostos antileishmania (Rashid, et al., 2016).

Uma vertente recente da Quimica Medicinal sdo os métodos in silico (computacionais). Como exemplo temos a
Triagem Virtual, que surgiu na identificacdo de novos candidatos a fa&rmacos como alternativa a triagem de alto rendimento
(HTS). Sua principal vantagem é que bibliotecas virtuais (quimiotecas) contendo diversos compostos (> 500) s&o avaliadas
através de diferentes ferramentas computacionais, resultando num pequeno conjunto de compostos priorizados para ensaios
secundarios. Economiza-se assim insumos, matérias-primas e reagentes. Além disso esses métodos in silico possibilitam
também a identificagdo de: propriedades moleculares (drug-like e estruturais), similaridade 2D, a presenca de grupos
farmacofoéricos (Piccirillo & Amaral, 2018), cardiotoxicidade, capacidade de agregacdo, presenca de falsos positivos (PAINS)
e a toxicidade de moléculas. Além disso, os estudos de Triagem Virtual podem ser aplicados a compostos de origem sintética
quanto natural. O Banco de Dados de Produtos Naturais do Semi-Arido Baiano (NatProDB, www.natprodb.uefs.br), por
exemplo € uma base de dados com grande diversidade quimica o que pode favorecer a descoberta de novas entidades quimicas
(Paixdo & Pita, 2019).

Adicionalmente, outra estratégia que tem sido empregada para melhorar a eficiéncia desse tratamento é a busca de
novas formas farmacéuticas sitio-especificas. Os sistemas mais utilizados sdo os lipossomas e as nanoparticulas; e seus
principais beneficios séo: a reducao dos efeitos adversos, através direcionamento do farmaco aos tecidos ou células afetadas; a
protecdo do farmaco contra a degradacdo em fluidos biol6gicos, o que culminou na possibilidade de administracdo por novas

vias; além do aumento da biodisponibilidade, possibilitando a administracdo por via oral (Bastos, et al, 2016).

4. Concluséo

Embora a Leishmaniose se apresente como um problema de salde publica, diversos trabalhos apontam inimeras
limitacBes as terapéuticas atuais, incluindo toxicidade e alto custo. Além disso, exceto a miltefosina que é de administracdo
oral, todos os outros requerem administragdo parenteral, evidenciando assim, a necessidade de opcdes terapéuticas mais
eficazes, mais seguras e que apresentem vias de administracdo mais convenientes, a fim de facilitar a adesdo ao tratamento e
consecutivamente sua taxa de sucesso.

Sendo assim, o presente trabalho expfe os principais problemas das terapias atuais, as alternativas que vém sendo

empregadas e perspectivas futuras de novos tratamentos, reforcando a necessidade de busca por outras alternativas
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terapéuticas. Nesse contexto, essas novas opgdes terapéuticas podem ser reveladas de uma ou mais classes quimicas diferentes
das utilizadas atualmente, tornando notdvel que os estudos de novos prototipos devam ser fortemente apoiados como

ferramentas de controle de riscos e agravos a populacdo e a satde publica.
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